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DESCRIPCIÓN

Células recombinantes productoras de ácidos ω-aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o sus 
lactamas

La presente invención se refiere a células modificadas por tecnología genética con respecto a su tipo salvaje, a un 
procedimiento para la preparación de ácidos ω-aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o de 5
lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos, y a un procedimiento para la preparación de poliamidas basadas 
en ácidos ω-aminocarboxílicos o en lactamas.

Las poliamidas son polímeros cuyas unidades repetitivas (monómeros) poseen como rasgo característico el grupo 
amida. La denominación “poliamida” se utiliza habitualmente como denominación para materiales sintéticos 
termoplásticos técnicamente utilizables, y con ello delimita esta clase de sustancias de las proteínas químicamente 10
emparentadas. Casi todas las poliamidas importantes se derivan de aminas primarias, es decir, en sus unidades 
repetitivas se presenta el grupo funcional -CO-NH-. Junto a ellas existen también poliamidas de aminas secundarias 
(-CO-NR-, R = radical orgánico). En calidad de monómeros para las poliamidas encuentran aplicación, en particular, 
ácidos aminocarboxílicos, lactamas y/o diaminas y ácidos dicarboxílicos.

Particular importancia se le otorga, en especial, a la preparación de poliamidas a base de lactamas. Así, mediante 15
polimerización mediante apertura del anillo de ε-caprolactama se obtiene el producto “poliamida 6” técnicamente 
utilizado a menudo, mientras que mediante polimerización por apertura del anillo de laurin-lactama se obtiene la 
“poliamida 12” técnicamente asimismo importante. También copolímeros a base de lactamas tales como, por 
ejemplo, copolímeros a base de ε-caprolactama y laurin-lactama (“poliamida 6/12”) son de gran importancia técnica.

La preparación de ε-caprolactama tiene lugar habitualmente mediante reacción de ciclohexanona con el hidrógeno-20
sulfato o el hidrocloruro de la hidroxilamina bajo formación de ciclohexanonoxima. Ésta se transforma en ε-
caprolactama mediante la reacción de transposición de Beckmann, empleándose a menudo ácido sulfúrico 
concentrado en calidad de catalizador. La preparación de la ciclohexanona tiene lugar habitualmente mediante 
oxidación catalítica de ciclohexano con oxígeno del aire, obteniéndose ciclohexano de nuevo mediante 
hidrogenación de benceno.25

Particularmente compleja es la preparación de laurin-lactama. Esta tiene lugar a gran escala, debido a que 
primeramente se trimeriza butadieno bajo formación de ciclododecatrieno. A continuación, el ciclododecatrieno se 
hidrogena bajo formación de ciclododecano, y el ciclododecano, así obtenido, se oxida con formación de 
ciclododecanona. La ciclododecanona obtenida de esta manera se hace reaccionar acto seguido con hidroxilamina 
para dar ciclododecanoxima, que luego se transforma en laurin-lactama en una reacción de transposición de 30
Beckmann.

El inconveniente de estos procedimientos conocidos del estado de la técnica para la preparación de lactamas 
mediante transposición de Beckmann de oximas estriba, entre otros, en que como producto secundario se forman 
grandes cantidades de sales tales como, por ejemplo, sulfato de sodio, que deben ser eliminadas. Por lo tanto, en el 
estado de la técnica se describen también otros procedimientos para la preparación de lactamas que no presentan 35
estos inconvenientes. Así, el documento EP-A-0 748 797 describe un procedimiento para la preparación de lactamas 
a partir de dinitrilos, en el que el dinitrilo se hidrogena para formar aminonitrilo y el aminonitrilo se hace reaccionar 
mediante hidrólisis ciclante para formar lactama. Como catalizador para la hidrólisis ciclante se dan a conocer 
tamices moleculares tales como zeolitas de carácter ácido, silicatos y tamices moleculares no zeolíticos, fosfatos de 
metales y óxidos de metales u óxidos mixtos de metales. Este procedimiento presenta, sin embargo, entre otros, el 40
inconveniente de que la selectividad de la reacción del aminonitrilo mediante la hidrólisis ciclante es más bien 
escasa y, por lo tanto, se forman grandes cantidades de productos secundarios. Además de ello, en el caso de los 
procedimientos para la preparación de lactamas, descritos de este estado de la técnica, se emplean hidrocarburos 
tales como benceno o butadieno que se obtienen mediante craqueo de bencina o petróleo y que, por lo tanto, no se 
derivan de materias primas renovables. La preparación de poliamidas que se basan en lactamas preparadas de este 45
modo se ha de considerar, por lo tanto, como desventajosa desde un punto de vista ecológico.

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

En particular, la presente invención tenía por misión indicar un procedimiento con el que se puedan formar lactamas, 
en particular laurin-lactama, en el menor número posible de etapas de procedimiento y bajo formación de los menos 
productos secundarios posibles.50
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Además, era misión de la presente invención indicar un procedimiento con el que se puedan preparar lactamas, en 
particular laurin-lactama a partir de materias primas renovables.

Una contribución para resolver los problemas precedentemente mencionados la ofrece una célula que ha sido 
modificada mediante tecnología genética con respecto a su tipo salvaje de modo que, en comparación con su tipo 
salvaje, es capaz de producir más ácidos ω-aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o más 5
lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos a partir de ácidos carboxílicos o ésteres de ácidos carboxílicos, 
presentando la célula una actividad, incrementada en comparación con su tipo salvaje, de las enzimas EI y EIII o de 
las enzimas EI, EII y EIII:

i) de una enzima EI que cataliza la reacción de ácidos carboxílicos o ésteres de ácidos carboxílicos 
para dar los correspondientes ácidos ω-hidroxicarboxílicos o ésteres de ácidos ω-10
hidroxicarboxílicos, elegida del grupo consistente en las alcano monooxigenasas:
alcano monooxigenasa codificada por alkBGT de Pseudomonas putida GPo1 y citocromo-P450-
monooxigenasas de Candida tropicalis;

ii) de una enzima EII que cataliza la reacción de ácidos ω-hidroxicarboxílicos o ésteres de ácidos ω-
hidroxicarboxílicos para dar los correspondientes ácidos ω-oxocarboxílicos o ésteres de ácidos ω-15
oxocarboxílicos, elegida del grupo consistente en las alcoholdeshidrogenasas codificadas por el 
gen alkJ;

ii) de una enzima EIII que cataliza la reacción de ácidos ω-oxocarboxílicos o ésteres de ácidos ω-
oxocarboxílicos para dar los correspondientes ácidos ω-aminocarboxílicos o ésteres de ácidos ω-
aminocarboxílicos, elegida del grupo de las ω-transaminasas.20

Una célula de este tipo se puede emplear con el fin de producir ácidos ω-aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-
aminocarboxílicos o bien lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos por vía fermentativa a partir de ácidos 
carboxílicos o ésteres de ácidos carboxílicos, por ejemplo a partir de ácido láurico o ésteres del ácido láurico.

La formulación “que, en comparación con su tipo salvaje, es capaz de producir más ácidos ω-aminocarboxílicos, 
ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o más lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos a partir de ácidos 25
carboxílicos o ésteres de ácidos carboxílicos” se refiere también al caso de que el tipo salvaje de la célula 
modificada por tecnología genética no sea capaz de formar en absoluto ácidos ω-aminocarboxílicos, ésteres de 
ácidos ω-aminocarboxílicos o lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos, pero al menos ninguna cantidad 
detectable de estos compuestos, y sólo después de la modificación por tecnología genética, se pueden formar 
cantidades detectables de estos componentes.30

Por un “tipo salvaje” de una célula se designa preferiblemente una célula, cuyo genoma se presenta en un estado 
como el que se ha formado de modo natural por la evolución. La expresión se utiliza tanto para la célula completa 
como también para genes individuales. Por lo tanto, bajo la expresión “tipo salvaje” no están incluidas, en particular, 
aquellas células o bien aquellos genes cuyas secuencias génicas han sido modificadas, al menos en parte, por el 
hombre mediante procedimientos recombinantes.35

En este caso, de acuerdo con la invención se prefiere que la célula modificada por tecnología genética sea 
modificada por tecnología genética de manera que en un intervalo de tiempo definido, preferiblemente en el espacio 
de 2 horas, todavía más preferiblemente en el espacio de 8 horas y lo más preferiblemente en el espacio de 24 
horas, forme al menos 2 veces, de manera particularmente preferida al menos 10 veces, más preferiblemente al 
menos 100 veces, aún más preferiblemente al menos 1.000 veces y lo más preferiblemente al menos 10.000 veces 40
más ácidos ω-aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o lactamas derivadas de ácidos ω-
carboxílicos que el tipo salvaje de la célula. El aumento de la formación de producto puede determinarse en este 
caso, por ejemplo, debido a que la célula de acuerdo con la invención y la célula de tipo salvaje son cultivadas, en 
cada caso por separado, bajo las mismas condiciones (misma densidad celular, mismo medio nutricio, mismas 
condiciones de cultivo) para un determinado intervalo de tiempo en un medio nutricio adecuado y, a continuación, se 45
determina la cantidad de producto diana (ácidos ω-aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o 
lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos) en el medio nutricio.

Las células de acuerdo con la invención pueden ser procariotas o eucariotas. En este caso, se puede tratar de 
células de mamíferos (tales como, por ejemplo, células de seres humanos), de células vegetales o de 
microorganismos tales como levaduras, hongos o bacterias, siendo particularmente preferidos microorganismos y 50
siendo las más preferidas bacterias y levaduras.

Como bacterias, levaduras u hongos son adecuados, en particular, aquellas bacterias, levaduras u hongos tal como 
están depositados en la Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ – Colección 
Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares), Braunschweig, Alemania, como cepas de bacterias, levaduras u 
hongos. Bacterias adecuadas de acuerdo con la invención pertenecen a los géneros que están recogidos bajo55
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http://www.dsmz.de/species/bacteria.htm

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

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

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

http://www.dsmz.de/species/fungi.htm5

Células particularmente preferidas de acuerdo con la invención se derivan de células de los géneros 
Corynebacterium, Brevibacterium, Bacillus, Lactobacillus, Lactotoccus, Candida, Pichia, Kluveromyces, 
Saccharomyces, Escherichia, Zymomonas, Yarrowia, Methylobacterium, Ralstonia, Pseudomonas, Burkholderia y 
Clostridium, siendo particularmente preferidas Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum y Pseudomonas putida, 
y siendo la más preferida Escherichia coli.10

La expresión “actividad incrementada de una enzima”, tal como se utiliza precedentemente en relación con la 
enzima EI y en las explicaciones que siguen más adelante en relación con las enzimas EII, etc., se ha de entender 
preferiblemente como actividad intracelular incrementada.

Las explicaciones que siguen ahora para aumentar la actividad enzimática en células son válidas tanto para el 
aumento de la actividad de la enzima EI como también para todas las enzimas mencionadas a continuación, cuya 15
actividad pueda ser eventualmente incrementada.

Básicamente, un aumento de la actividad enzimática se puede conseguir aumentando el número de copias de la 
secuencia génica o bien de las secuencias génicas que codifican la enzima, utilizando un promotor fuerte o 
utilizando un gen o alelo que codifica una correspondiente enzima con una actividad incrementada, y eventualmente 
combinando estas medidas. Células modificadas por tecnología genética de acuerdo con la invención se generan, 20
por ejemplo, mediante transformación, transducción, conjugación o una combinación de estos métodos con un 
vector que contiene el gen deseado, un alelo de este gen o partes del mismo y un vector que posibilita la expresión 
del gen. La expresión heteróloga se alcanza en particular mediante la integración del gen o de los alelos en el 
cromosoma de la célula o en un vector que replica fuera del cromosoma.

Una perspectiva sobre las posibilidades para aumentar la actividad enzimática en células en el ejemplo de la 25
piruvato-carboxilasa lo proporciona el documento DE-A-100 31 999, que con ello se incorpora como referencia, y 
cuyo contenido divulgatorio forma, en relación con las posibilidades para el aumento de la actividad enzimática en 
células, una parte de la divulgación de la presente invención.

La expresión de las enzimas o bien genes mencionados precedentemente y todos los citados más adelante se 
puede detectar con ayuda de una separación monodimensional y bidimensional en gel de proteínas y subsiguiente 30
identificación óptica de la concentración de proteínas con un correspondiente software de evaluación en el gel. 
Cuando el aumento de una actividad enzimática se basa exclusivamente en un aumento de la expresión del gen 
correspondiente, entonces la cuantificación del aumento de la actividad enzimática puede determinarse de una 
manera sencilla mediante una comparación de las separaciones monodimensionales o bidimensionales de proteínas 
entre célula de tipo salvaje y célula modificada por tecnología genérica. Un método habitual para la preparación de 35
los geles de proteínas en bacterias corineformes y para la identificación de las proteínas es el modo de proceder 
descrito por Hermann et al. (Electrophoresis, 22: 1712.23 (2001)). La concentración de proteínas puede también 
analizarse mediante hibridación mediante transferencia Western con un anticuerpo específico para la proteína a 
detectar (Sambrook et al., Molecular Cloning: a laboratory manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, N.Y. EE.UU., 1989) y subsiguiente evaluación óptica con el correspondiente software para la 40
determinación de la concentración (Lohaus y Meyer (1989) Biospektrum, 5: 32-39; Lottspeich (1999), Angewandte 
Chemie 111: 2630-2647). La actividad de proteínas fijadoras de ADN puede medirse mediante el ensayo de 
desplazamiento de banda de ADN (también denominado retardo del gel) (Wilson et al. (2001) Journal of 
Bacteriology, 183: 2151-2155). El efecto de proteínas fijadoras de ADN sobre la expresión de otros genes puede 
detectarse por diferentes métodos de ensayo del gen informador bien descritos (Sambrook et al., Molecular Cloning: 45
a laboratory manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. EE.UU., 1989). Las 
actividades enzimáticas intracelulares pueden determinarse según diferentes métodos descritos (Donahue et al. 
(2000) Journal of Bacteriology 182 (19): 5624-5627; Ray et al. (2000) Journal of Bacteriology 182 (8): 2277-2284; 
Freedberg et al. (1973) Journal of Bacteriology 115 (3): 816-823). En la medida en que en las siguientes 
explicaciones no se indiquen métodos concretos para la determinación de la actividad de una enzima determinada, 50
la determinación del aumento de la actividad enzimática y también la determinación de la disminución de una 
actividad enzimática tiene lugar preferiblemente mediante los métodos descritos en Hermann et al., Electophoresis, 

E08860867
11-05-2015ES 2 536 639 T3

 



5

22: 1712-23 (2001), Lohaus et al., Biospektrum 5 32-39 (1998), Lottspeich, Angewandte Chemie 111: 2630-2647 
(1999) y Wilson et al., Journal of Bacteriology 183: 2151-2155 (2001).

Si el aumento de la actividad enzimática se consigue mediante mutación del gen endógeno, entonces mutaciones de 
este tipo pueden generarse de manera no orientada según métodos clásicos tales como, por ejemplo, mediante 
irradiación UV o mediante productos químicos desencadenantes de mutaciones, o de forma preestablecida mediante 5
métodos de tecnología genética tales como deleción o deleciones, inserción o inserciones y/o intercambio o 
intercambios de nucleótidos. Mediante estas mutaciones se obtienen células modificadas por tecnología genética. 
Mutantes de enzimas particularmente preferidos son, en particular, también aquellas enzimas que ya no pueden ser 
inhibidas por retroalimentación o lo son al menos de manera reducida en comparación con la enzima de tipo salvaje.

Si el aumento de la actividad enzimática se consigue mediante el aumento de la expresión de una enzima, entonces 10
se aumenta, por ejemplo, el número de copias de los genes correspondientes o se muta la región de promotor y de 
regulación o el lugar de unión al ribosoma que se encuentra aguas arriba del gen estructural. De igual manera 
actúan las casetes de expresión que son incorporadas aguas arriba del gen estructural. Mediante promotores 
inducibles es adicionalmente posible aumentar la expresión en cualquier momento arbitrario. Además de ello, al gen 
de la enzima pueden asociarse como secuencias reguladoras sin embargo también los denominados 15
“potenciadores” que, a través de una interacción mejorada entre la ARN-polimerasa y el ADN determinan asimismo 
una expresión del gen incrementada. Mediante medidas para la prolongación de la vida útil del ARNm se mejora 
asimismo la expresión. Además, mediante el impedimento de la degradación de la proteína enzimática se refuerza 
asimismo la actividad enzimática. En este caso, los genes o las construcciones de genes se presentan en plásmidos 
con un número de copias diferentes o están integrados y amplificados en el cromosoma. Alternativamente, se puede 20
alcanzar, además, una sobre-expresión de los genes correspondientes mediante la modificación de la composición 
de los medios y mediante cultivo. Instrucciones para ello las encuentra el experto en la materia, entre otros, en 
Martin et al. (Bio/Technology 5, 137-146 (1987)), en Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994)), Tsuchiya y Morinaga 
(Bio/Technology 6, 428-430 (1988)), en Eikmanns et al. (Gene 102, 93-98 (1991)), en el documento EP-A-0 472 869, 
en el documento US 4.601.893, en Schwarzer y Pühler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991), en Reinscheid et al. 25
(Applied and Environmental Microbiology 60, 126-132 (1994)), en LaBarre et al. (Journal of Bacteriology 175, 1001-
1007 (1993)), en el documento WO-A-96/15246, en Malumbres et al. (Gene 134, 15-24 (1993), en el documento JP-
A-10-229891, en Jensen y Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58, 191-195 (1998)) y en libros de texto 
conocidos de genética y biología molecular. Las medidas precedentemente descritas conducen, al igual que las 
mutaciones, a células modificadas por tecnología genética.30

Para el aumento de la expresión de los genes respectivos se emplean, por ejemplo, plásmidos episomales. Como 
plásmidos se adecúan, en particular, aquellos que se replican en bacterias corineformes. Numerosos vectores de 
plásmidos conocidos tales como, por ejemplo, pZ1 (Menkel et al., Applied and Environmental Microbiology 64: 549-
554 (1989)), pEKEx1 (Eikmanns et al., Gene 107: 69-74 (1991)) o pHS2-1 (Sonnen et al., Gene 107: 69-74 (1991)) 
se basan en los plásmidos crípticos pHM1519, pBL1 o pGA1. De igual manera pueden emplearse otros vectores de 35
plásmidos tales como aquellos que se basan en pCG4 (documento US 4.489.160) o pNG2 (Serwold-Davis et al., 
FEMS Microbiology Letters 66: 119-124 (1990)) o pAG1 (documento US 5.158.891).

Además, también se adecúan aquellos vectores de plásmidos con cuya ayuda se puede aplicar el procedimiento de 
la amplificación del gen mediante integración en el cromosoma, tal como se describió, por ejemplo, por Reinscheid 
et al. (Applied and Environmental Microbiology 60: 126-132 (1994)) para la duplicación o bien amplificación del 40
operón hom-thrB. En el caso de este método, todo el gen se clona en un vector de plásmido que puede replicarse en 
un huésped (típicamente Escherichia coli) pero no en Corynebacterium glutamicum. Como vectores entran en 
consideración, por ejemplo, pSUP301 (Simon et al., Bio/Technology 1: 784-791 (1983)), pK18mob o pK19mob 
(Schäfer et al., Gene 145: 69-73 (1994)), pGEM-T (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, EE.UU.), pCR2.1-
TOPO (Shuman, Journal of Biological Chemistry 269: 32678-84 (1994)), pCR®Blunt (Invitrogen, Groningen, 45
Holanda), pEM1 (Schrumpf et al., Journal of Bacteriology 173: 4510-4516)) oder pBGS8 (Spratt et al., Gene 41: 337-
342 (1986)). El vector de plásmido que contiene el gen a amplificar se transforma, a continuación, mediante 
conjugación o transformación, en la cepa deseada de Corynebacterium glutamicum. El método de conjugación se 
describe, por ejemplo, en Schäfer et al., Applied and Environmental Microbiology 60: 756-759 (1994). Métodos para 
la transformación están descritos, por ejemplo, en Thierbach et al., Applied Microbiology and Biotechnology 29: 356-50
362 (1988), Dunican y Shivnan, Bio/Technology 7: 1067-1070 (1989) y Tauch et al., FEMS Microbiology Letters 123: 
343-347 (1994). Después de recombinación homóloga mediante un evento de “sobre-cruzamiento”, la cepa 
resultante contiene al menos dos copias del gen respectivo.

Por la formulación “una actividad de una enzima Ex incrementada con respecto a su tipo salvaje”, utilizada en las 
explicaciones que anteceden y en las que siguen se ha de entender preferiblemente siempre una actividad de la 55
respectiva enzima Ex incrementada en un factor de al menos 2, de manera particularmente preferida de al menos 10, 
más preferiblemente de al menos 100, aún más preferiblemente de al menos 1.000 y lo más preferiblemente de al 
menos 10.000. Además, la célula de acuerdo con la invención, que presenta “una actividad de una enzima Ex 
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incrementada con respecto a su tipo salvaje”, comprende en particular también una célula cuyo tipo salvaje no 
presenta actividad alguna o al menos actividad detectable alguna de esta enzima Ex y sólo después de aumentar la 
actividad enzimática, por ejemplo mediante sobre-expresión, muestra una actividad detectable de esta enzima Ex. A 
este respecto, el término “sobre-expresión” o la expresión “aumento de la expresión” utilizado en las explicaciones 
posteriores, comprende también el caso de que una célula de partida, por ejemplo una célula de tipo salvaje, no 5
presente expresión alguna o al menos expresión detectable alguna y sólo, mediante procedimientos recombinantes, 
se pueda inducir una expresión detectable de la enzima Ex.

Una enzima EI preferida es la alcano monooxigenasa codificada por el gen alkBGT de Pseudomonas putida GPO1. 
El aislamiento de la secuencia del gen alkBGT se describe, por ejemplo, por van Beilen et al. en "Functional Analysis 
of Alkane Hydroxylases from Gram-Negative and Gram-Positive Bacteria", Journal of Bacteriology, Vol. 184 (6), 10
páginas 1.733-1.742 (2002). Además, en calidad de alcano monooxigenasas pueden emplearse también citrocromo-
P450-monooxigenasas de Candida tropicalis. Las secuencias génicas de citrocromo-P450-monooxigenasas de 
Candida tropicalis adecuadas se dan a conocer, por ejemplo, en el documento WO-A-00/20566.

Una enzima EII preferida es, en particular, la alcohol-deshidrogenasa codificada por el gen alkJ de Pseudomonas 
putida GPo1. Las secuencias génicas de la alcohol deshidrogenasa codificada por el gen alkJ de Pseudomonas 15
putida GPo1, Alcanivorax borkumensis, Bordetella parapertussis, Bordetella bronchiseptica o de Roseobacter 
denitrificans pueden tomarse, por ejemplo, del banco de datos de genes KEGG.

ω-transaminasas adecuadas son, por ejemplo, aquellas ω-transaminasas que se caracterizan en el documento US-
A-2007/0092957 por los números de secuencia 248, 250, 252 y 254. Una enzima EIII preferida, en particular una ω-
transaminasa preferida, es en particular la ω-transaminasa de Chromobacterium violaceum DSM30191 (Kaulmann 20
et al, 2007; “Substrate spectrum of ω-transaminase from Chromobacterum violaceum DSM30191 and its potential for 
biocatalysis”, Enzyme and Microbial Technology, Vol. 41, páginas 628-637), que es codificada por la secuencia 
génica conforme a SEQ.-ID.-NO 01.
Puede ser ventajoso emplear como enzima EIII ω-transaminasas que se pueden aislar de vegetales. 
Preferiblemente, en este caso se eligen ω-transaminasas de vegetales del grupo que contiene Arabidopsis thaliana, 25
Avena sativa, Beta vulgaris, Glycine max, Hordeum vulgare, Lotus japonicus, Solanum lycopersicum, Manihot 
esculenta, Oryza sativa, Traeticum aestivum, Zea mays, Spinacia oleracea, Arum maculatum, Mercurialis perennis y 
Urtica dioica, siendo particularmente preferida Arabidopsis thaliana. Como ω-transaminasas se adecúan, en 
particular, enzimas que son codificadas por ácidos nucleicos que presentan una identidad del 90%, preferiblemente 
del 95%, de manera particularmente preferida del 99 y de manera muy particularmente preferida del 100% con la 30
secuencia conforme a SEQ.-ID-NO 39. La “identidad de nucleótidos” con relación a la SEQ.-ID-NO 39 se determina 
en este caso con ayuda de procedimientos conocidos. En general, se utilizan programas de ordenador particulares 
con algoritmos teniendo en cuenta los requisitos especiales. Procedimientos preferidos para la determinación de la 
identidad crean primeramente la mayor coincidencia entre las secuencias a comparar. Programas de ordenador para 
la determinación de la identidad comprenden, pero no se limitan al paquete de programas GCG, incluido35
- GAP (Deveroy, J. et al., Nucleic Acid Research 12 (1984), página 387, Genetics Computer Group University 
of Wisconsin, Medicine (Wi), y
- BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. et al., Journal of Molecular Biology 215 (1990), páginas 403-410. 
El programa BLAST puede obtenerse de National Center For Biotechnology Información (NCBI) y de otras fuentes 
(manual BLAST, Altschul S. et al., NCBI NLM NIH Bethesda ND 22894; Altschul S. et al., supra).40
El algoritmo de Smith-Waterman conocido puede también utilizarse para la determinación de la identidad de 
nucleótidos.
Parámetros preferidos para la comparación de nucleótidos comprenden los siguientes:

- Algoritmo de Needleman y Wunsch, Journal of Molecular Biology 48 (1970), páginas 443-45345
- Matriz comparativa
Apareamientos = +10
Desapareamientos = 0
Penalización por hueco = 50
Penalización por longitud de hueco = 350
El programa GAP es asimismo adecuado para uso con los parámetros precedentes. Los parámetros precedentes 
son los parámetros por defecto en la comparación de secuencias de nucleótidos.

Además, son adecuadas enzimas del subgrupo de las β-Ala:piruvato-transaminasas. A ellas pertenecen, p. ej.,
transaminasas de Pseudomonas putida W619 (gi: 119860707, gi: 119855857, gi: 119856278), de Pseudomonas 
putida KT2440 (gi: 24984391), de Pseudomonas aeruginosa PA01 (gi 15595330, gi: 15600506, gi 15595418, gi 55
9951072); Streptomyces coelicolor A3(2) (gi: 3319731), Streptomyces avermitilis MA 4680 (gi: 29831094, gi: 
29829154) y Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (gi 34102747). Las secuencias de aminoácidos de las 
transaminasas precedentemente mencionadas están reproducidas en las secuencias SEQ.-ID-NO 19 a SEQ.-ID-NO
30.
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Para el caso de que las células de acuerdo con la invención deban emplearse con el fin de preparar ácidos ω-
aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o lactamas basadas en ácidos ω-aminocarboxílicos 
partiendo de ésteres de ácidos carboxílicos es, además, ventajoso que la célula de acuerdo con la invención 
presente, junto a la actividad incrementada de las enzimas EI y EIII o EI, EII y EIII, también una actividad 
incrementada de una enzima EIV, la cual cataliza la reacción de ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos para dar los 5
correspondientes ácidos ω-aminocarboxílicos, en donde en el caso de esta enzima EIV se trata preferiblemente de 
una esterasa que es secretada preferiblemente por la célula. La secreción de la esterasa por parte de la célula tiene 
la ventaja de que el enlace éster sólo se disocia fuera de la célula. De esta manera se puede asegurar que, como 
consecuencia de la mejor permeabilidad de la membrana del éster del ácido ω-aminocarboxílico en comparación 
con el ácido ω-aminocarboxílico abandone la célula suficiente producto diana y pueda transferirse al medio nutricio 10
que rodea a la célula.

Esterasas preferidas de acuerdo con la invención son, en particular, lipasas, debiéndose mencionar como ejemplo 
de una lipasa adecuada la lipasa LipA de Pseudomonas fluorescens HU380 (Código ACC Q76D26, Kojima  Shimizu, 
"Purification and Characterization of the Lipase from Pseudomonas fluorescens HU380", Journal of Bioscience and 
Bioengineering, Volumen 96 (3), páginas 219-226 (2003)). Con el fin de garantizar que las esterasas sean 15
segregadas, éstas pueden proveerse de correspondientes secuencias señal de una manera conocida por el experto 
en la materia que garantice una secreción. Por ejemplo, si se sobre-expresa en E. coli la lipasa LipA de 
Pseudomonas fluorescens HU380 precedentemente mencionada, entonces la misma puede proveerse 
ventajosamente de secuencias señal de EstA, una esterasa que se presenta de forma natural sobre la superficie de 
la célula de Pseudomonas aeruginosa (Becker et al., "A generic system for the Escherichia coli cell-sacrface display 20
of lipolytic enzymes", FEBS Letters, Vol. 579, páginas 1177-1182 (2005)). Otras enzimas adecuadas son lipasas de 
C. antárctica, M. miehei y P. cepacia (Vaysse et al., “Enzyme and Microbial Technology”, Vol. 31, páginas 648-655 
(2002)). Alternativamente, el éster del ácido ω-aminocarboxílico segregado puede disociarse también de forma 
convencional con el fin de obtener el ácido ω-aminocarboxílico, así, p. ej., mediante saponificación, es decir, 
hidrólisis del éster del ácido ω-aminocarboxílico mediante la disolución acuosa de un hidróxido, p. ej., mediante 25
hidróxido de sodio.

Además, conforme a la invención, puede manifestarse ventajoso que la célula de acuerdo con la invención presente, 
junto a la actividad incrementada de las enzimas EI y EIII o EI, EII y EIII, y, eventualmente también junto a una 
actividad incrementada de la enzima EIV precedentemente mencionada, también una actividad incrementada de una 
enzima EV que cataliza la reacción de ácidos ω-aminocarboxílicos para dar las correspondientes lactamas, pudiendo 30
ser ventajoso aquí también que esta enzima EV sea secretada por la célula. De este modo puede conseguirse que 
los ácidos ω-aminocarboxílicos formados directamente por la célula o bien el ácido ω-aminocarboxílico formado sólo 
después de la disociación extracelular de ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos sea transformado en la 
correspondiente lactama, con el fin de facilitar de esta forma eventualmente la purificación del producto diana.

De acuerdo con otra forma de realización particular de la célula de acuerdo con la invención, ésta presenta, junto a 35
la actividad incrementada de una o varias de las enzimas EI, EII y EIII, así como, eventualmente la actividad 
incrementada de una enzima EIV y/o EV, también una actividad incrementada de una enzima EVI que cataliza la 
reacción de un ácido α-cetocarboxílico para dar un aminoácido, tratándose en el caso de esta enzima EVI

preferiblemente de un aminoácido-deshidrogenasa. Una modificación de este tipo de la célula tendría la ventaja de 
que, en el caso de un empleo de aminoácidos como donantes, el grupo NH2, que es consumido mediante la reacción 40
inducida por transaminasa (EIII) de un ácido ω-oxocarboxílico o de un éster de ácido ω-oxocarboxílico para dar el 
correspondiente ácido ω-aminocarboxílico, para dar el correspondiente éster de ácido ω-aminocarboxílico o bien 
para dar el correspondiente éster ácido ω-aminocarboxílico, pudiera ser correspondientemente regenerado. Como 
aminoácido-deshidrogenasa se prefiere la alanina-deshidrogenasa de B. subtilis (EC No. 1.4.1.1; Gene ID: 936557) 
que es codificada por la secuencia génica conforme a SEQ.-ID-NO 02. Otras aminoácido-deshidrogenasas 45
adecuadas son serina-deshidrogenasas, aspartato-deshidrogenasas, fenilalanina-deshidrogenasas y glutamato-
deshidrogenasas.

Otra contribución para la disolución de las células mencionadas al comienzo la ofrece un procedimiento para la 
preparación de ácidos ω-aminocarboxílicos, de ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o de lactamas derivadas de 
ácidos ω-aminocarboxílicos, que contiene las etapas de procedimiento:50

I) poner en contacto una célula de acuerdo con la invención con un medio de cultivo que contiene un ácido 
carboxílico o un éster de ácido carboxílico, o con un medio de cultivo contiguo a una fase orgánica que 
contiene un ácido carboxílico o un éster de ácido carboxílico bajo condiciones que posibilitan a la célula a 
formar, a partir del ácido carboxílico o a partir de los ésteres de ácido carboxílico, ácidos ω-
aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o lactamas derivadas de ácidos ω-55
aminocarboxílicos;

II) eventualmente, aislamiento de los ácidos ω-aminocarboxílicos, de los ésteres de ácidos ω-
aminocarboxílicos o de las lactamas derivadas de ácidos ω- aminocarboxílicos formados.
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En la etapa I) del procedimiento de acuerdo con la invención, las células se ponen en contacto primeramente con un 
medio de cultivo que contiene un ácido carboxílico o un éster de ácido carboxílico, o con un medio de cultivo 
contiguo a una fase orgánica que contiene un ácido carboxílico o un éster de ácido carboxílico, en donde esta 
puesta en contacto tiene lugar bajo condiciones que posibilitan a la célula formar a partir del ácido carboxílico o a 
partir de los ésteres del ácido carboxílico, ácidos ω-aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o 5
lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos.

Las células modificadas por tecnología genética, de acuerdo con la invención, pueden ponerse en contacto con el 
medio nutricio y, por consiguiente, cultivarse, de forma continua o discontinua, en el procedimiento batch
(procedimiento continuo o discontinuo) o en el procedimiento fed-batch (procedimiento alimentado discontinuo) o en 
el procedimiento repeated-fed-batch (procedimiento alimentado discontinuo repetitivo) con el fin de la producción de 10
ácidos ω-aminocarboxílicos o de lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos. Es imaginable también un 
procedimiento semi-continuo tal como se describe en el documento GB-A-1009370. Una recopilación sobre métodos 
de cultivo conocidos se describe en el libro de texto de von Chmiel ("Bioprozesstechnik 1. Einführung in die 
Bioverfahrenstechnik" (editorial Gustav Fischer, Stuttgart, 1991)) o en elibro de texto de Storhas ("Bioreaktoren und 
periphere Einrichtungen", editorial Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden, 1994).15

El medio de cultivo a utilizar debe satisfacer de manera adecuada los requisitos de las cepas respectivas. 
Descripciones de medios de cultivos de diferentes organismos están contenidos en el manual “Manual of Methods 
for General Bacteriology” de American Society for Bacteriology (Washington, D. C., EE.UU, 1981).

Como fuente de carbono pueden utilizarse, junto a los ácidos carboxílicos o ésteres de ácidos carboxílicos, hidratos 
de carbono tales como, p. ej., glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melaza, almidón y celulosa, aceites y 20
grasas tales como, p. ej., aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y grasa de coco, ácidos grasos tales 
como, p. ej., ácido palmítico, ácido esteárico y ácido linoleico, alcoholes tales como, p. ej., glicerol y metanol, 
hidrocarburos tales como metano, aminoácidos tales como L-glutamina o L-valina o ácidos orgánicos tales como p. 
ej., ácido acético. Estas sustancias pueden utilizarse individualmente o en forma de mezcla. Particularmente 
preferido es el empleo de hidratos de carbono, en particular de monosacáridos, oligosacáridos o polisacáridos tal 25
como se describe en el documento US 6.01.494 y US 6.136.576, de azúcares C5 o de glicerol.

Como fuente de nitrógeno pueden utilizarse compuestos nitrogenados orgánicos tales como peptonas, extracto de 
levadura, extracto de carne, extracto de malta, agua de fuente del maíz, harina de soja y urea, o compuestos 
inorgánicos tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de 
amonio. Las fuentes de nitrógeno pueden utilizarse individualmente o en forma de mezcla.30

Como fuente de fósforo pueden utilizarse ácido fosfórico, dihidrógeno-fosfato de potasio o hidrógeno-fosfato 
dipotásico o las correspondientes sales con contenido en sodio. El medio de cultivo debe contener, además, sales 
de metales tales como, p. ej., sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son necesarias para el crecimiento. 
Finalmente, pueden emplearse, adicionalmente a las sustancias arriba mencionadas, sustancias de crecimiento 
esenciales tales como aminoácidos y vitaminas. Al medio de cultivo pueden añadirse, además, precursores 35
adecuados. Las sustancias de partida mencionadas pueden agregarse al cultivo en forma de una tanda única o 
pueden alimentarse de manera adecuada durante el cultivo.

Para el control del pH del cultivo se emplean de manera adecuada compuestos de carácter básico tales como 
hidróxido de sodio, hidróxido de potasio, amoníaco o bien agua amoniacal, o compuestos de carácter ácido tales 
como ácido fosfórico o ácido sulfúrico. Para el control de la formación de espuma pueden emplearse agentes 40
antiespumantes tales como, p. ej., ésteres poliglicólicos de ácidos grasos. Para mantener la estabilidad de plásmidos 
pueden agregarse al medio sustancias de acción selectiva adecuadas tales como, p. ej., antibióticos. Con el fin de 
mantener las condiciones aerobias, se incorporan en el cultivo oxígeno o mezclas gaseosas con contenido en 
oxígeno tal como, p. ej., aire. La temperatura del cultivo se encuentra normalmente en 20ºC a 45ºC, y 
preferiblemente en 25ºC hasta 40ºC.45

De acuerdo con una forma de realización particularmente preferida del procedimiento de acuerdo con la invención 
para la preparación de ácidos ω-aminocarboxílicos, de ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o de lactamas 
derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos, en el que como célula de acuerdo con la invención se emplea una célula 
recombinante que se deriva de una célula de E. coli, se emplea como medio nutricio un medio de sales minerales 
suplementado con ampicilina, cloranfenicol y canamicina según Riesenberg et. al., "High cell density fermentation of 50
recombinant Escherichia coli expressing human interferon alpha 1", Appl Microbiol and Biotechnology, Vol. 34 (1), 
páginas 77-82 (1990)).

La puesta en contacto de las células de acuerdo con la invención con el medio de cultivo en la etapa I) del 
procedimiento tiene lugar preferiblemente bajo condiciones que posibilitan a la célula a formar, a partir del ácido 
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carboxílico o a partir de ésteres del ácido carboxílicos, ácidos ω-aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-
aminocarboxílicos o lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos. Como ácidos carboxílicos o bien ésteres de 
ácidos carboxílicos entran en consideración, en particular, ácidos carboxílicos con un número de carbonos en el 
intervalo de 6 a 20, de manera particularmente preferida de 6 a 15, en particular de 6 a 12, siendo particularmente 
preferido ácido láurico en calidad de ácido carboxílico. Como ésteres de ácido carboxílico entran en consideración, 5
en particular, los ésteres metílico o etílico de los ácidos carboxílicos precedentemente mencionados, siendo 
particularmente preferido el éster metílico del ácido láurico como éster de ácido carboxílico.

En la preparación de los ácidos ω-aminocarboxílicos, de los ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o de las 
lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos en la etapa I) del procedimiento son imaginables diferentes 
modos de proceder.10

De acuerdo con una forma de realización del procedimiento de acuerdo con la invención, las células se cultivan 
primeramente, con el fin de la producción de biomasa, en un medio nutricio que no contiene ácidos carboxílicos ni
ésteres de ácidos carboxílicos, en particular ninguno de los ácidos carboxílicos o ésteres de ácidos carboxílicos 
preferidos precedentemente mencionados. Sólo después de obtener una determinada biomasa se añaden entonces 
al medio nutricio los ácidos carboxílicos o los ésteres de ácido carboxílicos o bien las células se ponen en contacto 15
con un nuevo medio nutricio que contiene los ácidos carboxílicos o ésteres de ácidos carboxílicos. A este respecto, 
es particularmente preferido que el contenido de ácidos carboxílicos o bien de ésteres de ácidos carboxílicos durante 
la formación de ácidos ω-aminocarboxílicos, de ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o de lactamas derivadas de 
ácidos ω-aminocarboxílicos se encuentre preferiblemente en un intervalo de 1 a 200 g/l, de manera particularmente 
preferida en un intervalo de 20 a 200 g/l.20

De acuerdo con otra forma de realización del procedimiento de acuerdo con la invención, éste se lleva a cabo en un 
sistema bifásico que contiene

A) una fase acuosa, así como
B) una fase orgánica,

en donde la formación de los ácidos ω-aminocarboxílicos, de los ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o de las 25
lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos por parte de las células en la etapa I) del procedimiento tiene 
lugar en la fase acuosa, y los ácidos ω-aminocarboxílicos formados, los ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos 
formados o las lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos formadas se acumulan en la fase orgánica. De 
este modo es posible extraer in situ los ácidos ω-aminocarboxílicos formados, los ésteres de ácidos ω-
aminocarboxílicos formados o las lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos formadas.30

También en el caso de esta forma de realización del procedimiento de acuerdo con la invención puede manifestarse 
ventajoso cultivar las células, con la finalidad de la producción de biomasa, primeramente en un medio nutricio que 
no contenga ácidos carboxílicos ni ésteres de ácidos carboxílicos, en particular ninguno de los ácidos carboxílicos o 
ésteres de ácidos carboxílicos preferidos, precedentemente mencionados. Sólo después de obtener una 
determinada biomasa, se pone en contacto entonces la suspensión de células como fase acuosa A) con la fase 35
orgánica B), conteniendo en particular la fase B) orgánica el ácido carboxílico o el éster de ácido carboxílico 
preferiblemente en una cantidad en un intervalo de 1 a 200 g/l, de manera particularmente preferida en un intervalo 
de 20 a 200 g/l. Sin embargo, si como ácidos carboxílicos o ésteres de ácidos carboxílicos se emplean sustratos que 
no son tóxicos para las células utilizadas tales como, por ejemplo, éster metílico del ácido láurico, entonces el 
contenido de la fase orgánica de estos ácidos carboxílicos o esteres de ácidos carboxílicos también puede ser 40
significativamente superior. En un caso de este tipo, puede proponerse también emplear como fase orgánica el 
ácido carboxílico puro o bien el éster de ácido carboxílico puro, por ejemplo éster metílico del ácido láurico puro.

Como fase orgánica pueden emplearse alcanos de longitud de cadena media, preferiblemente aquellos con un valor 
logP mayor que 4 (poca formación de espuma) o compuestos aromáticos o ésteres de compuestos aromáticos 
físicamente similares, pero preferiblemente, tal como se ha expuesto precedentemente, éster del ácido láurico, de 45
manera particularmente preferida éster metílico del ácido láurico, BEHP (ftalato de bis(2-etilhexilo)) o ésteres de 
ácidos grasos de cadena larga (biodiesel).

Además, de acuerdo con la invención, se prefiere que el medio de cultivo empleado en la etapa I) del procedimiento 
contenga, al menos durante la fase de la formación de ácidos ω-aminocarboxílicos, de ésteres de ácidos ω-
aminocarboxílicos o de lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos, donantes de grupos amino tales como, 50
p. ej., amoníaco o bien iones amonio o bien aminoácidos, pero en particular alanina o aspartato que actúan como 
donantes de amina en la reacción, catalizada por transaminasas, de los ácidos ω-oxocarboxílicos o de los ésteres 
de ácidos ω-oxocarboxílicos para dar los correspondientes ácidos ω-aminocarboxílicos o ésteres de ácidos ω-
aminocarboxílicos.
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En la etapa II) del procedimiento de acuerdo con la invención, los ácidos ω-aminocarboxílicos formados, los ésteres 
de ácidos ω-aminocarboxílicos formados o las lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos formadas se 
aíslan eventualmente, prefiriéndose que este aislamiento tenga lugar a través de un procedimiento de purificación de 
al menos dos etapas, que comprende

a) una etapa de extracción, en la que se extraen del medio de cultivo los ácidos ω-aminocarboxílicos, los 5
ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o las lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos, así como

b) una etapa de purificación fina, en la que el extracto obtenido en la etapa a) del procedimiento se purifica 
adicionalmente a través de procedimientos de destilación o de una cristalización selectiva, obteniéndose 
una fase de ácido ω-aminocarboxílico, una fase de éster de ácido ω-aminocarboxílico o una fase de 
lactama con una pureza de al menos 99,8%.10

La extracción en la etapa a) del procedimiento puede estar realizada, en particular, como la denominada extracción 
“in situ”, en la que las etapas I) y II) del procedimiento de acuerdo con la invención para la preparación de ácidos ω-
aminocarboxílicos, de ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o de lactamas derivadas de ácidos ω-
aminocarboxílicos se llevan a cabo al mismo tiempo. Esta extracción “in situ” ya se describió precedentemente.

La purificación fina en la etapa II) del procedimiento puede tener lugar, por ejemplo, a través de una destilación o 15
cristalización.

En una forma de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención para la preparación de ácidos 
ω-aminocarboxílicos, de ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o de lactamas derivadas de ácidos ω-
aminocarboxílicos, los ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos formados en la etapa I) del procedimiento se hacen 
reaccionar, en una etapa del procedimiento adicional, con procedimientos químicos convencionales para formar 20
ácidos ω-aminocarboxílicos; un procedimiento químico convencional lo representa la saponificación, en la que el 
éster de ácido ω-aminocarboxílico se hace reaccionar con una disolución acuosa de una base, preferiblemente de 
un hidróxido, preferiblemente hidróxido de sodio, para dar el ácido ω-aminocarboxílico.
Preferiblemente, este procedimiento se emplea para la preparación de ácido ω-aminoláurico a partir de ésteres del 
ácido láurico, preferiblemente el éster metílico del ácido láurico.25

Una contribución para la solución de los problemas mencionados al comienzo la ofrece también un procedimiento 
para la preparación de poliamidas basadas en ácidos ω-aminocarboxílicos, que comprende las etapas de 
procedimiento:

(α1) preparación de ácidos ω-aminocarboxílicos mediante uno de los procedimientos precedentemente descritos 
para la preparación de ácidos ω-aminocarboxílicos, en particular mediante los procedimientos 30
precedentemente descritos para la preparación de ácido ω-aminoláurico a partir de ácido láurico o ésteres 
del ácido láurico;

(α2) polimerización del ácido ω-aminocarboxílico, obteniéndose una poliamida.

En la etapa (α2) del procedimiento de acuerdo con la invención para la preparación de poliamidas basadas en 
ácidos ω-aminocarboxílicos, los ácidos ω-aminocarboxílicos obtenidos en la etapa (α1) del procedimiento, en 35
particular los ácidos ω-aminoláuricos obtenidos en la etapa (α1) del procedimiento se hacen reaccionar en una 
polimerización para formar una poliamida, pudiendo emplearse eventualmente también mezclas de diferentes ácidos 
ω-aminocarboxílicos, de los que al menos uno de los ácidos ω-aminocarboxílicos, pero eventualmente también 
todos los ácidos ω-aminocarboxílicos fueron preparados mediante el procedimiento de acuerdo con la invención 
para la preparación de ácidos ω-aminocarboxílicos.40

La preparación de las poliamidas a partir de los ácidos ω-aminocarboxílicos puede tener lugar mediante 
procedimientos en sí conocidos tal como se describen, por ejemplo, en L. Notarbartolo, Ind. Plast. Mod. 10(1958)2, 
pág. 44, documentos JP 01-074224, JP 01-051433, JP63286428, JP5808324 o JP60179425.

Una contribución para la solución de los problemas mencionados al comienzo la ofrece también un procedimiento 
para la preparación de poliamidas basadas en lactamas, que comprende las etapas de procedimiento:45

(β1) preparación de lactamas mediante el procedimiento precedentemente descrito para la preparación de 
lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos, en particular mediante el procedimiento 
precedentemente descrito para la preparación de laurin-lactama a partir de ácido láurico o ésteres del ácido 
láurico;

(β2) polimerización con apertura del anillo o policondensación de la laurin-lactama, obteniéndose una 50
poliamida.
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En la etapa (β2) del procedimiento de acuerdo con la invención para la preparación de poliamidas basadas en 
lactamas, las lactamas obtenidas en la etapa (β1) del procedimiento, en particular la laurin-lactama obtenida en la 
etapa (β1) del procedimiento, se hacen reaccionar, en una polimerización con apertura del anillo o mediante 
policondensación, para formar una poliamida, pudiendo emplearse eventualmente también mezclas de diferentes 
lactamas, por ejemplo mezclas de laurin-lactama y ε-caprolactama, de las que al menos una de las lactamas, pero 5
eventualmente también todas las lactamas fueron preparadas mediante el procedimiento de acuerdo con la 
invención para la preparación de lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos.

La preparación de las poliamidas a partir de las lactamas puede tener lugar mediante procedimientos en sí 
conocidos tal como se describen, por ejemplo, en los documentos DE-A-14 95 198,  DE-A-25 58 480, EP-A-0 129 
196, o bien en “Polymerization Processes”, Interscience, Nueva York, 1977, páginas 424-467, particularmente en las 10
páginas 444-446.

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

La Figura 1 muestra la representación esquemática de un plásmido recombinante para la integración cromosómica 
de los genes alk en Escherichia coli (tnp: gen transposasa; bla: gen de resistencia a ampicilina, oriT RP4: región de 
movilización; I y O marcan las “repeticiones invertidas” del mini-transposón Tn5).15

La Figura 2 muestra la representación esquemática de un plásmido recombinante para la expresión de la 
transaminasa y de la alanina-deshidrogenasa bajo el control de un promotor inducible por arabinosa (bla: gen de 
resistencia a ampicilina; CV2025: gen para ω-transaminasa de Chromobacterium violaceum, ald: gen para alanina-
deshidrogenasa de B. subtilis, araC: regulador de la transcripción).

La Figura 3 muestra la representación esquemática de un plásmido recombinante para la expresión de LipA en E. 20
coli y la preparación de la enzima sobre la superficie de la célula (colE1, ColE1: origen de la replicación; estA*, estA: 
gen con intercambio de aminoácidos alanina por serina (codón nº 38), cat: gen de resistencia a cloranfenicol; phoA: 
segmento de gen que codifica la secuencia conductora de la fosfatasa alcalina).

La Figura 4 muestra la determinación de la actividad de transaminasa de C. violaceum a partir del ensayo con 
enzimas. La determinación de la actividad se llevó a cabo en determinación doble (activo 1, activo 2) en el fotómetro. 25
Como controles negativos se utilizó una tanda sin el co-sustrato L-alanina (o.Cos), una tanda con enzima activada 
por calor (inactiva) y una tanda del cultivo de expresión de E. coli con vector vacío (vector vacío), purificada
análogamente a omega-TA.

La Figura 5 muestra los cromatogramas del sustrato éster metílico del ácido 12-aminoláurico al comienzo de la 
medición de referencia (arriba) y después de 2 h de incubación con la transaminasa purificada (abajo).30

La Figura 6 muestra los cromatogramas del sustrato éster metílico del ácido 12-aminoláurico después de 24 h 
(arriba) del ensayo con enzimas y después de la ampliación del sustrato (control, abajo).

La Figura 7 muestra 6 cromatogramas del sustrato éster metílico del ácido 12-aminoláurico después de activación 
por calor de la enzima (arriba) y después de 0 h (abajo).

La Figura 8 muestra el plásmido de partida pGEc47 que se empleó como molde para la amplificación de alkBGTS.35

La Figura 9 muestra los cebadores empleados y los productos de la PCR resultante de ello alkBFG y alkT.

La Figura 10 muestra el vector recombinante pBT10 que se empleó para la síntesis de éster metílico del ácido 
hidroxiláurico y éster metílico del ácido oxoláurico.

La Figura 11 muestra un cromatograma por CG del patrón éster metílico del ácido 12-oxo-láurico.

La Figura 12 muestra un cromatograma por CG del patrón de éster metílico del ácido 12-hidroxi-láurico.40

La Figura 13 muestra un cromatograma de la fase orgánica de una biotransformación de célula en reposo en un bio-
reactor de éster metílico de ácido láurico, instante 0 min.

La Figura 14 muestra un cromatograma de la fase orgánica de una biotransformación de célula en reposo en un bio-
reactor de éster metílico de ácido láurico, instante 150 min.
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La Figura 15 muestra el vector de expresión pGJ3130 con AT3G22200.

La Figura 16 muestra la detección de la actividad enzimática a través del ensayo con enzimas acoplado (inactivo, 
proteína inactivada por calor; o.Cos, sin adición de alanina; akt, la enzima purificada activa).

La Figura 17 muestra la detección de la proteína expresada de forma heteróloga AT3G22200 a través de HPLC. 
Arriba: producto después de incubación durante 20 min a 10,8 min; abajo: sustancia de referencia a 10,8 min.5

La Figura 18 muestra el mapa de plásmidos de los vectores de expresión pET-21a(+) con el gen transaminasa ppta5 
(pPPTA5).

La Figura 19 muestra el mapa de plásmidos de los vectores de expresión pET-21a(+) con el gen transaminasa psta
(pPSTA).

La Figura 20 muestra la aminación de éster metílico del ácido 12-oxoláurico 5 mM con las transaminasas PPTA5. 10
Para la evaluación se sumaron las superficies pico de éster metílico del ácido 12-oxo- y 12-amino-láurico a partir de 
los cromatogramas obtenidos de la extracción neutra y ácida y se calculó la proporción porcentual de educto o bien 
de producto.

La Figura 21 muestra la aminación de éster metílico del ácido 12-oxoláurico 5 mM con las transaminasas PSTA. 
Para la evaluación se sumaron las superficies pico de éster metílico del ácido 12-oxo- y 12-amino-láurico a partir de 15
los cromatogramas obtenidos de la extracción neutra y ácida y se calculó la proporción porcentual de educto o bien 
de producto.

EJEMPLOS

A. Reacción de ácido láurico o bien éster metílico del ácido láurico para formar laurin-lactama

Para la reacción del ácido láurico o bien del éster metílico del ácido láurico para dar laurin-lactama, E. coli se 20
complementa con las enzimas necesarias monooxigenasa, alcohol-deshidrogenasa, ω-transaminasa, alanina-
deshidrogenasa y una lipasa. Las enzimas se sobre-expresan en E. coli, siendo el nivel de expresión de las distintas 
enzimas función de la cinética de las reacciones individuales y debiendo adaptarse óptimamente entre sí. El ajuste 
del nivel de expresión tiene lugar mediante la adición de la correspondiente cantidad de inductor. La expresión de la 
monooxigenasa y de la alcohol-deshidrogenasa es inducida con n-octano, la transaminasa y la alanina-25
deshidrogenasa son inducidas con arabinosa y la lipasa con IPTG.

A1. Clonación de las distintas enzimas

Hidroxilación y formación de aldehído

Para la hidroxilación del ácido láurico o bien del éster metílico del ácido láurico se utiliza el sistema de 
alcanohidroxilasa alkBGT de Pseudomonas putida GPo1. La segunda etapa para formar el aldehído es 30
catalizada mediante la alcohol-deshidrogenasa alkJ.

Los genes alkBGJT necesarios para estas reacciones se integran en E. coli mediante inserción en mini-
transposón Tn5, cromosómicamente en el genoma de E. coli (de Lorenzo et al., J. Bacteriol., Vol. 172 
(11), páginas 6568-6572 y 6557-6567 (1990); Panke et al., Appl and Environm. Microbiol., páginas 5619-
5623 (1999). En este caso, los genes han de ser expresados bajo el control del promotor alkB y del 35
regulador positivo alkS. La transferencia de la construcción Tn5-alkBGFJST al organismo diana de E. coli
tiene lugar con ayuda del plásmido movilizable pUT-Km (Panke et al., 1999, véase arriba).

El locus alkSt con el regulador alkS relevante para la expresión está organizado fuera del operón 
alkBGFHJKL y está dispuesto en el genoma de Pseudomonas putida en dirección opuesta. La disposición 
de los genes se conserva durante la clonación en el plásmido portador del transposón. Los fragmentos 40
alkST y alkBFGJ son integrados consecutivamente en el plásmido.

Los genes alkB (SEQ.-ID-NO 03), alkG (SEQ.-ID-NO 04) y alkJ (SEQ.-ID-NO 05) a clonar están 
organizados en P. putida ciertamente conjuntamente en el operón alkBFGHJKL, pero son separados por 
el gen alkH que codifica una aldehído-deshidrogenasa. Esta enzima degradaría de nuevo el producto diana 
pretendido, el aldehído del ácido láurico, y, por lo tanto, debe ser excluido de la clonación de los genes 45
alkBGJ.
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Para simplificar la clonación de alkB y alkG, el gen alkF situado entremedias se amplifica y clona 
conjuntamente con alkB y alkG. AlkF carece de importancia para la reacción a catalizar. Los genes alkBFG
y alkJ se amplifican en dos tandas de PCR separadas y se fusionan entre sí a través de SOE-PCR (Horton 
et al., Gene, Vol. 77, páginas 61-68 (1989)). Como ADN diana sirve el plásmido OCT de Pseudomonas 
putida GPo1.5

A.2 Estrategia de clonación:

Amplificación por PCR del fragmento alkST = 4077 pb (SEQ.-ID-NO 06 (alkS) y SEQ.-ID-NO 07 (alkT)) en 
el lugar de corte NotI aguas arriba de alkT:

Cebador

alkT-directo-NotI (SEQ.-ID-NO 08)10

5' ACGTAGCGGCCGCCTAATCAGGTAATTTTATAC

alkS-inverso (SEQ.-ID-NO 09)

5' GAGCGAGCTATCTGGT

El fragmento de PCR es clonado en el vector pUT-Km portador del transposón. Para ello, el vector se corta 
dentro de Tn5 con NotI y se liga mediante ligamiento en los extremos romos con el fragmento alkST. El 15
plásmido recombinante tiene la denominación pUT-Km-alkST.

A3. Síntesis de la construcción alkBFGJ con la técnica SOE-PCR:

Síntesis del fragmento 1: alkBFG + promotor aguas arriba de alkB y lugar de corte NotI en el extremo 5’ 
(tamaño de producto: 1409 pb):

Cebador20

alkBFG-directo-NotI (SEQ.-ID.-NO 10)

5' TCGTAGCGGCCGCCCAGCAGACGACGGAGCAA

alkBFG-inverso-SOE (SEQ.-ID-NO 11)

5' ATTTTATCTTCTCGAGGCTTTTCCTCGTAGAGCACAT

Síntesis del fragmento 3, alkJ con extremo complementario a alkG en el extremo 5’ y lugar de corte NotI en 25
el extremo 3’ (tamaño de producto: 1723 pb):

Cebador

alkJ-directo-SOE (SEQ.-ID-NO 12)

5' TGCTCTAACGAGGAAAAGCCTCGAGAAGATAAAATGTA

alkJ-inverso-NotI (SEQ.-ID-NO 13)30

5' ATTGACGCGGCCGCTTACATGCAGACAGCTATCA

Los dos fragmentos individuales se fusionan entre sí a través de SOE-PCR. (Se requieren 3 reacciones 
PCR separadas). El plásmido pUT-Km-alkST recombinante y la construcción alkBFGJ se cortan con NotI y 
se ligan. El nuevo plásmido pUT-Km-alkBGIST recombinante (véase la Figura 1) se transforma en E coli
HB101 y se transfiere a través de transferencia de plásmido conjugativa a E. coli JM101.35
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A4. Aminación y regeneración del donante de amino

Para la aminación para dar éster del ácido ω-aminoláurico y la regeneración del donante de amino, la cepa 
JM101 de E. coli portadora de Tn5:alkBGJST es transformada adicionalmente con el plásmido 
recombinante pBAD-CV2025-ald. Este plásmido se basa en el vector pBAD30 (Guzman et al., "Tight 
Regulation, Modulation, and High-Level Expression by Vectors Containing the Arabinose PBAD Promotor", J. 5
Bacteriol, Vol. 177 (14), páginas 4121-4130 (1995)). pBAD-CV2025-ald porta el gen para la transaminasa 
CV2025 de Chromobacterium violaceum DSM30191 (SEQ.-ID-NO 01; Kaulmann et al., Enzyme and 
Microbial Technology Vol. 41, páginas 628-637 (2007) y el gen ald que codifica una alanina-deshidrogenasa 
de Bacillus subtilis subsp. Subtilis (SEQ.-ID-NO 02; NP_391071). Los genes se encuentran bajo el control 
de un promotor inducible por arabinosa.10

A5. Estrategia de clonación

Amplificación por PCR del gen transaminasa con ADN cromosómico de Chromobacterium violaceum
DSM30191 (tamaño del producto: 1415 pb):

Cebador

CV2025-directo-SacII (SEQ.-ID-NO 14)15

5' CGAGGAGCTCAGGAGGATCCAAGCATGCAGAAGCAACGTACG

CV2025-inverso-KpnI (SEQ.-ID-NO 15)

5' GTCATGTACCCCTAAGCCAGCCCGCGCGCCT

Para la clonación en el vector pBAD30, el cebador directo contiene, junto al lugar de corte XbaI, un sitio de 
unión al ribosoma. El ligamiento en el vector pBAD30 tiene lugar a través de los sitios de corte SacI y KpnI. 20
El vector recombinante tiene la denominación pBAD-CV2025.

Amplificación por PCR del gen alanina-deshidrogenasa ald con ADN cromosómico de B.subtilis subsp. 
Subtilis (NP_391071) (tamaño del producto: 1171 pb).

Cebador

AlaDH-directo-XbaI (SEQ.-ID-NO 16)25

5' ACCTATCTAGAAGGAGGACGCATATGATCATAGGGGTTCCT

AlaDH-inverso-PstI (SEQ.-ID-NO 17)

5' AACCTCTGCAGTTAAGCACCCGCCAC

Para la clonación en el vector pBAD-CV2025 recombinante, el cebador directo contiene, junto al sitio de 
corte XbaI, un lugar de unión a ribosomas. La clonación en el vector tiene lugar a través de los lugares de 30
corte XbaI y PstI. El plásmido resultante tiene la denominación pBAD-CV2025-ald (véase la Figura 2).

A6. Clonación alternativa del gen omega-transaminasa de Chromobacterium violaceum DSM 30191 para la 
expresión optimizada en codones en E. coli

El gen que codifica la omega-transaminasa de sintetizó en la razón social Geneart optimizado en el uso de 
codones para E. coli (SEQ.-ID-NO 42) y se clonó en el vector pGA15 (Geneart). En este caso, durante la 35
síntesis del gen se incorporaron de manera flanqueante los lugares de corte SacI y KpnI y, después de la 
digestión con SacI y KpnI, se clonó en el vector pGA15 previamente linearizado con SacI y KpnI. El vector 
resultante se digirió con las endonucleasas de restricción SacI y KpnI, el fragmento (transaminasa) se 
purificó y se ligó en el vector de expresión paCYCDuet-1 (Novagen). Mediante el análisis de restricción se 
examinaron los plásmidos correctos. El vector resultante se denomina paCYCDuet-1::omega transaminasa.40
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A.7 Purificación de proteína expresada de forma heteróloga a través de la etiqueta 6xHis

Después de la transformación del vector (paCYCDuet-1::omega transaminasa) en E. coli XL1blue, la cepa 
transformada se cultivó medio YT doble (dYT) con el antibiótico ampicilina (100 μg/ml) a 28ºC hasta una 
densidad de DO600 nm = 0,3-0,4. La expresión tiene lugar bajo el control del promotor Plac y es inducida 
con IPTG (concentración final 1 mM). Lisis del cultivo de expresión en bacterias: 50 ml de cultivo se 5
separaron por centrifugación a 2360 x g, y a continuación se resuspendieron en 5 ml de tampón fosfato de 
Na  (pH 8) con EDTA 5 mM, NaCl 300 mM y 1 mg/ml de lisozima y se incubaron durante 1 h a TA. El 
lisado se centrifugó a 2360 x g durante 10 min y el sobrenadante se purificó a través de una columna 
empaquetada Protino Ni-TED 2000 (de acuerdo con los datos del fabricante; Macherey-Nagel, Düren). La 
concentración de proteínas se determinó mediante Bradford.10

A8. Detección de la actividad enzimática a través de un ensayo acoplado

La actividad se determinó en un ensayo acoplado, en el que como producto secundario se continúa 
haciendo reaccionar en una segunda etapa el piruvato que resulta de la reacción de transaminasa, 
oxidándose NADH en NAD+. La disminución de la concentración en NADH (principio: medición de la 
disminución de la extinción) se mide en el fotómetro a 340 nm y sirve como medida de la actividad.15

Tanda

50 mM Fosfato de Na pH 7,5

50 mM L-alanina

100 µM Fosfato de piridoxal

250 µg Éster metílico del ácido 12-oxododecanoico

1,25 mM NADH

10 U Lactato deshidrogenasa

10 µg Proteína expresada de forma heteróloga

con H2Obidest completar hasta 1 ml

El ensayo se inició mediante la adición de 5 μl de 12-ODME (50 mg/ml). La medición tiene lugar de forma 
continua cada minuto a 340 nm a TA hasta como máx. 20 minutos. Para el control se utilizó proteína 
inactivada y una tanda sin sustrato de Co. En la Figura 4 pudo vigilarse fotométricamente la variación de la 
extinción.20

A9. Detección de la proteína expresada de forma heteróloga a través de HPLC

Tanda

50 mM Fosfato de Na pH 7,5

50 mM L-alanina

100 µM Fosfato de piridoxal

250 µg Éster metílico del ácido 12-oxododecanoico

50 µg Proteína expresada de forma heteróloga

con H2Obidest completar hasta 500 µl

Después de incubación durante 4 h a TA, la reacción se detuvo con 1 vol. de MeOH. Para la analítica por 
HPLC, la tanda se derivatizó con o-ftaldialdehído (oPA) y de ello se analizaron 250 μl. Como eluyente A se 
utilizó NaAC 50 mM pH 4: acetonitrilo 4:1 (v:v).25
El eluyente B era acetonitrilo con 5% de NaAC 50 mM pH 4. El gradiente discurría de 30% de B a 60% de B 
en 4 min, de 60% de B a 100% de B en 2 min. El caudal ascendió a 1,2 ml/min.
La separación tuvo lugar a través de una columna Agilent Zorbax RP18 (Agilent Technologies, EE.UU.), la 
temperatura de la columna ascendió a 40ºC.
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Las Figuras 5 y 6 muestran el patrón, así como la disminución del éster metílico del ácido 12-oxoláurico. 
Como control negativo sirve enzima inactivada por calor (Figura 7).

A.6 Disociación del éster

Para la disociación del éster metílico del ácido ω-aminoláurico en ácido ω-aminoláurico se emplea la lipasa 
LipA (Q76D26) de Pseudomonas fluorescens (Kojima y Shimizu, J. of Bioscience and Bioengin., Vol. 96 (3), 5
páginas 219-226 (2003)). El gen se amplifica con los cebadores LipA-SfiI-up y LipA-SfiI-down con ADN 
cromosómico de Pseudomonas fluorescens y se clona en el vector pEST100 a través de los lugares de 
corte SfiI. El plásmido recombinante se denomina pEST-lipA (véase la Figura 3).

Mediante la clonación, lipA (SEQ.-ID-NO 18) se fusiona a la secuencia señal de la fosfatasa alcalina phoA y 
los dominios autotransportadores de EstA, una esterasa de P. aeruginosa, de modo que la lipasa es 10
transferida a través de la membrana del citoplasma y se representa sobre la superficie celular de E. coli. 
Para el modo de proceder, véase Becker et al, "A generic system for the Escherichia coli cell-surface 
display of lipolytic enzymes", FEBS Letters Vol. 579, páginas 1177-1182 (2005). La expresión tiene lugar a 
través del control del promotor Plac y es inducida con IPTG (concentración final 1 mM) (tamaño del producto: 
1894 pb).15

Cebador

Cebador lipA-Sfi-up (SEQ.-ID-NO 19)

5' AACAA.AAGGGCCGCAATGGCCATGGGTGTGTATGACTAC

Cebador lipA-Sfi-down (SEQ.-ID-NO 20)

5' TACAGGGGCCACCACGGCCTCAGGCGATCACAATTCC20

B. Sintesis de éster metílico del ácido 12-hidroxiláurico y éster metílico del ácido 12-oxoláurico partiendo de 
éster metílico del ácido láurico con el sistema de alcanohidroxilasa  alkBGT de Pseudomonas putida GPo1

B1. Construcción de los vectores de expresión alkBGT

Partiendo de pCOM

Partiendo de los sistemas pCOM (Smits et al., 2001 Plasmid 64: 16-24) se preparó la construcción pBT10 25
(Figura 10, SEQ.-ID-NO 31) que contiene los tres componentes necesarios para la oxidación en aldehído,
alcano-hidroxilasa (AlkB), rubredoxina (AlkG) y rubredoxina-reductasa (AlkT) de Pseudomonas putida. 
Para la expresión de los tres genes, la secuencia génica alkBFG se puso bajo el control del promotor alkB y 
el gen alkT bajo la del promotor alkS.

B2. Estrategia de clonación:30

Para simplificar la clonación de alkB y alkG, el gen alkF situado entremedias se amplificó conjuntamente 
con alkB y alkG y se clonó. AlkF carece de importancia para la reacción a catalizar.

Amplificación por PCR del fragmento alkBFG = 2524 pb (véase SEQ.-ID-NO 03 (alkB) y SEQ.-ID-NO 04 
(alkG)) con el lugar de corte NdeI aguas arriba de alkB y el lugar de corte SalI aguas abajo de alkG:

Cebador: alkBFG directo (SEQ.-ID-NO 32)35

AAGGGAATTCCATATGCTTGAGAAACACAGAGTTC

Cebador: alkBFG inverso (SEQ.-ID-NO 33)

AAAATTCGCGTCGACAAGCGCTGAATGGGTATCGG
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Amplificación por PCR del fragmento alkT (2958 pb) (véase la Seq.ID-NO 07 (alkT))

Cebador  alkT directo (SEQ.-ID-NO 34)

TGAGACAGTGGCTGTTAGAG

Cebador alkT inverso (SEQ.-ID-NO 35)5

TAATAACCGCTCGAGAACGCTTACCGCCAACACAG

La amplificación de los fragmentos alkBFG y alkT tuvo lugar mediante PCR. Como molde se empleó el 
plásmido pGEc47 (Figura 12) (Eggink et al. (1987) J. Biol. Chem. 262, 17712-17718).
La clonación se llevó a cabo mediante el vector de subclonación pSMART® HCKan (Lucigen Corporation). 
Esta etapa adicional era necesaria, ya que una clonación directa no condujo a éxito alguno. Para el ello, el 10
vector pSMART® HCKan (Lucigen) adquirible en el comercio y ya linearizado y provisto de extremos romos 
se ligó con el producto de PCR de extremos romos respectivo (Figura 9).
A continuación, el fragmento alkBFG se cortó con las enzimas de restricción NdeI y SalI y el fragmento alkT 
se separó por corte de los vectores de subclonación con las enzimas de restricción PacI y XhoI. Los 
fragmentos se separaron en gel de agarosa (al 1%), se separaron por corte del gel y se aislaron mediante el 15
kit de extracción del gel. Los fragmentos se ligaron sucesivamente en el vector pCOM10 (Smits, T. H. M., 
Seeger, M. A., Witholt, B y van Beilen, J. B. (2001) Plasmid 46, 16-24). En la primera etapa, alkBFG se 
incorporó en el pCOM10 a través de los lugares de corte NdeI y SalI, y en una segunda etapa, alkT se 
clonó entonces a través de los lugares de corte PacI y XhoI.

El plásmido recombinante se transformó primeramente en E. coli DH5α. Los clones portadores de 20
plásmidos se seleccionaron en medio LB con contenido en canamicina. El plásmido resultante de ello se 
controló a través de análisis de restricción y secuenciación. Se denomina pBT10 (Figura 10).

B3. Biotransformación en el bio-reactor del éster metílico del ácido láurico para dar éster metílico del ácido 
hidroxiláurico y éster metílico del ácido 12-oxoláurico

Para la biotransformación, el plásmido pBT10 se transformó mediante choque de calor a 42ºC durante 2 25
min en la cepa de E. coli W3110 químicamente competente. Para la síntesis de éster metílico del ácido 
hidroxiláurico y éster metílico del ácido 12-oxoláurico, E coli W3110-pBT10 se cultivó durante una noche a 
30ºC y 180 rpm en medio M9 y se recolectó. La biomasa se recogió en medio M9 con glucosa al 0,5% 
hasta una DO450 = 0,2. La expresión se indujo con un tiempo de crecimiento de 4 h con diciclopropilcetona 
y se incubó durante otras 4 horas.  Las células se separaron de nuevo por centrifugación, el sedimento de 30
células se resuspendió en tampón KPi (50 mM, pH 7,4) y se añadió a un bio-reactor. Se ajustó una 
concentración de biomasa de aproximadamente 1,8 g de CDW/L. Bajo intensa agitación (1500 min-1) se 
añadió el sustrato éster metílico del ácido láurico en la relación 1:3 a la suspensión de células (100 ml de 
suspensión de células, 50 ml de éster metílico del ácido láurico). La temperatura se mantuvo constante a 
30ºC. La formación de los productos éster metílico del ácido hidroxiláurico y éster metílico del ácido 12-35
oxoláurico se detectó mediante análisis por CG de la tanda de reacción. Para ello, después de 0 min como 
control negativo (Figura 13) y después de 150 min (Figura 14) se tomó una muestra de la fase orgánica de 
la tanda de reacción y se analizó mediante CG (Thermo Trace GC Ultra). Como columna servía una 
FactorFourTM VF-5m de Varian Inc., longitud: 30 m, grosor de la película: 0,25 μm, diámetro interno: 0,25 
mm.40
Condiciones de análisis:
Temperatura del horno 80 – 280ºC
Rampa 15ºC/min
Relación de disociación 15
Volumen de inyección 1 μl45
Flujo de soporte 1,5 ml/min
Inyector PTV 80 – 280ºC a 15ºC/s
Temperatura base del detector 320ºC

La detección de éster metílico del ácido 12-oxoláurico (Figura 11) y éster metílico del ácido 12-hidroxiláurico 
(Figura 12) se muestra mediante la inyección de las sustancias puras.50
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C Reacción de éster metílico del ácido 12-oxoláurico para dar éster metílico del ácido 12-aminoláurico

C1. Aislamiento y expresión de una aminotransferasa de Arabidopsis thaliana

Se analizó una aminotransferasa conocida de Arabidopsis thaliana. En este caso, sorprendentemente, la 4-
aminobutirato-transaminasa (at3g22200, SEQ.-ID-NO 38) mostraba una actividad de aproximadamente 14 
U/mg de proteína expresada de forma heteróloga frente al éster metílico del ácido 12-oxododecanoico. El 5
producto éster metílico del ácido 12-aminododecanoico se confirmó mediante HPLC.

Si no se indica otra cosa, todos los métodos se realizaron según los protocolos en Sambrook, J., Fritsch, E. 
F., y Maniatis, T (1989). Molecular cloning, 2ª ed. Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Aislamiento de la 4-aminobutirotransaminasa de A. thaliana (at3g22200)

El ARN se aisló con el mini kit RNeasy a partir de una planta entera en flor de la especie A. thaliana según10
los datos del fabricante: QIAGEN GmbH, Hilden. A continuación, se llevó a cabo la síntesis de ADNc con el 
kit RT Skript (USB Europe GmbH, Staufen) según los datos del fabricante. La determinación de la 
calidad/cantidad de ARN se determinó mediante Nanodrop según los datos del fabricante (Thermo Fisher 
Scientific Inc. Waltham EE.UU.).

PCR de ADNc de A. thaliana para la introducción de lugares de corte15

Con los cebadores siguientes, el ADN que codifica la 4-aminobutirotransaminasa con la SEQ.-ID-NO 39 se 
clonó en el vector digerido con NaeI, BamHI

El cebador directo introduce al lugar de corte de proteasa y NaeI, SEQ.-ID-NO 36
GCCGGCGAGAACCTGTACTTTCAGATGGCAAGTAAGTATGCCACTTG

El cebador inverso introduce BamHI, SEQ.-ID-NO 3720
GGATCCTCACTTCTTGTGCTGAGCCTTG

La PCR se llevó a cabo según el siguiente protocolo:

El producto de la PCR resultante se purificó con el kit NucleoSpin® Extract II (Macherey Nagel, Alemania, 
según los datos del fabricante).25

Expresión de la proteína heteróloga

Utilizando el producto de la PCR arriba descrito se preparó, mediante métodos de biología molecular 
estándares, el vector pGJ3130 (Figura 15, SEQ.-ID-NO 43) y se transformó en E. coli XL1blue. La cepa de 
E. coli transformada se cultivó en medio doble YT (dYt) con los antibióticos ampicilina (100 μg/ml) y la 
adición de IPTG 0,5 mM a 28 ºC hasta una densidad de DO600 nm = 0,3-0,4.30

Purificación de proteína expresada de forma heteróloga a través etiqueta 6xHis
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Lisis del cultivo de expresión en bacterias: 50 ml de cultivo se separaron por centrifugación a 2360 x g, y a 
continuación se resuspendieron en 5 ml de tampón fosfato de Na  (pH 8) con EDTA 5 mM, NaCl 300 mM y 
1 mg/ml de lisozima y se incubaron durante 1 h a TA. El lisado se centrifugó a 2360 x g durante 10 min y 
el sobrenadante se purificó a través de una columna empaquetada Protino Ni-TED 2000 (de acuerdo con 
los datos del fabricante; Macherey-Nagel, Düren). La concentración de proteínas se determinó mediante 5
Bradford.

Detección de la actividad enzimática a través de un ensayo acoplado

La actividad se determinó en un ensayo acoplado, en el que como producto secundario se continúa 
haciendo reaccionar en una segunda etapa el piruvato que resulta de la reacción de transaminasa, 
oxidándose NADH en NAD+. La disminución de la concentración en NADH (principio: medición de la 10
disminución de la extinción) se mide en el fotómetro a 340 nm y sirve como medida de la actividad.

Tanda

50 mM Fosfato de Na pH 7,5

50 mM L-alanina

100 µM Fosfato de piridoxal

250 µg Éster metílico del ácido 12-oxododecanoico

1,25 mM NADH

10 U Lactato deshidrogenasa

10 µg Proteína expresada de forma heteróloga

con H2Obidest completar hasta 1 ml 

El ensayo se inició mediante la adición de 5 μl de 12-ODME (50 mg/ml). La medición tiene lugar de forma 
continua cada minuto a 340 nm a TA hasta como máx. 20 minutos. Para el control se utilizó proteína 
inactivada y una tanda sin sustrato de Co. En la Figura 16 pudo vigilarse fotométricamente la variación de la 15
extinción.

Detección de la proteína expresada de forma heteróloga a través de HPLC

Tanda

50 mM Fosfato de Na pH 7,5

50 mM L-alanina

100 µM Fosfato de piridoxal

250 µg Éster metílico del ácido 12-oxododecanoico

50 µg Proteína expresada de forma heteróloga

con H2Obidest completar hasta 500 µl

Después de incubación durante 4 h a TA, la reacción se detuvo con 1 vol. de MeOH. Para la analítica por 
HPLC, la tanda se derivatizó con o-ftaldialdehído (oPA) y de ello se analizaron 250 μl. Como eluyente A se 20
utilizó NaAC 50 mM pH 4: acetonitrilo 4:1 (v:v).
El eluyente B era acetonitrilo con 5% de NaAC 50 mM pH 4. El gradiente discurría de 30% de B a 60% de B 
en 4 min, de 60% de B a 100% de B en 2 min. El caudal ascendió a 1,2 ml/min.
La separación tuvo lugar a través de una columna Agilent Zorbax RP18 (Agilent Technologies, EE.UU.), la 
temperatura de la columna ascendió a 40ºC.25
La Figura 17 (arriba) muestra la formación de éster metílico del ácido 12-aminoláurico. La muestra de 
referencia está representada abajo en la Figura 17.

D Aminación de éster metílico del ácido12-oxoláurico con PPTA5 y PSTA de Pseudomonas
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D1. Clonación de PPTA5 y PSTA

Para la aminación de éster metílico del ácido 12-oxoláurico se emplearon las cepas E. coli
BL21(DE3)/PPTA5 y E. coli BL21(DE3)/PSTA. Estas cepas se construyeron como sigue. Para la clonación 
de los dos genes transaminasa se eligió el vector de expresión pET-21a(+) (Novagen). Para el gen ppta5, 
SEQ.-ID-NO 40 se construyeron cebadores que deberían añadir al gen los lugares de corte por restricción 5
NdeI y XhoI en los extremos; cebador PPTA5_NdeI:
GGAATTCCATATGAGCGTCAACAACCCGCAAACCCG (SEQ.-ID-NO 44) y cebador PPTA5_XhoI:
CCGCTCGAGTTATCGAATCGCCTCAAGGGTCAGGTCC (SEQ.-ID-NO 45). Para el gen psta, SEQ.-ID-NO 
41, cebador con NdeI y BamHI en los extremos; cebador PSTA_NdeI:
GGAATTCCATATGAGCGATTCGCAAACCCTGCACTGGC (SEQ.-ID-NO 46) y cebador PSTA_BamHI: 10
CGCGGATCCTCAGCCCAGCACATCCTTGGCTGTCG (SEQ.-ID-NO 47)

Estos cebadores se emplearon en PCRs. Los productos de la PCR purificados, así como el vector pET-
21a(+) se sometieron a continuación a una restricción con las enzimas de restricción NdeI y XhoI o bien 
NdeI y BamHI. El vector cortado se desfosforiló con fosfatasa alcalina de camarones. El vector cortado con 
NdeI y XhoI y el gen ppta5, así como el vector cortado con NdeI y BamHI y el gen psta se transformaron 15
después del ligamiento con T4 ADN ligasa con la cepa de expresión competente E. coli XL1-blue. Después 
del cultivo de algunos clones tuvo lugar el aislamiento de los plásmidos con la subsiguiente restricción y 
análisis efectroforético en gel. Las secuencias de transaminasa de los clones obtenidos (pPPTA5 o bien 
pPSTA) se confirmaron mediante análisis de la secuencia. La Figura 18 muestra los mapas de plásmidos 
de los vectores de expresión.20

D2. Expresión de PPTA5 y PSTA

Para la expresión, los vectores pPPTA5 y pPSTA se transformaron en células BL21(DE3) de E. coli
competentes. En cada caso, una colonia individual se sobre-inoculó en 5 ml de medio LB-Amp 
(concentración de ampicilina 100 μg/ml) y se agitó durante una noche a 37 ºC. A continuación, se sobre-
inoculó al 1% en 200 ml de medio LB-Amp, se agitó a 37 ºC y, después de alcanzar una DO600 de 0,5, se 25
indujo la expresión del gen con IPTG 0,5 mM. Después de agitar durante 20 horas a 30ºC, se recolectaron 
las células y se almacenaron a -20ºC.

Para la disgregación de las cepas E. coli BL21(DE3)/pPPTA5 y E. coli BL21(DE3)/pPSTA, se elaboraron en 
cada caso 0,4 g de células con tampón Tris-HCl 100 mM pH 7,2 para formar suspensiones de células al 
25% que fueron tratadas dos veces durante 90 s con ultrasonidos (Bandelin Sonoplus HD2070, sonda 30
MS73; 50% de intensidad). Después de la centrifugación se retiraron los sobrenadantes. Los extractos 
brutos, así obtenidos, se emplearon en reacciones de éster metílico del ácido 12-oxoláurico. Las tandas de 
400 μl contenían éster metílico del ácido 12-oxoláurico 5 mM disuelto en N,N-dimetilformamida, DL-alanina 
500 mM, piridoxal-5’-fosfato 1 mM y 80 μl de extracto bruto en tampón Kpi 10 mM pH 7,0. Se agitó a 25ºC. 
Después de tiempos determinados se recogieron muestras de en cada caso 20 μl, una parte con 1 μl de 35
disolución de NaOH al 1% se llevó al intervalo de pH alcalino y se separó por agitación con 100 μl de éster 
etílico del ácido acético. Las fases orgánicas se examinaron mediante cromatografía de gases 
(cromatógrafo razón social Perkin Elmer, Clarus 500 con detector de ionización de llama). Para ello se 
utilizó una columna Optima 5 (0,25 μm, 30 m, 0,25 mm, Macherey Nagel), con el programa:

80ºC40
25ºC/min 180ºC
5ºC/min 215ºC
20ºC/min 280ºC

Los tiempos de retención de éster metílico del ácido 12-oxo- y 12-amino-láurico se encuentran en 7,2 o bien 
7,7 min.45

Los resultados de las reacciones están representados en las Figuras 20 y 21. Para la evaluación se 
sumaron las superficies pico de éster metílico del ácido 12-oxo- y 12-amino-láurico a partir de los 
cromatogramas obtenidos de la extracción neutra y ácida y se calculó la porción porcentual de precursor o 
bien producto.

50
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Evonik Degussa GmbH

<120> CÉLULAS RECOMBINANTES PRODUCTORAS DE ÁCIDOS omega-AMINOCARBOXÍLICOS O SUS 
LACTAMAS

<130> 2007006675

<160> 47

<170> Patentln version 3.4

<210> 1
<211> 1380
<212> ADN10
< 213> Chromobacterium violaceum

<400> 1

15
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<210> 2
< 211> 11375
< 212> ADN
< 213> Bacillus subtilis

<400> 2
10
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<210> 3
< 211> 12065
< 212> ADN
< 213> Pseudomonas putida

<400> 3
10
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<210> 4
< 211> 5195
< 212> ADN
< 213> Pseudomonas putida

<400> 4
10

<210> 5
< 211> 1677
< 212> ADN15
< 213> Pseudomonas putida

<400> 5

20
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<210> 65
< 211> 2649
< 212> ADN
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< 213> Pseudomonas putida

<400> 6

5
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<210> 75
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< 211> 1158
< 212> ADN
< 213> Pseudomonas putida

<400> 75

10
<210> 8
< 211> 33
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial

15
<220>
< 223> Cebador

<400> 8
20

acgtagcggc cgcctaatca ggtaatttta tac 33
<210> 9
< 211> 16
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< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador5

<400> 9

gagcgagcta tctggt 16
10

<210> 10
< 211> 32
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial

15
<220>
< 223> Cebador

<400> 10
20

tcgtagcggc cgcccagcag acgacggagc aa 32

<210> 11
< 211> 37
< 212> ADN25
< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

30
<400> 11

attttatctt ctcgaggctt ttcctcgtag agcacat 37

<210> 1235
< 211> 38
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial
<220>

40
< 223> Cebador
<400> 12

tgctctaacg aggaaaagcc tcgagaagat aaaatgta 38
45

<210> 13
< 211> 34
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial

50
<220>
< 223> Cebador

<400> 13
55

attgacgcgg ccgcttacat gcagacagct atca 34

<210> 14
< 211> 42
< 212> ADN60
< 213> Secuencia Artificial 

<220>
< 223> Cebador
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<400> 14

cgaggagctc aggaggatcc aagcatgcag aagcaacgta cg 42
5

<210> 15
< 211> 31
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial

10
<220>
< 223> Cebador

<400> 15
15

gtcatgtacc cctaagccag cccgcgcgcc t 31

<210> 16
< 211> 41
< 212> ADN20
< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

25
<400> 16

acctatctag aaggaggacg catatgatca taggggttcc t 41

<210> 1730
< 211> 26
< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial

<220>35
< 223> Cebador

<400> 17

aacctctgca gttaagcacc cgccac 2640

<210> 18
< 211> 1853
< 212> ADN
< 213> Pseudomonas fluorescens45

<400> 18

50
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<210> 195
< 211> 503

< 212> PRT
< 213> Pseudomonas putida W619
<400> 1910
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<210> 20
< 211> 460
< 212> PRT5
< 213> Pseudomonas aeruginosa PA01

<400> 20
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<210> 21
< 211> 448
< 212> PRT5
< 213> Pseudomonas aeruginosa PA01

<400> 21

10
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<210> 22
< 211> 444
< 212> PRT5
< 213> Pseudomonas aeruginosa PA01

<400> 22
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<210> 23
< 211> 468
< 212> PRT5
< 213> Pseudomonas aeruginosa PA01

<400> 23

10
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<210> 245
< 211> 460
< 212> PRT
< 213> Pseudomonas putida W619

<400> 2410
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<210> 25
< 211> 459
< 212> PRT5
< 213> Pseudomonas putida KT2440

<400> 25

10
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<210> 265
< 211> 490
< 212> PRT
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< 213> Pseudomonas putida W619

<400> 26

5
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<210> 27
< 211> 457
< 212> PRT5
< 213> Streptomyces coelicolor A3(2)

<400> 27
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<210> 28
< 211> 459
< 212> PRT5
< 213> Streptomyces avermitilis MA 4680

<400> 28

10
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<210> 295
< 211> 450
< 212> PRT
< 213> Streptomyces avermitilis MA 4680

<400> 2910
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<210> 30
< 211> 446
< 212> PRT5
< 213> Chromobacterium violaceum ATCC 12472

<400> 30

10
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<210> 315
< 211> 11539
< 212> ADN
< 213> Artificial

<220>10
< 223> Vector

ES 2 536 639 T3
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<400> 31

5

ES 2 536 639 T3

 



64
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<210> 32
< 211> 35
< 212> ADN5
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

10
<400> 32

aagggaattc catatgcttg agaaacacag agttc 35

<210> 3315
< 211> 35
< 212> ADN
< 213> Artificial

<220>20
< 223> Cebador

<400> 33

aaaattcgcg tcgacaagcg ctgaatgggt atcgg 3525

<210> 34
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Artificial30

<220>
< 223> Cebador

<400> 3435

tgagacagtg gctgttagag 20

<210> 35
< 211> 3540

< 212> ADN
< 213> Artificial

<220>45
< 223> Cebador

<400> 35
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taataaccgc tcgagaacgc ttaccgccaa cacag 35

<210> 36
< 211> 475
< 212> ADN
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador10

<400> 36

gccggcgaga acctgtactt tcagatggca agtaagtatg ccacttg 47
15

<210> 37
< 211> 28
< 212> ADN
< 213> Artificial

20
<220>
< 223> Cebador

<400> 37
25

ggatcctcac ttcttgtgct gagccttg 28

<210> 38
< 211> 446
< 212> PRT30
< 213> Arabidopsis thaliana

<400> 38
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<210> 39
< 211> 1515
< 212> ADN5
< 213> Arabidopsis thaliana

<400> 39

10

ES 2 536 639 T3

 



76

<210> 40
< 211> 13625
< 212> ADN
< 213> Pseudomonas sp.

<400> 40
10
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<210> 41
< 211> 13595
< 212> ADN
< 213> Pseudomonas sp.

<400> 41
10
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<210> 42
< 211> 13805
< 212> ADN
< 213> Artificial

<220>
< 223> gen optimizado en codones para la expresión en E coli10

<400> 42
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<210> 43
< 211> 51435
< 212> ADN
< 213> Artificial

<220>
< 223> Vector10

<400> 43
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<210> 44
< 211> 36
< 212> ADN5
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

10
<400> 44

ggaattccat atgagcgtca acaacccgca aacccg 36

<210> 4515
< 211> 37
< 212> ADN
< 213> Artificial

<220>20
< 223> Cebador

<400> 45
ccgctcgagt tatcgaatcg cctcaagggt caggtcc 37

25
<210> 46
< 211> 38
< 212> ADN
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< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

5
<400> 46

ggaattccat atgagcgatt cgcaaaccct gcactggc 38

<210> 4710
< 211> 35
< 212> ADN
< 213> Artificial

<220>15
< 223> Cebador

<400> 47

cgcggatcct cagcccagca catccttggc tgtcg 3520
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REIVINDICACIONES

1. Una célula que ha sido modificada mediante tecnología genética con respecto a su tipo salvaje de modo que, en 
comparación con su tipo salvaje, es capaz de producir más ácidos ω-aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-
aminocarboxílicos o más lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos a partir de ácidos carboxílicos o ésteres 
de ácidos carboxílicos, presentando la célula una actividad, incrementada en comparación con su tipo salvaje, de las 5
enzimas EI y EIII o de las enzimas EI, EII y EIII:

i) de una enzima EI que cataliza la reacción de ácidos carboxílicos o ésteres de ácidos carboxílicos 
para dar los correspondientes ácidos ω-hidroxicarboxílicos o ésteres de ácidos ω-
hidroxicarboxílicos, elegida del grupo consistente en las alcano monooxigenasas:
alcano monooxigenasa codificada por alkBGT de Pseudomonas putida GPo1 y citocromo-P450-10
monooxigenasas de Candida tropicalis;

ii) de una enzima EII que cataliza la reacción de ácidos ω-hidroxicarboxílicos o ésteres de ácidos ω-
hidroxicarboxílicos para dar los correspondientes ácidos ω-oxocarboxílicos o ésteres de ácidos ω-
oxocarboxílicos, elegida del grupo consistente en las alcoholdeshidrogenasas codificadas por el 
gen alkJ;15

iii) de una enzima EIII que cataliza la reacción de ácidos ω-oxocarboxílicos o ésteres de ácidos ω-
oxocarboxílicos para dar los correspondientes ácidos ω-aminocarboxílicos o ésteres de ácidos ω-
aminocarboxílicos, elegida del grupo de las ω-transaminasas.

2. La célula según la reivindicación 1, en donde la enzima EI es la alcano monooxigenasa codificada por alkBGT de 
Pseudomonas putida GPo1.20

3. La célula según la reivindicación 1 ó 2, en donde la enzima EII es codificada por el gen alkJ de Pseudomonas 
putida GPo1.

4. La célula según una de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la enzima EIII es la ω-transaminasa CV2025 de 
Chromobacterium violaceum DSM30191.

5. La célula según una de las reivindicaciones precedentes, en donde en la célula está incrementada la expresión de 25
una enzima EIV que cataliza la reacción de ésteres de ácidos ω-oxocarboxílicos para dar los correspondientes ácidos 
ω-aminocarboxílicos.

6. La célula según la reivindicación 5, en donde la enzima EIV es la lipasa LipA (Q76D26) de Pseudomonas 
fluorescens que es secretada por la célula.

7. La célula según una de las reivindicaciones precedentes, en donde en la célula está incrementada la expresión de 30
una enzima EV que cataliza la reacción de ácidos ω-oxocarboxílicos para dar las correspondientes lactamas.

8. La célula según la reivindicación 7, en donde la enzima EV es secretada por la célula.

9. La célula según una de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula es una célula de Escherichia coli
modificada por tecnología genética, una célula de Corynebacterium glutamicum modificada por tecnología genética o 
una célula de Pseudomonas putida modificada por tecnología genética.35

10. Un procedimiento para la preparación de ácidos ω-aminocarboxílicos, de ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos 
o de lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos, que contiene las etapas de procedimiento:
I) poner en contacto una célula de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 9 con un medio de cultivo que 

contiene un ácido carboxílico o un éster de ácido carboxílico, o con un medio de cultivo contiguo a una fase 
orgánica que contiene un ácido carboxílico o un éster de ácido carboxílico bajo condiciones que posibilitan a 40
la célula a formar, a partir del ácido carboxílico o a partir de los ésteres de ácido carboxílico, ácidos ω-
aminocarboxílicos, ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o lactamas derivadas de ácidos ω-
aminocarboxílicos;

II) eventualmente, aislamiento de los ácidos ω-aminocarboxílicos, de los ésteres de ácidos ω-
aminocarboxílicos o de las lactamas derivadas de ácidos ω- aminocarboxílicos formados.45

11. El procedimiento según la reivindicación 10, en donde los ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos formados en
la etapa I) del procedimiento se hacen reaccionar, en una etapa adicional del procedimiento, con procedimientos 
químicos convencionales para dar ácidos ω-aminocarboxílicos.
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12. El procedimiento según la reivindicación 10 u 11, en el que la célula es una célula de Escherichia coli modificada 
por tecnología genética, una célula de Corynebacterium glutamicum modificada por tecnología genética o una célula 
de Pseudomonas putida modificada por tecnología genética.

13. El procedimiento según una de las reivindicaciones 10 a 12, en el que el medio de cultivo empleado en la etapa 
I) del procedimiento contiene aminoácidos que actúan de donantes de amina en la reacción, catalizada por 5
transaminasa, de los ácidos ω-aminocarboxílicos o de los ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos para dar los 
correspondientes ácidos ω-aminocarboxílicos o ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos.

14. El procedimiento según una de las reivindicaciones 10 a 13, en el que el procedimiento se lleva a cabo en un 
sistema bifásico que contiene
A) una fase acuosa, así como10
B) una fase orgánica,
en donde la formación de los ácidos ω-aminocarboxílicos, de los ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o de las 
lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos por parte de las células en la etapa I) del procedimiento tiene 
lugar en la fase acuosa, y los ácidos ω-aminocarboxílicos formados, los ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos 
formados o las lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos formadas se acumulan en la fase orgánica.15

15. El procedimiento según una de las reivindicaciones 10 a 14, en el que el aislamiento de los ácidos ω-
aminocarboxílicos formados, de los ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos formados o de las lactamas derivadas de 
ácidos ω-aminocarboxílicos formadas tiene lugar a través de un procedimiento de purificación de al menos dos 
etapas, que comprende
a) una etapa de extracción, en la que se extraen del medio de cultivo los ácidos ω-aminocarboxílicos, los 20

ésteres de ácidos ω-aminocarboxílicos o las lactamas derivadas de ácidos ω-aminocarboxílicos, así como
b) una etapa de purificación fina, en la que el extracto obtenido en la etapa a) del procedimiento se purifica 

adicionalmente a través de procedimientos de destilación o de otros procedimientos de extracción, 
obteniéndose una fase de ácido ω-aminocarboxílico, una fase de éster de ácido ω-aminocarboxílico o una 
fase de lactama con una pureza de al menos 99,8%.25

16. El procedimiento según la reivindicación 15, en el que en el caso de la extracción en la etapa a) del 
procedimiento se trata de una extracción reactiva.

17. El procedimiento según una de las reivindicaciones 10 a 16, en el que el ácido carboxílico es ácido láurico o el 
éster de ácido carboxílico es éster metílico del ácido láurico, y en el que el ácido láurico o el éster metílico del ácido 
láurico se hace reaccionar en la etapa II) del procedimiento para formar laurin-lactama.30

18. Un procedimiento para la preparación de poliamidas basadas en ácidos ω-aminocarboxílicos, que comprende las 
etapas de procedimiento:
(α1) preparación de ácidos ω-aminocarboxílicos mediante un procedimiento según una de las reivindicaciones 

10 a 17;
(α2) polimerización del ácido ω-aminocarboxílico, obteniéndose una poliamida.35

19. Un procedimiento para la preparación de poliamidas basadas en lactamas, que comprende las etapas de 
procedimiento:
(β1) preparación de lactamas mediante el procedimiento según una de las reivindicaciones 10 a 17;
(β2) polimerización con apertura del anillo o policondensación de la lactama, obteniéndose una

poliamida.40
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