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DESCRIPCIÓN

Microorganismos recombinantes y métodos de uso de los mismos

Campo

La presente invención se refiere a métodos para la producción de compuestos químicos, en particular, pero no 
exclusivamente etanol, por fermentación microbiana y microorganismos genéticamente modificados útiles en dichos 5
métodos.

Antecedentes

Se sabe que los microorganismos acetógenos son útiles para la producción de combustibles (por ejemplo, etanol o 
butanol) y otros productos químicos por fermentación de sustratos que incluyen monóxido de carbono, dióxido de 
carbono, hidrógeno y metanol, por ejemplo. Muchos de estos microorganismos producen de forma natural al menos 10
dos, si no más productos. Sin embargo, cuando los microorganismos se van a usar para producir productos, en 
particular a una escala comercial, no es siempre deseable que los microorganismos produzcan múltiples productos. 
Por ejemplo, la producción de múltiples productos puede darse a expensas de la eficacia de la producción y el 
rendimiento de un producto de valor particular, puesto que los subproductos pueden desviar el carbono de las rutas 
implicadas en la producción del producto principal deseado. Además, los subproductos pueden ser tóxicos para el 15
microorganismo, la producción de múltiples productos puede hacer difícil la recuperación y separación de los 
productos, y puede ser difícil controlar las condiciones de fermentación para favorecer la producción de un producto 
frente a otro. Los subproductos también pueden ser una fuente potencial de contaminación en un fermentador ya 
que pueden ser sustratos para organismos indeseables. 

En el caso de la producción de etanol por fermentación microbiana de sustratos que comprenden monóxido de 20
carbono, típicamente se produce 2,3-butanodiol como un subproducto. Esto puede reducir la eficacia y rendimiento 
de la producción de etanol, así como producir otros problemas, como se ha indicado antes. 

Kopke et al (2010, PNAS, 107:13087-13092) describe que Clostridium ljungdahlii puede representar una plataforma 
de producción microbiana basada en gas de síntesis. Köpte et al (2011, Current Opin. Biotech., 22:320-325) 
describen la producción de etanol por fermentación a partir de monóxido de carbono.25

Un objeto de la invención es superar una o más de las desventajas de la técnica anterior, o al menos proporcionar al 
público una opción útil. 

Compendio de la invención

La invención se refiere, entre otros, a nuevos microorganismos genéticamente modificados capaces de usar 
monóxido de carbono para producir uno o más productos y que producen una cantidad reducida de 2,3-butanodiol 30
comparado con un microorganismo original. 

En una realización, el microorganismo genéticamente modificado no produce sustancialmente 2,3-butanodiol 
comparado con un microorganismo original. En una realización particular, el microorganismo produce etanol como 
producto principal. 

En un primer aspecto, la invención proporciona un microorganismo acetógeno carboxidotrófico que está adaptado 35
para producir uno o más productos y una cantidad reducida o no producir sustancialmente 2,3-butanodiol por 
fermentación de un sustrato que comprende monóxido de carbono, comprendiendo el microorganismo una o más 
modificaciones genéticas que alteran la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol comparado con un microorganismo 
original.  

En una realización particular, la invención proporciona un microorganismo acetógeno carboxidotrófico que está 40
adaptado para producir etanol como producto principal y una cantidad reducida o no producir sustancialmente 2,3-
butanodiol por fermentación de un sustrato que comprende monóxido de carbono, comprendiendo el 
microorganismo una o más modificaciones genéticas que alteran la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol comparado 
con un microorganismo original.

En una realización, el microorganismo está adaptado para producir además uno o más de formiato, lactato, piruvato, 45
succinato, valina, leucina, isoleucina, acetolactato, malato, fumarato, 2-oxoglutarato, citrato.

En una realización, el microorganismo está adaptado para producir una mayor cantidad de uno o más de etanol, 
formiato, lactato, piruvato, succinato, valina, leucina, isoleucina, acetolactato, malato, fumarato, 2-oxoglutarato, 
citrato comparado con un microorganismo original.

En una realización, el microorganismo comprende al menos una modificación genética que altera la expresión y/o 50
actividad de una o más enzimas capaces de convertir el piruvato en acetolactato. 

En una realización, la una o más enzimas capaces de convertir el piruvato en acetolactato es una acetolactato 
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sintasa (alsS).

En una realización, el microorganismo comprende al menos una modificación genética que altera la expresión y/o 
actividad de una o más capaces de convertir el acetolactato en acetoína.

En una realización, la una o más enzimas capaces de convertir el acetolactato en acetoína es una acetolactato 
descarboxilasa (budA).5

En una realización, el microorganismo comprende al menos una modificación genética que altera la expresión y/o 
actividad de una o más enzimas capaces de convertir la acetoína en 2,3-butanodiol.

En una realización, la una o más enzimas capaces de convertir la acetoína en 2,3-butanediol es una enzima 
seleccionada de 2,3-butanodiol deshidrogenasa (2,3bdh), una acetoína reductasa, una alcohol primario:secundario 
deshidrogenasa.10

En una realización, el microorganismo comprende al menos una modificación genética que altera la expresión y/o 
actividad de una combinación de dos o más enzimas capaces de convertir el piruvato en acetolactato, el acetolactato 
en acetoína, y/o la acetoína en 2,3-butanodiol.

En una realización, la modificación genética altera la expresión y/o actividad de una o más de:

Acetolactato sintasa (alsS);15

Acetolactato descarboxilasa (BudA);

2,3-Butanodiol deshidrogenasa (2,3 bdh);

Acetoína reductasa; y,

Alcohol primario:secundario deshidrogenasa.

En una realización, la modificación genética altera la expresión y/o actividad de una o más de:20

Acetolactato sintasa (alsS);

Acetolactato descarboxilasa (BudA); y,

2,3-Butanodiol deshidrogenasa (2,3 bdh). 

En una realización, la una o más modificaciones genéticas alteran uno o más de los genes que codifican una o más 
de las enzimas anteriores. En una realización, la una o más modificaciones genéticas alteran la actividad de un 25
compuesto necesario para la expresión o actividad de una o más de las enzimas anteriores. En una realización, la 
una o más modificaciones genéticas aumentan la expresión o actividad de uno o más compuestos que inhiben la 
expresión o actividad de una o más de las enzimas anteriores. 

En una realización particular, el microorganismo se selecciona del grupo que comprende Clostridium 
autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, y Clostridium ragsdalei y aislados relacionados. En otra realización, el 30
grupo también comprende Clostridium coskatii.

En una realización particular, el microorganismo es Clostridium autoethanogenum DSM23693.

En un segundo aspecto, la invención proporciona un método para la producción de un microorganismo acetógeno 
carboxidotrófico que está adaptado para producir uno o más productos y una cantidad reducida o no producir 
sustancialmente 2,3-butanodiol por fermentación de un sustrato que comprende monóxido de carbono, 35
comprendiendo el método modificar genéticamente un microorganismo acetógeno carboxidotrófico original para 
alterar la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol. 

En una realización, el método da como resultado mayor producción de uno o más productos comparado con un 
microorganismo original. 

En una realización particular, la invención proporciona un método para la producción de un microorganismo 40
acetógeno carboxidotrófico que está adaptado para producir etanol como el producto principal y una cantidad 
reducida o no producir sustancialmente 2,3-butanodiol por fermentación de un sustrato que comprende monóxido de 
carbono, comprendiendo el método modificar genéticamente un microorganismo acetógeno carboxidotrófico original 
para alterar la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol.

La invención también proporciona microorganismos hechos por un método del segundo aspecto. 45

En una realización, el método comprende introducir en el microorganismo original una o más modificaciones 
genéticas que alteran uno o más genes que codifican una o más enzimas capaces de convertir el piruvato en 
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acetolactato. En una realización, la una o más enzimas capaces de convertir el piruvato en acetolactato es una 
acetolactato sintasa (alsS).

En una realización, el método comprende introducir en el microorganismo original una o más modificaciones 
genéticas que alteran uno o más genes que codifican una o más enzimas capaces de convertir el acetolactato en
acetoína. En una realización, la una o más enzimas capaces de convertir el acetolactato en acetoína es una 5
acetolactato descarboxilasa (budA).

En una realización, el método comprende introducir en el microorganismo original una o más modificaciones 
genéticas que alteran uno o más genes que codifican una o más enzimas capaces de convertir la acetoína en 2,3-
butanodiol.  En una realización, la una o más enzimas capaces de convertir la acetoína en 2,3-butanediol se 
selecciona de una 2,3-butanodiol deshidrogenasa (2,3bdh), una acetoína reductasa, una alcohol primario:secundario 10
deshidrogenasa.

En una realización, el método comprende introducir en el microorganismo original una o más modificaciones 
genéticas que alteran una combinación de dos o más genes que codifican una enzima capaz de convertir el piruvato 
en acetolactato, el acetolactato en acetoína, y/o la acetoína en 2,3-butanodiol.

En una realización, el método comprende introducir en el microorganismo original una o más modificaciones 15
genéticas que alteran uno o más de los genes que codifican una o más de la acetolactato sintasa (alsS), 
acetolactato descarboxilasa (BudA) y 2,3-butanodiol deshidrogenasa (2,3 bdh).

En una realización, el método comprende introducir una modificación genética que altera la actividad de un 
compuesto necesario para la expresión o actividad de una o más de las enzimas anteriores. 

En una realización, el método comprende introducir una modificación genética que aumenta la expresión o actividad 20
de uno o más compuestos que inhiben la expresión o actividad de una o más de las enzimas anteriores. 

En un tercer aspecto, la invención proporciona un método para la producción de uno o más productos. En una 
realización, el método es para la producción de uno o más de etanol, formiato, lactato, piruvato, succinato, valina, 
leucina, isoleucina, acetolactato, malato, fumarato, 2-oxoglutarato, citrato.

En una realización particular, la invención proporciona un método para la producción de uno o más productos (en 25
una realización, que incluyen etanol y uno o más de otros productos) por fermentación microbiana que comprende 
fermentar un sustrato que comprende CO usando uno o más microorganismos del primer aspecto de la invención 
y/o hechos por el método del segundo aspecto de la invención. En una realización, el uno o más productos se 
seleccionan del grupo que consiste en succinato, lactato, formiato, valina, leucina, piruvato, isoleucina, acetolactato, 
malato, fumarato, 2-oxoglutarato, citrato.30

En una realización el método comprende las etapas de:

(a) proporcionar un sustrato que comprende CO a un biorreactor que contiene un cultivo de uno o más 
microorganismos del primer aspecto de la invención y/o hechos por el segundo aspecto de la invención; y

(b) fermentar el cultivo de forma anaerobia en el biorreactor para producir uno o más de los productos mencionados 
antes, preferiblemente incluyendo etanol. 35

En otra realización el método comprende las etapas de:

capturar el gas que contiene CO producido como resultado del procedimiento industrial, antes de liberar el gas a la 
atmósfera; 

la fermentación anaerobia del gas que contiene CO para producir uno o más de los productos mencionados antes, 
preferiblemente incluyendo etanol, mediante un cultivo de uno o más microorganismos del primer aspecto de la 40
invención y/o hechos por el segundo aspecto de la invención. 

En realizaciones particulares de los aspectos del método, el microorganismo se mantiene en un medio de cultivo 
acuoso. 

En realizaciones particulares de los aspectos del método, la fermentación del sustrato tiene lugar en un biorreactor. 

Preferiblemente, el sustrato que comprende CO es un sustrato gaseoso que comprende CO. En una realización, el 45
sustrato comprende un gas residual industrial. En algunas realizaciones, el gas es gas residual de acería o gas de 
síntesis. 

En una realización, el sustrato típicamente contendrá una proporción principal de CO, tal como al menos de 
aproximadamente 20% a aproximadamente 100% de CO en volumen, de 20% a 70% de CO en volumen, de 30% a 
60% de CO en volumen, y de 40% a 55% de CO en volumen. En realizaciones particulares, el sustrato comprende 50
aproximadamente 25%, o aproximadamente 30%, o aproximadamente 35%, o aproximadamente 40%, o 
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aproximadamente 45%, o aproximadamente 50% de CO, o aproximadamente 55% de CO, o aproximadamente 60% 
de CO en volumen.

Aunque no es necesario que el sustrato contenga hidrógeno, la presencia de H2 no debería ser perjudicial para la 
formación de producto de acuerdo con métodos de la descripción. En descripciones particulares, la presencia de 
hidrógeno da como resultado una eficacia total mejorada de producción de alcohol. Por ejemplo, en descripciones 5
particulares, el sustrato puede comprender una relación de aproximadamente 2:1, o 1:1, o 1:2 de H2:CO. En una 
descripción, el sustrato comprende aproximadamente 30% o menos H2 en volumen, 20% o menos H2 en volumen, 
aproximadamente 15% o menos H2 en volumen o aproximadamente 10% o menos H2 en volumen. En otras 
descripciones, la corriente de sustrato comprende concentraciones bajas de H2, por ejemplo menos de 5%, o menos 
de 4%, o menos de 3%, o menos de 2%, o menos de 1%, o está sustancialmente exenta de hidrógeno. El sustrato 10
también puede contener algo de CO2 por ejemplo, tal como de aproximadamente 1% a aproximadamente 80% CO2

en volumen, o de 1% a aproximadamente 30% de CO2 en volumen.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden además la etapa de recuperar el uno o más productos del caldo 
de fermentación. En una realización, se recupera etanol del caldo de fermentación. En una realización, se recuperan 
uno o más productos del caldo de fermentación, que incluyen formiato, lactato, piruvato, succinato, valina, leucina, 15
isoleucina, acetolactato, malato, fumarato, citrato y 2-oxoglutarato.

En un cuarto aspecto, la invención proporciona uno o más productos cuando se producen por un método del tercer 
aspecto. En una realización, el uno o más productos se seleccionan del grupo que consiste en etanol, formiato, 
lactato, piruvato, succinato, valina, leucina, isoleucina, acetolactato, malato, fumarato, citrato y 2-oxoglutarato. En 
una realización particular, el uno o más productos comprenden al menos etanol. 20

En un quinto aspecto, la invención proporciona un microorganismo acetógeno carboxidotrófico en el que se han 
alterado uno o más genes no esenciales comparado con un microorganismo original.

En un sexto aspecto, la invención proporciona un método de producción de un microorganismo acetógeno 
carboxidotrófico en el que se han alterado uno o más genes no esenciales, comprendiendo el método modificar 
genéticamente uno o más genes no esenciales en un microorganismo original. 25

La invención también proporciona microorganismos hechos por los métodos del sexto aspecto. 

En una realización, el uno o más genes no esenciales, es un gen que codifica una enzima que convierte el 
acetolactato en acetoína y/o codifica una enzima que convierte la acetoína en 2,3-butanodiol. En una realización, las 
enzimas son como se describen en la presente memoria.

En algunas realizaciones, el microorganismo se selecciona del grupo que comprende Clostridium autoethanogenum, 30
Clostridium ljungdahlii, Clostridium ragsdalei, Clostridium coskatii, Butyribacterium limosum, Butyribacterium 
methylotrophicum, Acetobacterium woodii, Alkalibaculum bacchii, Blautia producta, Eubacterium limosum, Moorella 
thermoacetica, Moorella thermautotrophica, Oxobacter pfennigii, y Thermoanaerobacter kiuvi.

En una realización particular, el microorganismo se selecciona del grupo que comprende Clostridium 
autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii y Clostridium ragsdalei. En otra realización, el grupo también comprende 35
Clostridium coskatii.

En una realización particular, el microorganismo es Clostridium autoethanogenum DSM23693.

En un séptimo aspecto, la invención proporciona un método para la producción de uno o más productos por 
fermentación microbiana usando uno o más microorganismos del quinto aspecto y/o hechos por un método del sexto 
aspecto. 40

En una realización particular, la invención proporciona un método para la producción de etanol y uno o más de otros 
productos por fermentación microbiana que comprende fermentar un sustrato que comprende CO usando uno o más 
microorganismos del quinto aspecto y/o hechos por un método del sexto aspecto.

En una realización el método comprende las etapas de:

(a) proporcionar un sustrato que comprende CO a un biorreactor que contiene un cultivo de uno o más 45
microorganismos del quinto aspecto y/o hechos por un método del sexto aspecto; y

(b) fermentar el cultivo de forma anaerobia en el biorreactor para producir uno o más productos. 

En otra realización el método comprende las etapas de:

(a) capturar el gas que contiene CO producido como resultado del procedimiento industrial, antes de liberar el gas a 
la atmósfera;50

b) la fermentación anaerobia del gas que contiene CO para producir uno o más productos mediante un cultivo que 
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contiene uno o más microorganismos del quinto aspecto y/o hechos por un método del sexto aspecto. 

En una realización, el uno o más productos son como se describe en la presente memoria. 

En una realización, el sustrato que comprende CO es como se describe en la presente memoria. 

También se puede decir que, de forma amplia, la descripción consiste en las partes, elementos y propiedades 
referidas a o indicadas en la memoria descriptiva de la solicitud, de forma individual o colectiva, en cualquiera o 5
todas las combinaciones de dos o más de dichas partes, elementos o propiedades, y donde se mencionen números 
enteros específicos en la presente memoria que tienen equivalentes conocidos en la técnica a la que se refiere la 
invención.

Breve descripción de las figuras

Estos y otros aspectos de la presente invención, que deberían considerarse en todos sus nuevos aspectos, serán 10
evidentes a partir de la siguiente descripción, que se da solo a modo de ejemplo, con referencia a las figuras 
adjuntas, en las que:

La figura 1 muestra la ruta metabólica a partir de CO en acetógenos carboxidotróficos que producen 2,3-butanodiol 
(por ejemplo, C. autoethanogenum, DSM23693).

La figura 1b ilustra los efectos de la inactivación génica de la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol en acetógenos 15
carboxidotróficos que producen 2,3-butanodiol, con redistribución del flujo de carbono hacia etanol, y muestra la 
producción de nuevos productos, por ejemplo, succinato, 2-oxoglutarato, formiato, valina, leucina a partir de CO.

La figura 2 muestra el gen budA y sus regiones flanqueadoras 5' y 3' en el genoma de C. autoethanogenum 
DSM23693. También están indicados los cebadores usados para la amplificación por PCR y posterior clonación de 
los fragmentos flanqueadores en el plásmido pMTL85141.20

La figura 3 muestra un plásmido pMTL85141-budA-ko de ejemplo, que alberga los fragmentos de ADN que 
flanquean el gen budA 5' y 3' separados por un gen lacZ para la inactivación génica de budA en C. 
autoethanogenum DSM23693.

La figura 4 muestra un plásmido de metilación de ejemplo útil en la descripción. 

La figura 5 muestra (A): presentación gráfica de la región genómica de C. autoethanogenum DSM23693 después de 25
inactivación génica de budA y también indica la posición de cebadores usados para el cribado de las inactivaciones 
génicas de BudA en C. autoethanogenum DSM23693 y el tamaño esperado de los productos de PCR a partir de C. 
autoethanogenum DSM23693 de tipo natural y su correspondiente inactivación génica de budA. (B) Una imagen de 
electroforesis en gel de agarosa del cribado de PCR de inactivaciones génicas de budA en C. autoethanogenum 
DSM23693. Las bandas 1 y 9 muestran la escalera de ADN GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder. Las bandas 2-6 30
muestran la amplificación por PCR de la región diana de budA a partir del ADN genómico aislado de C. 
autoethanogenum, DSM23693 (+, 2,7 kb) de tipo natural y seis potenciales inactivaciones génicas de budA en C. 
autoethanogenum DSM23693 (1-6, 2,2 kb) con cebadores Og09 y Og12r. Las bandas 10-16 muestran la PCR con 
ADN genómico aislado de C. autoethanogenum DSM23693 (+) de tipo natural y seis potenciales inactivaciones 
génicas de budA en C. autoethanogenum DSM23693 con cebadores Og44f y Og45r específicos para la región 35
interna de 273 pb del gen budA (*).

Figura 6: confirmación por PCR de inserción de RAM en genes budA y 2,3bdh en C. autoethanogenum DSM23693 
usando cebadores Og44f / Og45r y Og42f / Og43r.

La figura 7 muestra la tasa de conversión de acetoína en butanodiol por C. autoethanogenum DSM23693 y el 
mutante Δ2,3bdh ClosTron en la fermentación.40

Breve descripción de la lista de secuencias

Esta memoria descriptiva va acompañada de una lista de secuencias en la que se citan las siguientes secuencias. 

SEQ ID 1: Secuencia de nucleótidos de la secuencia de nucleótidos del gen budA de C. autoethanogenum 
DSM23693.

SEQ ID 2: Secuencia de aminoácidos de la proteína budA de C. autoethanogenum DSM23693. SEQ ID 3: 45
Secuencia de nucleótidos de la región flanqueadora 5' del gen BudA de C. autoethanogenum DSM23693. SEQ ID 4: 
Secuencia de nucleótidos de la secuencia flanqueadora 3' del gen budA. 

SEQ ID 5 a 8 y 10 y 11: Se describen en la tabla 1 en lo sucesivo. 

SEQ ID 9: Secuencia de nucleótidos del vector transportador de E. coli-Clostridium - plásmido pMTL85141

SEQ ID 12: Resultados de la secuenciación de nucleótidos de pMTL85141-budA-ko que demuestra que los 50
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fragmentos de ADN flanqueadores encontrados en el plásmido no tenían mutaciones.

SEQ ID 13: gen de ARNr 16s de C. autoethanogenum (Y18178, GI:7271109)

SEQ ID 14: gen de ARNr 16s de la colonia 1 del potencial transformante de inactivación génica de budA de C. 
autoethanogenum DSM23693: (93%) de identidad

SEQ ID 15: gen de ARNr 16s de la colonia 2 del potencial transformante de inactivación génica de budA de C. 5
autoethanogenum DSM23693: (94%)

SEQ ID 16: gen de ARNr 16s de la colonia 3 del potencial transformante de inactivación génica de budA de C. 
autoethanogenum DSM23693: (95%)

SEQ ID 17: gen de ARNr 16s de la colonia 4 del potencial transformante de inactivación génica de budA de C. 
autoethanogenum DSM23693: (93%)10

SEQ ID 18: gen de ARNr 16s de la colonia 5 del potencial transformante de inactivación génica de budA de C. 
autoethanogenum DSM23693: (94%)

SEQ ID 19: gen de ARNr 16s de la colonia 6 del potencial transformante de inactivación génica de budA de C. 
autoethanogenum DSM23693: (92%)

SEQ ID 20: Resultado de la secuenciación de nucleótidos del producto de PCR de la colonia 1 del potencial 15
transformante de inactivación génica de budA de C. autoethanogenum DSM23693 con cebador Og09f. (92%)

SEQ ID 21: Resultado de la secuenciación de nucleótidos del producto de PCR de la colonia 1 del potencial 
transformante de inactivación génica de budA de C. autoethanogenum DSM23693 con cebador Og12r. (92%)

SEQ ID 22: Resultado de la secuenciación de nucleótidos del producto de PCR de la colonia 3 del potencial 
transformante de inactivación génica de budA de C. autoethanogenum DSM23693 con cebador Og12r. (92%)20

SEQ ID 23: Resultado de la secuenciación de nucleótidos del producto de PCR de la colonia 4 del potencial 
transformante de inactivación génica de budA de C. autoethanogenum DSM23693 con cebador Og12r. (92%)

SEQ ID 24: Resultado de la secuenciación de nucleótidos del producto de PCR de la colonia 5 del potencial 
transformante de inactivación génica de budA de C. autoethanogenum DSM23693 con cebador Og12r.

SEQ ID 25: Resultado de la secuenciación de nucleótidos del producto de PCR de la colonia 6 del potencial 25
transformante de inactivación génica de budA de C. autoethanogenum DSM23693 con cebador Og09f.

SEQ ID 26: Resultado de la secuenciación de nucleótidos de la región diana de budA de C. autoethanogenum 
DSM23693 a partir del clon 6 con cebador Og12r.

SEQ ID 27 y 28: Se describen en la tabla 4 en lo sucesivo.

SEQ 29 y 30: Se describen en la tabla 4 en lo sucesivo.30

SEQ ID 31: Secuencia de nucleótidos del nuevo gen de la metiltransferasa fusionado con un promotor lac inducible. 

SEQ ID 32: Secuencia de proteína de una nueva metiltransferasa. 

SEQ ID 33: Secuencia de nucleótidos del plásmido pGS20.

SEQ ID NO 34: Secuencia de aminoácidos de una nueva alcohol deshidrogenasa de C. autoethanogeum, C. 
ljungdahlii y C. ragsdalei.35

SEQ ID NO 35: Secuencia de ácido nucleico de la nueva alcohol deshidrogenasa de C. autoethanogeum.

SEQ ID NO 36: Secuencia de ácido nucleico de la nueva alcohol deshidrogenasa de C. ljungdahlii.

SEQ ID NO 37: Secuencia de ácido nucleico de la nueva alcohol deshidrogenasa de C. ragsdalei.

SEQ ID 38: Secuencia de nucleótidos de la enzima málica 1 de C. autoethanogenum

SEQ ID 39: Secuencia de aminoácidos de la enzima málica 1 de C. autoethanogenum:40

SEQ ID 40: Secuencia de nucleótidos de la enzima málica 2 de C. autoethanogenum

SEQ ID 41: Secuencia de aminoácidos de la enzima málica 2 de C. autoethanogenum:

SEQ ID 42: Secuencia de nucleótidos de la malato deshidrogenasa de C. autoethanogenum
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SEQ ID 43: Secuencia de aminoácidos de la malato deshidrogenasa de C. autoethanogenum.

SEQ ID 44: Secuencia de nucleótidos de la piruvato fosfato diquinasa de C. autoethanogenum.

SEQ ID 45: Secuencia de aminoácidos de la piruvato fosfato diquinasa de C. autoethanogenum.

SEQ ID 46: Secuencia de nucleótidos de la piruvato carboxilasa de C. autoethanogenum.

SEQ ID 47: Secuencia de aminoácidos de la piruvato carboxilasa de C. autoethanogenum5

SEQ ID 48: Secuencia de nucleótidos de la PEP carboxiquinasa de C. autoethanogenum.

SEQ ID 49: Secuencia de aminoácidos de la PEP carboxiquinasa de C. autoethanogenum

SEQ ID 50: Secuencia de nucleótidos de la subunidad A de la fumarato hidratasa de C. autoethanogenum

SEQ ID 51: Secuencia de aminoácidos de la subunidad A de la fumarato hidratasa de C. autoethanogenum.

SEQ ID 52: Secuencia de nucleótidos de la subunidad B de la fumarato hidratasa de C. autoethanogenum10

SEQ ID 53: Secuencia de aminoácidos de la subunidad B de la fumarato hidratasa de C. autoethanogenum.

SEQ ID 54: Secuencia de nucleótidos de la fumarato reductasa 1 de C. autoethanogenum

SEQ ID 55: Secuencia de aminoácidos la fumarato reductasa 1 de C. autoethanogenum.

SEQ ID 56: Secuencia de nucleótidos de la fumarato reductasa 2 de C. autoethanogenum

SEQ ID 57: Secuencia de aminoácidos la fumarato reductasa 2 de C. autoethanogenum.15

SEQ ID 58: Secuencia de nucleótidos de la fumarato reductasa 3 de C. autoethanogenum

SEQ ID 59: Secuencia de aminoácidos la fumarato reductasa 3 de C. autoethanogenum.

SEQ ID 60: Secuencia de nucleótidos de la enzima málica 1 de C. ragsdalei.

SEQ ID 61: Secuencia de aminoácidos de la enzima málica 1 de C. ragsdalei.

SEQ ID 62: Secuencia de nucleótidos de la malato deshidrogenasa de C. ragsdalei20

SEQ ID 63: Secuencia de aminoácidos de la malato deshidrogenasa de C. ragsdalei.

SEQ ID 64: Secuencia de nucleótidos de la piruvato fosfato diquinasa de C. ragsdalei.

SEQ ID 65: Secuencia de aminoácidos de la piruvato fosfato diquinasa de C. ragsdalei.

SEQ ID 66: Secuencia de nucleótidos de la piruvato carboxilasa de C. ragsdalei.

SEQ ID 67: Secuencia de aminoácidos de la piruvato carboxilasa de C. ragsdalei25

SEQ ID 68: Secuencia de nucleótidos de la PEP carboxiquinasa de C. ragsdalei.

SEQ ID 69: Secuencia de aminoácidos de la PEP carboxiquinasa de C. ragsdalei

SEQ ID 70: Secuencia de nucleótidos de la subunidad A de la fumarato hidratasa de C. ragsdalei

SEQ ID 71: Secuencia de aminoácidos de la subunidad A de la fumarato hidratasa de C. ragsdalei.

SEQ ID 72: Secuencia de nucleótidos de la subunidad B de la fumarato hidratasa de C. ragsdalei30

SEQ ID 73: Secuencia de aminoácidos de la subunidad B de la fumarato hidratasa de C. ragsdalei.

SEQ ID 74: Secuencia de nucleótidos de la fumarato reductasa 1 de C. ragsdalei

SEQ ID 75: Secuencia de aminoácidos la fumarato reductasa 1 de C. ragsdalei.

SEQ ID 76: Secuencia de nucleótidos de la fumarato reductasa 2 de C. ragsdalei

SEQ ID 77: Secuencia de aminoácidos la fumarato reductasa 2 de C. ragsdalei.35

SEQ ID 78: Secuencia en la dirección 5' o brazo de homología del gen budA de Clostridium ljungdahlii.

SEQ ID 79: Secuencia en la dirección 3' o brazo de homología del gen budA de Clostridium jungdahlii
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SEQ ID 80: Secuencia en la dirección 5' o brazo de homología del gen budA de Clostridium ragsdalei.

SEQ ID 81: Secuencia en la dirección 3' o brazo de homología del gen budA de Clostridium ragsdalei

SEQ ID 82: Secuencia de nucleótidos de la región a la que se dirige ClosTron en budA de C. autoethanogenum 
DSM23693

SEQ ID 83: Secuencia de nucleótidos de la región a la que se dirige ClosTron en 2,3bdh de C. autoethanogenum 5
DSM23693

SEQ ID 84: Oligonucleótido Og42f usado para el cribado de mutantes de Δ2,3bdh ClosTron

SEQ ID 85: Oligonucleótido Og43r usado para el cribado de mutantes de Δ2,3bdh ClosTron

SEQ ID 86: Secuencia de nucleótidos del producto amplificado por PCR de ARNr 16s del clon 2 de Δ2,3bdh 
ClosTron de C. autoethanogenum DSM23693 obtenido usando el cebador fD1.10

SEQ ID 87: Secuencia de nucleótidos del producto amplificado por PCR de ARNr 16s del clon 2 de Δ2,3bdh 
ClosTron de C. autoethanogenum DSM23693 obtenido usando el cebador rP2.

SEQ ID 88: Secuencia de nucleótidos del producto de PCR de ARNr 16s del clon 4  de Δ2,3bdh ClosTron de C. 
autoethanogenum DSM23693 obtenido usando el cebador fD1.

SEQ ID 89: Secuencia de nucleótidos del producto de PCR de ARNr 16s del clon 4 de  Δ2,3bdh ClosTron de C. 15
autoethanogenum DSM23693 obtenido usando el cebador rP2.

SEQ ID 90: Secuencia de nucleótidos del producto de PCR de ARNr 16s del clon 1 de  ΔbudA ClosTron de C. 
autoethanogenum DSM23693 obtenido usando el cebador fD1.

SEQ ID 91: Secuencia de nucleótidos del producto de PCR de ARNr 16s del clon 1 de Δbud4 ClosTron de C. 
autoethanogenum DSM23693 obtenido usando el cebador rP2.20

SEQ ID 92: Secuencia de nucleótidos del producto de PCR de ARNr 16s del clon 3 de  ΔbudA ClosTron de C. 
autoethanogenum DSM23693 obtenido usando el cebador fD1.

SEQ ID y 93: Secuencia de nucleótidos del producto de PCR de ARNr 16s del clon 3 de  ΔbudA ClosTron de C. 
autoethanogenum DSM23693 obtenido usando el cebador rP2.

SEQ ID 94: Secuencia de nucleótidos del brazo de homología 5' del gen 2,3bdh de C. autoethanogenum DSM23693.25

SEQ ID 95: Secuencia de nucleótidos del brazo de homología 3' del gen 2,3bdh de C. autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 96 y 97: Los cebadores usados para amplificar el brazo de homología 5' del gen 2,3bdh de C. 
autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 98 y 99: Los cebadores usados para amplificar el brazo de homología 3' del gen 2,3bdh de C. 
autoethanogenum DSM23693.30

SEQ ID 100 y 101: Cebadores flanqueadores que se pueden usar para confirmar la inactivación del gen 2,3bdh de 
C. autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 102: Secuencia de ácido nucleico del brazo de homología 5' del gen SecAdh de C. autoethanogenum 
DSM23693

SEQ ID 103: Secuencia de ácido nucleico del brazo de homología 3' del gen SecAdh de C. autoethanogenum 35
DSM23693

SEQ ID 104 y 105: Cebadores usados para amplificar el brazo de homología 5' del gen 2,3bdh de C. 
autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 106 y 107: Cebadores usados para amplificar el brazo de homología 3' de C. autoethanogenum DSM23693 
2,3bdh.40

SEQ ID 108 y 109: Cebadores que se pueden usar para confirmar la inactivación génica del gen SecAdh de C. 
autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 110: Secuencia de nucleótidos del casete director de intrón del grupo II para el gen SecAdh de C. 
autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 111 y 112: Cebadores flanqueadores que se pueden usar para confirmar la inactivación insercional del gen 45
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SecAdh de C. autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 113: Secuencia de nucleótidos del brazo de homología 5' del gen alsS de C. autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 114: Secuencia de nucleótidos del brazo de homología 3' del gen alsS de C. autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 115 y 116: Secuencia de cebadores usados para amplificar el brazo de homología 5' del gen alsS de C. 
autoethanogenum DSM23693.5

SEQ ID 117 y 118: Secuencia de cebadores usados para amplificar el brazo de homología 3' del gen alsS de C. 
autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 119 y 120: Secuencias de cebadores flanqueadores que se pueden usar para confirmar el silenciamiento 
génico del gen alsS de C. autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 120: Secuencia de nucleótidos del brazo de homología 5' del gen ilvC de C. autoethanogenum DSM23693.10

SEQ ID 121: Secuencia de ácido nucleico del brazo de homología 3' del gen de ilvC C. autoethanogenum 
DSM23693

SEQ ID 123 y 124: Secuencia de cebadores usados para amplificar el brazo de homología 5' del gen ilvC de C. 
autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 125 y 126: Secuencia de cebadores usados para amplificar el brazo de homología 3' del gen ilvC de C. 15
autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 127 y 128: Secuencias de cebadores flanqueadores que se pueden usar para confirmar el silenciamiento 
génico del gen ilvC de C. autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 129: Secuencia de nucleótidos del brazo de homología 5' del gen ilvI de C. autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 130: Secuencia de nucleótidos del brazo de homología 3' (SEQ ID 130) del gen ilvI de C. autoethanogenum 20
DSM23693.

SEQ ID 131 y 132: Secuencia de cebadores usados para amplificar el brazo de homología 5' del gen ilvI de C. 
autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 133 y 134: Secuencia de cebadores usados para amplificar el brazo de homología 3' del gen ilvI de C. 
autoethanogenum DSM23693.25

SEQ ID 135 y 136: Secuencias de cebadores flanqueadores que se pueden usar para confirmar la inactivación del 
gen ilvI de C. autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 137: Secuencia de nucleótidos del brazo de homología 5' del gen ilvB de C. autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 138: Secuencia de nucleótidos del brazo de homología 3' del gen ilvB de C. autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 139 y 140: Secuencia de cebadores usados para amplificar el brazo de homología 5' del gen ilvB de C. 30
autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 141 y 142: Secuencia de cebadores usados para amplificar el brazo de homología 3' del gen ilvB de C. 
autoethanogenum DSM23693.

SEQ ID 143 y 144: Secuencias de cebadores flanqueadores que se pueden usar para confirmar la inactivación del 
gen ilvB de C. autoethanogenum DSM23693.35

SEQ ID 145: Ejemplo de secuencia de nucleótidos directora del intrón ClosTron de alsS

SEQ ID 146: Ejemplo de secuencia de nucleótidos directora del intrón ClosTron de ilvC

SEQ ID 147: Ejemplo de secuencia de nucleótidos directora del intrón ClosTron de ilvI

SEQ ID 148: Ejemplo de secuencia de nucleótidos directora del intrón ClosTron de ilvB

SEQ ID 149 y 150: Oligonucleótidos que se pueden usar para cribar mutantes de alsS ClosTron40

SEQ ID 151 y 152: Oligonucleótidos que se pueden usar para cribar mutantes de ilvC ClosTron

SEQ ID 153 y 154: Oligonucleótidos que se pueden usar para cribar mutantes de ilvI ClosTron

SEQ ID 155 y 156: Oligonucleótidos que se pueden usar para cribar mutantes de ilvB ClosTron
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Se usan abreviaturas IUPAC convencionales para todas las secuencias, véase

http://en.M.wikipedia.org/wiki/Nucleic acid notation#section 1. A modo de ejemplo:

A Adenosina

C Citidina

G Guanosina5

T Timidina

W A o T

S C o G

M A o C

K G o T10

R A o G

Y C o T

B C, G o T

D A, G o T

H A, C o T15

V A, C o G

N o - cualquier base (no un hueco), A, C, G, T

Descripción detallada de la invención

A continuación se da una descripción de la presente invención, que incluye realizaciones generales de la misma, 
dadas en términos generales. La invención se elucida adicionalmente en la descripción dada bajo el encabezado 20
"Ejemplos" a continuación en la presente memoria, que proporciona datos experimentales que respaldan la 
invención, ejemplos específicos de diferentes aspectos de la invención y medios ilustrativos de llevar a cabo la 
invención.

La invención proporciona microorganismos capaces de producir uno o más productos por fermentación de un 
sustrato que comprende CO. En una realización particular, la invención proporciona microorganismos capaces de 25
producir etanol o, etanol y uno o más de otros productos, por fermentación de un sustrato que comprende CO. El 
microorganismo recombinante produce al menos una cantidad reducida de 2,3-butanodiol comparado con un 
microorganismo original. En una realización, no produce sustancialmente 2,3-butanodiol o un precursor del mismo 
comparado con un microorganismo original. 

Mediante varios estudios de inactivación de genes, los autores de la invención han identificado sorprendentemente 30
que si se altera la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol en un microorganismo acetógeno carboxidotrófico, el 
microorganismos es capaz de producir niveles mayores de formiato, lactato, succinato, 2-oxoglutarato, valina, 
leucina, isoleucina y etanol, comparado con el microorganismo original. Los autores de la invención también creen 
que los microorganismos producen niveles mayores de piruvato y compuestos intermedios del ciclo de TCA 
acetolactato, malato, fumarato, citrato, puesto que estos son precursores de la producción de succinato, 2-35
oxoglutarato y valina, leucina e isoleucina. Esto tiene una serie de ventajas significativas. Una ventaja principal es un 
aumento de la eficacia de la producción de etanol incluyendo niveles mayores de etanol producido. Sin querer estar 
limitados por ninguna teoría particular, los autores de la invención creen que los niveles mayores de valina, leucina, 
formiato, lactato y piruvato, dan como resultado que estén disponibles más de estos productos químicos para los
microorganismos para alimentar la producción de etanol. Además, los caldos de fermentación a menudo deben ser 40
complementados con aminoácidos y otros productos químicos para asegurar la viabilidad y eficacia de producción 
del microorganismo durante la fermentación. La producción de valina, leucina, formiato, lactato y piruvato por un 
microorganismo recombinante de la invención obvia la necesidad de complementar el caldo de fermentación con 
estos productos químicos, lo cual puede producir ahorro en los costes. Además, la reducción o eliminación de la 
producción de 2,3-butanodiol en los microorganismos de la invención tiene ventajas. El 2,3-butanodiol puede ser 45
tóxico para los microorganismos y por lo tanto puede tener un efecto negativo en la fermentación y crecimiento. La 
reducción o eliminación de 2,3-butanodiol del caldo de fermentación también permite una recuperación más fácil del 
etanol del caldo; típicamente tanto el etanol como el 2,3-butanodiol deben recuperarse juntos y después separar en 
una etapa posterior. El 2,3-butanodiol también es una fuente de potencial contaminación microbiana en un 
fermentador, puesto que es un sustrato para muchos organismos indeseables. Además, el succinato, 2-oxoglutarato, 50
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formiato, lactato, piruvato, valina, leucina e isoleucina tienen valor económico independiente ya que se pueden usar 
en una serie de procedimientos comerciales y como compuestos intermedios en la producción de productos 
químicos corriente abajo. 

Los autores de la invención han demostrado por primera vez la alteración o inactivación génica de un gen no 
esencial en un microorganismo acetógeno carboxidotrófico. Por consiguiente, en otro aspecto, la invención también 5
proporciona microorganismos acetógenos carboxidotróficos en los que se ha alterado uno o más genes no 
esenciales comparado con un microorganismo original, junto con métodos de producción de dichos microorganismos 
y métodos de uso de dichos microorganismos. Un gen "no esencial" es uno que codifica una proteína que no es 
necesaria para la supervivencia de un microorganismo, de modo que el microorganismo puede sobrevivir sin 
suministro de la proteína. Los ejemplos de genes no esenciales incluyen los que codifican la acetolactato 10
descarboxilasa y 2,3-butanodiol deshidrogenasa. Los expertos en la técnica serán capaces de identificar genes no 
esenciales usando técnicas convencionales en la materia, incluyendo técnicas recombinantes para alterar genes 
(como se describen en la presente memoria) junto con ensayos convencionales para ensayar si dichas 
modificaciones genéticas tienen un efecto en la supervivencia de los microorganismos. 

Aunque la descripción de la invención en lo sucesivo se centra en la alteración de la ruta de biosíntesis del 2,3-15
butanodiol por modificación genética, debe apreciarse que los microorganismos de la descripción también pueden 
incluir una o más modificaciones genéticas adicionales si se desea (incluyendo la alteración de uno o más genes no 
esenciales no asociados con la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol. En el caso del aspecto de la descripción 
relacionado con la alteración de genes no esenciales, debe apreciarse que están abarcadas modificaciones 
genéticas en genes que codifican otras enzimas distintas de las de la ruta del 2,3-butanodiol. 20

Además, aunque la descripción en lo sucesivo se puede centrar en la producción y recuperación de etanol como 
producto principal, debe apreciarse que la invención se puede usar para aumentar el nivel de producción de uno o 
más productos distintos del etanol o además del etanol. 

Definiciones

Como se menciona en la presente memoria, un "caldo de fermentación" es un medio de cultivo que comprende al 25
menos un medio nutriente y células bacterianas. 

Como se menciona en la presente memoria, un microorganismo transportador es un microorganismo en el que se 
expresa una enzima metiltransferasa y es distinto del microorganismo destino. 

Como se menciona en la presente memoria, un microorganismo destino es un microorganismo en el que son 
expresados los genes incluidos en una construcción/vector de expresión y es distinto del microorganismo 30
transportador. 

La expresión "producto de fermentación principal" se pretende que signifique el producto de fermentación que es 
producido en la mayor concentración y/o rendimiento. 

Las expresiones "aumento de la eficacia", "mayor eficacia" y similares, cuando se usan en relación con un proceso 
de fermentación incluyen, pero no se limitan, a aumentar uno o más de la velocidad de crecimiento de los 35
microorganismos que catalizan la fermentación, la velocidad de crecimiento y/o producción de producto, el volumen 
de producto deseado (tal como alcoholes) producido por volumen de sustrato consumido, la velocidad de producción 
o nivel de producción del producto deseado, y la proporción relativa del producto deseado producido comparado con 
otros subproductos de la fermentación. 

Debe entenderse que la frase "sustrato que comprende monóxido de carbono" y las expresiones similares incluyen 40
cualquier sustrato en el que haya disponible monóxido de carbono para una o más cepas de bacterias para el 
crecimiento y/o la fermentación, por ejemplo.

La frase "sustrato gaseoso que comprende monóxido de carbono" y frases y términos similares, incluyen cualquier 
gas que contiene un nivel de monóxido de carbono. En algunas realizaciones, el sustrato contiene al menos de 
aproximadamente 20% a aproximadamente 100% de CO en volumen. El sustrato también puede contener de 20% a 45
70% de CO en volumen, de 30% a 60% de CO en volumen, y de 40% a 55% de CO en volumen, aproximadamente 
25%, o aproximadamente 30%, o aproximadamente 35%, o aproximadamente 40%, o aproximadamente 45%, o 
aproximadamente 50% de CO, o aproximadamente 55% de CO, o aproximadamente 60% de CO en volumen.

Aunque no es necesario que el sustrato contenga hidrógeno, la presencia de H2 no debería ser perjudicial para la 
formación de producto de acuerdo con métodos de la descripción. En realizaciones particulares, la presencia de 50
hidrógeno da como resultado una eficacia total mejorada de producción de alcohol. Por ejemplo, en realizaciones 
particulares, el sustrato puede comprender una relación aproximada de 2:1, o 1:1, o 1:2 de H2:CO. En una 
descripción, el sustrato comprende aproximadamente 30% o menos de H2 en volumen, 20% o menos de H2 en 
volumen, aproximadamente 15% o menos de H2 en volumen o aproximadamente 10% o menos de H2 en volumen. 
En otras descripciones, la corriente de sustrato comprende concentraciones bajas de H2, por ejemplo menos de 5%, 55
o menos de 4%, o menos de 3%, o menos de 2%, o menos de 1%, o está sustancialmente exenta de hidrógeno. El 
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sustrato también puede contener algo de CO2 por ejemplo, tal como de aproximadamente 1% a aproximadamente 
80% de CO2 en volumen, o de 1% a aproximadamente 30% de CO2 en volumen. En una descripción el sustrato 
comprende menos o igual a aproximadamente 20% de CO2 en volumen. En descripciones particulares, el sustrato 
comprende menos de o igual a  aproximadamente 15% de CO2 en volumen, menos de o igual a aproximadamente 
10% de CO2 en volumen, menos de o igual a aproximadamente 5% de CO2 en volumen o sustancialmente no 5
comprende CO2.

En la siguiente descripción, las realizaciones de la invención se describen en términos de suministro y fermentación 
de un "sustrato gaseoso que contiene CO". Sin embargo, debe apreciarse que el sustrato gaseoso se puede 
proporcionar en formas alternativas. Por ejemplo, el sustrato gaseoso que contiene CO se puede proporcionar 
disuelto en un líquido. Esencialmente, se satura un líquido con un gas que contiene monóxido de carbono y después 10
se añade el líquido al biorreactor. Esto se puede lograr usando metodología convencional. A modo de ejemplo, se 
podría usar un generador de dispersión de microburbujas (Hensirisak et. al. "Scale-up of microbubble dispersion 
generator for aerobic fermentation"; Applied Biochemistry and Biotechnology, Volumen 101, Número 3 / Octubre, 
2002). A modo de ejemplo adicional, el sustrato gaseoso que contiene CO se puede adsorber en un soporte sólido. 
Dichos métodos alternativos están englobados por el uso de la expresión "sustrato que contiene CO" y similares. 15

En descripciones particulares de la invención, el sustrato gaseoso que contiene CO es un gas residual o de 
descarga industrial. Los "gases residuales o de descarga industrial" deben considerarse de forma amplia que 
incluyen cualesquiera gases que comprenden CO producido por un procedimiento industrial, e incluyen gases 
producidos como resultados de la fabricación de productos metálicos ferrosos, fabricación de productos no ferrosos, 
procedimientos de refinado del petróleo, gasificación de carbón, gasificación de biomasa, producción de energía 20
eléctrica, producción de negro de humo y fabricación de coque. Se pueden proporcionar ejemplos adicionales en 
otra parte en la presente memoria. 

Salvo que el contexto requiera otra cosa, las frases "fermentación", "procedimiento de fermentación" o "reacción de 
fermentación" y similares, como se usan en la presente memoria, se pretende que abarquen tanto la fase de 
crecimiento como la fase de biosíntesis de producto del procedimiento. Como se describirá además en la presente 25
memoria, el biorreactor puede comprender un primer reactor de crecimiento y un segundo reactor de fermentación. 
Como tal, la adición de metales o composiciones a la reacción de fermentación debe entenderse que incluye la 
adición a uno o ambos de estos reactores. 

El término "biorreactor" incluye un dispositivo de fermentación que consiste en uno o más recipientes y/o torres o 
disposición de tuberías, que incluyen el reactor de tanque agitado continuo (CSTR), reactor de celdas inmovilizadas 30
(ICR), reactor de lecho percolador (TBR), columna de burbujeo, fermentador de levantamiento por aire, mezclador 
estático u otro recipiente u otros dispositivos adecuados para el contacto con el gas-líquido. Como se describe en lo 
sucesivo, el biorreactor puede comprender un primer reactor de crecimiento y un segundo reactor de fermentación. 
Como tal, cuando se menciona la adición de sustrato al biorreactor o reacción de fermentación debe entenderse que 
incluye adición a cualquiera o ambos de estos reactores donde sea apropiado.35

Cuando se usa en relación con los productos de fermentación de acuerdo con la invención, "uno o más productos" y 
frases similares se pretende que incluyan etanol, succinato, piruvato, lactato, valina, formiato, isoleucina, y leucina, 
por ejemplo. En una realización, "uno o más productos" también pueden incluir uno o más de acetolactato, malato, 
fumarato, citrato y 2-oxoglutarato. Debe apreciarse que los métodos de la invención se pueden aplicar a métodos 
destinados a la producción y recuperación de etanol (solo o en combinación con otros productos) o la producción y 40
recuperación de productos distintos del etanol. 

El término "acetato" incluye tanto la sal de acetato sola como una mezcla de ácido acético molecular o libre y sal de 
acetato, tal como la mezcla de sal de acetato y ácido acético libre presente en un caldo de fermentación como se 
puede describir en la presente memoria. La relación de ácido acético molecular a acetato en el caldo de 
fermentación depende del pH del sistema. Los términos succinato, piruvato, lactato, formiato, acetolactato, malato, 45
fumarato, citrato y 2-oxoglutarato, deben considerarse de forma similar. 

Salvo que el contexto requiera otra cosa, la referencia a cualquier compuesto en la presente memoria que puede 
existir en una o más formas isómeras (por ejemplo, forma D, L, meso, S, R, cis o trans) debe considerarse en 
general que incluye la referencia a uno cualquiera o más de dichos isómeros del compuesto. Por ejemplo, la 
referencia a "acetoína" debe considerarse que incluye la referencia a cualquiera o ambos de sus isómeros D y L. 50

Los "ácidos nucleicos exógenos" son ácidos nucleicos que se originan fuera del microorganismo en el que se 
introducen. Los ácidos nucleicos exógenos se pueden obtener de cualquier fuente adecuada incluyendo, pero no 
limitado, al microorganismo en el que se van a introducir, cepas o especies de los organismos que difieren del 
organismo en el que se deben introducir, o se pueden crear de forma artificial o recombinante. El ácido nucleico 
exógeno se puede adaptar para integrarlo en el genoma del microorganismo al que se va a introducir o para 55
permanecer en un estado extracromosómico. 

La "ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol" es una ruta de reacciones que incluyen la conversión de piruvato en 
acetolactato, acetolactato en acetoína, y acetoína en 2,3-butanodiol.
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Como se usa en la presente memoria, "alterar la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol" y frases similares, se 
pretende que signifique que la producción de 2,3-butanodiol se reduce, o en una realización, se elimina 
sustancialmente. 

Se pretende que un "precursor de 2,3-butanodiol" abarque acetoína y acetolactato.

Una enzima es "capaz de convertir" un primer compuesto o sustrato en un segundo compuesto o producto, si en su 5
forma activa puede catalizar una reacción en la que al menos una parte del primer compuesto se convierte en el 
segundo compuesto. 

La referencia a "alcohol deshidrogenasas" debe considerarse que incluye alcohol deshidrogenasas que son capaces 
de catalizar la conversión de cetonas (tales como acetoína) a alcoholes secundarios (tales como 2,3-butanodiol), o 
viceversa. Dichas alcohol deshidrogenasas incluyen alcohol secundario deshidrogenasas y alcohol primario 10
deshidrogenasas. Una "alcohol secundario deshidrogenasa" es una que puede convertir cetonas (tales como 
acetoína) en alcoholes secundarios (tales como 2,3-butanodiol), o viceversa. Una "alcohol primario deshidrogenasa" 
es una que puede convertir aldehídos en alcoholes primarios, o viceversa; sin embargo, una serie de alcohol 
primario deshidrogenasas son capaces de catalizar la conversión de cetonas en alcoholes secundarios, o viceversa. 
Estas alcohol deshidrogenasas también se pueden denominar "alcohol primario-secundario deshidrogenasas". Por 15
consiguiente, en algunas realizaciones de la invención, la referencia a la "2,3-butanodiol deshidrogenasa" debe 
considerarse que incluye la referencia a las 2,3-butanodiol deshidrogenasas que se pueden clasificar como alcohol 
primario, secundario o primario-secundario deshidrogenasas.

Una "modificación genética que altera" la ruta de biosíntesis de 2,3-butanodiol o la expresión o actividad de una o 
más enzimas de acuerdo con la invención, debe considerarse de forma amplia que incluye cualquier modificación 20
genética que al menos reduce la biosíntesis del 2,3-butanodiol, la expresión o actividad de una o más enzimas, o en 
una realización bloquea sustancialmente la expresión o actividad de una o más enzimas o previene sustancialmente 
la producción de 2,3-butanodiol. Debe considerarse que la frase incluye, por ejemplo: la modificación de un gen que 
codifica una o más enzimas, incluyendo una modificación de un elemento regulador genético implicado en la 
expresión de un gen; la introducción de un ácido nucleico que produce una proteína que reduce o inhibe la actividad 25
de una o más de las enzimas o que reduce o previene la expresión de una o más de las enzimas; introducción de un 
ácido nucleico que expresa un ácido nucleico que está adaptado para bloquear la expresión de un gen (por ejemplo, 
ARN de sentido contrario, ARNip (ARN interferente pequeño), CRISPR (repeticiones palindrómicas cortas 
agrupadas y regularmente interespaciadas)); reducción o inhibición de una proteína que es necesaria para la 
expresión o actividad de una o más enzimas, introduciendo una modificación en un gen que codifica la proteína. 30
Debe apreciarse que una proteína que se requiere para la expresión o actividad de una o más de las enzimas, 
puede actuar directamente en un gen o una o más enzimas, o puede actuar indirectamente a través de otro 
compuesto. De forma similar, una proteína que reduce o inhibe la actividad o expresión de una o más enzimas 
puede actuar directamente en el gen o la una o más enzimas, o puede actuar indirectamente a través de otro 
compuesto. 35

Una "modificación genética" debe considerarse de forma amplia y se pretende que incluya, por ejemplo, la 
introducción de uno o más ácidos nucleicos exógenos en un microorganismo, introducción de una mutación en un 
sitio genético, adición al o eliminación del genoma de uno o más nucleótidos, sustitución de uno o más nucleótidos 
por diferentes nucleótidos, sustitución de un gen, eliminación de un gen, adición de un gen y similares.

Un "microorganismo original" es un microorganismo usado para generar un microorganismo recombinante de la 40
invención. En una realización, el microorganismo original puede ser uno que se encuentra en la naturaleza (es decir, 
un microorganismo de tipo natural) o uno que se ha modificado previamente (un microorganismo genéticamente 
modificado o recombinante). En realizaciones de la invención relacionadas con microorganismos que producen una 
cantidad reducida o no producen sustancialmente 2,3-butanodiol, el microorganismo original es uno que incluye una 
ruta funcional del 2,3-butanodiol (incluyendo los que se encuentran en la naturaleza o los que se han modificado 45
previamente). Los ejemplos de microorganismos originales que incluyen una ruta funcional de biosíntesis de 2,3-
butanodiol incluyen Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium ragsdalei, Clostridium coskatii 
y aislados relacionados.

Una ruta "funcional" de biosíntesis de 2,3-butanodiol es una en la que el microorganismo puede convertir piruvato en 
2,3-butanodiol. En una realización particular, la ruta incluye la conversión de piruvato en acetolactato, acetolactato 50
en acetoína y acetoína en 2,3-butanodiol. En una realización particular, la conversión de piruvato en acetolactato es 
catalizada por una acetolactato sintasa, la conversión de acetolactato en acetoína es catalizada por una acetolactato 
descarboxilasa y la conversión de acetoína en 2,3-butanodiol es catalizada por una 2,3-butanodiol deshidrogenasa o 
una acetoína reductasa. 

Los términos "construcciones" o "vectores" de ácido nucleico y términos similares, debe considerarse de forma 55
amplia que incluyen cualquier ácido nucleico (incluyendo ADN o ARN) adecuado para usar como un vehículo para 
transferir material genético a una célula. Se debe considerar que los términos incluyen plásmidos, virus (incluyendo 
bacteriófagos), cósmidos y cromosomas artificiales. Las construcciones o vectores pueden incluir uno o más 
elementos reguladores, un origen de replicación, un sitio de multiclonación y/o un marcador seleccionable, entre 
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otros elementos, sitios y marcadores. En una realización particular, las construcciones o vectores están adaptados 
para permitir la alteración de un gen natural de un microorganismo original. En otra descripción, las construcciones o 
vectores se adaptan para permitir la expresión de uno o más genes codificados por la construcción o vector. Las 
construcciones o vectores de ácido nucleico incluyen ácidos nucleicos desnudos así como ácidos nucleicos 
formulados con uno o más agentes para facilitar el suministro a una célula (por ejemplo, ácido nucleico conjugado 5
con liposoma, un organismo en el que está contenido el ácido nucleico). 

A lo largo de esta memoria descriptiva, se proporciona información de secuencias de ejemplo para enzimas 
aplicables a la invención (por ejemplo, acetolactato sintasa, acetolactato descarboxilasa, 2,3-butanodiol 
deshidrogenasa, acetoína reductasa). Esta información se proporciona para identificar enzimas de ejemplo 
aplicables a la invención y permitir a un experto en la técnica la práctica de realizaciones específicas de la invención 10
sin excesiva experimentación. Debe apreciarse que las secuencias de ácido nucleico y aminoácidos para las 
enzimas pueden diferir de un microorganismo a otro. Por consiguiente, la invención no debe considerarse que esté 
limitada a esas realizaciones específicas sino que se extiende a la alteración de enzimas que tienen diferentes 
secuencias pero que son capaces de catalizar la conversión de piruvato en acetolactato, la conversión de 
acetolactato en acetoína, y/o la conversión de acetoína en 2,3-butanodiol. Típicamente, dichas enzimas tendrán una 15
identidad de secuencia de aminoácidos de al menos aproximadamente 75% con la enzima ilustrada en la presente 
memoria. En descripciones particulares, dichas enzimas tendrán al menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95% 
o 99% de identidad de secuencia con una enzima ilustrada en la presente memoria. A nivel del ácido nucleico, los 
genes que codifican dichas enzimas variantes tendrán al menos una homología de secuencia de aproximadamente 
75% con un ácido nucleico que codifica una enzima ilustrada en la presente memoria. En descripciones particulares 20
dichos ácidos nucleicos tendrán una homología de secuencia de al menos aproximadamente 80%, 85%, 90%, 95% 
o 99% con un ácido nucleico que codifica una enzima ilustrada en la presente memoria.

Debe apreciarse que no es necesario que la enzima variante tenga el mismo nivel de actividad que una enzima 
ilustrada específicamente en la presente memoria. Todo lo que se requiere es que tenga algún nivel de actividad en 
la catálisis de la conversión de interés. Los expertos en la técnica apreciarán fácilmente otras de dichas enzimas, en 25
particular a la luz de la información contenida en la presente memoria. Los ensayos enzimáticos útiles para evaluar 
actividades de enzimas para la ruta del 2,3-butanodiol incluyen, por ejemplo, el ensayo Voges-Proskauer descrito 
por Speckman y Collins (Specificity of the Westerfeld Adaptation of the Voges-Proskauer Test, 1982, Appl. Environ. 
Microbiol. 44: 40-43) o Dulieu y Poncelet (Spectrophotometric assay of acetolactate decarboxylase, 1999, Enzy and 
Microbiol Technol, 25, 537-42).30

Microorganismo

Como se ha descrito en la presente memoria antes, la invención proporciona un microorganismo recombinante 
capaz de usar monóxido de carbono para producir uno o más productos (en una realización particular, etanol como 
el producto principal) y producir una cantidad reducida o no producir sustancialmente 2,3-butanodiol y/o un precursor 
del mismo comparado con un microorganismo original. El microorganismo comprende una o más modificaciones 35
genéticas (comparado con el microorganismo original) que alteran la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol.

Como se ha indicado antes, en una realización, el microorganismo produce etanol como el producto principal. En 
una realización, el microorganismo también produce uno o más de formiato, lactato, piruvato, succinato, valina, 
leucina, isoleucina. En una realización particular, el microorganismo está adaptado para producir una mayor cantidad 
de uno o más de etanol, formiato, lactato, piruvato, succinato, valina, leucina, isoleucina, comparado con el 40
microorganismo original. En algunas realizaciones, el microorganismo produce uno o más de acetolactato, malato, 
citrato, fumarato, 2-oxoglutarato. En una realización particular, el microorganismo está adaptado para producir una 
mayor cantidad de uno o más de acetolactato, malato, fumarato, 2-oxoglutarato.

La una o más modificaciones genéticas preferiblemente alteran la expresión y/o actividad de una o más enzimas 
capaces de convertir piruvato en acetolactato, acetolactato en acetoína, acetoína en 2,3-butanodiol. En algunas 45
realizaciones, la una o más modificaciones genéticas alteran la conversión de piruvato en acetolactato solo, la 
conversión de acetolactato en acetoína solo, o la conversión de acetoína en 2,3-butanodiol solo. En otras 
realizaciones, la una o más modificaciones genéticas alteran dos o tres de estas conversiones. 

En una realización, la una o más enzimas capaces de convertir el piruvato en acetolactato es una acetolactato 
sintasa (alsS).50

La actividad de la acetolactato sintasa es capaz de convertir piruvato en acetolactato y es esencial para la 
producción de aminoácidos de cadena ramificada (incluyendo valina, leucina, isoleucina) (Figura 1). En un 
microorganismo original pueden ser expresadas una o más enzimas que tienen actividad de acetolactato sintasa. 
Los ejemplos de secuencia de aminoácidos de C. autoethanogenum (AEI90719.1, AEI90730.1, AEI90731.1, 
AEI90713.1, AEI90714.1), C. ljungdahlii (ADK15104.1, ADK15104.1, ADK15105.1, ADK15400.1, ADK15400.1), y C. 55
ragsdalei (AEI90734.1, AEI90734.1, AEI90735.1, AEI90727.1, AEI90727.1) y respectivas secuencias de ácidos 
nucleicos de C. autoethanogenum (HQ876013.1, HQ876023.1, HQ876021.1), C. ljungdahlii (CP001666.1 -
CLJU_c38920, CLJU_c32420, CLJU_c20420-30), y C. ragsdalei (HQ876014.1, HQ876024.1, HQ876022.1) se 
pueden obtener de GenBank. Sin embargo, como se ha indicado antes en la presente memoria, la secuencia del 
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gen que codifica dichas enzimas y la secuencia de aminoácidos de las enzimas, puede variar de un microorganismo 
a otro. 

En algunas realizaciones, un microorganismo original puede contener más de una enzima que es capaz de convertir 
el piruvato en acetolactato. Cuando un microorganismo original contiene más de una enzima que es capaz de 
convertir piruvato en acetolactato, se pueden introducir una o más modificaciones genéticas de modo que se altera 5
la expresión y/o actividad de dos o más de las enzimas. Cuando hay más de una enzima presente en un 
microorganismo original, la alteración de más de una de dichas enzimas puede tener el efecto de aumentar la 
producción de succinato, uno o más compuestos intermedios del ciclo de TCA y/o etanol, por encima del nivel que 
se puede lograr si solo se altera una enzima. Los niveles de producción se pueden aumentar con la alteración de 
cada enzima adicional presente en el microorganismo original. Aunque la alteración de la expresión y/o actividad de 10
todas dichas enzimas de actividad puede proporcionar algunas ventajas en términos de producción de los productos 
deseados, los autores de la invención no contemplan que sea necesaria alterar la expresión y/o actividad de todas 
dichas enzimas con el fin de obtener los beneficios de la invención. 

En una realización, se alteran al menos 2, 3, 4 o 5 enzimas capaces de convertir el piruvato en acetolactato. 

En realizaciones de la invención donde la conversión de piruvato en acetolactato está sustancial o completamente 15
bloqueada, el crecimiento de y la fermentación por lo microorganismos puede requerir el complemento con uno o 
más aminoácidos, incluyendo, por ejemplo, valina, leucina e isoleucina. Esto se puede lograr por cualquier medio 
que haga que el o los aminoácidos estén disponibles para el microorganismo. A modo de ejemplo, se pueden añadir 
uno o más aminoácidos a un cultivo, medio de crecimiento o fermentación, a un cultivo de los microorganismos y/o a 
un caldo de fermentación. El o los aminoácidos se pueden añadir directamente al medio o caldo o se pueden añadir 20
en forma de un extracto, por ejemplo extracto de levadura. 

En una realización, la una o más enzimas capaces de convertir el acetolactato en acetoína es una acetolactato 
descarboxilasa (budA).

La actividad de la acetolactato descarboxilasa es capaz de convertir la acetolactato en acetoína (Figura 1). Una o 
más enzimas que tienen actividad de acetolactato descarboxilasa pueden ser expresadas en un microorganismo 25
original. La información de secuencias de aminoácidos (AEI90717.1, ADK13906.1, AEI90718.1) y ácidos nucleicos 
(HQ876011.1, CP001666.1 - CLJU_c08380, HQ876012.1) de ejemplo para la acetolactato descarboxilasa de C. 
autoethanogeum, C. ljungdahlii y C. ragsdalei, se puede obtener de GenBank. Sin embargo, como se ha indicado 
antes en la presente memoria, la secuencia del gen que codifica dichas enzimas y la secuencia de aminoácidos de 
las enzimas, puede variar de un microorganismo a otro.30

En algunas realizaciones, un microorganismo original puede contener más de una enzima que es capaz de convertir 
el acetolactato en acetoína. Cuando el microorganismo original contiene más de una de dichas enzimas, se pueden 
introducir una o más modificaciones genéticas de modo que se altere la expresión y/o actividad de dos o más de las 
enzimas. Cuando está presente más de una de dichas enzimas en un microorganismo original, la alteración de más 
de una enzima puede tener el efecto de aumentar la producción de valina, leucina, isoleucina, etanol, lactato, 35
formiato y succinato, y/o uno o más compuestos intermedios del ciclo de TCA por encima del nivel que se puede 
lograr si solo se altera una sola enzima. Los niveles de producción se pueden aumentar más con la alteración de 
cada enzima adicional presente en el microorganismo original. Aunque la alteración de la expresión y/o actividad de 
todas dichas enzimas de actividad puede proporcionar algunas ventajas en términos de producción de los productos 
deseados, los autores de la invención no contemplan que sea necesaria alterar la expresión y/o actividad de todas 40
dichas enzimas con el fin de obtener los beneficios de la invención.

En una realización, la una o más enzimas capaces de convertir la acetoína en 2,3-butanodiol se elige del grupo que 
comprende 2,3-butanodiol deshidrogenasa (2,3 bdh) y una acetoína reductasa.

La actividad de la 2,3-butanodiol deshidrogenasa es capaz de convertir la acetoína en 2,3-butanodiol (Figura 1). La 
información de secuencias de aminoácidos (AEI90715.1, ADK15380.1, AEI90716.1) y ácidos nucleicos 45
(HQ876009.1, CP001666.1 - CLJU_c23220, HQ876010.1) de ejemplo para la 2,3-butanodiol deshidrogenasa de C. 
autoethanogeum, C. ljungdahlii y C. ragsdalei, se puede obtener de GenBank. En un microorganismo original 
pueden ser expresadas una o más enzimas que tienen actividad de acetolactato sintasa. A modo de ejemplo, los 
autores de la invención han identificado que C. autoethanogenum, C. ragsdalei y C. ljungdahlii incluyen una alcohol 
primario-secundario deshidrogenasa adicional capaz de convertir la acetoína en 2,3-butanodiol. La información de 50
secuencias de ejemplo para esta enzima se proporciona en las SEQ ID NO: 34, 35, 36 y 37. Sin embargo, como se 
ha indicado antes en la presente memoria, la secuencia del gen que codifica dichas enzimas y la secuencia de 
aminoácidos de las enzimas, puede variar de un microorganismo a otro.

En algunas realizaciones, un microorganismo original puede contener más de una enzima que es capaz de convertir 
la acetoína en 2,3-butanodiol Cuando el microorganismo original contiene más de una de dichas enzimas, se 55
pueden introducir una o más modificaciones genéticas de modo que se altere la expresión y/o actividad de dos o 
más de las enzimas. Cuando está presente más de una de dichas enzimas en un microorganismo original, la 
alteración de más de una de dichas enzima puede tener el efecto de aumentar la producción de valina, leucina, 
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isoleucina, etanol, lactato, formiato y succinato, y/o uno o más compuestos intermedios del ciclo de TCA por encima 
del nivel que se puede lograr si solo se altera una sola enzima. Los niveles de producción se pueden aumentar más 
con la alteración de cada enzima adicional presente en el microorganismo original. Aunque la alteración de la 
expresión y/o actividad de todas dichas enzimas de actividad puede proporcionar algunas ventajas en términos de 
producción de los productos deseados, los autores de la invención no contemplan que sea necesaria alterar la 5
expresión y/o actividad de todas dichas enzimas con el fin de obtener los beneficios de la invención.

En una realización, se alteran al menos dos o tres enzimas capaces de convertir la acetoína en 2,3-butanodiol.

En una realización, el microorganismo se selecciona del grupo de organismos acetógenos carboxidotróficos, que 
comprenden las especies Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium ragsdalei.

Estos acetógenos carboxidotróficos se definen por su capacidad para usar y crecer de forma quimioautotrófica en 10
fuentes gaseosas de un carbono (C1) tales como monóxido de carbono (CO) y dióxido de carbono (CO2) con 
monóxido de carbono (CO) y/o hidrógeno (H2) como fuente de energía en condiciones anaerobias, formando acetil-
CoA, acetato y otros productos. Comparten el mismo modo de fermentación, la ruta Wood-Ljungdahl o reductora de 
la acetil-CoA, y se definen por la presencia del conjunto de enzimas que consiste en monóxido de carbono 
deshidrogenasa (CODH), hidrogenasa, formiato deshidrogenasa, formil-tetrahidrofolato sintasa, metilen-15
tetrahidrofolato deshidrogenasa, formil-tetrahidrofolato ciclohidrolasa, metilen-tetrahidrofolato reductasa, y monóxido 
de carbono deshidrogenasa/acetil-CoA sintasa (CODH/ACS), cuya combinación es característica y única de este 
tipo de bacterias (Drake, Küsel, Matthies, Wood, y Ljungdahl, 2006). A diferencia del crecimiento quimioheterótrofo 
de bacterias fermentadoras de azúcar que convierten el sustrato en biomasa, metabolitos secundarios y piruvato a 
partir de los cuales se forman productos (vía la acetil-CoA o directamente), en acetógenos el sustrato es canalizado 20
directamente en acetil-CoA, a partir de los cuales se forman productos, biomasa y metabolitos secundarios. 

En una realización, el microorganismo se selecciona de un grupo de Clostridia carboxidotróficas que comprenden las 
especies C. autoethanogenum, C. ljungdahlii, y "C. ragsdalei y aislados relacionados. Estas incluyen, pero no se 
limitan a las cepas C. autoethanogenum JAI-1T (DSM10061) (Abrini, Naveau, y Nyns, 1994), C. autoethanogenum 
LBS1560 (DSM19630) (WO/2009/064200), C. autoethanogenum LBS1561 (DSM23693), C. ljungdahlii PETCT25
(DSM13528 = ATCC 55383) (Tanner, Miller, y Yang, 1993), C. ljungdahlii ERI-2 (ATCC 55380) (patente de EE.UU. 
5.593.886), C. ljungdahlii C-01 (ATCC 55988) (patente de EE.UU. 6.368.819), C. ljungdahlii O-52 (ATCC 55989) 
(patente de EE.UU. 6.368.819), o "C. ragsdalei P11T" (ATCC BAA-622) (WO 2008/028055), y aislados relacionados 
tales como "C. coskatii" (patente de EE.UU. 2011/0229947), y cepas mutantes de los mismos tales como C. 
ljungdahlii OTA-1 (Tirado-Acevedo O. "Production of Bioetanol from Synthesis Gas Using Clostridium ljungdahlii. 30
Tesis doctoral, North Carolina State University, 2010).

Estas cepas forman una subagrupación dentro de la agrupación I de ARNr de clostridio (Collins et al., 1994), que 
tiene una identidad de al menos 99% en el nivel del gen de ARNr 16S, aunque son distintas especies determinado 
por reasociación de ADN-ADN y experimentos de huella dactilar de ADN (WO 2008/028055, patente de EE.UU. 
2011/0229947).35

Las cepas de esta agrupación están definidas por características comunes, teniendo tanto genotipo como fenotipo 
similar, y todas comparten el mismo modo de conservación de energía y metabolismo fermentador. Estas cepas de 
esta agrupación carecen de citocromos y conservan energía por un complejo Rnf.

Todas las cepas de esta agrupación tiene un tamaño de genoma de aproximadamente 4,2 Mpb (Köpke et al., 2010) 
y una composición de GC de aproximadamente 32% en moles (Abrini et al., 1994; Köpke et al., 2010; Tanner et al., 40
1993) (documento WO 2008/028055; patente de EE.UU. 2011/0229947), y operones de genes clave esenciales 
conservados que codifican las enzimas de la ruta Wood-Ljungdahl (monóxido de carbono deshidrogenasa, formil-
tetrahidrofolato sintetasa, metilen-tetrahidrofolato deshidrogenasa, formil-tetrahidrofolato ciclohidrolasa, metilen-
tetrahidrofolato reductasa, y monóxido de carbono deshidrogenasa/acetil-CoA sintasa), hidrogenasa, formiato 
deshidrogenasa, complejo Rnf (rnfCDGEAB), piruvato:ferredoxina oxidorreductasa, aldehído:ferredoxina 45
oxidorreductasa (Köpke et al., 2010, 2011). Se ha encontrado que la organización y número de genes de la ruta 
Wood-Ljungdahl, responsables de la absorción de gas, son los mismos en todas las especies, a pesar de las 
diferencias en las secuencias nucleicas y de aminoácidos (Köpke et al., 2011).

Las cepas tienen todas morfología y tamaño similares (las células en crecimiento logarítmico son entre 0,5-0,7 x 3-5 
µm), son mesófilos (temperatura de crecimiento óptimo entre 30-37 °C) y estrictamente anaerobios (Abrini et al., 50
1994; Tanner et al., 1993) (documento WO 2008/028055). Además, comparten todos los mismos rasgos 
filogenéticos principales, tal como un mismo intervalo de pH (pH 4-7,5, con un pH inicial óptimo de 5,5-6), 
crecimiento autótrofo fuerte en gases que contienen CO con velocidades de crecimiento similares y un perfil 
metabólico con etanol y ácido acético como el producto final de fermentación principal, con pequeñas cantidades de 
2,3-butanodiol y ácido láctico formados en determinadas condiciones (Abrini et al., 1994; Köpke et al., 2011; Tanner 55
et al., 1993)(documento WO 2008/028055). Se ha observado la producción de indol con todas las especies. Sin 
embargo, las especies se diferencian en el uso de sustratos de diferentes azúcares (p. ej. ramnosa, arabinosa), 
ácidos (p. ej. gluconato, citrato), aminoácidos (p. ej. arginina, histidina), u otros sustratos (p. ej. betaína, butanol). 
Algunas de las especies se encontró que eran auxótrofas para determinadas vitaminas (p. ej., tiamina, biotina) 
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mientras que otras no lo eran. Se ha mostrado la reducción de ácidos carboxílicos a sus correspondientes alcoholes 
en una variedad de estos organismos (Perez, Richter, Loftus, y Angenent, 2012).

Por lo tanto, los rasgos descritos no son específicos a un organismo como C. autoethanogenum o C. ljungdahlii, sino 
más bien rasgos generales para clostridios sintetizadores de etanol, caboxidotróficos. Por lo tanto, la invención se 
puede prever para trabajar con estas cepas, aunque puede haber diferencias de rendimiento. 5

En algunas realizaciones, el microorganismo original se selecciona del grupo que comprende Clostridium 
autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, y Clostridium ragsdalei. En una realización, el grupo también comprende 
Clostridium coskatii. En una realización particular, el microorganismo original es Clostridium autoethanogenum 
DSM23693.

Los microorganismos originales se pueden modificar para llegar a los microorganismos de la invención usando 10
cualquier número de técnicas de transformación y ácidos nucleicos recombinantes conocidas. Dichas técnicas se 
describen, por ejemplo, en Sambrook et al, (Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 1989). A modo de ejemplo adicional, se puede usar la metodología descrita en la 
sección de ejemplos en lo sucesivo. 

A modo de ejemplo general, en el caso de introducir una mutación en un gen, o alterar de otra forma o inactivar un 15
gen, se puede diseñar una construcción o vector de ácido nucleico adecuado para integrar en el genoma del 
microorganismo original para alterar el gen. Dichas construcciones incluirán típicamente secuencias de ácido 
nucleico (brazos) homólogos a una región dentro o que flanquea el gen que se va a alterar, lo que permite que se 
produzca la recombinación homóloga, y en contraste que se produzca la introducción de una mutación, la escisión 
de una región de ácido nucleico del gen, o la sustitución de una región del gen por un ácido nucleico. Aunque se 20
prefiere que los brazos en las construcciones tengan 100% de complementariedad con la región en el genoma a la 
que se dirigen, esto no es necesario, con la condición de que la secuencia sea suficientemente complementaria para 
permitir la recombinación dirigida con la región genética de interés. Típicamente, los brazos tendrán un nivel de 
homología que permitiría la hibridación con una región diana en condiciones restrictivas, como se define en 
Sambrook et al 1989.25

Los expertos en la técnica apreciarán las secuencias de ácidos nucleicos suficientes para permitir la recombinación 
homóloga dirigida e integración de un ácido nucleico exógeno en el genoma de un microorganismo original, teniendo 
en cuenta la información de secuencia disponible para las enzimas implicadas en la ruta de biosíntesis del 2,3-
butanodiol. Sin embargo, a modo de ejemplo, en el caso de budA, se pueden usar los brazos de homología 
flanqueadores (por ejemplo, SEQ ID 3, 4 y 78-81), o en el caso de C. ljungdahlii, diseñados a partir de la información 30
de secuencias de ácidos nucleicos de Genbank (CP001666.1). A modo de ejemplo adicional, las secuencias 
flanqueadoras de genes que codifican enzimas que se van a alterar de acuerdo con la invención, se pueden 
determinar a partir de la información de secuencia genómica de microorganismos relevantes. A modo de ejemplo 
particular, las secuencias flanqueadoras en C.ljundahlii se pueden determinar a partir de la información en GenBank 
CP001666.135

A modo de ejemplo general adicional, cuando se introduce un ácido nucleico en un microorganismo original para 
expresar una proteína o ácido nucleico que inhibe la expresión o actividad de una enzima en la ruta de biosíntesis 
del 2,3-butanodiol, o para expresar una proteína que aumenta la expresión de un compuesto que inhibe la expresión 
o actividad de una enzima en la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodio, la construcción se diseñará para permitir la 
expresión de la proteína en el microorganismo. Típicamente incluirán elementos reguladores adecuados, incluyendo 40
un promotor. Se pueden usar promotores constitutivos o inducibles. 

Donde la invención usa la alteración directa de un gen introduciendo una mutación o similar, la construcción o vector 
usado para transformar el microorganismo original se adaptará para que se integre en el genoma del 
microorganismo, como se ha mencionado antes. En el caso de expresión de una proteína o ácido nucleico que se 
adapte para alterar la expresión o actividad de una enzima en la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol, o aumentar la 45
expresión o actividad de un inhibidor de una enzima implicada en la ruta, las construcciones pueden permanecer 
extracromosómicas tras la transformación de un microorganismo original, o se pueden adaptar para la integración en 
el genoma del microorganismo. Por consiguiente, las construcciones útiles en la invención pueden incluir secuencias 
de nucleótidos adaptadas para ayudar a la integración (por ejemplo, una región que permite la recombinación 
homóloga e integración dirigida en el genoma del hospedante) o expresión y replicación de una construcción 50
extracromosómica (por ejemplo, origen de replicación y otras secuencias reguladoras). 

Las construcciones de ácido nucleico útiles en la invención se pueden construir usando cualquier número de 
técnicas convencionales en la materia. Por ejemplo, se pueden usar técnicas de síntesis química o recombinante. 
Dichas técnicas se describen, por ejemplo, en Sambrook et al, (Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 1989). Se describen técnicas de ejemplo adicionales en la 55
sección de ejemplos en lo sucesivo. Esencialmente, los genes individuales, elementos reguladoras, brazos de 
homología y similares, se unirán operativamente entre sí de modo que puedan realizar su función deseada. Los 
expertos en la técnica apreciarán los vectores adecuados para usar en la invención. Sin embargo, a modo de 
ejemplo, los siguientes vectores pueden ser adecuados: pMTL, pIMP, pJIR y los plásmidos ilustrados en la sección 
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de ejemplos en lo sucesivo. 

Debe apreciarse que los ácidos nucleicos útiles para generar los microorganismos de la invención, pueden estar en 
una forma adecuada, que incluye ARN, ADN o ADNc, incluyendo ácidos nucleicos bicatenarios y monocatenarios. 

El uno o más ácidos nucleicos exógenos se pueden suministrar a un microorganismo original como ácidos nucleicos 
desnudos o se pueden formular con uno o más agentes para facilitar el proceso de transformación (por ejemplo, 5
ácido nucleico conjugado con liposoma, un organismo en el que está contenido el ácido nucleico). El uno o más 
ácidos nucleicos pueden ser ADN, ARN o combinaciones de los mismos, si es adecuado. 

Los microorganismos de la invención se pueden preparar a partir de un microorganismo original y uno o más ácidos 
nucleicos exógenos usando cualquier número de técnicas conocidas en la materia para la producción de 
microorganismos recombinantes. Solo a modo de ejemplo, la transformación (incluyendo transducción o 10
transfección) se puede lograr por electroporación, conjugación, inducción de profago o competencia química y 
natural. Se describen técnicas de transformación adecuadas, por ejemplo, en Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T: 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Labrotary Press, Cold Spring Harbour, 1989.

A modo de ejemplo adicional, se podrían usar las técnicas de electroporación descritas en: Koepke et al. 2010, Proc. 
Nat. Acad. Sci. U.S.A. 107: 13087-92;,PCT/NZ2011/000203; documento WO2012/053905; Straetz et al., 1994, Appl. 15
Environ. Microbiol. 60:1033-37; Mermelstein et al., 1992, Biotechnology, 10, 190-195;Jennert et al., 2000, 
Microbiology, 146: 3071-3080; Tyurin et al., 2004, Appl. Environ. Microbial. 70: 883-890; se podrían usar. A modo de 
ejemplo adicional, se podrían usar las técnicas de inducción de profago como se describen en Prasanna Tamarapu 
Parthasarathy, 2010, "Development of a Genetic Modification System in Clostridium scatologenes ATCC 25775 for 
Generation of Mutants", Masters Project Western Kentucky University. A modo de ejemplo adicional, se podrían usar 20
los métodos de conjugación descritos en Herbert et al., 2003, FEMS Microbiol. Lett. 229: 103-110 o Williams et al., 
1990, J. Gen. Microbiol. 136: 819826.

En algunas descripciones, debido a los sistemas de restricción que son activos en el microorganismo que se va a 
transformar, es necesario metilar el ácido nucleico que se va a introducir en el microorganismo. Esto se puede hacer 
usando una variedad de técnicas, incluyendo las descritas a continuación e ilustradas además en la sección de 25
ejemplos en lo sucesivo. 

A modo de ejemplo, se produce un microorganismo recombinante por un método que comprende las siguientes 
etapas: 

introducción en un microorganismo transportador de (i) una construcción/vector que se va a introducir en el 
microorganismo original como se describe en la presente memoria, y (ii) una construcción/vector de metilación que 30
comprende un gen de metiltransferasa; 

expresión del gen de metiltransferasa;

aislamiento de una o más construcciones/vectores a partir del microorganismo transportador; e,

introducción de una o más construcciones/vectores en el microorganismo destino.

En una descripción, el gen de metiltransferasa de la etapa B se expresa de forma constitutiva. En otra descripción, la 35
expresión del gen de metiltransferasa de la etapa B es inducida. 

El microorganismo transportador es un microorganismo, preferiblemente un microorganismo de restricción negativa, 
que facilita la metilación de las secuencias de ácido nucleico que componen la construcción/vector de expresión.  En 
una descripción particular, el microorganismo transportador es E. coli, Bacillus subtillis o Lactococcus lactis de 
restricción negativa.40

La construcción/vector de metilación comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica una metiltransferasa. 

Una vez que la construcción/vector de expresión y la construcción/vector de metilación se introducen en el 
microorganismo transportador, es inducido el gen de metiltransferasa presente en la construcción/vector de 
metilación. La inducción puede ser cualquier sistema promotor adecuado aunque en una descripción particular, la 
construcción/vector de metilación comprende un promotor lac inducible (por ejemplo, como en la SEQ ID NO: 31) y 45
es inducido por la adición de lactosa o un análogo de la misma, más preferiblemente de isopropil-β-D-tio-galactósido 
(IPTG). Otros promotores adecuados incluyen los sistemas ara, tet o T7. En una descripción adicional, el promotor 
de la construcción/vector de metilación es un promotor constitutivo. 

En una descripción particular, la construcción/vector de metilación tiene un origen de replicación específico para la 
identidad del microorganismo transportador, de modo que cualquiera de los genes presentes en la 50
construcción/vector de metilación son expresados en el microorganismo transportador. Preferiblemente, la 
construcción/vector que se va a introducir en el microorganismo original tiene un origen de replicación específico 
para la identidad del microorganismo. 
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La expresión de la enzima metiltransferasa produce la metilación de los genes presentes en la construcción/vector 
que se va a introducir en el microorganismo original. La construcción/vector después se puede aislar del 
microorganismo transportador de acuerdo con uno cualquiera de una serie de métodos conocidos. A modo de 
ejemplo solo, se puede usar la metodología descrita en la sección de ejemplos en lo sucesivo para aislar la 
construcción/vector. 5

En una descripción particular, se aíslan simultáneamente ambas construcciones/vectores. 

La construcción/vector destinada para el microorganismo original se puede introducir en el microorganismo usando 
cualquier número de métodos conocidos. Sin embargo, a modo de ejemplo, se puede usar la metodología descrita 
en la sección de ejemplos en lo sucesivo.

Está previsto que se pueda introducir un gen de metiltransferasa en un microorganismo transportador y ser 10
expresado en exceso. Por lo tanto, en una descripción, la enzima metiltransferasa resultante se puede recoger 
usando métodos conocidos y usar para metilar in vitro la construcción que se va a introducir en el microorganismo 
original. Después la construcción/vector se puede introducir en el microorganismo destino (original). En otra 
descripción, se introduce el gen de metiltransferasa en el genoma del microorganismo transportador seguido de 
introducción de la construcción destinada al microorganismo original en el microorganismo transportador, 15
aislamiento de una o más construcciones/vectores a partir del microorganismo transportador y después introducción 
de la construcción/vector en el microorganismo destino (original). 

Está previsto que la construcción/vector destinada para el microorganismo original y la construcción/vector de 
metilación como se ha definido antes, se puedan combinar para proporcionar una composición importante. Dicha 
composición tiene utilidad particular para evitar mecanismos barrera de restricción para producir microorganismos 20
recombinantes de la invención. 

En una descripción particular, las construcciones/vectores descritos en la presente memoria antes son plásmidos. 

El experto en la técnica apreciará una serie de metiltransferasas adecuadas útiles para producir los microorganismos 
de la invención. Sin embargo, a modo de ejemplo se puede usar la metiltransferasa del fago ΦT1 de Bacillus subtilis 
y la metiltransferasa descrita en los ejemplos en lo sucesivo. Los ácidos nucleicos que codifican metiltransferasas 25
adecuadas serán fácilmente evidentes teniendo en cuenta la secuencia de la metiltransferasa deseada y el código 
genético. En una descripción, el ácido nucleico que codifica una metiltransferasa se describe en los ejemplos en lo 
sucesivo (por ejemplo, el ácido nucleico de SEQ ID NO: 31).

Se puede usar cualquier número de construcciones/vectores adaptados para permitir la expresión de un gen de 
metiltransferasa, para generar una construcción/vector de metilación. Sin embargo, a modo de ejemplo, se puede 30
usar el plásmido descrito en la sección de ejemplos en lo sucesivo.

A partir de la información contenida en la presente memoria, se apreciará que se puede adaptar la modificación 
genética a un microorganismo original para favorecer la producción de uno o más productos frente a uno o más de 
otros productos. Por ejemplo, la alteración de la conversión de piruvato en acetolactato favorece la producción de 
lactato, formiato, malato, fumarato, citrato, succinato y 2-oxoglutarato frente a la producción de valina, leucina e 35
isoleucina.

Método de producción

La invención proporciona un método para producir uno o más productos por fermentación microbiana, que 
comprende fermentar un sustrato que comprende CO usando un microorganismo de la invención. En una realización 
particular, el método es para producir etanol o uno o más de otros productos para la fermentación microbiana, que 40
comprende fermentar un sustrato que comprende CO usando un microorganismo de la invención. Los métodos de la 
invención se pueden usar para reducir las emisiones atmosféricas totales de carbono de un procedimiento industrial. 

Preferiblemente, la fermentación comprende las etapas de fermentar anaeróbicamente un sustrato en un biorreactor 
para producir uno o más productos (en una realización particular, etanol, o etanol y uno o más de otros productos) 
usando un microorganismo recombinante de la invención. 45

En una realización el método comprende las etapas de:

(a) proporcionar un sustrato que comprende CO a un birreactor que contiene un cultivo de uno o más 
microorganismos del primer aspecto de la invención; y

(b) fermentar anaeróbicamente el cultivo en el biorreactor para producir uno o más productos (en una realización, 
incluyendo etanol). 50

En una realización el método comprende las etapas de:

i. capturar el gas que contiene CO producido como resultado del procedimiento industrial, antes de liberar el gas a la 
atmósfera;
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ii. la fermentación anaerobia del gas que contiene CO para producir uno o más productos (en una realización, 
incluyendo etanol) mediante un cultivo que contiene uno o más microorganismos del primer aspecto de la invención.

Como se describe en la presente memoria, el sustrato gaseoso fermentado por el microorganismo es un sustrato 
gaseoso que contiene CO. El sustrato gaseoso puede ser un gas residual que contiene CO obtenido como un 
subproducto de un procedimiento industrial, o de alguna otra fuente tal como de humos de escape de automóvil. En 5
ciertas descripciones, el proceso industrial se selecciona del grupo que consiste en fabricación de productos 
metálicos ferrosos, tal como una planta siderúrgica, fabricación de productos no ferrosos, procesos de refinado de 
petróleo, gasificación de carbón, producción de energía eléctrica, producción de negro de carbono, producción de 
amoniaco, refinado de gas natural, producción de metanol y fabricación de coque. En estas descripciones, el gas 
que contiene CO puede capturarse del procedimiento industrial antes de emitirse a la atmósfera, usando cualquier 10
método conveniente. El CO puede ser un componente de gas de síntesis (gas que comprende monóxido de carbono 
e hidrógeno). El CO producido de procedimientos industriales normalmente se quema para producir CO2 y por lo 
tanto, la invención tiene utilidad particular en la reducción de las emisiones gaseosas de CO2 de efecto invernadero y 
producción de butanol para usar como un biocombustible. Dependiendo de la composición del sustrato que contiene 
CO gaseoso, puede ser conveniente tratarlo para eliminar cualquier impureza indeseada, tal como partículas de 15
polvo antes de introducirlo a la fermentación. Por ejemplo, el sustrato gaseoso se puede filtrar o depurar por 
métodos conocidos. 

Se apreciará que para el crecimiento de las bacterias y que se produzca el paso de CO a etanol (y/o otro(s) 
producto(s)), además del gas sustrato que contiene CO, será necesario alimentar un medio nutriente líquido 
adecuado al biorreactor. El sustrato y medio se pueden alimentar al biorreactor en una forma continua, discontinua o 20
discontinua alimentada. Un medio nutriente contendrá vitaminas y minerales suficientes para permitir el crecimiento 
del microorganismo usado. Los medios anaerobios adecuados para la fermentación para producir etanol (y 
opcionalmente uno o más de otros productos) usando CO son conocidos en la técnica. Por ejemplo, se describen 
medios adecuados en Biebel (Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology (2001) 27, 18-26). El sustrato y 
medio se pueden alimentar al biorreactor en una forma continua, discontinua o discontinua alimentada. En una 25
descripción de la invención, el medio es como se describe en la sección de ejemplos en lo sucesivo. 

La fermentación debería llevarse a cabo convenientemente en condiciones adecuadas para que se produzca la 
fermentación de CO a etanol (y/o otro(s) producto(s)). Las condiciones de reacción que deberían considerase 
incluyen presión, temperatura, caudal de gas, caudal de líquido, pH del medio, potencial rédox del medio, velocidad 
de agitación (si se usa un reactor de tanque agitado continuo), nivel de inóculo, concentraciones de sustrato 30
gaseoso máximo para asegurar que el CO en la fase líquida no se convierte en limitante, y concentraciones de 
producto máximas para evitar la inhibición de producto. 

Además, a menudo es conveniente aumentar la concentración de CO de una corriente de sustrato (o presión parcial 
de CO en un sustrato gaseoso) y por lo tanto aumentar la eficacia de las reacciones de fermentación cuando el CO 
es un sustrato. El trabajo a mayores presiones permite un aumento significativo de la velocidad de transferencia de 35
CO de la fase gaseosa a la fase líquida, donde puede ser absorbido por el microorganismo como una fuente de 
carbono para la producción de etanol (y/u otro(s) producto(s)),Esto a su vez significa que el tiempo de retención 
(definido como el volumen líquido en el biorreactor dividido entre el caudal de gas de entrada) se puede reducir 
cuando los biorreactores se mantienen a presión elevada en lugar de a presión atmosférica. Las condiciones de 
reacción óptimas dependerán en parte del microorganismo particular de la invención usado. 40

Sin embargo, en general, se prefiere que la fermentación se lleve a cabo a presión mayor que la presión ambiente. 
Además, puesto que una velocidad dada de conversión de CO a etanol (y/u otro(s) producto(s)) es en parte una 
función del tiempo de retención del sustrato, y alcanzar un tiempo de retención deseado a su vez dicta el volumen 
necesario de un biorreactor, el uso de sistemas presurizados pueden reducir en gran medida el volumen del 
biorreactor necesario, y por consiguiente el coste de capital del equipo de fermentación. Según los ejemplos dados 45
en la patente de EE.UU. nº 5.593.886, el volumen del reactor se puede reducir en proporción lineal a los aumentos 
de la presión de trabajo del reactor, es decir, los biorreactores que trabajan a 10 atmósferas de presión necesitan 
solo una décima parte del volumen de los que trabajan a 1 atmósfera de presión. 

Los beneficios de llevar a cabo una fermentación de gas a etanol a presiones elevadas se han descrito en otra parte. 
Por ejemplo, el documento WO 02/08438 describe fermentaciones de gas a etanol realizadas a presiones de 2,11 50
kg/cm2 (30 psig) y 5,27 kg/cm2 (75 psig), dando productividades de etanol de 150 g/l/día a 369 g/l/día 
respectivamente. Sin embargo, se encontró que fermentaciones de ejemplo realizadas usando medios y 
composiciones de gas de entrada similares a presión atmosférica, producen entre 10 y 20 veces menos etanol por 
litro por día. 

Es conveniente también que la velocidad de introducción del sustrato gaseoso que contiene CO sea tal que asegure 55
que la concentración de CO en la fase líquida no se convierte en limitante. Esto se debe a que una consecuencia de 
condiciones limitadas por el CO puede ser que el producto etanol sea consumido por el cultivo. 

La composición de las corrientes de gas usadas para alimentar una reacción de fermentación pueden tener un 
impacto importante en la eficacia y/o costes de esta reacción. Por ejemplo, el O2 puede reducir la eficacia de un 
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proceso de fermentación anaerobio. El procesamiento de gases no deseados o innecesarios en etapas de un 
proceso de fermentación antes o después de la fermentación, puede aumentar la carga en dichas etapas (p. ej., 
donde la corriente de gas es comprimida antes de entrar en un biorreactor, se puede usar energía innecesaria para 
comprimir gases que no son necesarios en la fermentación). Por consiguiente, puede ser conveniente tratar las 
corrientes de sustrato, en particular corrientes de sustrato obtenidas de fuentes industriales, para separar 5
componentes no deseados y aumentar la concentración de los componentes convenientes. 

En algunas descripciones, un cultivo de una bacteria de la invención se mantiene en un medio de cultivo acuoso. 
Preferiblemente, el medio de cultivo acuoso es un medio de crecimiento microbiano anaerobio mínimo. Los medios 
adecuados son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. nº 5.173.429 y 
5.593.886 y documento WO 02/08438, y se describen en la sección de ejemplos en lo sucesivo. 10

El uno o más productos producidos por un método de la invención (en una realización, etanol o una corriente mixta 
de alcohol que contiene etanol y/o uno o más de otros productos) se puede recuperar del caldo de fermentación por 
métodos conocidos en la técnica, tales como destilación fraccionada o evaporación, pervaporación y fermentación 
extractiva, incluyendo, por ejemplo, extracción líquido-líquido. Los subproductos tales como ácidos, incluyendo 
acetato, también se pueden recuperar del caldo de fermentación usando métodos conocidos en la técnica. Por 15
ejemplo, se puede usar un sistema de adsorción que implica un filtro de carbón activado o electrodiálisis. 
Alternativamente, también se puede usar separación de gas continua. 

En algunas realizaciones, el etanol y/o uno o más de otros productos se recuperan del caldo de fermentación 
separando de forma continua una parte del caldo del biorreactor, separando células microbianas del caldo 
(convenientemente por filtración) y recuperando uno o más productos del caldo. Los alcoholes se pueden recuperar 20
convenientemente por ejemplo por destilación, y los ácidos se pueden recuperar, por ejemplo, por adsorción sobre 
carbón activado. Las células microbianas separadas preferiblemente se devuelven al biorreactor de fermentación. El 
permeado exento de células que queda después de haber separado todos los alcoholes y ácidos, preferiblemente 
también se devuelve al biorreactor de fermentación. Se pueden añadir nutrientes adicionales (tales como vitamina B) 
al permeado exento de células para recargar el medio nutriente antes de devolverlo al biorreactor. 25

Además, si el pH del caldo se ajustó como se ha descrito antes para potenciar la absorción de ácido acético en el 
carbón activado, el pH debería reajustarse a un pH similar al del caldo en el biorreactor de fermentación, antes de 
devolverlo al biorreactor. 

El succinato se puede recuperar del caldo de fermentación usando una serie de técnicas tales como la acidificación, 
electrodiálisis acoplada con cromatografía de intercambio iónico (Song y Lee, 2006, Enzyme Microb Technol 39, 30
352-361), precipitación con Ca(OH) acoplada con filtración y adición de ácido sulfúrico (Lee et al 2008, Appl 
Microbiol Biotechnol 79, 11-22), o extracción reactiva con agentes de extracción basados en amina tales como tri-n-
octilamina (Huhet al, 2006, Proc Biochem 41, 1461-1465). Para todos los métodos es importante tener la forma de 
ácido libre, y no la sal. Sin embargo, la mayoría de los procedimientos de producción biotecnológicos para ácido 
succínico trabajan en el intervalo neutro o ligeramente ácido de pH 6-7. Dado el pKa del ácido succínico (pKa = 4,16 35
y 5,61), la mayor parte está presente como sal y no como el ácido libre en esas condiciones. Sin embargo, se sabe 
que C. autoethanogenum y los acetógenos carboxidotróficos toleran y crecen a un intervalo de pH 
convenientemente bajo de pH 4-6.

Los aminoácidos de cadena ramificada valina, leucina e isoleucina, se puede recuperar de forma relativamente fácil 
del caldo de fermentación por concentración (p. ej., ósmosis inversa) y cristalización o separación de la biomasa (p. 40
ej., ultrafiltración o centrifugación) y cromatografía de intercambio iónico (Ikeda, A., 2003, Amino Acid Production 
Processes, en R. Faurie y J. Thommel (eds.) Microbial production of L-amin acids, 1-35).

El lactato, formiato, 2-oxoglutarato y otros productos se pueden recuperar del caldo de fermentación por cualquier 
método conocido. Sin embargo, a modo de ejemplo, en el caso del lactato, el proceso de fermentación convencional 
produce precipitado de lactato de calcio, que se puede recoger y reacidificar. Alternativamente, se pueden usar 45
técnicas de membrana, tal como electrodiálisis, para separar el lactato. Concentraciones bajas de lactato se pueden 
separar de un caldo de fermentación aplicando un potencial adecuado a través de una membrana selectiva 
permeable a iones. Otras técnicas adecuadas incluyen nanofiltración, en donde los iones monovalentes pueden 
pasar selectivamente a través de una membrana bajo presión. 

Debe apreciarse que en algunas situaciones, el método se puede llevar a cabo para producir y recuperar productos 50
distintos del etanol (por ejemplo, uno o más productos que comprenden valina, leucina, succinato, piruvato, lactato y 
formiato). Por consiguiente, debe entenderse que la invención incluye métodos para la producción de uno o más de 
estos productos. 
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Ejemplos:

La invención ahora se describirá con más detalle con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes. 

Ejemplo 1:

Eliminación del gen budA de C. autoethanogenum por recombinación homóloga

Se llevaron a cabo modificaciones genéticas usando un plásmido que contenía brazos de homología 5' y 3' del gen 5
budA de C. autoethanogenum DSM23693 (Fig. 1-2). Este plásmido se metiló in vivo usando una nueva 
metiltransferasa y después se transformó en C. autoethanogenum, DSM23693 (DSMZ, Alemania). La inactivación 
del gen budA se ha mostrado por PCR y por la inhibición de la producción de 2,3-butanodiol en cepas de C. 
autoethanogenum DSM23693 ΔbudA.

Construcción del plásmido de expresión:10

Se usaron técnicas de ADN recombinante y clonación molecular convencionales y se describen en Sambrook et al, 
1989 y Ausubel et al, 1987. Las secuencias de ADN del brazo de homología flanqueador en la dirección 5' (SEQ ID 
3) y brazo de homología flanqueador en la dirección 3' (SEQ ID 4) del gen budA de Clostridum 
autoethanogenum,DSM23693 se obtuvieron de NCBI.

El ADN genómico de Clostridum autoethanogenum DSM23693 se aisló usando el kit Purelink Genomic DNA mini kit 15
de Invitrogen, de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los brazos de homología flanqueadores 5' (SEQ ID 3) y 3' (SEQ ID 4) se amplificaron por PCR con los 
oligonucleótidos de la tabla 1 usando el ADN genómico de Clostridum autoethanogenum DSM23693 como molde, 
ADN polimerasa de alta fidelidad iProof High (Bio-Rad Labratories) y el siguiente programa: desnaturalización inicial 
a 98 °C durante 30 segundos, seguido de 25 ciclos de desnaturalización (98°C durante 10 segundos), reasociación 20
(60°C durante 15 segundos) y elongación (72°C durante 30 segundos), antes de una etapa de extensión final (72°C 
durante 7 minutos).

Tabla 1: Oligonucleótidos para la clonación

Diana Nombre del 
oligonucleótido

Secuencia de ADN (de 5' a 3') SEQ ID 
NO:

Brazo de homología 5' Og09f attcatcctgcaggTTTCTTCACAGGAAAATATACTTCAG 5

Brazo de homología 5' Og10r gactgcggccgcATTACATTCACCTCTATGTCATTATAAC 6

Brazo de homología 3' Og11f atttgctagcACTAGACAGTGCTAATAACAATGTCTAG 7

Brazo de homología 3' 
Plásmido

Og12r atatggcgcgccTCATAAACCTGGATAACATAAGC 8

M13f GTAAAACGACGGCCAG 10

Plásmido M13r CAGGAAACAGCTATGACC 11

El brazo de homología flanqueador 5' de 964 pb amplificado (5'HA) del gen budA se cortó con las enzimas de 25
restricción Sbj1 y Not1 y se clonó en el vector transportador de E. coli-Clostridium pMTL 85141 (SEQ ID 9; 
FJ797651.1; Nigel Minton, University of Nottingham; Heap et al., 2009) usando los sitios de restricción SbjI y NotI y 
la cepa de E. coli XL1-Blue MRF' Kan (Stratagene). El plásmido creado pMTL85141-budA-5'HA y el producto de la 
PCR de 977 pb del brazo de homología 3' del gen budA se cortaron ambos con NheI y AscI. Una unión de estos 
fragmentos de ADN digeridos se transformó en E. coli XL1-Blue MRF' Kan (Stratagene) dando como resultado el 30
plásmido pMTL85141-budA-ko. El inserto en el plásmido resultante pMTL85141-budA-ko (SEQ_ID No 12) se 
secuenció completamente usando los oligonucleótidos dados en la tabla 1, y los resultados de secuenciación 
confirmaron que tanto el brazo de homología 5' como el 3' estaban exentos de mutaciones.

Metilación del ADN:

Se diseñó un gen de metiltransferasa híbrido condensado con un promotor lac inducible (SEQ ID NO: 31) por 35
alineamiento de los genes de metiltransferasa de C. autoethanogenum, C. ljungdahlii y C. ragsdalei, como se 
describe en la solicitud de patente de EE.UU. 13/049.263. La expresión de la metiltransferasa produce una proteína 
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que tiene la secuencia de la SEQ ID NO: 32). El gen de metiltransferasa híbrido se sintetizó químicamente y se 
clonó en el vector pGS20 (ATG:biosynthetics GmbH, Merzhausen, Alemania- SEQ ID NO: 33) usando EcoRI. El 
plásmido de metilación resultante pGS20-metiltransferasa se transformó doblemente con el plásmido pMTL85141-
budA-ko en XL1-Blue MRF' Kan E. coli de restricción negativa (Stratagene). La metilación in vivo se indujo por 
adición de IPTG 1 mM  y los plásmidos metilados se aislaron usando el kit Zymo mini prep Kit (Zymo). La 5
composición de plásmidos metilados resultante se usó para la transformación de C. autoethanogenum DSM23693.

Transformación:

Durante el experimento de transformación completo, C. autoethanogenum DSM23693 se cultivó en medio YTF 
(tabla 2) en presencia de agentes de reducción y con 2,11 kg/cm2 (30 psi) de gas residual de acería (recogido de la 
acería de Nueva Zelanda en Glenbrook, NZ; composición: 44% de CO, 32% de N2, 22% de CO2, 2% de H2) a 37 °C 10
usando técnicas anaerobias estándar descritas por Hungate (1969) y Wolfe (1971).

Tabla 2: Medio YTF 

Componente del medio por litro de solución madre

Extracto de levadura 10 g

Triptona 16 g

Cloruro sódico 0,2 g

Fructosa 10 g

Agua destilada hasta 1 litro

solución madre de agente reductor por 100 ml de solución madre

NaOH 0,9 g

Cisteína.HCl 4 g

Na2S 4 g

Agua destilada Hasta 100 ml

Para hacer cultivos competentes, se subcultivaron 50 ml de cultivo de C. autoethanogenum DSM23693 en medio 
YTF de nueva aportación durante 5 días consecutivos. Estas células se usaron para inocular 50 ml de medio YTF 15
que contenía DL-treonina 40 mM con una DO600nm de 0,05. Cuando el cultivo alcanzó una DO600nm de 0,5, las células 
se incubaron sobre hielo durante 30 min y después se transfirieron a una cámara anaerobia y se recogieron a 4.700 
x g y 4°C. El cultivo se lavó dos veces con tampón de electroporación enfriado con hielo (sacarosa 270 mM, MgCl2 1 
mM, fosfato sódico 7 mM, pH 7,4) y finalmente se suspendió en un volumen de 600 µl de tampón de electroporación 
de nueva aportación. Esta mezcla se transfirió a una cubeta de electroporación previamente enfriada con una20
separación de los electrodos de 0,4 cm, que contenía 2 µg de la mezcla de plásmidos metilados y 1 µl de inhibidor 
de restricción de tipo 1 (Epicentre Biotechnologies) y se aplicaron pulsos inmediatamente usando un sistema de 
electroporación Gene pulser Xcell (Bio-Rad) con los siguientes ajustes: 2,5 kV, 600 Ω y 25 µF. Se lograron 
constantes de tiempo de 3,7-4,0 ms. El cultivo se transfirió a 5 ml de medio YTF de nueva aportación. La 
regeneración de las células se controló a una longitud de onda de 600 nm usando un espectrofotómetro Spectronic 25
Helios Epsilon (Thermo) equipado con un tubo de objetivo. Después de una disminución inicial en la biomasa, las 
células empezaron a crecer de nuevo.  Una vez que la biomasa era el doble desde ese punto, aproximadamente 200 
µl de cultivo se extendieron sobre placas de YTF-agar y placas de agar-PETC que contenían fructosa 5 g/l (Tabla 3) 
(ambas contenían agar Bacto™ al 1,2 % (BD) y tianfenicol 15 µg/ml). Después de 3-4 días de incubación con 2,11 
kg/cm2 (30 psig) de gas de acería a 37ºC, se veían claramente 500 colonias por placa. 30
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Tabla 3: Medio PETC (medio ATCC 1754; atcc.org/Attachments/2940.pdf)

Componente del medio Concentración por 1,0 litro de medio

NH4Cl 1 g

KCl 0,1 g

MgSO4.7H2O 0,2 g

NaCl 0,8 g

KH2PO4 0,1 g

CaCl2 0,02 g

Solución de metales traza 10 ml

Solución de vitaminas de Wolfe 10 ml

Extracto de levadura 1 g

Resazurina (2 g/l de cultivo madre) 0,5 ml

MES 2 g

Agente reductor 0,006-0,008 % (v/v)

Agua destilada Hasta 1 litro, pH 5,5 (ajustada con HCl)

Solución de vitaminas de Wolfe por litro de solución madre

Biotina 2 mg

Ácido fólico 2 mg

Hidrocloruro de piridoxina 10 mg

Tiamina.HCl 5 mg

Riboflavina 5 mg

Ácido nicotínico 5 mg

D-(+)-Pantotenato de calcio 5 mg

Vitamina B12 0,1 mg

Ácido p-aminobenzoico 5 mg

Ácido tióctico 5 mg

Agua destilada hasta 1 litro
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Solución de metales traza por litro de solución madre

Ácido nitrilotriacético 2 g

MnSO4.H2O 1 g

Fe (SO4)2(NH4)2.6H2O 0,8 g

CoCl2.6H2O 0,2 g

ZnSO4.7H2O 0,2 mg

CuCl2.2H2O 0,02 g

NaMoO4.2H2O 0,02 g

Na2SeO3 0,02 g

NiCl2.6H2O 0,02 g

Na2WO4.2H2O 0,02 g

Agua destilada hasta 1 litro

Solución madre de agente reductor por 100 ml de solución madre

NaOH 0,9 g

Cisteína.HCl 4 g

Na2S 4 g

Agua destilada Hasta 100 ml

Las colonias se aplicaron en estriado sobre placas de agar-PETC de nueva aportación que también contenían 
fructosa 5 g/l y tianfenicol 15 µg/ml. Después de 2 días de incubación con 2,11 kg/cm

2
(30 psig) de gas de acería a 

37ºC, se volvieron a aplicar en estriado colonias individuales de estas placas sobre placas de agar-PETC no 
selectivo de nueva aportación que contenían solo fructosa 5 g/l. La aplicación en estriado sobre placas de agar-5
PETC con fructosa 5 g/l se repitió una vez más y las placas se incubaron con 2,11 kg/cm2 (30 psig) de gas de acería 
a 37ºC. Después de 3 días, en 6 colonias individuales que crecían en medio no selectivo, se inocularon 2 ml de 
medio líquido PETC que contenía fructosa 5 g/l. Cuando se produjo el crecimiento, se aumentó secuencialmente la 
escala del cultivo a 5 ml, 25 ml y después a 50 ml de medio PETC que contenía fructosa 5 g/l y 2,11 kg/cm

2
(30 psig) 

de gas de acería como fuente de carbono.10

Conformación de la transformación satisfactoria:

C. autoethanogenum: Para verificar la identidad de las seis colonias y la transferencia de ADN, se aisló ADN 
genómico de las 6 colonias/clon en medio líquido PETC usando el kit Purelink™ Genomic DNA mini kit (Invitrogen) 
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Estos ADN genómicos junto con los de C. autoethanogenum 
DSM23693 de tipo natural se usaron como molde en la PCR. La PCR se llevó a cabo con la ADN polimerasa de alta 15
fidelidad iproof (Bio-Rad Labratories), los cebadores citados en la tabla 4 y el siguiente programa: desnaturalización 
inicial a 98 °C durante 2 minutos, seguido de 25 ciclos de desnaturalización (98°C durante 10 segundos), 
reasociación (61°C durante 15 segundos) y elongación (72°C durante 90 segundos), antes de una etapa de 
extensión final (72°C durante 7 minutos). El ADN genómico de C. autoethanogenum DSM23693 de tipo natural se 
usó como molde en la PCR de control. 20
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Tabla 4: Oligonucleótidos para la confirmación por PCR del plásmido y especie

Región diana
Nombre del 
oligonucleótido

Secuencia de ADN (de 5' a 3') SEQ ID NO:

gen de ARNr 16s fD1 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 27

gen de ARNr 16s rP2 CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT 28

Brazo de homología Og09f attcatcctgcaggTTTCTTCACAGGAAAATATACTTCAG 5

Brazo de homología Og12r atatggcgcgccTCATAAACCTGGATAACATAAGC 8

gen budA Og44f TTGCTGTAGTCACTGAACTGGAAAA 29

gen budA Og45r AATCAGGACACCTAAATCCAACCAC 30

Para confirmar la identidad de los 6 clones, la PCR se llevó a cabo contra el gen de ARNr 16s, usando los 
cebadores fD1 (SEQ ID 27) y rP2 (SEQ ID 28) y usando las condiciones de PCR descritas antes. Los productos de 
la PCR se purificaron usando el kit Zymo Clean and Concentrator™ y se secuenciaron usando el kit rP2 (SEQ ID 5
28). Las secuencias de los 6 clones (SEQ ID 13-19) mostraron al menos 90% de identidad contra el gen de ARNr 
16S de C. autoethanogenum (SEQ ID 15; Y18178, GI:7271109).

La PCR de 6 clones analizados, con cebadores específicos para la región diana de budA usando los cebadores 
Og09f (SEQ ID 5) y Og12r (SEQ ID 8) dieron lugar a la amplificación del fragmento de ADN de 2,2 kb a partir de 5 
de los 6 clones. El producto de la PCR de 2,7 kb se amplificó con el ADN genómico de C. autoethanogenum 10
DSM23693 de tipo natural. La identidad de los productos de la PCR de 2,2 kb a partir de potenciales clones con 
inactivación de budA se confirmó por secuenciación (SEQ ID 20-26) con cebadores citados en la tabla 5 y no se 
detectó en estos fragmentos la secuencia del gen budA. El fragmento de ADN de lacZ tenía sustituido el gen budA. 
La ausencia del gen budA en estos 6 clones se confirmó de nuevo por PCR, con los cebadores Og44f (SEQ ID 29) y 
Og45r (SEQ ID 30) específico de la región interna de 275 pb del gen de budA de C. autoethanogenum DSM23693 15
que se amplificó solo a partir de C. autoethanogenum DSM23693 de tipo natural.

Ausencia de producción de 2,3-butanodiol y aumento del rendimiento de etanol:

Para demostrar la falta de acetoína y posteriormente de producción de 2,3-butanodiol, se llevaron a cabo 
experimentos en botella de suero con el clon 1 por triplicado con gas residual de acería (composición, 44% de CO, 
32% de N2, 22% de CO2 y 2% de H2; recogido de una acería en Glenbrook, New Zealand) y medio PETC como se 20
ha descrito antes. La cepa de tipo natural no modificada de C. autoethanogenum DSM23693 se cultivó en las 
mismas condiciones que el control.

El análisis de metabolitos se llevó a cabo por HPLC usando un sistema de HPLC Agilent 1100 Series con un RID 
operado a 35°C (detector de índice de refracción) y una columna de ácido orgánico Alltech IOA-2000 (150 x 6,5 mm, 
tamaño de partículas 5 µm) mantenida a 32°C. Se usó agua ligeramente acidificada (H2SO4 0,005 M) como fase 25
móvil, con un caudal de 0,25 ml/min. Para separar las proteínas y otros residuos celulares, se mezclaron muestras 
de 400 µl con 100 µl de un ácido 5-sulfosalicílico al 2% (p/v) y se centrifugó a 14.000 x g durante 3 min para separar 
los restos precipitados. Después se inyectaron 10 µl del líquido sobrenadante en el HPLC para el análisis.

Los resultados de los experimentos de la botella de suero con el clon 1 de ΔbudA de C. autoethanogenum 
DSM23693 y C. autoethanogenum DSM23693 de tipo natural no modificado, se muestran en la tabla 5. La biomasa 30
máxima de la cepa  de C. autoethanogenum DSM23693 ΔbudA era con una DO600nm de 0,32 relativamente menor 
que la de tipo natural no modificada, que creció con una DO600nm de 0,58. Comparado con el tipo natural, no se 
detectó 2,3-butanodiol en el cultivo del clon 1 de C. autoethanogenum DSM23693 ΔbudA, y el rendimiento del etanol 
era significativamente mayor en el clon 1  de C. autoethanogenum DSM23693 ΔbudA que en C. autoethanogenum 
DSM23693 de tipo natural no modificado (Tabla 5).35
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Tabla 5: Metabolitos producidos por el clon 1 de C. autoethanogenum DSM23693 ΔbudA y C. autoethanogenum 
DSM23693 de tipo natural no modificado, respecto a la biomasa

Metabolito (g/l) Medio Tipo natural Clon 1 de ΔbudA 

Etanol 1,395 2,500

Ácido acético 2,296 0,180

2,3-Butanodiol 0,085 0,000

Ácido láctico 0,020 0,197

Ácido fórmico 0,002 1,647

Ácido succínico 0,002 0,344

Producción de otros metabolitos - lactato, formiato, succinato, 2-oxoglutarato, valina, leucina, isoleucina:

Al mismo tiempo, es interesante que mientras que C. autoethanogenum DSM23693 no modificado producía solo 5
0,02 g/l de ácido láctico como subproducto, C. autoethanogenum DSM23693 ΔbudA producía una cantidad 
significativamente mayor de ácido láctico 0,07g/l (0,197 g/l normalizado respecto a la biomasa) así como 0,53 g/l 
(1,647 g/l normalizado respecto a la biomasa) de ácido fórmico 0,13 g/l (0,344 g/l normalizado respecto a la 
biomasa) de ácido succínico (tabla 5). Este aumento probablemente es por la acumulación de piruvato, precursor 
temprano del 2,3-butanodiol (figura 1) debido a la inactivación del gen budA que había bloqueado la producción de 10
2,3-butanodiol.

La producción de succinato y lactato por C. autoethanogenum DSM23693 ΔbudA también se confirmó por 
cromatografía de gases-espectrometría de masas (GC-MS). Para esto, aproximadamente 2,5 ml de cultivo de clon 1 
de C. autoethanogenum DSM23693 ΔbudA cultivado en gas residual de acería (composición, 44% de CO, 32% de 
N2, 22% de CO2 y 2% de H2; recogido de una acería en Glenbrook, Nueva Zelanda) con una densidad óptica de 15
0,32, se centrifugaron y el líquido sobrenadante se filtró a través de un filtro de 0,2 uM (Smart KF, Aggio RB, Van 
Houtte JR, Villas-Bôas SG, "Analytical platform for metabolome analysis of microbial cells using methyl chloroformate 
derivatization followed by gas chromatography-mass spectrometry", Nat Protoc. 2010 Sep;5(10):1709-29. 2010). Se 
procesaron de forma similar aproximadamente 0,65 ml de cultivo de C. autoethanogenum DSM23693 de tipo natural 
y 2,5 ml de blanco de medio. Las muestras se liofilizaron y se analizaron por GC-MS por triplicado en la Universidad 20
de Auckland. Como se ve en la tabla 6, la intensidad de los picos de la señal de succinato y lactato era más fuerte 
en el clon 1 de C. autoethanogenum DSM23693 ΔbudA comparado con C. autoethanogenum DSM23693 no 
modificado y el blanco de medio de control. Los resultados de GC-MS para el succinato y el lactato estaban de 
acuerdo con los resultados por HPLC. 

Los resultados del análisis por GC-MS (tabla 6) no solo confirmaron la producción de lactato y succinato con el clon 25
1 de C. autoethanogenum DSM23693 ΔbudA, sino que también muestran la producción de 2-oxoglutarato, el otro 
producto final del ciclo de TCA incompleto además del succinato, y de los aminoácidos de cadena ramificada valina, 
leucina, isoleucina, que son producidos a partir de piruvato y acetolactato, los precursores del 2,3-butanodiol que es 
probable que estén presentes en nieles elevados en la cepa de C. autoethanogenum ΔbudA. Los productos 
intermedios del ciclo de TCA tales como malato, fumarato, citrato, cis-aconitato, iso-citrato no se han analizado, pero 30
es probable que sean elevados, puesto que se ha encontrado que se han producido los productos finales succinato 
y 2-oxoglutarato (figura 1b).
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Tabla 6: Análisis de metabolitos del clon 1 de  C. autoethanogenum DSM23693 ΔbudA (ΔbudA) y de C. 
autoethanogenum DSM23693 de tipo natural (Tipo natural) por GC-MS. Se incluyó el medio en el análisis como 
control. Los valores dados en la tabla corresponden a la intensidad de los picos normalizada obtenida para cada 
repetición (R). ND = no detectado.

Metabolito Medio Promedio

Lactato 0,547053273 0,474988 0,431645 0,48

Succinato 1,036264929 0,960478 1,243932 1,08

2-Oxoglutarato ND ND ND 0,00

Valina 5,970408365 5,446962 5,937764 5,79

Leucina 3,418425725 3,154261 3,237803 3,27

Isoleucina ND ND 0,607184 0,20

Metabolito Tipo natural Promedio

Lactato 0,801302932 0,691344 0,853559 0,78

Succinato 0,547053273 0,474988 0,431645 0,48

2-Oxoglutarato ND 0,003092 0,0028 0,00

Valina 0,018545724 0,011764 0,014182 0,01

Leucina 0,0307755 0,024291 0,023099 0,03

Isoleucina 0,008136206 0,005305 0,00643 0,01

Metabolito Clon 1 de  ΔbudA (Muestra 1) Clon 2 de ΔbudA (Muestra 2) Promedio

Lactato 5,017350825 5,672474 5,237064 5,987887 5,138095 4,39521 5,24

Succinato 2,535447097 2,984226 2,516218 5,017351 5,672474 5,237064 3,99

2-Oxoglutarato 0,522265764 0,462277 ND 1,22281 0,021205 ND 0,37

Valina 11,13216958 9,419048 7,824351 10,08887 10,66202 9,192138 9,72

Leucina 10,92981831 5,478571 4,497006 4,70419 11,36585 4,441235 6,90

Isoleucina 6,087638048 9,397619 0,895459 10,59162 2,912456 9,976735 6,64

La producción de acetoína y 2,3-butanodiol normalmente está asociada con la desacidificación de ácido pirúvico 
fuerte (Xiao, Z., y P. Xu. 2007. "Acetoin metabolism in bacteria". Crit. Rev. Biochem. Microbiol. 33:127-140), lo que 
supone una amenaza grave para la célula destruyendo el gradiente de pH y protones interno necesario para la 
conservación de energía. Tanto la acetoína como el 2,3-butanodiol son compuestos de pH neutro. La producción de 10
2,3-butanodiol también sirve como sumidero de electrones para descargar equivalentes de reducción sobrantes 
producidos durante el proceso de fermentación. 
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Sin querer estar limitados por ninguna teoría particular, los autores de la invención creen que mediante la 
inactivación génica de la producción de acetoína y 2,3-butanodiol, la célula necesita encontrar otros caminos para 
desacidificar el ácido pirúvico (pKa = 2,50) y descargar equivalentes reductores y por lo tanto cambia su 
metabolismo a la producción de otros productos (nuevos) tales como los aminoácidos de cadena ramificada valina, 
leucina o isoleucina, succinato (pKa1 = 4,20, pKa2 = 5,60), ácido láctico (pKa = 3,86), y ácido fórmico (pka = 3,77). 5
La producción de ácido succínico también da la oportunidad de descargar 4 equivalentes de reducción, mientras que 
se pueden descargar 2 equivalentes de reducción por la producción de ácido láctico. 

Ejemplo 2: Ruta del succinato

La ruta para la producción del succinato se describe en la figura 1b. Se identificaron los respectivos genes en 
Clostridium autoethanogenum y se demostró la actividad enzimática.10

En una primera etapa, el piruvato se convierte en malato, directamente catalizado por una enzima málica o por 
oxaloacetato catalizado por una malato deshidrogenasa. El oxaloacetato (OAA) se puede producir a partir del 
piruvato por acción de una piruvato carboxilasa, o por el fosfoenolpiruvato (PEP) en una conversión en dos etapas 
catalizada por la piruvatofosfato diquinasa (PPDK) y PEP carboxiquinasa (PCK). Posteriormente el malato se 
convierte en succinato en un proceso de dos etapas catalizado por la fumarato hidratasa y la fumarato reductasa. Se 15
identificaron los respectivos genes en
C. autoethanogenum y genes homólogos presentes en otros acetógenos carboxidotróficos como C. ljungdahlii y C. 
ragsdalei (tabla 7).

Tabla 7: Genes y enzimas identificados que están implicados en la producción de succinato

C. 
autoethanogenum

C. ljungdahlii C. ragsdalei

Enzima málica 1 SEQ ID 38-39 CP001666.1 CLJU_c04160; 
ADK13498.1

SEQ ID 60-61

Enzima málica 2 SEQ ID 40-41 CP001666.1 CLJU_c38460; 
ADK16871.1

Malato deshidrogenasa SEQ ID 42-43 CP001666.1 CLJU_c05920; 
ADK13674.1

SEQ ID 62-63

Piruvato fosfato diquinasa (PPDK) SEQ ID 44-45 CP001666.1 CLJU_c08140; 
ADK13882.1

SEQ ID 64-65

Piruvato carboxilasa (PYC) SEQ ID 46-47 CP001666.1 CLJU_c37390; 
ADK16765.1

SEQ ID 66-67

PEP carboxiquinasa (PCK) SEQ ID 48-49 CP001666.1 CLJU_c06210; 
ADK13703.1

SEQ ID 68-69

Fumarato hidratasa subunidad  A SEQ ID 50-51 CP001666.1 CLJU_c40600; 
ADK17084.1

SEQ ID 70-71

Fumarato hidratasa subunidad B SEQ ID 52-53 CP001666.1 CLJU_c40590; 
ADK17083.1

SEQ ID 72-73

Fumarato reductasa 1, flavoproteína SEQ ID 54-55 CP001666.1 CLJU_c22800; 
ADK15338.1

SEQ ID 74-75

Fumarato reductasa 2, flavoproteína SEQ ID 56-57 CP001666.1 CLJU_c30250; 
ADK16073.1

-

Fumarato reductasa 3, flavoproteína SEQ ID 58-59 CP001666.1 CLJU_c08670; 
ADK13935.1

SEQ ID 76-77

20

Ensayo de actividades enzimáticas:

Se recogieron células (Clostridium autoethanogenum) en la fase exponencial de crecimiento anaerobio. Se 
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cultivaron (A600 ∼ 0,45), y se sedimentaron a 8000 x q, 4°C durante 10 min. El líquido sobrenadante se descartó, y el 
sedimento se lavó dos veces en tampón de lavado (Tris-HCl 0,1 M, ditiotreitol 10 mM (DTT), pH 6,5, 4 °C). 
Finalmente, el sedimento se volvió a suspender en tampón de lavado que contenía inhibidor de proteasa y se 
mezcló con 1,44 g de perlas de zirconia (Ambion RiboPure Bacteria Kit). Los tubos se enfriaron sobre hielo durante 5 
min antes de rotura en una mezcladora vorticial con un adaptador de vórtice (Vortex Genie 2, Scientific Industries, 5
Inc.) a lo largo de 5 ciclos de 1 min golpeando a 3200 rpm seguido de 1 min sobre hielo entre ciclos. Después de 
lisis, la muestra se centrifugó (13.000 × g, 4 °C durante 10 min), y el líquido sobrenadante se dividió en partes 
alícuotas y se almacenó a -80°C hasta el análisis.

Todos los análisis se basaron en la oxidación del NADH a NAD (ε = 6,2 mM-1 cm-1) en condiciones aerobias en una 
cubeta con una longitud de paso de 1 cm. Las actividades enzimáticas se obtuvieron a partir de tres repeticiones de 10
al menos dos extracciones celulares independientes. El contenido de proteína de los extractos se determinó usando 
un kit comercial (Pierce® Microplate BCA Protein Assay Kit-Reducing Agent Compatible, Thermo Scientific). Una 
unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima que podría convertir un nanomol de sustrato 
en producto por minuto por mg de proteína total. 

La actividad de la malato deshidrogenasa se midió por espectrofotometría después de oxidación de nucleótidos de 15
piridina reducidos con oxaloacetato (OAA) (Sridhar J. et al, 2000, "Elucidation of enzymes in fermentation pathways 
used by Clostridium thermosuccinogenes growing on inulin". Appl. Environ. Microbiol. 66, 246-51). La mezcla de 
reacción contenía lo siguiente:  Tris-Cl 0,1 M a pH 6,5, DTT 10 mM, NADH 0,15 mM, fumarato 5 mM, NADH 0,3 mM 
y extracto exento de células. La reacción se inició por la adición de OAA y se controló a temperatura ambiente. La 
actividad específica de esta enzima en extractos exentos de células de Clostridium autoethanogenum se midió a 20
160±17 nmol.min-1.mg proteína-1. Esta actividad era comparable con la malato deshidrogenasa encontrada en 
Clostridium thermosuccinogenes medido a 37°C (Sridhar J. et al, 2000, "Elucidation of enzymes in fermentation 
pathways used by Clostridium thermosuccirrogenes growing on inulin". Appl. Environ. Microbiol. 66, 246-51).

La actividad de la fumarato reductasa se midió basándose en la conversión de fumarato en succinato (Sridhar J. et 
al, 2000, "Elucidation of enzymes in fermentation pathways used by Clostridium thermosuccinogenes growing on 25
inulin". Appl. Environ. Microbiol. 66, 246-51). La mezcla de reacción contenía lo siguiente: Tris-Cl 0,1M a pH 6,5, 
DTT 10 mM, NADH 0,15 mM, fumarato 5 mM y extracto exento de células. La reacción se inició por la adición de 
fumarato y se controló a temperatura ambiente. La actividad específica de esta enzima en extractos exentos de 
células de Clostridium autoethanogenum se midió a 17,3±1,3 nmol.min-1.mg proteína-1.

Los ensayos confirmaron que Clostridium autoethanogenum tiene actividad de malato deshidrogenasa, fumarato 30
reductasa/succinato deshidrogenasa

Como se describe en la presente memoria, la invención proporciona microorganismo y métodos que permiten la
mayor producción de etanol por fermentación microbiana de sustratos que comprenden monóxido de carbono. 
También proporciona la producción de succinato. No ha habido publicaciones previas sobre la producción de 
succinato por acetógenos, sin hablar de acetógenos carboxidotróficos. El potencial para producir succinato por 35
fermentación microbiana puede tener una serie de ventajas frente a los métodos de producción petroquímicos 
actuales. Los microorganismos también producen formiato y aminoácidos de cadena ramificada que se han descrito 
previamente como productos de fermentación por microorganismos acetógenos. 

El succinato se usa como una plataforma química en masa para la producción de una serie de compuestos químicos 
industriales que incluyen el 1,4-butanodiol, tetrahidrofurano, gamma-butirolactona, disuccinato de etilendiamina, 40
succinato de dietilo y ácido adípico. El formiato se usa en la conservación de alimentos animales y en los 
procedimientos de curtido de cuero, así como una solución blanqueante en la industria de la pasta papelera y el 
papel. Los aminoácidos de cadena ramificada tienen una serie de usos en biotecnología industrial. 

Los microorganismos de la invención también producen uno o más de otros productos. El uso de esos productos se 
ha descrito en otra parte en la presente memoria. 45

Ejemplo 3: Inactivación insercional basada en intrones del grupo II de genes implicados en la biosíntesis de 2,3-BDO 
en C. autoethanogenum DSM23693

Diseño y construcción de construcciones ClosTron que se dirigen a los genes budA y 2,3bdh:

Los genes de la acetolactato descarboxilasa (budA) y 2,3-butanodiol deshidrogenasa (2,3-bdh) implicados en la 
producción de 2,3-butanodiol en C.autoethanogenum DSM23693 se inactivaron usando la herramienta de alteración 50
de genes mediada por intrones del grupo II ClosTron (Heap et al., 2010). El algoritmo de Perutka que se encuentra 
en ClosTron.com se usó para identificar el sitio diana del intrón del grupo II entre las bases 450 / 451 y 468 / 469 en 
la cadena codificante de los genes budA y 2,3-bdh, respectivamente. Se usó el mismo algoritmo para diseñar las 
regiones directoras del intrón (SEQ ID 82 y 83) que fue sintetizado comercialmente por DNA2.0 y se suministró en el 
vector pMTL007C-E5. Los vectores finales, pMTL007C-E5-budA-450!451s y pMTL007C-E5-2,3bdh-468!469s, 55
contienen un marcador ermB activado por retro-transposición (RAM) que confiere resistencia al antibiótico 
claritromicina tras la inserción en el sitio diana.
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Los plásmidos pMTL007C-E5-budA-450!451s y pMTL007C-E5-2,3bdh-468!469s se introdujeron en C. 
autoethanogenum DSM23693 por conjugación con la cepa de E. coli donadora CA434 como donador. Brevemente, 
la cepa donadora se cultivó durante la noche en medio LB complementado con cloranfenicol 25 µg/ml y 
estreptomicina 100 µg/ml. Se recogieron células de 1,5 ml de cultivo y se lavaron con solución salina tamponada con 
fosfato. El sedimento de células donadoras se volvió a suspender en 200 µl de cultivo del receptor en crecimiento 5
exponencial C. autoethanogenum DSM23693. La mezcla se aplicó como manchas puntuales sobre medio de agar-
PETC complementado con fructosa y se incubó a 37ºC en una jarra de gas presurizado. Después de 24 horas, las 
células se recortaron y se volvieron a suspender en 500 µl de caldo de PETC y se extendieron sobre medio agar-
PETC complementado con tioamfenicol 15 µg/ml (Sigma) y trimetoprim 10 µg/ml (Sigma). Los transconjugados de C. 
autoethanogenum se seleccionaron usando tianfenicol 15 µg/ml y la cepa de E. coli CA434 se contraseleccionó 10
usando trimetoprim 10 µg/ml. Se observaron colonias después de 3 días de incubación a 37ºC en jarras de gas 
presurizadas. 

Se aplicaron en estriado secuencialmente colonias individuales primero sobre medio PETC-MES que contenía 
tianfenicol 15 µg/ml y trimetoprim 10 µg/ml seguido de sobre placas de agar con medio PETC que contenía 
claritromicina 5 µg/ml. Se cribaron aleatoriamente 4 colonias por plásmido para la inserción de intrón del grupo II por 15
PCR usando cebadores Og44f (SEQ ID 29) y Og45r (SEQ ID 30), que flanquean el sitio de inserción del intrón del 
grupo II en el gen budA, y cebadores Og42f (SEQ ID 84) y Og43r (SEQ ID 85), que flanquean el sitio de inserción 
del intrón del grupo II en el gen 2,3-bdh. Se usó el kit Maxime PCR PreMix Kit para la PCR. También se amplificó por 
PCR el ADNr 16s usando los cebadores fD1 (SEQ ID 27) y rP2 (SEQ ID.28) y el kit Maxime PCR PreMix Kit.

Confirmación de la alteración de los genes budA y 2,3bdh usando la herramienta de inactivación insercional del 20
grupo II ClosTron:

La amplificación de productos por PCR de 273 y 375 pb con los cebadores Og44f /Og45r y Og42f / Of43r indica los 
genes budA y 2,3-bdh de tipo natural no modificados, respectivamente. La amplificación de productos por PCR de 
∼2 kb usando el mismo conjunto de cebadores indica la inserción del intrón del grupo II ClosTron en los genes 
diana. En el caso de clones que se dirigen al gen budA, los clones 1 y 3 tienen bandas del tamaño esperado. El clon 25
4 parece que es una mezcla con el gen tanto de tipo natural como alterado (figura 6). Los 4 clones que se dirigieron 
al gen 2,3-bdh aparecieron	positivos	para	la	alteración	de	genes	como	se	ve	por	la	amplificación	del	producto	de	PCR	de	
∼2 kb (Figura 6). Estos resultados confirman la alteración de los genes budA y 2,3-bdh en C. autoethanogenum 
DSM23693.

El producto de la PCR de ADNr 16s de los clones de Δ2,3bdh ClosTron 2 (SEQ ID 86 y 87) y 4 (SEQ ID 88 y 89) y 30
clones de ΔbudA ClosTron 1 (SEQ ID 90 y 91) y 3 (SEQ ID 92 y 93) se confirmó por secuencia que eran de C. 
autoethanogenum DSM23693.

Por lo tanto, los autores de la invención han demostrado la alteración de genes diana en C. autoethanogenum 
DSM23693 acetógeno usando dos procedimientos diferentes - (i) la inactivación génica por recombinación 
homóloga, y (ii) la alteración génica usando la herramienta de inactivación insercional basada en intrones del grupo 35
II. 

Estudio de los mutantes ΔbudA y Δ2,3bdh ClosTron para la producción de 2,3BDO:

Los metabolitos de los mutantes ΔbudA y Δ2,3bdh que se cultivan en botellas de suero, se analizaron por HPLC 
(como se ha explicado antes). El mutante ΔbudA ClosTron como el mutante por inactivación ΔbudA no producían 
2,3-BDO (Tabla 8). La alteración del gen budA por dos métodos diferentes en C. autoethanogenum confirma la 40
función del gen budA en la biosíntesis de 2,3-BDO.

Tabla 8: Producción de metabolitos por los mutantes de C. autoethanogenum DSM23693 ΔbudA y Δ2,3bdh 
ClosTron

Metabolitos ΔbudA Δ2,3bdh

Clon 1 Clon 3 Clon 2 Clon 4

Etanol 0,09 0,08 0,37 0,23

Ácido acético 2,56 2,63 3,78 3,34

2,3-Butanodiol 0,0 0,0 0,01 0,01

Ácido láctico 0,0 0,0 0,0 0,0

El mutante Δ2,3bdh ClosTron todavía producía 2,3-BDO (tabla 8) indicando la participación de un segundo gen en la 45
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conversión de la acetoína en 2,3-BDO.

Yan et al. han mostrado que una alcohol secundario deshidrogenasa de C. beijerinckii y otros tres organismos 
también pueden convertir la acetoína en 2,3-BDO (Yan. Lee y Liao, 2009). Un gen de alcohol secundario 
deshidrogenasa (SecAdh) similar se encuentra n C. autothenogenum DSM23693 (SEQ ID 34 y 35), C. ljungdahlii 
(SEQ ID 36) y C. ragsdalei (SEQ ID 37).5

En ausencia del gen 2,3-bdh en C. autoethanogenum DSM23693, la SecAdh convertiría lo más probablemente la 
acetoína en 2,3-BDO.

Función de una segunda deshidrogenasa en la conversión de acetoína en 2,3-BDO:

Para ensayar la función de un segundo gen en la conversión de acetoína en 2,3-BDO, C. autoethanogenum 
DSM23693 de tipo natural y el mutante Δ2,3bdh ClosTron se alimentaron con acetoína 10 g /l en experimentos de 10
fermentación. 

Fermentación con el tipo natural y el mutante Δ2,3bdh ClosTron:

Las fermentaciones se llevaron a cabo en biorreactores de 1,5 litros a 37°C y gas de acería que contenía CO como 
única fuente de energía y carbono como se describe a continuación. Se usó un medio definido que contenía, por 
litro: MgCl, CaCl2 (0,5 mM), KCl (2 mM), H3PO4 (5 mM), Fe (100 µM), Ni, Zn (5 µM), Mn, B, W, Mo, Se (2 µM) para el 15
cultivo. El medio se transfirió al biorreactor y se trató en autoclave a 121°C durante 45 minutos. Después del 
tratamiento en autoclave, el medio se complementó con tiamina, pantotenato (0,05 mg), biotina (0,02 mg) y se redujo 
con cisteína-HCl 3 mM. Para lograr las condiciones anaerobias el recipiente de reacción se lavó con nitrógeno a 
través de un filtro de 0,2 µm. Antes de la inoculación, el gas se cambió a gas residual de acería que contiene CO, 
con alimentación continua al reactor. La composición del gas de alimentación era 2% de H2, 42% de CO, 20% de 20
CO2, 36% de N2. El pH del cultivo se mantuvo entre 5 y 5,2. El flujo se ajustó inicialmente a 80 ml/min, aumentando 
a 200 ml/min durante la mitad de la fase exponencial, mientras que la agitación se aumentó de 200 rpm a 350. Se 
administró Na2S al reactor a 0,25 ml/h. Una vez alcanzada la DO600 de 0,5, el biorreactor se cambió a modo continuo 
a una velocidad de 1,0 ml/min (Velocidad de dilución 0,96 d-1). Cuando el crecimiento era estable, el reactor se 
enriqueció con 10 g/l de mezcla racémica de acetoína. Se tomaron muestras de medio para medir la biomasa y los 25
metabolitos por HPLC. 

Los metabolitos se analizaron por HPLC regularmente hasta la desaparición de la acetoína. El C. autoethanogenum 
DSM23693 de tipo natural convirtió toda la acetoína en meso-BDO y 2,3-BDO en menos de 1 h (figura 7). La 
velocidad de conversión de la acetoína en meso- BDO y 2,3-BDO era relativamente lenta en el mutante Δ2,3bdh 
ClosTron. El mutante Δ2,3bdh ClosTron reducía 10 g/l de acetoína en más de 2 h. Estos resultados indican la 30
función de una segunda deshidrogenasa para complementar la alteración del gen 2,3bdh, aunque a una velocidad 
más lenta.

Ejemplo 4: Cepa de C. autoethanogenum DSM23693 modificada que produce solo acetoína

La separación industrial de la acetoína del etanol es técnicamente más factible comparado con su producto corriente 
abajo el 2,3-BDO. Por lo tanto, es conveniente tener una cepa de C. autoethanogenum que produzca acetoína y no 35
su forma reducida, el 2,3-BDO. Puesto que el mutante Δ2,3bdh ClosTron todavía produce 2,3-BDO, es conveniente 
tener una cepa de C. autoethanogenum DSM23693 en la que estén alterados tanto los genes 2,3bdh como SecAdh. 
Esto se puede lograr de dos formas (a) recombinación homóloga, y (b) alteración de genes sin marcador usando la 
herramienta ClosTron como se explica en el ejemplo 1 y ejemplo 3.

(α) Doble inactivación génica Δ2,3bdh ΔSecAdh en la cepa C. autoethanogenum DSM23693 por recombinación 40
homóloga:

Los brazos de homología de ∼1 kb 5' (SEQ ID 94) y 3' (SEQ ID 95) de los genes 2,3bdh se amplifican por PCR 
usando el ADN genómico de C. autoethanogenum DSM23693. Los cebadores Og13f (SEQ ID 96) / Og14r (SEQ ID 
97) y Og15f(SEQ ID 98) / Og16r (SEQ ID 99) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', 
respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y 45
Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-2,3bdh-KO. Este plásmido se introduce en C. autoethanogenum DSM23693 
por conjugación o electroporación como se ha descrito en los ejemplos anteriores. Después de selección en placas 
con tianfenicol, se criban los transformantes con inactivación de 2,3bdh usando los cebadores Og33f (SEQ ID.100) y 
Og34r (SEQ ID.101) que flanquean los brazos de homología de 2,3bdh para la PCR y secuenciación de este 
producto de la PCR.50

Se construye de forma similar el plásmido para la inactivación génica de SecAdh. Los brazos de homología de ∼1 kb 
5' (SEQ ID 102) y 3' (SEQ ID 103) de los genes SecAdh se amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. 
autoethanogenum DSM23693. Los cebadores Sec5f (SEQ ID 104) / Sec5r (SEQ ID 105) y Sec3f (SEQ ID 106) / 
Sec3r (SEQ ID 107) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', respectivamente. Los dos productos de 
la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-55
SecAdh-KO. Después de selección en placas con tioanfenicol, se criban los transformantes con inactivación de 

E13743087
18-07-2016ES 2 583 203 T3

 



34

SecAdh usando los cebadores SecOf (SEQ ID.108) y SecOr (SEQ ID.109) que flanquean los brazos de homología 
del gen SecAdh para la PCR.

Una vez lograda la inactivación de los genes 2,3bdh o SecAdh en C. autoethanogenum DSM23693, el segundo gen 
en estos mutantes individuales se localiza usando los plásmidos pMTL85151-2,3bdh-KO o pMTL85151-SecAdh-KO. 
El plásmido se introduce en el mutante con una sola inactivación génica por electroporación o por conjugación como 5
ya se ha descrito en el ejemplo 1 y 3. Se criban los transformantes con inactivación del segundo gen usando los 
cebadores que flanquean los brazos de homología de los genes correspondientes. 

(b) Alteración génica doble Δ2,3bdh ΔSecAdh usando ClosTron:

El casete de ermB RAM en la construcción de intrón del grupo II ClosTron está flanqueado por sitios de 
recombinación de flipasas (Frt). Mediante la introducción de flipasa recombinasa en el mutante Δ2,3bdh ClosTron 10
por conjugación o por electroporación, el marcador ermB RAM de	∼1,3 kb se elimina del genoma del mutante y por 
lo tanto se recicla el marcador ermB. Se	dejará	un	fragmento	de	∼0,8 kb del intrón del grupo II en el genoma. Esto se 
confirma por (i) ensayo de su susceptibilidad a la claritromicina, y (ii) por PCR con los cebadores que flanquean el 
sitio de inserción del intrón del grupo II, con los cebadores Og42f (SEQ ID 84) y Og43r (SEQ ID 85) y secuenciación 
del producto por PCR. Una vez que se ha obtenido el mutante Δ2,3bdh ClosTron sin el marcador ermB RAM 15
(Δ2,3bdh-ermB ClosTron), se localiza el gen SecAdh en el mutante de una forma similar usando la herramienta de 
inactivación insercional del intrón del grupo II ClosTron. El sitio de inserción del intrón entre las bases 399 y 400 en 
la cadena codificante se identifica en el gen SecAdh usando el algoritmo Perutka que se encuentra en ClosTron.com 
y se ha diseñado el casete que dirige el intrón (SEQ ID 110). El casete que dirige el intrón es sintetizado 
comercialmente por DNA2.0 y se suministra en el vector pMTL007C-E2 como pMTL007C-E5-SecAdh-399!400s que 20
se introduce en el mutante Δ2,3bdh-ermB ClosTron por conjugación o electroporación. Los transformantes se 
seleccionan secuencialmente en placas de agar con tianfenicol y claritromicina y se criban por PCR con cebadores 
SecCTf (SEQ ID 111) y SecCTr (SEQ ID 112) como se ha explicado antes en el ejemplo 3. 

El mutante con doble gen alterado Δ2,3bdh ΔSecAdh de C. autoethanogenum DSM23693 se crea usando técnica de 
recombinación homóloga o por la herramienta de inactivación insercional de intrones del grupo II ClosTron, como se 25
ha explicado en los párrafos anteriores. 

La alteración de los genes 2,3bdh y SecAdh y la producción de acetoína, otros metabolitos y 2,3-BDO se confirma 
llevando a cabo ensayos de actividad enzimática para la conversión de acetoína en 2,3-BDO y también analizando 
los productos producidos por el mutante por HPLC, como se ha descrito previamente.

Ejemplo 5: Cepa de C. autoethanogenum DSM23693 modificada que produce menos o no produce 2,3-BDO30

Como se muestra en la figura 1, el acetolactato es uno de los compuestos intermedios en la biosíntesis de 2,3-BDO 
y también es el precursor para la síntesis de aminoácidos de cadena ramificada. La enzima acetolactato sintasa 
cataliza la reacción que conduce al acetolactato a partir de 2 moléculas de piruvato como sustratos. La enzima 
acetolactato sintasa se clasifica ampliamente en dos grupos; (i) la acetolactato sintasa anabólica está asociada con 
los genes implicados en la síntesis de los aminoácidos ramificados valina, isoleucina e leucina, y (ii) la acetolactato 35
sintasa catabólica está asociada con la síntesis de 2,3-BDO (alsS; aminoácido - AEI90719.1 y ácido nucleico -
HQ876013.1).

El genoma de C. autoethanogenum DSM23693 tiene 3 genes de acetolactato sintasa anabólica putativos, ilvC, ilvI e 
ilvB. Los ejemplos de secuencia de aminoácidos de C. autoethanogenum (AEI90719.1, AEI90730.1, AEI90731.1, 
AEI90713.1, AEI90714.1), C. ljungdahlii (ADK15104.1, ADK15104.1, ADK15105.1, ADK15400.1, ADK15400.1), y C. 40
ragsdalei (AEI90734.1, AEI90734.1, AEI90735.1, AEI90727.1, AEI90727.1) y respectivas secuencias de ácidos 
nucleicos de C. autoethanogenum (HQ876013.1, HQ876023.1, HQ876021.1), C. ljungdahlii (CP001666.1 -
CLJU_c38920, CLJU_c32420, CLJU_c20420-30), y C. ragsdalei (HQ876014.1, HQ876024.1, HQ876022.1) se 
obtienen de GenBank.

La alteración de los 4 genes de la acetolactato sintasa o cualquier combinación de estos 4 genes debería conducir a 45
una disminución en la producción de acetoína y 2,3-BDO. Con el fin de asegurar el crecimiento de estos mutantes, el 
medio se complementa con tres aminoácidos de cadena ramificada valina, leucina e isoleucina.

Como se describe en los ejemplos 1, 3 y 4, los mutantes sencillos de C. autoethanogenum DSM23693 alsS, ilvC, ilvI 
e ilvB se pueden crear por recombinación homóloga o usando la herramienta de mutagénesis de intrones del grupo 
II ClosTron. 50

Diseño de los casetes de inactivación génica alsS, ilvC, ilvI e ilvB:

Las construcciones de inactivación génica para los genes alsS, ilvC, ilvI e ilvB se diseñan como se ha explicado 
antes. Los brazos de homología de ∼1 kb 5' (SEQ ID 113) y 3' (SEQ ID 114) del gen alsS se amplifican por PCR 
usando el ADN genómico de C. autoethanogenum DSM23693. Los cebadores alsS5f (SEQ ID 115) / alsS5r (SEQ ID 
116) y alsS3f (SEQ ID 117) / alsS3r (SEQ ID 118) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', 55
respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y 
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Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-alsS-KO. Este plásmido se introduce en C. autoethanogenum DSM23693 por 
conjugación o electroporación como se ha descrito en los ejemplos anteriores. Después de selección en placas con 
tianfenicol, se criban los transformantes con inactivación de alsS usando los cebadores alsSOf (SEQ ID 119) y 
alsSOr (SEQ ID 120) que flanquean los brazos de homología de alsS para la PCR y secuenciación de este producto 
de la PCR.5

Para la inactivación del gen ilvC, los brazos de homología de ∼1 kb 5' (SEQ ID 121) y 3' (SEQ ID 122) del gen ilvC 
se amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. autoethanogenum DSM23693. Los cebadores ilvC5f (SEQ ID 
123) / ilvC5r (SEQ ID 124) y ilvC3f (SEQ ID 125) / ilvC3r (SEQ ID 126) se usan para amplificar los brazos de 
homología 5' y 3', respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios 
Sbf1/ Not1 y Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-ilvC-KO. Este plásmido se introduce en C. autoethanogenum 10
DSM23693 por conjugación o electroporación como se ha descrito en los ejemplos anteriores. Después de selección 
en placas con tianfenicol, se criban los transformantes con inactivación génica de ilvC usando los cebadores ilvCOf 
(SEQ ID 127) y ilvCOr (SEQ ID 128) que flanquean los brazos de homología del gen ilvC, para la PCR y 
secuenciación de este producto de la PCR. 

Para la inactivación del gen ilvI, los	brazos	de	homología	de	∼1 kb 5' (SEQ ID 129) y 3' (SEQ ID 130) del gen ilvl se 15
amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. autoethanogenum DSM23693. Los cebadores ilvI5f (SEQ ID 
131) / ilvI5r (SEQ ID 132) y ilvI3f (SEQ ID 133) / ilvI3r (SEQ ID 134) se usan para amplificar los brazos de homología 
5' y 3', respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ 
Not1 y Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-ilvI-KO. Este plásmido se introduce en C. autoethanogenum DSM23693 
por conjugación o electroporación como se ha descrito en los ejemplos anteriores. Después de selección en placas 20
con tianfenicol, se pueden cribar los transformantes con inactivación génica de ilvI usando los cebadores ilvIOf (SEQ 
ID.135) y ilvIOr (SEQ ID 136) que flanquean los brazos de homología del gen ilvI, para la PCR y secuenciación de 
este producto de la PCR.

Para la inactivación del gen ilvB, los	brazos	de	homología	de	∼1 kb 5' (SEQ ID 137) y 3' (SEQ ID 138) del gen ilvB se 
amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. autoethanogenum DSM23693. Los cebadores ilvB5f (SEQ ID 25
139) / ilvB5r (SEQ ID 140) y ilvB3f (SEQ ID 141) / ilvB3r (SEQ ID 142) se usan para amplificar los brazos de 
homología 5' y 3', respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios 
Sbf1/ Not1 y Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-ilvB-KO. Este plásmido se introduce en C. autoethanogenum 
DSM23693 por conjugación o electroporación como se ha descrito en los ejemplos anteriores. Después de selección 
en placas con tianfenicol, se criban los transformantes con inactivación de ilvB usando los cebadores ilvBOf (SEQ ID 30
143) y ilvBOr (SEQ ID 144) que flanquean los brazos de homología del gen ilvB para la PCR y secuenciación de 
este producto de la PCR.

Una vez que se obtienen los mutantes con una sola inactivación génica, se localizan los otros 3 genes de 
acetolactato sintasa secuencialmente para crear un mutante que tenga los 4 genes de acetolactato sintasa 
eliminados. El crecimiento de estos mutantes puede ser auxótrofo para aminoácidos de cadena ramificada. La 35
producción o falta de producción de acetoína, 2,3-BDO y otros metabolitos en estos mutantes, se puede analizar por 
HPLC, como se ha descrito para los ejemplos previos. Los ensayos de actividad enzimática con piruvato como 
sustrato y tiamina difosfato y dinucleótido de flavina y adenina como cofactores, se pueden llevar a cabo para 
confirmar la pérdida de actividad de acetolactato sintasa en estos mutantes (Tittmann, Vyazmensky, Hubner, Barak y 
Chipman, 2005; Vinogradov et al, 2006).40

Diseño de casetes directores de intrones del grupo II ClosTron para los genes alsS, ilvC, ilvI e ilvB:

Los genes de C. autoethanogenum DSM23693 alsS, ilvC, ilvI e ilvB también se pueden alterar o inactivar usando la 
herramienta de alteración de genes mediada por intrones del grupo II ClosTron (Heap et al., 2010). Se usa el 
algoritmo Perutka que se encuentra en ClosTron.com para identificar el sitio diana de intrones del grupo II entre las 
bases 303/ 304, 228 / 229, 975 / 976 y 157 / 158 en la cadena codificante de alsS, ilvC, ilvI y en la cadena de sentido 45
contrario de genes ilvB, respectivamente. También se pueden localizar otros sitios identificados por el algoritmo. Se 
ha usado el mismo algoritmo para diseñar las regiones que se dirigen intrones (alsS - SEQ ID 145; ilvC - SEQ ID 
146; ilvI - SEQ ID 147 y ilvB - SEQ ID 148) que pueden ser sintetizadas comercialmente por DNA2.0 y suministradas 
en el vector pMTL007C-E2. Los vectores finales, pMTL007C-E2-alsS-303!304s, pMTL007C-E2-ilvC-228!229s, 
pMTL007C-E2-ilvI-975!976s y pMTL007C-E2-ilvB-157! 158a, contienen un marcador armB activado por 50
retrotransposición (RAM) que confiere resistencia al antibiótico claritromicina tras inserción en el sitio diana. Estos 
plásmidos se introducen en C. autoethanogenum DSM23693 por conjugación o electroporación. Los transformantes 
se seleccionan secuencialmente en placas de agar con tianfenicol y claritromicina y se criban por PCR con 
cebadores alsSCTf (SEQ ID 149) y alsSCTr (SEQ ID 150), ilvCCTf (SEQ ID 151) y ilvCCTr (SEQ ID 152), ilvICTf 
(SEQ ID 153) y ilvICTr (SEQ ID 154) y ilvBCTf (SEQ ID 155) y ilvBCTr (SEQ ID 156) para la inactivación de los 55
genes alsS, ilvC, ilvI e ilvB, respectivamente.

Una vez que se han obtenido los mutantes ClosTron con un solo gen alterado, se elimina el casete de ermB RAM 
del genoma de estos mutantes usando plásmidos pMTL que llevan un gen de flipasa que se introduce en el mutante 
por electroporación o por conjugación. Se criban los transformantes resultantes con pérdida del casete ermB 
ensayando su susceptibilidad a la claritromicina, y (ii) por PCR con los cebadores que flanquean el sitio de inserción 60
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del intrón del grupo II con alsSCTf (SEQ ID 149) y alsSCTr (SEQ ID 150), ilvCCTf (SEQ ID 151) y ilvCCTr (SEQ ID 
152), ilvICTf (SEQ ID 153) y ilvBICTr (SEQ ID 154) y ilvBCTf (SEQ ID 155) y ilvBCTr (SEQ ID 156) en genes alsS, 
ilvC, ilvB1 y ilvB2, respectivamente, y por secuenciación adicional de este producto de la PCR. 

Después de confirmar la pérdida del casete de ermB, los mutantes ClosTron como los mutantes por inactivación 
génica, se localizan secuencialmente para la inactivación de otros genes de acetolactato sintasa. En una 5
descripción, estos mutantes ClosTron se cultivan en presencia de aminoácidos de cadena ramificada. La producción 
o falta de producción de acetoína, 2,3-BDO y otros metabolitos en estos mutantes, se puede analizar por HPLC, 
como se ha descrito en ejemplos previos. Se pueden llevar a cabo ensayos de actividad enzimática con piruvato 
como sustrato y difosfato de tiamina y dinucleótido de flavina y adenina como cofactores, par confirmar la pérdida de 
actividad de la acetolactato sintasa en estos mutantes (Tittman et al, 2005; Vinogradov et al, 2006).10

Ejemplo 6: Alteración de genes de la ruta del 2,3-BDO en C. ljungdhalii y C. ragsdalei

La ruta para la producción del 2,3-BDO se conserva a través de los acetógenos que incluyen C. autoethanogenum, 
C. ljungdahlii y C. ragsdalei. Los genes alsS, ilvC, ilvI ilvB, budA, 2,3bdh y SecAdh en los tres acetógenos comparten 
un alto grado de homología de la secuencia. Por lo tanto, estos genes se pueden modificar genéticamente para 
aumentar o disminuir la producción de 2,3-BDO en los tres acetógenos. El método para modificar genéticamente C. 15
ljungdahlii por electroporación se ha descrito (Köpke et al., 2010) (PCT/NZ2011/000203). Los métodos de 
electroporación y conjugación que se han descrito antes para C. autoethanogenum, los puede aplicar cualquier 
experto en la técnica a C. ragsdalei.

Las secuencias de aminoácidos y ácidos nucleicos para los genes alsS, ilvC, ilvB1, ilvB2, budA y 2,3bdh de C. 
ljungdahlii y C. ragsdalei se pueden obtener de GenBank. Se proporcionan las secuencias de nucleótidos de C. 20
ljungdahlii (SEQ ID 36) y C. ragsdalei (SEQ ID 37) SecAdh.

Los plásmidos de inactivación génica y ClosTron que se usaron para alterar los genes alsS, ilvC, ilvB1 ilvB2, budA, 
2,3bdh y SecAdh por recombinación homóloga y la inactivación insercional basada en intrones del grupo II ClosTron 
en C. autoethanogenum, también se pueden usar para alterar los mismos genes en C. ljungdahlii y C. ragsdalei. Por 
ejemplo, se pueden introducir pMTL85141-budA-ko, pMTL007C-E5-budA-450!451s y pMTL007C-E5-2,3bdh-25
468!469s en C. ljungdahlii (explicado más adelante en el ejemplo 6a) y C. ragsdalei (explicado más adelante en el 
ejemplo 6b) por electroporación o conjugación, como se ha descrito antes para C. autoethanogenum en los ejemplos 
1 y 3. Se pueden aplicar métodos de cribado de mutantes y caracterización similares en C. ljungdahlii y C. ragsdalei.

Ejemplo 6a: Alteración de los genes budA y 2,3bdh en C. ljungdahlii por recombinación homóloga y la herramienta 
de inactivación insercional basada en intrones del grupo II para la no producción o producción reducida de 2,3-BDO30

Se introducen plásmidos pMTL85141-budA-ko en C. ljungdahlii por electroporación (Koepke et al 2010). Los 
transformantes se seleccionan en placas de agar-PETC que contienen tianfenicol 15 µg/ml y se criban los que tienen 
inactivación de budA usando los cebadores Og44f (SEQ ID 29) y Og45r (SEQ ID 30)

Para las alteraciones de los genes budA y 2,3bdh en C. ljungdahlii usando la herramienta de inactivación insercional 
basada en intrones del grupo II ClosTron, se introducen los plásmidos pMTL007C-E5-budA-450!451s y pMTL007C-35
E5-2,3bdh-468!469s en C. ljungdahlii por conjugación. Se aplican en estriado secuencialmente colonias individuales 
después de conjugación, primero sobre medio agar-PETC que contenía tianfenicol 15 µg/ml y trimetoprim 10 µg/ml 
seguido de sobre placas de agar con medio PETC que contenía claritromicina 5 µg/ml. Se criban aleatoriamente 
colonias por plásmido para la inserción de intrón del grupo II por PCR usando cebadores Og44f (SEQ ID 29) y Og45r 
(SEQ ID 30), que flanquean el sitio de inserción del intrón del grupo II en el gen budA, y cebadores Og42f (SEQ ID 40
84) y Og43r (SEQ ID 85), que flanquean el sitio de inserción del intrón del grupo II en el gen 2,3-bdh.

Se analiza en los mutantes con inactivación génica y ClosTron de budA y 2,3bdh en C. ljungdahlii generados antes, 
la producción de 2,3-BDO y acetoína por HPLC y fermentación en biorreactores como se explica en los ejemplos 1 y 
3.

Ejemplo 6b: Alteración de los genes budA y 2,3bdh en C. ragsdalei por recombinación homóloga y la herramienta de 45
inactivación insercional basada en intrones del grupo II para la no producción o producción reducida de 2,3-BDO

Se introducen plásmidos pMTL85141-budA-ko en C. ragsdalei por electroporación como se ha descrito antes para 
C. autoethaogenum o C. ljungdahlii, por electroporación o conjugación. Los transformantes se seleccionan en placas 
de agar-PETC que contienen tianfenicol 15 µg/ml y se criban los que tienen inactivación de budA usando los 
cebadores Og44f (SEQ ID 29) y Og45r (SEQ ID 30)50

Para las alteraciones de los genes budA y 2,3bdh en C. ragsdalei usando la herramienta de inactivación insercional 
basada en intrones del grupo II ClosTron, se introducen los plásmidos pMTL007C-E5-budA-450!451s y pMTL007C-
E5-2,3bdh-468!469s en C. ragsdalei por conjugación. Se aplican en estriado secuencialmente colonias individuales 
después de conjugación, primero en medio agar-PETC que contenía tianfenicol 15 µg/ml y trimetoprim 10 µg/ml 
seguido de en placas de agar con medio PETC que contenía claritromicina 5 µg/ml. Se criban aleatoriamente 55
colonias por plásmido para la inserción de intrón del grupo II por PCR usando cebadores Og44f (SEQ ID 29) y Og45r 
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(SEQ ID 30), que flanquean el sitio de inserción del intrón del grupo II en el gen budA, y cebadores Og42f (SEQ ID 
84) y Og43r (SEQ ID 85), que flanquean el sitio de inserción del intrón del grupo II en el gen 2,3-bdh.

Se analiza en los mutantes con inactivación génica y ClosTron de budA y 2,3bdh en C. ragsdalei generados antes, la 
producción de 2,3-BDO y acetoína por HPLC y fermentación en biorreactores como se explica en los ejemplos 1 y 3.

Ejemplo 7: C. ljungdahlii modificado que produce solo acetoína5

Como se ha explicado antes, la separación de la acetoína del etanol es técnicamente más factible comparado con el 
2,3-BDO. Por lo tanto, es conveniente tener una cepa de C. ljungdahlii que produzca acetoína y no 2,3-BDO. Esto se 
logrará eliminando o alterando tanto los genes 2,3bdh como SecAdh de dos formas, como se explica en el ejemplo 
6a: (a) recombinación homóloga, y (b) alteración de genes sin marcador usando la herramienta ClosTron.

(α) Doble inactivación génica de Δ2,3bdh ΔSecAdh en la cepa de C. ljungdahlii por recombinación homóloga:10

Los brazos de homología de ~1 kb 5' (SEQ ID 94) y 3' (SEQ ID 95) de los genes 2,3bdh se amplifican por PCR 
usando el ADN genómico de C. ljungdahlii. Los cebadores Og13f (SEQ ID 96) / Og14r (SEQ ID 97) y Og15f (SEQ ID 
98) / Og16r (SEQ ID 99) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', respectivamente. Los dos 
productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y Nhe1/Asc1 para obtener 
pMTL85151-2,3bdh-KO. Este plásmido se introduce en C. ljungdahlii por conjugación o por electroporación como se 15
describe en el ejemplo 6a anterior. Después de selección en placas con tianfenicol, se criban los transformantes con 
inactivación de 2,3bdh usando los cebadores Og33f (SEQ ID.100) y Og34r (SEQ ID.101) que flanquean los brazos 
de homología de 2,3bdh para la PCR y secuenciación de este producto de la PCR.

Se construye de forma similar el plásmido para la inactivación génica de SecAdh. Los brazos de homología de ∼1 kb 
5' (SEQ ID 102) y 3' (SEQ ID 103) de los genes SecAdh  se amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. 20
ljungdahlii . Los cebadores Sec5f (SEQ ID 104) / Sec5r (SEQ ID 105) y Sec3f (SEQ ID 106) / Sec3r (SEQ ID 107) se 
usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en 
plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-SecAdh-KO. Después de 
selección en placas de tioanfenicol, se criban los transformantes con inactivación de SecAdh usando los cebadores 
SecOf (SEQ ID.108) y SecOr (SEQ ID.109) que flanquean los brazos de homología del gen SecAdh para la PCR.25

Una vez lograda la inactivación de los genes 2,3bdh o SecAdh en C. ljungdahlii, el segundo gen en estos mutantes 
individuales se localiza usando los plásmidos pMTL85151-2,3bdh-KO o pMTL85151-SecAdh-KO. El plásmido se 
introduce en el mutante con una sola inactivación génica por electroporación o por conjugación como ya se ha 
descrito en el ejemplo 6a. Se criban los transformantes con inactivación del segundo gen usando los cebadores que 
flanquean los brazos de homología de los genes correspondientes.30

(b) Alteración génica doble de Δ2,3bdh ΔSecAdh usando ClosTron en C. ljungdahlii:

El casete de ermB RAM en la construcción de intrones del grupo II ClosTron está flanqueado por sitios de 
recombinación de flipasas (Frt). Mediante la introducción de flipasa recombinasa en el mutante Δ2,3bdh ClosTron 
por conjugación o por electroporación, el marcador ermB RAM de	∼1,3 kb se elimina del genoma del mutante y por 
lo tanto se puede reciclar el marcador ermB. Se	dejará	un	fragmento	de	∼0,8 kb del intrón del grupo II en el genoma. 35
Esto se confirma por (i) ensayo de su susceptibilidad a la claritromicina, y (ii) por PCR con cebadores que flanquean 
el sitio de inserción del intrón del grupo II, con los cebadores Og42f (SEQ ID 84) y Og43r (SEQ ID 85) y 
secuenciación del producto por PCR. Una vez que se ha obtenido el mutante Δ2,3bdh ClosTron sin el marcador 
ermB RAM (Δ2,3bdh-ermB ClosTron), se localiza el gen SecAdh en el mutante de una forma similar usando la 
herramienta de inactivación insercional de intrones del grupo II ClosTron. El sitio de inserción del intrón entre las 40
bases 399 y 400 en la cadena codificante se identifica en el gen SecAdh usando el algoritmo Perutka que se 
encuentra en ClosTron.com y se diseña el casete que dirige el intrón (SEQ ID 110). El casete que dirige el intrón es 
sintetizado comercialmente por DNA2.0 y se suministra en el vector pMTL007C-E2 como pMTL007C-E5-SecAdh-
399!400s que se introduce en el mutante Δ2,3bdh-ermB ClosTron por conjugación o electroporación. Los 
transformantes se seleccionan secuencialmente en placas de agar con tianfenicol y claritromicina y se criban por 45
PCR con cebadores SecCTf (SEQ ID 111) y SecCTr (SEQ ID 112) como se ha explicado antes en el ejemplo 6a.

El mutante con doble alteración génica Δ2,3bdh ΔSecAdh de C. ljungdahlii se crea usando técnica de recombinación 
homóloga o por la herramienta de inactivación insercional de intrones del grupo II ClosTron, como se ha explicado 
en los párrafos anteriores.

La alteración de los genes 2,3bdh y SecAdh y la producción de metabolitos y 2,3-BDO se confirma llevando a cabo 50
ensayos de actividad enzimática para la conversión de acetoína en 2,3-BDO y también analizando los productos 
producidos por el mutante por HPLC, como se ha descrito previamente.
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Ejemplo 8: Cepa de C. ljungdahlii modificada que no produce o produce menos 2,3-BDO

Como se muestra en la figura 1, el acetolactato es uno de los compuestos intermedios en la biosíntesis de 2,3-BDO 
y también es el precursor para la síntesis de aminoácidos de cadena ramificada. La enzima acetolactato sintasa 
cataliza la reacción que conduce al acetolactato a partir de 2 moléculas de piruvato como sustratos. La enzima 
acetolactato sintasa se clasifica ampliamente en dos grupos; (i) la acetolactato sintasa anabólica está asociada con 5
los genes implicados en la síntesis de los aminoácidos ramificados valina, isoleucina e leucina, y (ii) la acetolactato 
sintasa catabólica está asociada con la síntesis de 2,3-BDO. 

El genoma de C. ljungdahlii tiene 3 genes de acetolactato sintasa anabólica putativos, ilvC, ilvI e ilvB y 1 acetolactato 
sintasa catabólica, alsS. La secuencia de aminoácidos de ejemplo de C. ljungdahlii (ADK15104.1, ADK15104.1, 
ADK15105.1, ADK15400.1, ADK15400.1) y las respectivas secuencias de ácidos nucleicos de C. ljungdahlii 10
(CP001666.1, CLJU_c38920, CLJU_c32420, CLJU_c20420-30) se obtienen de GenBank.

La alteración de los 4 genes de la acetolactato sintasa o cualquier combinación de estos 4 genes debería conducir a 
una disminución en la producción de acetoína y 2,3-BDO. Con el fin de asegurar el crecimiento de estos mutantes, el 
medio se complementa con tres aminoácidos de cadena ramificada valina, leucina e isoleucina.

Como se describe en los ejemplos 6a y 7, los mutantes sencillos de C. ljungdahlii alsS, ilvC, ilvI e ilvB se pueden 15
crear por recombinación homóloga o usando la herramienta de mutagénesis de intrones del grupo II ClosTron.

Diseño de los casetes de inactivación génica alsS, ilvC, ilvI e ilvB:

Las construcciones de inactivación génica para los genes alsS, ilvC, ilvI e ilvB se diseñan como se ha explicado 
antes.

Los brazos de homología de ∼1 kb 5' (SEQ ID 113) y 3' (SEQ ID 114) del gen alsS se amplifican por PCR usando el 20
ADN genómico de C. ljungdahlii. Los cebadores alsS5f (SEQ ID 115) / alsSr (SEQ ID 116) y alsS3f (SEQ ID 117) / 
alsS3r (SEQ ID 118) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', respectivamente. Los dos productos de 
la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-alsS-
KO. Este plásmido se introduce en C. ljungdahlii por conjugación o por electroporación como se describe en los 
ejemplos anteriores. Después de selección en placas con tianfenicol, se criban los transformantes con inactivación 25
de alsS usando los cebadores alsSOf (SEQ ID 119) y alsSOr (SEQ ID 120) que flanquean los brazos de homología 
de alsS para la PCR y secuenciación de este producto de la PCR.

Para la inactivación del gen ilvC, los brazos de homología de ∼1 kb 5' (SEQ ID 121) y 3' (SEQ ID 122) del gen ilvC 
se amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. ljungdahlii. Los cebadores ilvC5f (SEQ ID 123) / ilvC5r (SEQ 
ID 124) y ilvC3f (SEQ ID 125) / ilvC3r (SEQ ID 126) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', 30
respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y 
Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-ilvC-KO. Este plásmido se introduce en C. ljungdahlii por conjugación o por 
electroporación como se describe en los ejemplos anteriores. Después de selección en placas con tianfenicol, se 
criban los transformantes con inactivación génica de ilvC usando los cebadores ilvCOf (SEQ ID 127) y ilvCOr (SEQ 
ID 128) que flanquean los brazos de homología del gen ilvC, para la PCR y secuenciación de este producto de la 35
PCR.

Para la inactivación del gen ilvI, los	brazos	de	homología	de	∼1 kb 5' (SEQ ID 129) y 3' (SEQ ID 130) del gen ilvl se 
amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. ljungdahlii. Los cebadores ilvI5f (SEQ ID 131) / ilvI5r (SEQ ID 
132) y ilvI3f (SEQ ID 133) / ilvI3r (SEQ ID 134) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', 
respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y 40
Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-ilvI-KO. Este plásmido se introduce en C. ljungdahlii por conjugación o por 
electroporación como se describe en los ejemplos anteriores. Después de selección en placas con tianfenicol, se 
criban los transformantes con inactivación génica de ilvI usando los cebadores ilvIOf (SEQ ID.135) y ilvIOr (SEQ ID 
136) que flanquean los brazos de homología del gen ilvI, para la PCR y secuenciación de este producto de la PCR.

Para la inactivación del gen ilvB, los	brazos	de	homología	de	∼1 kb 5' (SEQ ID 137) y 3' (SEQ ID 138) del gen ilvB se 45
amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. ljungdahlii. Los cebadores ilvB5f (SEQ ID 139) / ilvB5r (SEQ ID 
140) y ilvB3f (SEQ ID 141) / ilvB3r (SEQ ID 142) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', 
respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y 
Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-ilvB-KO. Este plásmido se introduce en C. ljungdahlii por conjugación o por 
electroporación como se describe en los ejemplos anteriores. Después de selección en placas con tianfenicol, se 50
criban los transformantes con inactivación de ilvB usando los cebadores ilvBOf (SEQ ID 143) y ilvBOr (SEQ ID 144) 
que flanquean los brazos de homología del gen ilvB para la PCR y secuenciación de este producto de la PCR.

Una vez que se obtienen los mutantes con una sola inactivación génica, se localizan los otros 3 genes de 
acetolactato sintasa secuencialmente para crear un mutante que tenga los 4 genes de acetolactato sintasa 
eliminados. El crecimiento de estos mutantes puede ser auxótrofo para aminoácidos de cadena ramificada. La 55
producción o falta de producción de acetoína, 2,3-BDO y otros metabolitos en estos mutantes, se puede analizar por 
HPLC, como se ha descrito para los ejemplos previos. Los ensayos de actividad enzimática con piruvato como 

E13743087
18-07-2016ES 2 583 203 T3

 



39

sustrato y tiamina difosfato y dinucleótido de flavina y adenina como cofactores, se pueden llevar a cabo para 
confirmar la pérdida de actividad de acetolactato sintasa en estos mutantes (Tittmann, Vyazmensky, Hübner, Barak y 
Chipman, 2005; Vinogradov et al, 2006).

Diseño de casetes directores de intrones del grupo II ClosTron para los genes alsS, ilvC, ilvI e ilvB:

Los genes de C. ljungdahlii alsS, ilvC, ilvI e ilvB también se pueden alterar o inactivar usando la herramienta de 5
alteración de genes mediada por intrones del grupo II ClosTron (Heap et al., 2010). Se usa el algoritmo Perutka que 
se encuentra en ClosTron.com para identificar el sitio diana de intrones del grupo II entre las bases 303/ 304, 228 / 
229, 975 / 976 y 157 / 158 en la cadena codificante de alsS, ilvC, ilvI y en la cadena de sentido contrario de genes 
ilvB, respectivamente. También pueden localizar otros sitios identificados por el algoritmo. Se ha usado el mismo 
algoritmo para diseñar las regiones que dirigen los intrones (alsS - SEQ ID 145; ilvC - SEQ ID 146; ilvI - SEQ ID 147 10
y ilvB - SEQ ID 148) que pueden ser sintetizadas comercialmente por DNA2.0 y suministradas en el vector 
pMTL007C-E2. Los vectores finales, pMTL007C-E2-alsS-303!304s, pMTL007C-E2-ilvC-228!229s, pMTL007C-E2-
ilvI-975!976s y pMTL007C-E2-ilvB-157!158a, contienen un marcador ermB activado por retrotransposición (RAM) 
que confiere resistencia al antibiótico claritromicina tras la inserción en el sitio diana. Estos plásmidos se introducen 
en C. ljungdahlii por conjugación o por electroporación. Los transformantes se seleccionan secuencialmente en 15
placas de agar con tianfenicol y claritromicina y se criban por PCR con cebadores alsSCTf (SEQ ID 149) y alsSCTr 
(SEQ ID 150), ilvCCTf (SEQ ID 151) y ilvCCTr (SEQ ID 152), ilvICTf (SEQ ID 153) y ilvICTr (SEQ ID 154) y ilvBCTf 
(SEQ ID 155) y ilvBCTr (SEQ ID 156) los que tienen inactivación de los genes alsS, ilvC, ilvI y i/vB, respectivamente.

Una vez que se han obtenido los mutantes ClosTron con un solo gen alterado, se elimina el casete de ermB RAM 
del genoma de estos mutantes usando plásmidos pMTL que llevan un gen de flipasa que se introduce en el mutante 20
por electroporación o por conjugación. Se criban los transformantes resultantes con pérdida del casete ermB 
ensayando su susceptibilidad a la claritromicina, y (ii) por PCR con los cebadores que flanquean el sitio de inserción 
del intrón del grupo II con alsSCTf (SEQ ID 149) y alsSCTr (SEQ ID 150), iIvCCTf (SEQ ID 151) y ilvCCTr (SEQ ID 
152), ilvICTf (SEQ ID 153) y ilvICTr (SEQ ID 154) y ilvBCTf (SEQ ID 155) y ilvBCTr (SEQ ID 156) en genes alsS, 
ilvC, ilvB1 y ilvB2, respectivamente, y por secuenciación adicional de este producto de la PCR.25

Después de confirmar la pérdida del casete de ermB, los mutantes ClosTron como los mutantes de inactivación 
génica, se localizan secuencialmente para la inactivación de otros genes de acetolactato sintasa. En una 
descripción, estos mutantes ClosTron se cultivan en presencia de aminoácidos de cadena ramificada. La producción 
o falta de producción de acetoína, 2,3-BDO y otros metabolitos en estos mutantes, se analiza por HPLC como se ha 
descrito en ejemplos previos y se estudia llevando a cabo ensayos de actividad enzimática con piruvato como 30
sustrato y difosfato de tiamina y dinucleótido de flavina y adenina como cofactores, para confirmar la pérdida de 
actividad de acetolactato sintasa en estos mutantes (Tittmann et al., 2005; Vinogradov et al, 2006).

Ejemplo 9: C. ragsdalei modificado que produce solo acetoína

Como se ha explicado antes, la separación de la acetoína del etanol es técnicamente más factible comparado con el 
2,3-BDO. Por lo tanto, es conveniente tener una cepa de C. ragsdalei que produzca acetoína y no 2,3-BDO. Esto se 35
logrará eliminando o alterando tanto los genes 2,3bdh como SecAdh de dos formas, como se explica en el ejemplo 
6b: (a) recombinación homóloga, y (b) alteración de genes sin marcador usando la herramienta ClosTron.

(a) Cepa de C. ragsdalei con doble inactivación génica Δ2,3bdh ΔSecAdh por recombinación homóloga:

Los brazos de homología de ∼1 kb 5' (SEQ ID 94) y 3' (SEQ ID 95) de los genes 2,3bdh se amplifican por PCR 
usando el ADN genómico de C. ragsdalei. Los cebadores Og13f (SEQ ID 96) / Og14r (SEQ ID 97) y Og15f (SEQ ID 40
98) / Og16r (SEQ ID 99) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', respectivamente. Los dos 
productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y Nhe1/Asc1 para obtener 
pMTL85151-2,3bdh-KO. Este plásmido se introduce en C. ragsdalei por conjugación o por electroporación como se 
describe en el ejemplo 6b anterior. Después de selección en placas con tianfenicol, se criban los transformantes con 
inactivación de 2,3bdh usando los cebadores Og33f (SEQ ID.100) y Og34r (SEQ ID.101) que flanquean los brazos 45
de homología de 2,3bdh para la PCR y secuenciación de este producto de la PCR.

Se construye de forma similar el plásmido para la inactivación génica de SecAdh. Los brazos de homología de ∼1 kb 
5' (SEQ ID 102) y 3' (SEQ ID 103) de los genes SecAdh  se amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. 
ragsdalei. Los cebadores Sec5f (SEQ ID 104) / Sec5r (SEQ ID 105) y Sec3f (SEQ ID 106) / Sec3r (SEQ ID 107) se 
usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en 50
plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-SecAdh-KO. Después de 
selección en placas de tioanfenicol, se criban los transformantes con inactivación de SecAdh usando los cebadores 
SecOf (SEQ ID.108) y SecOr (SEQ ID.109) que flanquean los brazos de homología del gen SecAdh para la PCR.

Una vez lograda la inactivación de los genes 2,3bdh o SecAdh en C. ragsdalei, el segundo gen en estos mutantes 
individuales se localiza usando los plásmidos pMTL85151-2,3bdh-KO o pMTL85151-SecAdh-KO. El plásmido se 55
introduce en el mutante con una inactivación génica por electroporación o por conjugación como ya se ha descrito 
en el ejemplo 6b. Se criban los transformantes con inactivación del segundo gen usando los cebadores que 
flanquean los brazos de homología de los genes correspondientes.
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(b) Alteración génica doble de Δ2,3bdh ΔSecAdh usando ClosTron en C. ragsdalei:

El casete de ermB RAM en la construcción de intrones del grupo II ClosTron está flanqueado por sitios de 
recombinación de flipasas (Frt). Mediante la introducción de flipasa recombinasa en el mutante Δ2,3bdh ClosTron 
por conjugación o por electroporación, el marcador ermB RAM de	∼1,3 kb se elimina del genoma del mutante y por 
lo tanto se puede reciclar el marcador ermB. Se	dejará	un	fragmento	de	∼0,8 kb del intrón del grupo II en el genoma. 5
Esto se confirma por (i) ensayo de su susceptibilidad a la claritromicina, y (ii) por PCR con cebadores que flanquean 
el sitio de inserción del intrón del grupo II, con los cebadores Og42f (SEQ ID 84) y Og43r (SEQ ID 85) y 
secuenciación del producto por PCR. Una vez que se ha obtenido el mutante Δ2,3bdh ClosTron sin el marcador 
ermB RAM (Δ2,3bdh-ermB ClosTron), se localiza el gen SecAdh en el mutante de una forma similar usando la 
herramienta de inactivación insercional del intrón del grupo II ClosTron. El sitio de inserción del intrón entre las bases 10
399 y 400 en la cadena codificante se identifica en el gen SecAdh usando el algoritmo Perutka que se encuentra en 
ClosTron.com y se ha diseñado el casete que dirige el intrón (SEQ ID 110). El casete que dirige el intrón es 
sintetizado comercialmente por DNA2.0 y se suministra en el vector pMTL007C-E2 como pMTL007C-E5-SecAdh-
399!400s que se introduce en el mutante Δ2,3bdh-ermB ClosTron por conjugación o electroporación. Los 
transformantes se pueden seleccionar secuencialmente en placas de agar con tianfenicol y claritromicina y se criban 15
por PCR con cebadores SecCTf (SEQ ID 111) y SecCTr (SEQ ID 112) como se ha explicado antes en el ejemplo 6b.

El mutante con doble alteración génica Δ2,3bdh ΔSecAdh de C. ragsdalei se crea usando técnica de recombinación 
homóloga o por la herramienta de inactivación insercional de intrones del grupo II ClosTron, como se ha explicado 
en los párrafos anteriores.

La alteración de los genes 2,3bdh y SecAdh se confirma llevando a cabo ensayos de actividad enzimática para la 20
conversión de acetoína en 2,3-BDO y también analizando por HPLC los metabolitos y el 2,3-BDO producidos por el 
mutante, como se ha descrito antes.

Ejemplo 10: Cepa de C. ragsdalei modificada que no produce o produce menos 2,3-BDO

Como se muestra en la figura 1, el acetolactato es uno de los compuestos intermedios en la biosíntesis de 2,3-BDO 
y también es el precursor para la síntesis de aminoácidos de cadena ramificada. La enzima acetolactato sintasa 25
cataliza la reacción que conduce al acetolactato a partir de 2 moléculas de piruvato como sustratos. La enzima 
acetolactato sintasa se clasifica ampliamente en dos grupos; (i) la acetolactato sintasa anabólica está asociada con 
los genes implicados en la síntesis de los aminoácidos ramificados valina, isoleucina e leucina, y (ii) la acetolactato 
sintasa catabólica está asociada con la síntesis de 2,3-BDO.

El genoma de C. ragsdalei tiene 3 genes de acetolactato sintasa anabólica putativos, ilvC, ilvI e ilvB y 1 acetolactato 30
sintasa catabólica, alsS. La secuencia de aminoácidos de ejemplo de C. ragsdalei (AEI90734.1, AE190734.1, 
AE190735.1, AE190727.1, AE190727.1) y las respectivas secuencias de ácidos nucleicos (HQ876014.1, 
HQ876024.1, HQ876022.1) se obtienen de GenBank.

La alteración de los 4 genes de la acetolactato sintasa o cualquier combinación de estos 4 genes debería conducir a 
una disminución en la producción de acetoína y 2,3-BDO. Con el fin de asegurar el crecimiento de estos mutantes, el 35
medio se complementa con tres aminoácidos de cadena ramificada valina, leucina e isoleucina.

Como se describe en los ejemplos 6b y 9, los mutantes sencillos de C. ragsdalei alsS, ilvC, ilvI e ilvB se pueden 
crear por recombinación homóloga o usando la herramienta de mutagénesis de intrones del grupo II ClosTron.

Diseño de los casetes de inactivación génica de alsS, ilvC, ilvI e ilvB:

Las construcciones de inactivación génica para los genes alsS, ilvC, ilvI e ilvB se diseñan como se ha explicado 40
antes.

Los brazos de homología de ∼1 kb 5' (SEQ ID 113) y 3' (SEQ ID 114) del gen alsS se amplifican por PCR usando el 
ADN genómico de C. ragsdalei. Los cebadores alsS5f (SEQ ID 115) / alsSr (SEQ ID 116) y alsS3f (SEQ ID 117) / 
alsS3r (SEQ ID 118) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', respectivamente. Los dos productos de 
la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-alsS-45
KO. Este plásmido se introduce en C. ragsdalei por conjugación o por electroporación como se describe en los 
ejemplos anteriores. Después de selección en placas con tianfenicol, se criban los transformantes con inactivación 
de alsS usando los cebadores alsSOf (SEQ ID 119) y alsSOr (SEQ ID 120) que flanquean los brazos de homología 
de alsS para la PCR y secuenciación de este producto de la PCR.

Para la inactivación del gen ilvC, los brazos de homología de ∼1 kb 5' (SEQ ID 121) y 3' (SEQ ID 122) del gen ilvC 50
se amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. ragsdalei. Los cebadores ilvC5f (SEQ ID 123) / ilvC5r (SEQ 
ID 124) y ilvC3f (SEQ ID 125) / ilvC3r (SEQ ID 126) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', 
respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y 
Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-ilvC-KO. Este plásmido se introduce en C. ragsdalei por conjugación o por 
electroporación como se describe en los ejemplos anteriores. Después de selección en placas con tianfenicol, se 55
criban los transformantes con inactivación génica de ilvC usando los cebadores ilvCOf (SEQ ID 127) y ilvCOr (SEQ 
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ID 128) que flanquean los brazos de homología del gen ilvC, para la PCR y secuenciación de este producto de la 
PCR.

Para la inactivación del gen ilvI, los	brazos	de	homología	de	∼1 kb 5' (SEQ ID 129) y 3' (SEQ ID 130) del gen ilvl se 
amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. ragsdalei. Los cebadores ilvI5f (SEQ ID 131) / ilvI5r (SEQ ID 
132) y ilvI3f (SEQ ID 133) / ilvI3r (SEQ ID 134) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', 5
respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y 
Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-ilvI-KO. Este plásmido se introduce en C. ragsdalei por conjugación o por 
electroporación como se describe en los ejemplos anteriores. Después de selección en placas con tianfenicol, se 
criban los transformantes con inactivación génica de ilvI usando los cebadores ilvIOf (SEQ ID.135) y ilvIOr (SEQ ID 
136) que flanquean los brazos de homología del gen ilvI, para la PCR y secuenciación de este producto de la PCR.10

Para la inactivación del gen ilvB, los	brazos	de	homología	de	∼1 kb 5' (SEQ ID 137) y 3' (SEQ ID 138) del gen ilvB se 
amplifican por PCR usando el ADN genómico de C. ragsdalei. Los cebadores ilvB5f (SEQ ID 139) / ilvB5r (SEQ ID 
140) y ilvB3f (SEQ ID 141) / ilvB3r (SEQ ID 142) se usan para amplificar los brazos de homología 5' y 3', 
respectivamente. Los dos productos de la PCR se clonan en plásmidos pMTL85151 entre los sitios Sbf1/ Not1 y 
Nhe1/Asc1 para obtener pMTL85151-ilvB-KO. Este plásmido se introduce en C. ragsdalei por conjugación o por 15
electroporación como se describe en los ejemplos anteriores. Después de selección en placas con tianfenicol, se 
criban los transformantes con inactivación de ilvB usando los cebadores ilvBOf (SEQ ID 143) y ilvBOr (SEQ ID 144) 
que flanquean los brazos de homología del gen ilvB para la PCR y secuenciación de este producto de la PCR.

Una vez que se obtienen los mutantes con una sola inactivación génica, se localizan los otros 3 genes de 
acetolactato sintasa secuencialmente para crear un mutante que tenga los 4 genes de acetolactato sintasa 20
eliminados. El crecimiento de estos mutantes puede ser auxótrofo para aminoácidos de cadena ramificada. La 
producción o falta de producción de acetoína, 2,3-BDO y otros metabolitos en estos mutantes, se puede analizar por 
HPLC, como se ha descrito para los ejemplos previos. Los ensayos de actividad enzimática con piruvato como 
sustrato y tiamina difosfato y dinucleótido de flavina y adenina como cofactores, se pueden llevar a cabo para 
confirmar la pérdida de actividad de acetolactato sintasa en estos mutantes (Tittmann, Vyazmensky, Hübner, Barak y 25
Chipman, 2005; Vinogradov et al, 2006).

Diseño de casetes directores de intrones del grupo II ClosTron para los genes alsS, ilvC, ilvI e ilvB:

Los genes de C. ragsdalei alsS, ilvC, ilvI e ilvB también se pueden alterar o inactivar usando la herramienta de 
alteración de genes mediada por intrones del grupo II ClosTron (Heap et al., 2010). Se usa el algoritmo Perutka que 
se encuentra en ClosTron.com para identificar el sitio diana de intrones del grupo II entre las bases 303/ 304, 228 / 30
229, 975 / 976 y 157 / 158 en la cadena codificante de alsS, ilvC, ilvI y en la cadena de sentido contrario de genes 
ilvB, respectivamente. También se localizar otros sitios identificados por el algoritmo. Se ha usado el mismo 
algoritmo para diseñar las regiones que dirigen los intrones (alsS - SEQ ID 145; ilvC - SEQ ID 146; ilvI - SEQ ID 147 
y ilvB - SEQ ID 148) que pueden ser sintetizadas comercialmente por DNA2.0 y suministradas en el vector 
pMTL007C-E2. Los vectores finales, pMTL007C-E2-ilvC-228!229s, pMTL007C-E2-ilvI-975!976s y pMTL007C-E2-35
ilvB-157! 158a, contienen un marcador armB activado por retrotransporsición (RAM) que confiere resistencia al 
antibiótico claritromicina tras inserción en el sitio diana. Estos plásmidos se introducen en C. ragsdalei por 
conjugación o por electroporación. Los transformantes se seleccionan secuencialmente en placas de agar con 
tianfenicol y claritromicina y se criban por PCR con cebadores alsSCTf  (SEQ ID 149) y alsSCTr (SEQ ID 150), 
iIvCCTf (SEQ ID 151) y ilvCCTr (SEQ ID 152), ilvICTf (SEQ ID 153) y ilvICTr (SEQ ID 154) y ilvBCTf (SEQ ID 155) y 40
ilvBCTr (SEQ ID 156) para la inactivación de los genes alsS, ilvC, ilvI e ilvB, respectivamente.

Una vez que se han obtenido los mutantes ClosTron con un solo gen alterado, se elimina el casete de ermB RAM 
del genoma de estos mutantes usando plásmidos pMTL que llevan un gen de flipasa que se introduce en el mutante 
por electroporación o por conjugación. Se criban los transformantes resultantes con pérdida del casete ermB 
ensayando su susceptibilidad a la claritromicina, y (ii) por PCR con los cebadores que flanquean el sitio de inserción 45
del intrón del grupo II con alsSCTf (SEQ ID 149) y alsSCTr (SEQ ID 150), ilvCCTf (SEQ ID 151) y ilvCCTr (SEQ ID 
152), ilvICTf (SEQ ID 153) y ilvICTr (SEQ ID 154) y ilvBCTf (SEQ ID 155) y ilvBCTr (SEQ ID 156) en genes alsS, 
ilvC, ilvB1 y ilvB2, respectivamente, y por secuenciación adicional de este producto de la PCR.

Después de confirmar la pérdida del casete de ermB, los mutantes ClosTron como los mutantes de inactivación 
génica, se localizan secuencialmente para la inactivación de otros genes de acetolactato sintasa. En una 50
descripción, estos mutantes ClosTron se cultivan en presencia de aminoácidos de cadena ramificada. La producción 
o falta de producción de acetoína, 2,3-BDO y otros metabolitos en estos mutantes, se analiza por HPLC como se ha 
descrito en ejemplos previos y se estudia llevando a cabo ensayos de actividad enzimática con piruvato como 
sustrato y difosfato de tiamina y dinucleótido de flavina y adenina como cofactores, para confirmar la pérdida de 
actividad de acetolactato sintasa en estos mutantes (Tittmann et al., 2005; Vinogradov et al, 2006).55

La invención se ha descrito en la presente memoria con referencia a determinadas realizaciones preferidas, con el 
fin de permitir que el lector lleve a la práctica la invención sin excesiva experimentación. Sin embargo, un experto en 
la técnica reconocerá fácilmente que se pueden variar o modificar muchos de los componentes y parámetros en 
cierta medida o sustituirlos por equivalentes conocidos sin salirse del alcance de la invención. Los títulos, 
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encabezamientos o similares se proporcionan para aumentar la comprensión del lector de este documento, y no 
deben leerse como limitantes del alcance de la presente invención. 

La referencia a cualesquiera solicitudes, patentes y publicaciones en esta memoria descriptiva no es, y no debe 
considerarse, como una aceptación o cualquier forma de sugerencia de que constituyen técnica anterior válida o 
forman parte del conocimiento general común en cualquier país del mundo.  5

A lo largo de esta memoria descriptiva y cualquiera de las siguientes reivindicaciones, salvo que el contexto requiera 
otra cosa, las palabras "comprende", "que comprende" y similares, deben considerarse en un sentido inclusivo en 
contraposición a un sentido exclusivo, es decir, en el sentido de "que incluye, pero no limitado a". 
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<400> 51

5

<210> 52
<211> 573
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum10

<400> 52
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<210> 53
<211> 190
<212> PRT5
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 53

10

<210> 54
<211> 179715
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum
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<400> 54

5

<210> 55
<211> 598
<212> PRT
<213> Clostridium autoethanogenum10

<400> 55
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ES 2 583 203 T3

 



95

<210> 56
<211> 2781
<212> ADN5
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 56

10
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<210> 57
<211> 926
<212> PRT5
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 57

10
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<210> 58
<211> 1461
<212> ADN5
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 58

10
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<210> 59
<211> 486
<212> PRT5
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 59

10
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<210> 60
<211> 1230
<212> ADN5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 60

10
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<210> 61
<211> 409
<212> PRT5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 61

10

ES 2 583 203 T3
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<210> 62
<211> 1098
<212> ADN5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 62

10

ES 2 583 203 T3
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<210> 63
<211> 365
<212> PRT5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 63

10

ES 2 583 203 T3
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<210> 64
<211> 2634
<212> ADN5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 64
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<210> 65
<211> 877
<212> PRT5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 65

10
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<210> 66
<211> 3447
<212> ADN5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 66

10
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ES 2 583 203 T3
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<210> 67
<211> 1148
<212> PRT5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 67

10
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116
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<210> 68
<211> 1506
<212> ADN5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 68
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<210> 69
<211> 501
<212> PRT5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 69

10

ES 2 583 203 T3
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<210> 70
<211> 843
<212> ADN5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 70

10

ES 2 583 203 T3
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<210> 71
<211> 280
<212> PRT5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 71

10
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<210> 72
<211> 574
<212> ADN5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 72

10

<210> 73
<211> 190
<212> PRT
<213> Clostridium ragsdalei15

<400> 73
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<210> 74
<211> 1797
<212> ADN5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 74

10
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<210> 75
<211> 598
<212> PRT5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 75

10
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<210> 76
<211> 912
<212> ADN5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 76
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<210> 77
<211> 303
<212> PRT5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 77

10
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129

<210> 78
<211> 962
<212> ADN5
<213> Clostridium ljungdahlii

<400> 78

10
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<210> 79
<211> 977
<212> ADN5
<213> Clostridium ljungdahlii

<400> 79

10

<210> 80
<211> 962
<212> ADN
<213> Clostridium ragsdalei15

<400> 80

ES 2 583 203 T3

 



131

<210> 81
<211> 975
<212> ADN5
<213> Clostridium ragsdalei

<400> 81

10

<210> 82
<211> 35315
<212> ADN
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<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 82

5

<210> 83
<211> 353
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum10

<400> 83

15
<210> 84
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

20
<220>
<223> Cebador sintético

<400> 84
25

ctgcacctaa aaccaaagca gtatt 25

<210> 85
<211> 25
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

35
<400> 85

atcctttaag caagagtact gcacc 25

<210> 8640
<211> 520
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 8645
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<210> 87
<211> 639
<212> ADN5
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 87

10

<210> 88
<211> 1028
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum15

<400> 88
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<210> 89
<211> 716
<212> ADN5
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 89

10

<210> 90
<211> 556
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum15

<400> 90
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<210> 91
<211> 478
<212> ADN5
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 91

10

<210> 92
<211> 561
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum15

<400> 92

20

<210> 93
<211> 362
<212> ADN25
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<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 93

5

<210> 94
<211> 1160
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum10

<400> 94

15

<210> 95
<211> 834
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum20

<400> 95
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<210> 96
<211> 39
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

10
<400> 96

attcatcctg caggagtggc actggaaaag aactcttag 39

<210> 9715
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador sintético

<400> 97

gactgcggcc gcgcaagtca gaaccacata taccaca 3725

<210> 98
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 9835

atatgctagc tattgaggag gccaaaaatg agctt 35

<210> 99
<211> 3740
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético45
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<400> 99
gactggcgcg ccgtggagtc acagtatcat aaacgct 37

<210> 1005
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Cebador sintético

<400> 100

aatggcaggg cagataattg taatg 2515

<210> 101
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 10125

aaggcattct gagccagttc tttta 25

<210> 102
<211> 106230
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 102
35

<210> 10340

ES 2 583 203 T3

 



139

<211> 823
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 1035

<210> 104
<211> 3910
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético15

<400> 104

attcatcctg caggacagtt aaaaagcata tctaacagt 39
20

<210> 105
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

25
<220>
<223> Cebador sintético

<400> 105
30

gactgcggcc gctaaatata taagcaaatg ttgtgcc 37

<210> 106
<211> 34
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

40
<400> 106

atatgctagc gtatttttaa ttgcgaactt aaga 34

<210> 10745
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<211> 36
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Cebador sintético

<400> 107

gactggcgcg ccagttaaag ttagacatcc gattat 3610

<210> 108
<211> 25
<212> ADN

15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

20
<400> 108

ttggaatttt agctgtagat aacaa 25

<210> 10925
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Cebador sintético

<400> 109

taagtgattt tcaatggact ttact 2535

<210> 110
<211> 344
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Casete director de intrón

<400> 11045

<210> 111
<211> 2550
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético55

<400> 111
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tgattttagg ccatgaagct gtagg 25

<210> 112
<211> 24
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

10
<400> 112

catgatttgt tcaactatat cacc 24

<210> 11315
<211> 1005
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 11320

<210> 11425
<211> 959
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 11430
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<210> 115
<211> 39
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

10
<400> 115

attcatcctg caggcatatg cacttttagg taaataagc 39

<210> 11615
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
20

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 116
25

gactgcggcc gctgttatat ttttggataa gtcccag 37

<210> 117
<211> 35
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

35
<400> 117

atatgctagc attacaagtg agcatactta tgttt 35

<210> 11840
<211> 37
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético5

<400> 118

gactggcgcg ccattaaacg accttgttta gtcataa 37
10

<210> 119
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

15
<220>
<223> Cebador sintético

<400> 119
20

agaattttgc aagttttata ttgct 25

<210> 120
<211> 25
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

30
<400> 120

aagtcaagct ctaactttga aatat 25

<210> 12135
<211> 1041
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 12140
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<210> 122
<211> 1016
<212> ADN5
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 122

10

<210> 123
<211> 3915
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador sintético

<400> 1235

attcatcctg caggtacata cacacactaa atttttcga 39

<210> 124
<211> 3710
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético15

<400> 124

gactgcggcc gcatttcaat tttaagaacc agcattt 37
20

<210> 125
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

25
<220>
<223> Cebador sintético

<400> 125
30

atatgctagc agattcattg attaaattgg ggtaa 35

<210> 126
<211> 36
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

40
<400> 126

gactggcgcg ccttttcaat acaagtgcta aaatca 36

<210> 12745
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
<223> Cebador sintético

<400> 127

tgagagttag tatttactct caact 2555

<210> 128
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial60

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 12865
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ttctttacac aatccattac ataca 25 
 
<210> 129 
<211> 978 
<212>ADN 5 
<213> Clostridium autoethanogenum 
 
<400> 129 
 

 10 
 
<210> 130 
<211> 1002 
<212> ADN 
<213> Clostridium autoethanogenum 15 
 
<400> 130 
 

 
 20 
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<210> 131
<211> 39
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

10
<400> 131

attcatcctg caggtaaggc tatatttggc aatgaaata 39

<210> 13215
<211> 37
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador sintético

<400> 132

gactgcggcc gcaatatcta cttatccctt tcaaagc 3725

<210> 133
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 13335

atatgctagc aagttataga tgaaatgcca taagg 35

<210> 134
<211> 3740
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético45

<400> 134

gactggcgcg ccatgtaata actatttccc gtcaatt 37
50
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<210> 135
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> Cebador sintético

<400> 135
10

ataaatgaag atgcacttac tgtta 25

<210> 136
<211> 25
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

20
<400> 136

aaaatttctc cattttacga tccta 25

<210> 13725
<211> 1115
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 13730

35
<210> 138
<211> 956
<212> ADN
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<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 138

5

<210> 139
<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 13915

attcatcctg caggagtaaa tattacgcgt aaagtgtta 39

<210> 140
<211> 3620
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético25

<400> 140

gactgcggcc gcggctatat cagatttagt agaaga 36
30

<210> 141
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> Cebador sintético

<400> 141
40

atatgctagc atctaagtcc cccttttatt tatat 35
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<210> 142
<211> 35
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> Cebador sintético

<400> 142
10

gactggcgcg ccatacacct gtaaaaagta cttta 35

<210> 143
<211> 25
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

20
<400> 143

atgctggtat atcaaatgtt ttagt 25

<210> 14425
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Cebador sintético

<400> 144

attgcagtat cagctatatt aacag 2535

<210> 145
<211> 353
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum40

<400> 145

45
<210> 146
<211> 353
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum

50
<400> 146
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<210> 147
<211> 353
<212> ADN5
<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 147

10

<210> 148
<211> 353
<212> ADN
<213> Clostridium autoethanogenum15

<400> 148

20
<210> 149
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

25
<220>
<223> Cebador sintético

<400> 149
30

cacaacccgt catgagcaag gtgc 24

<210> 150
<211> 19
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

40
<400> 150

ES 2 583 203 T3

 



152

tgtaattact aaatcagcc 19

<210> 151
<211> 24
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético

10
<400> 151

ggaagtcagg gacatgcaca tgct 24

<210> 15215
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador sintético

<400> 152

cattttcagg agcatatcca gcttc 2525

<210> 153
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 15335

gtgcaggtgg cggagttata ctggc 25

<210> 154
<211> 2140
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador sintético45

<400> 154

ccatagttcc gaggcctcca g 21
50

<210> 155
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

55
<220>
<223> Cebador sintético

<400> 155
60

ggagctgaag tactattaaa atg 23

<210> 156
<211> 22
<212> ADN65
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador sintético

<400> 1565

ctacttcagc tgattgtacg tc 22
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo acetógeno carboxidotrófico recombinante que está adaptado para producir uno o más 
productos y una cantidad reducida o no producir sustancialmente 2,3-butanodiol por fermentación de un sustrato que 
comprende monóxido de carbono, comprendiendo el microorganismo una o más modificaciones genéticas que 
alteran la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol, comparado con un microorganismo original, en donde la una o más 5
modificaciones genéticas que alteran la ruta de biosíntesis del 2,3-butanodiol se seleccionan de: 

(a) al menos una modificación genética que altera la expresión y/o actividad de una o más enzimas capaces de 
convertir el piruvato en acetolactato;

(b) al menos una modificación genética que altera la expresión y/o actividad de una o más enzimas capaces de 
convertir el acetolactato en acetoína;10

(c) al menos una modificación genética que altera la expresión y/o actividad de una o más enzimas capaces de 
convertir la acetoína en 2,3-butanodiol; y

(d) combinaciones de las mismas. 

2. Un microorganismo acetógeno carboxidotrófico recombinante según la reivindicación 1, que está adaptado
para producir etanol como el producto principal. 15

3. Un microorganismo recombinante según la reivindicación 2, en donde el microorganismo está adaptado 
para producir uno o más de formiato, lactato, piruvato, succinato, valina, leucina, isoleucina, acetolactato, malato, 
fumarato, 2-oxoglutarato y citrato.

4. Un microorganismo recombinante según la reivindicación 2 o 3, en donde el microorganismo está adaptado 
para producir una cantidad mayor de uno o más de etanol, formiato, lactato, piruvato, succinato, valina, leucina, 20
isoleucina, acetolactato, malato, fumarato, 2-oxoglutarato y citrato comparado con el microorganismo original.

5. Un microorganismo recombinante según la reivindicación 1, en donde el microorganismo está adaptado 
para producir uno o más productos seleccionados del grupo que consiste en etanol, formiato, lactato, piruvato, 
succinato, valina, leucina, isoleucina, acetolactato, malato, fumarato, 2-oxoglutarato y citrato.

6. Un microorganismo recombinante según la reivindicación 1 o 2, en donde: 25

(a) la una o más enzimas capaces de convertir el piruvato en acetolactato es una acetolactato sintasa (EC 2.2.1.6) 
(alsS);

(b) la una o más enzimas capaces de convertir el acetolactato en acetoína es una acetolactato descarboxilasa (EC 
4.1.1.5) (budA); o

(c) la una o más enzimas capaces de convertir la acetoína en 2,3-butanodiol es una enzima seleccionada de 2,3-30
butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.4) (2,3bdh), una acetoína reductasa, (EC 1.1.1.4) y una alcohol 
primario:secundario deshidrogenasa (EC 1.1.1.2).

7. Un microorganismo recombinante según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la una o 
más modificaciones genéticas alteran la expresión y/o actividad de uno o más de la acetolactato sintasa (EC 2.2.1.6) 
(alsS), acetolactato descarboxilasa (EC 4.1.1.5) (BudA), 2,3-butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.4) (2,3 bdh), 35
acetoína reductasa (EC 1.1.1.4) y una alcohol primario:secundario deshidrogenasa (EC 1.1.1.2).

8. Un microorganismo recombinante según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el 
microorganismo original se selecciona del grupo que comprende Clostridium autoethanogenum, Clostridium 
ljungdahlii, Clostridium ragsdalei y Clostridium coskatii.

9. Un microorganismo recombinante según la reivindicación 7, en donde el microorganismo original es 40
Clostridium autoethanogenum DSM23693.

10. Un método para la producción de un microorganismo acetógeno carboxidotrófico recombinante que es 
capaz de producir uno o más productos y una cantidad reducida o no producir sustancialmente 2,3-butanodiol, por 
fermentación de un sustrato que comprende monóxido de carbono, comprendiendo el método modificar 
genéticamente un microorganismo acetógeno carboxidotrófico original para alterar la ruta de biosíntesis del 2,3-45
butanodiol, en donde el método comprende introducir en el microorganismo original una o más modificaciones 
genéticas que alteran genes que codifican:

(a) enzimas capaces de convertir el piruvato en acetolactato;

(b) enzimas capaces de convertir el acetolactato en acetoína;

(c) enzimas capaces de convertir la acetoína en 2,3-butanodiol; y50
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(d) combinaciones de las mismas;

en donde preferiblemente el método comprende introducir en el microorganismo original una o más modificaciones 
genéticas que alteran una combinación de dos o más de dichos genes. 

11. Un método según la reivindicación 10, que es para la producción de un microorganismo acetógeno 
carboxidotrófico recombinante que es capaz de producir etanol como el producto principal. 5

12. Un método según las reivindicaciones 10 u 11, en donde: 

(a) la una o más enzimas capaces de convertir el piruvato en acetolactato es una acetolactato sintasa (EC 2.2.1.6) 
(alsS);

(b) la una o más enzimas capaces de convertir el acetolactato en acetoína es una acetolactato descarboxilasa (EC 
4.1.1.5) (budA); o10

(c) la una o más enzimas capaces de convertir la acetoína en 2,3-butanodiol es una enzima seleccionada de la 2,3-
butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.4) (2,3bdh), una acetoína reductasa (EC 1.1.1.4) y una alcohol 
primario:secundario deshidrogenasa (EC 1.1.1.2).

13. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en donde el método comprende introducir 
en el microorganismo original una o más modificaciones genéticas que alteran uno o más de los genes que codifican 15
una o más de la acetolactato sintasa (EC 2.2.1.6) (alsS), acetolactato descarboxilasa (EC 4.1.1.5) (BudA), 2,3-
butanodiol deshidrogenasa (EC 1.1.1.4) (2,3 bdh), acetoína reductasa (EC 1.1.1.4) y alcohol primario:secundario 
deshidrogenasa (EC 1.1.1.2).

14. Un método para la producción de uno o más productos, comprendiendo el método la fermentación de un 
sustrato que comprende CO, usando un microorganismo según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8; en 20
donde dicho producto preferiblemente es uno o más de etanol, formiato, lactato, piruvato, succinato, valina, leucina, 
isoleucina, acetolactato, malato, fumarato, 2-oxoglutarato y citrato.

15. Un método según la reivindicación 14, comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar un sustrato que comprende CO a un biorreactor que contiene un cultivo de uno o más 
microorganismos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10; y25

(b) fermentar el cultivo de forma anaerobia en el biorreactor para producir el uno o más de los productos, 
preferiblemente incluyendo etanol; o

(c) capturar el gas que contiene CO producido como resultado del procedimiento industrial, antes de liberar el gas a 
la atmósfera;

(d) la fermentación anaerobia del gas que contiene CO para producir uno o más productos, preferiblemente 30
incluyendo etanol, por un cultivo que contiene uno o más microorganismos según una cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 8;

y que comprende además opcionalmente la etapa de recuperar el uno más productos del caldo de fermentación;

en donde preferiblemente el sustrato comprende al menos de aproximadamente 20% a aproximadamente 100% de 
CO en volumen.35
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