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DESCRIPCIÓN 
 
Microorganismo que tiene un ciclo de fijación de dióxido de carbono introducido en el mismo 
 
Campo técnico  5 
 
La presente invención se refiere a un microorganismo productor de acetil-CoA y a un método de producción de una 
sustancia usando el microorganismo productor de acetil-CoA. 
 
Técnica anterior 10 
 
La acetil-CoA es uno de los productos intermedios significativamente importantes en las rutas metabólicas de los 
microorganismos. Mediante acetil-CoA se producen diversos metabolitos. Ejemplos bien conocidos de dichas 
sustancias producidas mediante acetil-CoA incluyen aminoácidos tales como L-ácido glutámico, L-glutamina, L-
prolina, L-arginina, L-leucina y L-isolucina; ácidos orgánicos tales como ácido acético, ácido propiónico, ácido 15 
butírico, ácido caproico, ácido cítrico, ácido 3-hidroxibutírico, ácido 3-hidroxiisobutírico, ácido 3-aminoisobutírico, 
ácido 2-hidroxiisobutírico, ácido metacrílico y ácido poli-3-hidroxibutírico; alcoholes tales como alcohol isopropílico, 
etanol y butanol; acetona; y ácidos poliglutámicos. 
 
En la mayoría de los microorganismos la acetil-CoA se produce usando, como fuente de carbono, un azúcar tal 20 
como glucosa. El azúcar se convierte primero en piruvato mediante una ruta metabólica denominada ruta glucolítica, 
tal como la ruta de Embden-Meyerhof, la ruta de Entner-Doudoroff o la ruta de la pentosa fosfato. Posteriormente el 
piruvato se convierte en acetil-CoA por acciones de descarboxilasa, piruvato formiato-liasa y similares. En este 
proceso, el dióxido de carbono y el formiato se generan como subproductos, y algunos de los carbonos derivados 
del azúcar se perderán. Por lo tanto, se han realizado varios estudios con el objetivo de conseguir la refijación de 25 
dióxido de carbono para aumentar el rendimiento de acetil-CoA. 
 
En microorganismos, existen varias rutas conocidas para fijar el dióxido de carbono como fuente de carbono (Appl. 
Environ. Microbiol. 77(6), 1925-1936, 2011). Ejemplos específicos de las rutas incluyen el ciclo de Calvin-Benson, el 
ciclo de TCA reductor, la ruta de Wood-Ljungdahl, el ciclo de 3-hidroxipropionato y el ciclo de 4-hidroxibutirato. El 30 
ciclo de Calvin-Benson es una ruta de fijación de CO2 que existe en plantas y bacterias fotosintéticas, y contiene 
aproximadamente 12 tipos de enzimas. En el ciclo de Calvin-Benson, el CO2 se fija por la ribulosa-1,5-bisfosfato 
carboxilasa (RubisCO) y, finalmente, se produce gliceraldehído 3-fosfato. El ciclo de TCA reductor se encuentra en 
bacterias microaerófilas y bacterias anaeróbicas incluyendo bacterias verdes del azufre, y contiene 11 tipos de 
enzimas. Este ciclo se caracteriza por enzimas de fijación del CO2 (es decir, acetil-CoA carboxilasa, 2-oxoglutarato 35 
sintasa) que requiere ferredoxina como coenzima. En el ciclo de TCA reductor, se produce piruvato a partir de CO2 
por la reacción inversa del ciclo de TCA habitual. La ruta de Wood-Ljungdahl se encuentra en microorganismos 
anaeróbicos tales como bacterias productoras de ácido acético, y contiene 9 tipos de enzimas. En la ruta de Wood-
Ljungdahl, se reducen CO2 y formiato sobre una coenzima por la formiato deshidrogenasa, la CO deshidrogenasa, 
etc. y, finalmente, se convierte en acetil-CoA. El ciclo de 3-hidroxipropionato se encuentra en bacterias Chloroflexus 40 
y similares, y contiene 13 tipos de enzimas. En el ciclo de 3-hidroxipropionato, se fija CO2 por la acción de acetil-CoA 
(propionil-CoA) carboxilasa y se produce acetil-CoA mediante malonil-CoA y similares. El ciclo de 4-hidroxibutirato 
existe en arqueobacterias y similares. En el ciclo de 4-hidroxibutirato, se fija CO2 por las acciones de piruvato 
sintasa, acetil-CoA (propionil-CoA) carboxilasa, y fosfoenolpiruvato carboxilasa, mediante lo cual se produce acetil-
CoA mediante 4-hidroxibutiril-CoA y similares. 45 
 
Para producir una sustancia útil, se ha informado de varios enfoques como idea para introducir una ruta de fijación 
de dióxido de carbono en un microorganismo productor de compuestos útiles. Por ejemplo, la publicación 
internacional (WO 2009/094485 y WO 2010/071697) describen enfoques para producir acetil-CoA a partir de dióxido 
de carbono, usando un microorganismo en el que se introdujo una ruta similar a la ruta de Wood-Ljungdahl de 50 
bacterias productoras de ácido acético. Como ejemplo de fijación de CO2 para producir un compuesto útil, el 
documento WO 2009/046929 describe un enfoque para producir ácido láctico a partir de dióxido de carbono usando 
un microorganismo en que se introdujo una hidrogenasa y tetrahidrofolato liasa. El documento WO 2011/099006 
propone un ciclo en que se fija CO2 mediante una reacción de fijación de dióxido de carbono sobre acetil-CoA o una 
reacción de reducción de malonil-CoA. La patente alemana n.º 102007059248 propone la producción de acetil-CoA 55 
por una ruta similar al ciclo de 4-hidroxibutirato. 
 
Sumario de la invención  
 
Problema técnico 60 
 
Sin embargo, los ciclos de fijación de dióxido de carbono conocidos no son necesariamente eficaces desde los 
puntos de vista de fijación de CO2 y producción de productos químicos útiles derivados de acetil-CoA. Por ejemplo, 
el ciclo de Calvin-Benson es el más famoso como ciclo de fijación de dióxido de carbono encontrado en la 
naturaleza, pero la RubisCO implicada en la fijación de dióxido de carbono tiene una baja velocidad de reacción y 65 
causa reacciones secundarias tales como degradación oxidativa. Por lo tanto, la RubisCO es ineficaz como enzima 
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(Journal of Bioscience and Bioengineering 94(6) 497-505, 2002). En la ruta de Wood-Ljungdahl y las rutas descritas 
en los documentos WO 2009/094485, WO 2010/071697, WO 2009/046929 y similares, se incluye una ruta para 
reducir CO2 en CO o formiato. Sin embargo, la reacción de reducción apenas sucede en condiciones habituales, y la 
enzima que cataliza este tipo de reacción fuerte de reducción a menudo actúa solamente en entorno reductor. Por lo 
tanto, es difícil introducir este tipo de ruta en microorganismos diferentes a microorganismos estrictamente 5 
anaeróbicos. En el ciclo de TCA reductor, una reacción de reducción por piruvato sintasa o 2-oxoglutarato sintasa 
requiere una fuerte energía de reducción desde ferredoxina como aceptor de electrones, y es difícil realizar la 
reacción. El ciclo de 4-hidroxibutirato, el ciclo de 3-hidroxipropionato y las rutas descritas en los documentos WO 
2011/099006, WO 2009/046929 y similares, utilizan la reacción de reducción de ácido carboxílico y un (tio) éster del 
mismo, tal como la reducción de succinil-CoA o la reducción de malonil-CoA. Sin embargo, generalmente es difícil 10 
realizar este tipo de reacción como reacción enzimática, y es deseable evitarlas como rutas de fermentación en lo 
posible (Atsumi et al., Nature, 451, (3), 86-89, 2008; Yim et al., Nat. Chem. Biol., 7, 445-452, 2011). El ciclo de 4-
hidroxibutirato procede a través de una reacción de deshidratación tal como deshidratación de 4-hidroxibutiril-CoA o 
deshidratación de 3-hidroxipropionato, pero este ciclo tiene una desventaja porque este tipo de reacción de 
deshidratación a menudo compite con la reacción inversa (hidratación) en agua. En el ciclo de 4-hidroxibutirato, el 15 
ciclo de 3-hidroxipropionato y el ciclo de TCA reductor, la acetil-CoA producida se convierte en otras sustancias 
dentro del ciclo por la acción de malonil-CoA sintasa o piruvato sintasa. Por lo tanto, estos ciclos no son 
necesariamente eficaces desde el punto de vista de producción de acetil-CoA. 
 
Cuando se intenta producir una cierta sustancia introduciendo este tipo de ciclo en un microorganismo, es necesario 20 
considerar la cantidad de enzimas implicadas en el ciclo y la cantidad de actividades enzimáticas a conferir 
adicionalmente. Es decir, cuando la cantidad de enzimas implicadas en el ciclo o la cantidad de actividades 
enzimáticas a conferir adicionalmente aumenta, la regulación se vuelve más difícil y la carga sobre el 
microorganismo aumenta. Por ejemplo, para introducir la ruta de Wood-Ljungdahl en Escherichia coli, es necesario 
introducir al menos 9 tipos de genes. De forma práctica sería una tarea muy difícil construir una ruta productora de 25 
sustancias y también introducir y regular tantos genes. Claramente sería ventajoso construir un ciclo que incluya una 
cantidad pequeña de enzimas confiriendo una cantidad más pequeña de enzimas, en términos de construcción del 
ciclo y en términos de combinación con otra ruta de producción de sustancias. 
 
Por consiguiente, para fijar el CO2 y convertirlo en acetil-CoA, sería ideal que (A) cada enzima implicada en la ruta 30 
tenga una actividad suficientemente alta; (B) el ciclo no incluya una enzima que consuma acetil-CoA; y (C) el ciclo 
tenga una configuración simple y una cantidad pequeña de enzimas recién conferidas. Sin embargo, ninguno de los 
ciclos para producir acetil-CoA a partir de CO2 informados hasta ahora satisface todas las condiciones (A) a (C) y, 
por lo tanto, la posibilidad de lograr dichos ciclos es baja. De hecho, respecto a las propuestas referentes a los ciclos 
existentes de fijación de dióxido de carbono, actualmente casi no ha habido ejemplos reales de conversión de CO2 35 
en acetil-CoA o una sustancia derivada de acetil-CoA para su uso en la fermentación confiriendo una actividad 
enzimática a un microorganismo industrialmente útil. 
 
La presente invención proporciona un microorganismo útil para la producción eficaz de acetil-CoA usando dióxido de 
carbono, y un método de producción de acetil-CoA o un metabolito útil derivado de acetil-CoA usando el 40 
microorganismo. 
 
Solución al problema 
 
El aspecto de la invención es el siguiente. 45 
 

[1] Un microorganismo productor de acetil-CoA que incluye un ciclo de producción de acetil-CoA obtenido 
confiriendo al menos un tipo de actividad enzimática seleccionada del grupo que consiste en malato tioquinasa, 
malil-CoA liasa, glioxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa e hidroxipiruvato reductasa, a un 
microorganismo que no tiene ninguno de: 50 
 

(a) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de malonil-CoA en malonato 
semialdehído o 3-hidroxipropionato; 
(b) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de acetil-CoA y CO2 a 
piruvato; 55 
(c) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de crotonil-CoA y CO2 a 
etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA; 
(d) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de CO2 a formiato; donde el 
microorganismo no tiene ninguna actividad malato tioquinasa y malil-CoA liasa endógena. 

 60 
[2] El microrganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con [1], que incluye un ciclo de producción de acetil-
CoA donde el fosfoenolpiruvato o piruvato se convierte en oxaloacetato, y después en 2-hidroxi-3-oxopropionato 
debido a acciones de malato tioquinasa, malil-CoA liasa, glioxilato carboligasa, y después en fosfoenol piruvato 
de nuevo mediante 2-fosfoglicerato. 
[3] el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con [1] o [2], que comprende un ciclo de producción de 65 
acetil-CoA que comprende: 
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(f) al menos una seleccionada del grupo de: 
 

piruvato quinasa y piruvato carboxilasa; 
fosfoenolpiruvato carboxilasa; y 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa; 5 
 

(g) malato deshidrogenasa; 
(h) malato tioquinasa; 
(i) malil-CoA liasa; 
(j) glioxilato carboligasa; 10 
(k) al menos una seleccionada del grupo que consiste en: 
 

2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa; e 
hidroxipiruvato isomerasa e hidroxipiruvato reductasa; 
 15 

(l) al menos una seleccionada del grupo que consiste en: 
 

glicerato 2-quinasa; y 
fosfoglicerato mutasa y glicerato 3-quinasa; y 
 20 

(m) enolasa. 
 

[4] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3], donde el 
microorganismo es un microorganismo que pertenece a Enterobacteriaceae o un microorganismo que pertenece 
a bacterias corineformes. 25 
[5] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [4], donde el 
microorganismo es bacterias Escherichia o bacterias o Pantoea que pertenecen a Enterobacteriaceae, o el 
microorganismo es bacterias Corynebacterium que pertenecen a bacterias corineformes. 
[6] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [5], donde el 
microorganismo es una bacteria Escherichia en que está inactivada o reducida una actividad de lactato 30 
deshidrogenasa poseída por la bacteria Escherichia. 
[7] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [6], donde el 
microorganismo es una bacteria Escherichia en que está inactivada o reducida una actividad de al menos una 
enzima seleccionada del grupo que consiste en isocitrato liasa y malato sintasa poseída por la bacteria 
Escherichia. 35 
[8] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [7], donde el 
microorganismo es una bacteria Escherichia en que está conferida o potenciada una actividad tiolasa, una 
actividad CoA transferasa y una actividad acetoacetato descarboxilasa. 
[9] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [8], donde el 
microorganismo es una bacteria Escherichia en que está conferida o potenciada una actividad tiolasa, una 40 
actividad CoA transferasa, una actividad acetoacetato descarboxilasa y una actividad alcohol isopropílico 
deshidrogenasa. 
[10] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [5], donde el 
microorganismo es una bacteria Pantoea en que están inactivadas o reducidas las actividades de fumarato 
hidratasa A y fumarato hidratasa C poseídas por la bacteria Pantoea. 45 
[11] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [5] o [10], donde el 
microorganismo es una bacteria Pantoea en que está inactivada o reducida a una actividad de malato sintasa 
poseída por la bacteria Pantoea. 
[12] El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [11], donde la malato 
tioquinasa usada es una malato tioquinasa obtenida por modificación de mtkB derivado de Methylobacterium 50 
extorquens para alterar un aminoácido correspondiente al 144º aminoácido en isolucina, asparagina, ácido 
aspártico, lisina, arginina, histidina, glutamina o prolina, y/o para alterar el 244º aminoácido en ácido glutámico, 
alanina, leucina, isoleucina, metionina, asparagina, tirosina, lisina o arginina. 
[13] Un método de producción de acetil-CoA, que comprende producir acetil-CoA a partir de un material de 
fuente de carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con uno cualquiera de [1] a 55 
[12]. 
[14] Un método de producción de acetona, que comprende producir acetona a partir de un material de fuente de 
carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con [9] o [12]. 
[15] Un método de producción de alcohol isopropílico, que comprende producir alcohol isopropílico a partir de un 
material de fuente de carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con [9] o [12]. 60 
[16] Un método de producción de glutamato, que comprende producir glutamato a partir de un material de fuente 
de carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con [5], [10], [11] o [12]. 
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Efectos ventajosos de la invención  
 
La invención proporciona un microrganismo útil para la conversión eficaz de dióxido de carbono en acetil-CoA, y un 
método de producción de acetil-CoA o un metabolito útil usando el microorganismo. 
 5 
Breve descripción de los dibujos 
 

La Fig. 1 es un diagrama de la ruta para ilustrar el resultado de la ruta de fijación de dióxido de carbono de 
acuerdo con una realización de la invención. 
La Fig. 2A y Fig. 2B muestran la homología entre diversas secuencias mtkB. 10 
La Fig. 3A y Fig. 3B muestran la homología entre diversas secuencias mtkA. 
La Fig. 4 es un gráfico que muestra el patrón de incorporación de 13C de glutamato producido por diversas 
bacterias Pantoea de acuerdo con el Ejemplo 41. 
La Fig. 5 es un gráfico que muestra el patrón de incorporación de 13C de glutamato producido por diversas 
bacterias Corynebacterium de acuerdo con el Ejemplo 50. 15 

 
Descripción de las realizaciones 
 
El microorganismo productor de acetil-CoA de la invención es un microorganismo productor de acetil-CoA que 
incluye un ciclo de producción de acetil-CoA obtenido confiriendo al menos un tipo de actividad enzimática 20 
seleccionada del grupo que consiste en malato tioquinasa, malil-CoA liasa, glioxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-
oxopropionato reductasa e hidroxipiruvato reductasa, a un microorganismo que no tiene ninguno de los siguientes 
(a), (b), (c), (d), en que ninguna de (a), (b), (c) o (d) se confiere al microorganismo, o 
el microorganismo no muestra ninguna de las funciones de (a), (b), (c) y (d). 
 25 

(a) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de malonil-CoA en malonato 
semialdehído o 3-hidroxipropionato; 
(b) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de acetil-CoA y CO2 a piruvato; 
(c) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de crotonil-CoA y CO2 a 
etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA; 30 
(d) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de CO2 a formiato; donde el 
microorganismo no tiene ninguna actividad malato tioquinasa y malil-CoA liasa endógena. 

 
De acuerdo con la invención, confiriendo una actividad enzimática predeterminada, se puede construir un ciclo de 
fijación de dióxido de carbono que fija CO2 generado durante el metabolismo de carbohidratos o CO2 suministrado 35 
desde el exterior, y se puede proporcionar un microorganismo productor de acetil-CoA que tenga un ciclo de 
producción de acetil-CoA en que se convierte de forma eficaz CO2 en acetil-CoA. 
 
Es decir, como resultado de diversos estudios sobre la conversión de CO2 en acetil-CoA, se descubrió que el CO2 se 
convertía en acetil-CoA confiriendo al menos un tipo de actividad enzimática seleccionada del grupo que consiste en 40 
malato tioquinasa, malil-CoA liasa, glioxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa e hidroxipiruvato 
reductasa, a un microorganismo que no tiene ninguno de: 
 

(a) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de malonil-CoA en malonato 
semialdehído o 3-hidroxipropionato; 45 
(b) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de acetil-CoA y CO2 a piruvato; 
(c) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de crotonil-CoA y CO2 a 
etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA; 
(d) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de CO2 a formiato; donde el 
microorganismo no tiene ninguna actividad malato tioquinasa y malil-CoA liasa endógena. 50 

 
Además, usando el microorganismo productor de acetil-CoA que convierte CO2 en acetil-CoA, o confiriendo 
adicionalmente una actividad enzimática predeterminada al microrganismo, se producen de forma eficaz sustancias 
que incluyen acetil-CoA y metabolitos útiles derivados de acetil-CoA tales como alcohol isopropílico, etanol. Acetona, 
ácido cítrico, ácido itacónico, ácido acético, ácido butírico, (poli)ácido 3-hidroxibutírico, ácido 3-hidroxiisobutírico, 55 
ácido 3-aminoisobutírico, ácido 2-hidroxiisobutírico, ácido metacrílico, (poli)ácido glutámico, ácido glutámico, 
arginina, ornitina, citrulina, leucina, isoleucina o prolina. 
 
La invención propone el ciclo de producción de acetil-CoA más simple y práctico que fija CO2 y lo convierte en acetil-
CoA (Fig. 1). 60 
 
Las realizaciones preferibles del ciclo de producción de acetil-CoA de acuerdo con la invención incluyen el ciclo de 
producción de acetil-CoA mostrado en la Fig. 1 (a partir de ahora en este documento puede mencionarse como 
"ciclo de la Fig. 1"). 
 65 
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El ciclo implica de 8 a 10 tipos de enzimas, es decir, 
al menos una seleccionada del grupo de: 
 

fosfoenolpiruvato carboxilasa; 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, y 5 
piruvato carboxilasa y piruvato quinasa; 
malato deshidrogenasa; 
malato tioquinasa; 
malil-CoA liasa; 
glioxilato carboligasa; 10 
al menos una seleccionada del grupo que consiste en: 
 

hidroxipiruvato isomerasa e hidroxipiruvato reductasa; y 
2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa; 
 15 

al menos una seleccionada del grupo que consiste en: 
 
glicerato 2-quinasa; y 
fosfoglicerato mutasa y glicerato 3-quinasa; y 
 20 

enolasa. 
 
La (fosfoenol)piruvato carboxilasa está implicada en la fijación de dióxido de carbono. La (fosfoenol)piruvato 
carboxilasa es una enzima fijadora de dióxido de carbono que tiene alta actividad. Por ejemplo, la RubisCO usada 
en la fotosíntesis en plantas o similares se sabe que tiene una actividad específica de aproximadamente 3 U/mg a 25 
20 U/mg (J. Biol. Chem. 274(8) 5078-82(1999), Anal. Biochem. 153(1) 97-101, 1986). Por otro lado, se ha informado 
de que la (fosfoenol)piruvato carboxilasa tiene una actividad específica de 30 U/mg en Escherichia coli, o tan alta 
como 100 U/mg a 150 U/mg (J. Biol. Chem. 247, 5785-5792 (1972); Biosci. Biotechnol. Biochem. 59, 140-142 
(1995); Biochim Biophys Acta. 1475(3):191-206, 2000). En términos de malato tioquinasa (mtk) que sintetiza malil-
CoA, el presente estudio reveló que la malato tioquinasa de acuerdo con la invención tiene una actividad mayor en 30 
comparación con la de las enzimas convencionalmente conocidas (J. Biol. Chem. 248(21) 7295-303, 1973). El ciclo 
de la Fig. 1 está compuesto por 8 a 10 tipos de enzimas y, por lo tanto, el ciclo más simple entre los ciclos de 
producción de acetil-CoA conocidos. Es necesario conferir solamente una pequeña cantidad de enzimas al 
microorganismo. Además, el ciclo de la Fig. 1 no incluye una enzima que consume acetil-CoA. Por lo tanto, puede 
decirse que el ciclo de la Fig. 1 es un ciclo ideal para fijar CO2 y convertirlo en acetil-CoA. 35 
 
Otra ventaja del ciclo de la Fig. 1 es que, como el ciclo es independiente de las rutas glucolíticas, el ciclo puede 
combinarse libremente con diversas rutas glucolíticas. Por ejemplo, el ciclo de la Fig. 1 puede combinarse 
fácilmente, que produce NADPH con una alta tasa de producción y se usa a menudo en la producción de sustancias 
(publicación japonesa en fase nacional (JP-A) n.º 2007-510411), ya que el ciclo de la Fig. 1 es independiente de la 40 
ruta de pentosa fosfato. 
 
En el ciclo de la Fig. 1, cada una de malato deshidrogenasa (mdh), 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa (glxR), e 
hidroxipiruvato reductasa (ycdW) consume NADH (o NADPH) como energía de reducción; cada una de malato 
tioquinasa (mtk), glicerato 3-quinasa (glxK), glicerato 2-quinasa (garK), y piruvato carboxilasa (pyc) consume ATP; y 45 
la piruvato quinasa (pyk) produce piruvato. 
 
En un caso en que se usa fosfoenolpiruvato como sustancia de partida, la ecuación equilibrada para el ciclo de la 
Fig. 1 es: "fosfoenolpiruvato + 2CoA + CO2 + 3NAD(P)H + 3ATP → 2acetil-CoA + 3NAD(P)+ + 3ADP". 
 50 
En un caso en que usa piruvato como sustancia de partida, la ecuación equilibrada es: piruvato + 2CoA + CO2 + 
3NAD(P)H + 4ATP → 2acetil-CoA + 3NAD(P)+ + 4ADP". 
 
Es decir, el ciclo de la Fig. 1 requiere suplementación de fosfoenolpiruvato (o piruvato), NAD(P)H, y ATP para fijar 
CO2 y convertirlo en acetil-CoA. 55 
 
Entre las rutas de fermentación que producen acetil-CoA como intermedio, las ecuaciones equilibradas de las rutas 
que consumen oxígeno durante la fermentación se enumeran en la Tabla 1. Se asume que, en estas rutas de 
fermentación, se produce una coenzima reducida tal como NADH durante la ruta y la coenzima reducida se 
convierte en la forma oxidada por la acción de oxígeno. Por lo tanto, si es posible consumir la coenzima reducida 60 
producida por el ciclo de la Fig. 1 en lugar de consumir oxígeno, puede esperarse que la energía de reducción 
generada en la fermentación pudiera usarse de forma eficaz en los ciclos de producción de acetil-CoA para fijar CO2 
y convertirlo en productos. 
 
Aquí, la coenzima reducida se refiere a una coenzima en estado reducido e implicada en una reacción de oxidación-65 
reducción, y ejemplos de la misma incluyen NADH, NADPH, FADH2, FMNH2, y una coenzima quinona reducida. La 
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coenzima reducida es preferiblemente NADH o NADPH, más preferiblemente NADH. La coenzima oxidada se refiere 
a la forma oxidada de una coenzima reducida, y ejemplos de la misma incluyen NAD+, NADP+, FAD, FMN, y una 
coenzima quinona oxidada. La coenzima oxidada es preferiblemente NAD+ o NADP+, más preferiblemente NAD+. 
 

Tabla 1 5 
Nombre del compuesto Ecuación de fermentación 

Alcohol isopropílico C6H12O6 + H2O + 3/2O2 → C3H8O + 3CO2 + 3H2O 
Acetona C6H12O6 + 2O2 → C3H6O + 3H2O + 3CO2 

Ácido glutámico C6H12O6 + 3/2O2 + NH3 → C5H9NO4 + CO2 + 3H2O 
Glutamina C6H12O6 + 3/2O2 + 2NH3 → C5H10N2O3 + CO2 + 4H2O 
Arginina C6H12O6 + 1/2O2 + 4NH3 → C6H14N2O2 +5H2O 
Ornitina C6H12O6 + 1/2O2 + NH3 → C5H12N2O2 + 2H2O+ CO2 
Citrulina C6H12O6 + 1/2O2 + 3NH3 → C6H13N3O3 + 4H2O 
Prolina C6H12O6 + 1/2O2 + NH3 → C5H9NO2 + 3H2O + CO2 

Ácido acético C6H12O6 +2O2 → 2C2H4O2 + 2CO2 + 2H2O 
Ácido (poli-)3-hidroxibutírico C6H12O6 + 3/2O2 → C4H8O3 + 2CO2 + 2H2O 

Ácido itacónico C6H12O6 + 1 5O2 → C5H6O4 + CO2 + 3H2O 
Ácido cítrico C6H12O6 + 3/2O2 → C6H8O7 + 2H2O 

Ácido butírico C6H12O6 + 2O2 → C3H8O2 + 2H2O + 3CO2 
Leucina (Isoleucina) 3/2C6HI2O6 + 3/2O2 + NH3 → C6H13NO2 + 4H2O + 3CO2 

Ácido 4-aminobutírico C6HI2O6 + 3/2O2+ NH3 → C4H9NO2 + 3H2O + 2CO2 
Ácido 4-hidroxibutírico C6H12O6 + 3/2O2 → C4H8O3 + 2H2O+ 2CO2 

 
Como se muestra en la Tabla 1, la fermentación en que está presente oxígeno en el lado izquierdo de la ecuación de 
fermentación a menudo requiere una gran cantidad de oxígeno. En dichos casos, puede requerirse aireación 
extensiva y/o agitación vigorosa, que provoca aumento en los costes del equipo y los costes de energía eléctrica. 
Por lo tanto, introduciendo el ciclo de la Fig. 1, puede consumirse el exceso de energía de reducción y puede 10 
moderarse la aireación/agitación excesiva, y puede esperarse que se reduzca el coste de la producción 
fermentativa. 
 
Para suministrar la energía de reducción al ciclo de acuerdo con la invención, la energía de reducción puede 
proporcionarse añadiendo una sustancia que puede generar una energía de reducción, o conferir energías desde el 15 
exterior. Ejemplos específicos de lo mismo incluyen usar una sustancia que tiene un alto grado de reducción (por 
ejemplo, hidrógeno, sulfito, alcoholes o parafina) como sustrato; suministrar energías de reducción directamente por 
cultivo eléctrico; y suministrar una energía de reducción por una reacción fotoquímica en un organismo. Diferente a 
la fermentación mostrada en la Tabla 1, siempre que la energía de reducción pueda suministrarse desde el exterior, 
es posible dirigir la ruta de fijación de dióxido de carbono pretendida incluso en fermentación en que no se produce 20 
una coenzima reducida. 
 
Los aspectos de la presente invención se describen a continuación. 
 
La "fijación de CO2" en la invención se refiere a la conversión de CO2 generado en el metabolismo de carbohidratos 25 
o CO2 suministrado desde el exterior en un compuesto orgánico. El CO2 puede ser HCO3

-. Aquí, "fijación de CO2" 
también puede mencionarse como "fijación de dióxido de carbono". 
 
El término "proceso" en la presente memoria descriptiva abarca un proceso independiente, así como un proceso que 
obtiene un efecto pretendido del proceso, aunque no puede distinguirse claramente de otro proceso. En la presente 30 
memoria descriptiva, un intervalo numérico indicado usando "a" significa un intervalo que incluye valores numéricos 
dados antes y después de "a" como un valor mínimo y un valor máximo, respectivamente. 
 
En la invención, en la referencia a la cantidad de cada ingrediente en la composición, cuando la composición incluye 
múltiples sustancias correspondientes a cada ingrediente, la cantidad de cada ingrediente significa la cantidad total 35 
de las múltiples sustancias salvo que se especifique de otro modo. 
 
Como se usa en este documento, el término "inactivación" se refiere a una condición en que la actividad de la 
enzima (aquí, un factor que no muestra actividad enzimática por sí mismo y también se incluye el alcance de 
"enzima", salvo que se indique específicamente excluido) medida por cualquier sistema existente de medición es no 40 
mayor de 1/10 de la actividad en el microorganismo antes de la inactivación, asumiendo que la actividad en el 
microorganismo antes de la inactivación es 100. 
 
La "reducción" de una actividad enzimática en la invención significa una condición en que la actividad de la enzima 
se reduce significativamente por una técnica de recombinación genética para un gen que codifica la enzima en 45 
comparación con antes de dicho tratamiento. 
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La "potenciación" de una "actividad" en la invención significa ampliamente que una actividad enzimática en los 
microorganismos se vuelve mayor después de la potenciación en comparación con la actividad enzimática antes de 
la potenciación. 
 
Los métodos para la potenciación no están particularmente restringidos siempre que la actividad de una enzima 5 
poseída por los microorganismos esté potenciada. Ejemplos de los mismos incluyen potenciación por un gen de 
enzima introducido desde el exterior de la célula, potenciación por expresión aumentada de un gen de enzima dentro 
de la célula o cualquier combinación de los mismos. 
 
Ejemplos específicos de potenciación por un gen de enzima introducido desde el exterior de la célula incluyen: 10 
introducir un gen que codifica una enzima activa que tiene una actividad mayor que la enzima del hospedador desde 
el exterior de la célula del microorganismo hospedador por la técnica de recombinación genética, añadiendo de ese 
modo la actividad enzimática del gen de enzima introducido; sustituir la actividad enzimática introducida por una 
actividad enzimática intrínseca que el hospedador posee originalmente; aumentar el número de copias de un gen de 
enzima del hospedador o un gen de enzima introducido desde el exterior de la célula a dos o más; y cualquier 15 
combinación de los mismos. 
 
Ejemplos específicos de potenciación por expresión aumentada de un gen de enzima en el microorganismo 
incluyen: introducir una secuencia de bases que potencie la expresión de un gen de enzima desde el exterior del 
microorganismo hospedador al interior del microorganismo; sustituir otro promotor por el promotor de un gen de 20 
enzima que el microorganismo hospedador posee en su genoma, potenciando de ese modo la expresión del gen de 
enzima; y cualquier combinación de los mismos. 
 
"Conferir" una "actividad" en la invención significa ampliamente proporcionar la actividad de una enzima pretendida 
introduciendo, desde el exterior, un gen que codifica la enzima en un organismo que no posee un gen que codifica la 25 
enzima pretendida. El método de conferir una actividad no está particularmente limitado siempre que la actividad de 
una enzima pretendida puede conferirse a un microorganismo, y ejemplos del mismo incluyen transformación un 
plásmido que alberga un gen de enzima, introducción de un gen de enzima en el genoma, y cualquier combinación 
de los mismos. 
 30 
El promotor a usarse para "potenciar" o "conferir" una "actividad" no está particularmente limitado siempre que el 
promotor permita la expresión génica, y ejemplos del mismo incluyen promotores constitutivos y promotores 
inducibles. 
 
Si el microorganismo tiene el gen de enzima pretendido o no, puede determinarse, con referencia a, por ejemplo, la 35 
información génica de cepas respectivas registradas en KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; 
http://www.genome.jp/kegg/) o NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://www.nc- 
bi.nlm.nih.gov/gene/). En la invención, solamente se usa la información génica de las cepas respectivas registradas 
en KEGG o NCBI. 
 40 
En la invención, la actividad enzimática puede conferirse introduciendo, desde el exterior, un gen que codifica la 
enzima en la célula usando la técnica de recombinación genética. En este caso, el gen de enzima ha introducirse 
puede ser homólogo o heterólogo a la célula hospedadora. 
 
Los métodos para la preparación de un ADN genómico necesario para introducir un gen desde el exterior a la célula 45 
en la célula, la escisión y ligamiento del ADN, la transformación, PCR (reacción en cadena de la polimerasa), el 
diseño y síntesis de oligonucleótidos a usarse como cebadores, etc., puede realizarse por métodos habituales bien 
conocidos para los expertos en la materia. Estos métodos se describen en Sambrook, J., et al., "Molecular Cloning A 
Laboratory Manual, Segunda Edición", Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), etc. 
 50 
La expresión "por la técnica de recombinación genética" en la invención abarca cualquier alternación a la secuencia 
de bases causada por la inserción de otro ADN en la secuencia de bases de un gen nativo, sustitución o deleción de 
un cierto sitio de un gen, o cualquier combinación de las mismas. Por ejemplo, la alternación puede resultar de una 
mutación. 
 55 
En la invención, el microorganismo en que la actividad de un factor o enzima se inactiva se refiere a un 
microorganismo en que la actividad nativa está alterada por un cierto método aplicado desde el exterior de la célula 
al interior de la célula. Dicho microorganismo puede generarse por, por ejemplo, alteración de un gen que codifica la 
proteína o enzima (alteración génica). 
 60 
Ejemplos de la alteración génica en la invención incluyen introducción de una mutación en la secuencia de bases de 
un gen, inserción de otro ADN en la secuencia de bases o deleción de una cierta parte de un gen, que se realizan 
con el propósito de evitar que se realice la función del gen. Como resultado de la alteración génica, por ejemplo, el 
gen se vuelve incapaz de transcribirse en ARNm, y el gen estructural deja de traducirse. Como alternativa, debido al 
carácter incompleto del ARNm transcrito, la secuencia de aminoácidos de la proteína estructural traducida, se muta 65 
o deleciona y, por lo tanto, las funciones intrínsecas de la proteína estructural se hacen incapaces de lograr. 
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La variante de alteración génica puede prepararse usando cualquier método siempre que pueda obtenerse una 
variante de alteración en que la enzima o proteína diana no se exprese. Se ha informado de diversos métodos para 
alteración génica (cruce natural, adición de un mutágeno, irradiación UV, irradiación por radiación, mutagénesis 
aleatoria, transposones, alteración génica dirigida al sitio). En vista de la alteración de un gen específico, es 
preferible la alteración génica por recombinación homóloga. Los métodos de alteración génica por recombinación 5 
homóloga se describen en J. Bacteriol., 161, 1219-1221 (1985), J. Bacteriol., 177, 1511-1519 (1995), Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A, 97, 6640-6645 (2000), y similares, y los expertos en la materia pueden realizar fácilmente 
recombinación homóloga usando estos métodos o aplicando estos métodos. 
 
El "hospedador" en la invención significa un microorganismo en un estado que el efecto de la invención puede 10 
ejercerse como resultado de la introducción de uno o más genes desde el exterior del microorganismo. 
 
Más específicamente, el "hospedador" en la invención significa un microorganismo que puede hacerse que posea la 
capacidad de producir acetil-CoA desde un material de fuente de carbono usando ciertos medios, 
independientemente de si el microorganismo tiene de forma intrínseca o no la capacidad innata de producir acetil-15 
CoA a partir de un material de fuente de carbono. 
 
El "hospedador" en la invención puede tener una ruta para producir un metabolito útil. El "metabolito útil" en la 
invención se usa como nombre genérico para metabolitos principales en las rutas metabólicas de microorganismos, 
tales como alcoholes, aminoácidos, ácidos orgánicos y terpenos. El microorganismo puede ser cualquier 20 
microorganismo siempre que pueda hacerse que posea la capacidad de producir un metabolito útil usando cualquier 
medio, independientemente de si el microorganismo tiene de forma intrínseca o no la capacidad innata de producir el 
metabolito útil. 
 
El "metabolito útil derivado de acetil-CoA" en la invención se refiere a cualquiera de los diversos metabolitos 25 
producidos mediante acetil-CoA en rutas metabólicas. Ejemplos de los mismos incluyen alcoholes tales como 
alcohol isopropílico, etanol o butanol; aminoácidos tales como ácido L-glutámico, ácido L-glutámico, L-arginina, L-
ornitina, L-citrulina, L-leucina, o L-prolina; ácidos orgánicos tales como ácido 3-hidroxibutírico, ácido poli-3-
hidroxibutírico, ácido poliglutámico, ácido 3-hidroxiisobutírico, ácido 3-aminoisobutírico, ácido 2-hidroxiisobutírico, 
ácido metacrílico, ácido cítrico, ácido acético, ácido propiónico, ácido butírico, ácido caproico, o ácido mevalónico; y 30 
terpenos tales como isopreno, escualeno, esteroide, o carotenoide. Otros ejemplos de los mismos incluyen acetona. 
El microorganismo puede ser cualquier microorganismo siempre que pueda hacerse que posea la capacidad de 
producir un metabolito útil derivado de acetil-CoA usando un cierto medio, independientemente de si el 
microorganismo tiene de forma intrínseca o no la capacidad innata de producir el metabolito útil derivado de acetil-
CoA. 35 
 
La "producción de acetil-CoA" en la invención se refiere a la conversión de cualquier sustancia en acetil-CoA en una 
ruta metabólica. Como el acetil-CoA es un intermedio metabólico y se convierte rápidamente en diversas sustancias 
en rutas metabólicas, la cantidad aparente de acetil-CoA no aumenta necesariamente. Sin embargo, el efecto puede 
confirmarse indirectamente por detección de un marcador derivado de CO2 en una sustancia derivada de acetil-CoA, 40 
por un aumento en el rendimiento de una sustancia derivada de acetil-CoA respecto al consumo de azúcar o 
similares. Como varios factores (por ejemplo, la cantidad de una coenzima, la cantidad de un sustrato o un cambio 
en el metabolismo causado por una inhibición por retroalimentación) están implicados en la conversión, la cantidad 
de producción de acetil-CoA no siempre es proporcional a la cantidad de cada una de las sustancias derivadas de 
acetil-CoA. Sin embargo, en un caso en que una ruta para producir una sustancia específica a partir de acetil-CoA 45 
está potenciada o un caso en que dicha ruta está potenciada de forma intrínseca (por ejemplo, en el caso de un 
microorganismo productor de alcohol isopropílico o un microorganismo productor de glutamato descrito a 
continuación), la eficacia de conversión a partir de acetil-CoA está poco afectada por factores externos y, por lo 
tanto, la eficacia de producción de la sustancia específica puede considerarse como un índice de la eficacia de 
producción de acetil-CoA. 50 
 
El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la invención incluye un ciclo de producción de acetil-CoA 
obtenido confiriendo a menos un tipo de actividad enzimática seleccionada del grupo que consiste en malato 
tioquinasa, malil-CoA liase, glioxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa, e hidroxipiruvato reductasa, a 
un microorganismo que no tiene ninguno de: 55 
 
 (a) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de malonil-CoA a malonato 

semialdehído o 3-hidroxipropionato; 
 (b) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de acetil-CoA y CO2 a piruvato; 
 (c) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de crotonil-CoA y CO2 a 60 

etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA; 
 (d) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de CO2 a formiato; donde el 

microorganismo no tiene ninguna actividad malato tioquinasa y malil-CoA liasa endógena. 
 
En vista de la eficacia de producción de acetil-CoA, el microorganismo productor de acetil-CoA se confiere 65 
preferiblemente con las actividades enzimáticas de malato tioquinasa y malil-CoA liasa, más preferiblemente se 
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confiere con las actividades enzimáticas de malato tioquinasa, malil-CoA liasa y glioxilato carboligasa, aún más 
preferiblemente se confiere con las actividades enzimáticas de malato tioquinasa, malil-CoA liasa, glioxilato 
carboligasa y 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa y/o hidroxipiruvato reductasa. 
 
La expresión "no tiene (de forma natural)" en este documento significa que el microorganismo hospedador no posee 5 
de forma intrínseca un atributo en la naturaleza. 
 
Aquí, el "ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de malonil-CoA a malonato 
semialdehído o 3-hidroxipropionato" se refiere a los siguientes ciclos (1) a (7): 
 10 
 (1) el ciclo mostrado en la Fig. 1 del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en malonil-

CoA, 3-hidroxipropionato, propionil-CoA, malato y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA; 
 (2) el ciclo mostrado en la Fig. 4A del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en malonil-

CoA, malonato semialdehído, β-alanina, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA; 
 (3) el ciclo mostrado en la Fig. 4B, 16, o 18 del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en 15 

malonil-CoA, hidroxipropionato, (R)-lactato o (S)-lactato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en 
acetil-CoA; 

 (4) el ciclo mostrado en la Fig. 8 del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en malonil-
CoA, malonato semialdehído o hidroxipropionato, piruvato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en 
acetil-CoA; 20 

 (5) el ciclo mostrado en la Fig. 9A, 9B, o 9C del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en 
malonil-CoA, hidroxipropionato, 2-cetoglutarato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA; 

 (6) el ciclo mostrado en la Fig. 9D o 9F del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en 
malonil-CoA, hidroxipropionato, metilmalonil-CoA, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-
CoA; y 25 

 (7) el ciclo mostrado en la Fig. 17 del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en malonil-
CoA, malonato semialdehído o hidroxipropionato, metilmalonil-CoA, piruvato, oxaloacetato, malato, y malil-CoA, 
que se convierten de nuevo en acetil-CoA. 

 
Todos los ciclos de fijación de dióxido de carbono (1) a (7) descritos anteriormente tienen una reacción enzimática 30 
de malonil-CoA a malonato semialdehído o de malonil-CoA a 3-hidroxipropionato. Este tipo de reacción está 
catalizada por malonato semialdehído deshidrogenasa o malonil-CoA reductasa (documento WO 2011/099006). Se 
cree que la reacción de reducción de ácido carboxílico o un (tio)éster del mismo, tal como reducción de succinil-CoA 
o reducción de malonil-CoA, es generalmente difícil de realizar como reacciones enzimáticas y deben evitarse como 
rutas de fermentación en lo posible (Atsumi et al., Nature, 451,(3), 86-89, 2008; Yim et al., Nat. Chem. Biol.,7, 445-35 
452, 2011). 
 
El "ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de acetil-CoA y CO2 a piruvato" en la 
presente memoria descriptiva se refiere a los siguientes ciclos (8) a (10): 
 40 
 (8) el ciclo mostrado en la Fig. 1 del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en piruvato, 

fosfoenolpiruvato, oxaloacetato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA; 
 (9) el ciclo mostrado en la Fig. 7C, 7D o 7E del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en 

piruvato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA; y 
 (10) el ciclo mostrado en la Fig. 9M del documento WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en piruvato, 45 

2-cetoglutarato, malato, y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA. 
 
Todos los ciclos de fijación de dióxido de carbono (8) a (10) tienen una reacción enzimática que convierte acetil-CoA 
y CO2 en piruvato. Esta reacción se cataliza por la piruvato sintasa (documento WO 2011/099006). La reacción 
sintética de piruvato por la piruvato sintasa requiere una fuerte energía de reducción de ferredoxina y procede 50 
lentamente, y procede solamente en condiciones estrictamente anaeróbicas porque la reacción es sensible a 
oxígeno. 
 
El "ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de crotonil-CoA y CO2 a etilmalonil-CoA 
o glutaconil-CoA" en la presente memoria descriptiva se refiere al ciclo mostrado en la Fig. 9H o 9J del documento 55 
WO 2011/099006, en que se convierte acetil-CoA en crotonil-CoA, etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA, oxaloacetato, 
malato y malil-CoA, que se convierten de nuevo en acetil-CoA. 
 
La conversión de crotonil-CoA y CO2 en etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA se cataliza por la crotonil-CoA carboxilasa-
reductasa o metilcrotonil-CoA carboxilasa. Como el valor de Km de la crotonil-CoA carboxilasa-reductasa para 60 
carbonatos es alto (14 mM; PNAS 104(25) 10631-10636, 2007), no puede esperarse actividad suficiente a baja 
concentración de sustrato. El crotonil-CoA, que es un sustrato de la crotonil-CoA carboxilasa-reductasa, se produce 
a partir de 3-hidroxibutiril-CoA por una reacción de deshidratación. En general, una enzima implicada en la reacción 
de deshidratación cataliza predominantemente la reacción inversa (es decir, reacción de hidratación) en un entorno 
acuoso. Por lo tanto, no puede esperarse una tasa de producción suficientemente alta de crotonil-CoA. Además, la 65 
actividad específica informada de la metilcrotonil-CoA carboxilasa no es tan alta (0,2 U/mg a 0,6 U/mg; Arch 
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Biochem Biophys. 310(1) 64-75, 1994) y no puede esperarse una tasa de producción suficientemente alta de 
crotonil-CoA como sustrato por la misma razón. 
 
El "ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de CO2 a formiato" en la presente 
memoria descriptiva se refiere al ciclo mostrado en las Fig. 5, 6, 13 o 14 del documento WO 2009/046929, es decir, 5 
un ciclo que tiene una ruta en que la reacción procede desde CO2 a través de formiato y serina, y se convierte 
oxaloacetato en malato, malil-CoA y glicerato, que se convierten de nuevo en oxaloacetato. 
 
La reacción enzimática de CO2 en formiato requiere una fuerte energía de reducción, procede lentamente y procede 
solamente en condiciones estrictamente anaeróbicas porque la reacción es sensible a oxígeno. 10 
 
En la presente memoria descriptiva, "no muestra ninguna de las funciones" del ciclo de fijación de dióxido de 
carbono "aunque conferidas" significa que el ciclo de fijación de dióxido de carbono no muestra función incluso 
cuando la actividad de la enzima pretendida está conferida por la introducción de un gen que codifica la enzima que 
tiene la actividad que se introduce en un microorganismo que no posee el gen que codifica la enzima pretendida. El 15 
hecho de que "el ciclo de fijación de dióxido de carbono no funciona" puede confirmarse indirectamente, por ejemplo, 
mediante la no detección de un marcador derivado de CO2 en un metabolito en el ciclo o una sustancia derivada del 
metabolito en un ensayo usando un CO2 marcado, o mediante la ausencia de aumento en el rendimiento de una 
sustancia derivada de un metabolito en el ciclo respecto al consumo de azúcar. 
 20 
El ciclo de producción de acetil-CoA a construirse en el microorganismo productor de acetil-CoA incluye malato 
tioquinasa, malil-CoA liasa, hidroxipiruvato reductasa, glioxilato carboligasa o 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa. 
Un ejemplo del ciclo de producción de acetil-CoA se muestra en la Fig. 1. El ciclo de producción de acetil-CoA no 
incluye una enzima que consume acetil-CoA, tal como acetil-CoA carboxilasa o piruvato sintasa. 
 25 
En el ciclo de producción de acetil-CoA de la Fig. 1, primero se une el dióxido de carbón a fosfoenol piruvato o 
piruvato por la acción de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), piruvato carboxilasa (pyc) o fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa (pck), y se convierte en oxaloacetato. El oxaloacetato se convierte en malato por la acción de la 
malato deshidrogenasa (mdh). El malato se convierte en malil-CoA (malato-CoA) por la acción de la malato 
tioquinasa (mtk). La malil-CoA (malato-CoA) se convierte en acetil-CoA y glioxilato por la acción de la malil-CoA liase 30 
(Mcl). El glioxilato se convierte en 2-hidroxi-3-oxopropionato por la acción de la glioxilato carboligasa (gcl). El 3-
hidroxi-2-oxopropionato se convierte en glicerato por la acción de la 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa (glxR) o, 
como alternativa, se convierte en hidroxipiruvato por la acción de hidroxipiruvato isomerasa (hyi) y después en 
glicerato por la acción de la hidroxipiruvato reductasa (ycdW). El glicerato se convierte 3-fosfoglicerato por la acción 
de la glicerato 3-quinasa (glxK) o se convierte en 2-fosfoglicerato por la acción de la glicerato 2-quinasa (garK). El 3-35 
fosfoglicerato se convierte en 2-fosfoglicerato por la acción de la fosfoglicerato mutasa (gpm). El 2-fosfoglicerato se 
convierte en fosfoenolpiruvato por la acción de la enolasa (eno). En un caso en que se incluye la piruvato 
carboxilasa en el ciclo, el fosfoenolpiruvato se convierte en piruvato por la acción de la piruvato quinasa (pyk). 
 
La actividad enzimática a conferir al microorganismo productor de acetil-CoA no está particularmente limitada 40 
siempre que el ciclo de producción de acetil-CoA pueda construirse de forma funcional por la misma, y puede 
seleccionarse apropiadamente dentro del alcance descrito en la presente memoria descriptiva dependiendo del 
microorganismo hospedador. 
 
En un microorganismo en que no puede formare un ciclo cerrado con ninguna de las rutas en la Fig. 1 a causa de la 45 
ausencia parcial de las enzimas en el ciclo de la Fig. 1, la enzima o enzimas perdidas tienen que suministrarse. Por 
ejemplo, entre bacterias Escherichia, Escherichia coli no posee malato tioquinasa y malil-CoA liasa, de modo que 
tienen que conferirse al menos estas dos enzimas. 
 
Las bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis no poseen malato tioquinasa, malil-CoA liasa y glioxilato 50 
carboligasa, de modo que tienen que conferirse al menos la malato tioquinasa, malil-Coa liasa y glioxilato 
carboligasa. 
 
Entre las bacterias corineformes, por ejemplo, Corynebacterium glutamicum no posee malato tioquinasa, malil-CoA 
liase, glioxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa, e hidroxipiruvato reductasa, de modo que 55 
necesitan conferirse al menos la malato tioquinasa, malil-CoA liase, glioxilato carboligasa, y 2-hidroxi-3-
oxopropionato reductasa, y/o hidroxipiruvato reductasa. 
 
La enzima que consume acetil-CoA como se ha descrito anteriormente, se refiere a una enzima, diferente de la 
fosfoenolpiruvato carboxilasa y piruvato carboxilasa usada en el ciclo de acuerdo con la invención que usa acetil-60 
CoA como sustrato y cataliza la conversión de acetil-CoA en otra sustancia. Ejemplos de la misma incluyen acetil-
CoA carboxilasa, que se clasifica como el número de código de enzima: 6.4.1.2 basado en el informe de la Enzyme 
Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.) y cataliza una reacción de conversión de acetil-CoA en 
malonil-CoA; y la piruvato sintasa, que se clasifica como el número de código de enzima: 1.2.7.1 y cataliza una 
reacción de conversión de acetil-CoA en piruvato. 65 
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El ciclo que incluye una enzima que consume acetil-CoA como se ha descrito anteriormente se refiere a un ciclo 
cerrado en que se convierte acetil-CoA, a través del ciclo en acetil-CoA de nuevo por la acción de una enzima que 
consume acetil-CoA. En un caso en que una sustancia producida por la reacción de conversión de una enzima que 
consume acetil-CoA se convierta adicionalmente en otro producto sin convertirse en acetil-CoA de nuevo (por 
ejemplo, en una caso en que la sustancia se convierte a través de una ruta de producción de alcohol isopropílico en 5 
el producto final, alcohol isopropílico), el ciclo no está cerrado y, por lo tanto, el ciclo se excluye del "ciclo que incluye 
una enzima que consume acetil-CoA". 
 
El ciclo cerrado se refiere a una ruta que parte de una sustancia arbitraria en el ciclo, en que la sustancia se 
convierte mediante el ciclo en otra sustancia y, finalmente, se convierte en la misma sustancia que la sustancia 10 
inicial. 
 
La malato tioquinasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código de enzima: 
6.2.1.9 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza 
una reacción de unión de malato a CoA y convierte el malato en malil-CoA. En esta reacción, se consume una 15 
molécula de ATP y se produce una molécula de ADP y una molécula de fosfato. La malato tioquinasa tiene una 
subunidad grande de aproximadamente 400 aminoácidos y una subunidad pequeña de 300 aminoácidos. En el gen, 
la subunidad grande habitualmente va seguida por la subunidad pequeña. Aquí, por conveniencia, la subunidad 
grande se menciona como mtkB, y la subunidad pequeña se menciona como mtkA. Se informa de que la actividad 
específica de la malato tioquinasa purificada es, por ejemplo, 2,5 U/mg (Anal Biochem. 227(2), 363-367, 1995). 20 
 
La malato tioquinasa se encuentra principalmente en una ruta de asimilación para fuentes de carbono C1 tales como 
metano (J. Bacteriol. 176(23), 7398-7404, 1994) y la ruta de 3-hidroxipropionato (Arch. Microbiol., 151, 252-256, 
1989), y se caracteriza porque está presente la malil-CoA liasa en sus cercanías en el genoma. Dicha enzima puede 
usarse adecuadamente. Un ejemplo de evaluación de la actividad de una malato tioquinasa purificada se conoce en 25 
malato tioquinasa derivada de Methylobacterium extorquens, pero existen solamente unos pocos ejemplos de 
comparación de una actividad con una secuencia real. El único ejemplo de evaluación de una actividad junto con 
una secuencia se conoce en una enzima derivada de Methylobacterium extorquens AM1 (números de acceso a 
GenBank AAA62654 y AAA62655) (J. Bacteriol. 176(23), 7398-7404, 1994). En este documento, se clonó el gen de 
la malato tioquinasa y el gen clonado se introdujo en la misma cepa de Methylobacterium extorquens para evaluar la 30 
actividad. Sin embargo, cuando los presentes inventores sintetizaron realmente la secuencia y la evaluaron, no pudo 
detectarse ninguna actividad. En vista de esto, se comparó la secuencia de AAA62655 con la secuencia de la malato 
tioquinasa derivada de Methylobacterium extorquens recién adquirida en la invención (SEQ ID NO: 70). Como 
resultado, se descubrió que AAA62655 tiene una deleción grande (36 aminoácidos) en el extremo carboxi, y es 
anormalmente corta en comparación con secuencias de otras malato tioquinasas (por ejemplo, en la Fig. 3). Por lo 35 
tanto, se cree que se describe una secuencia de tipo inactivo incorrecta en la bibliografía anterior. 
 
Esta invención es, de hecho, un primer ejemplo presentado en que la malato tioquinasa realmente se clona y se 
expresa por un microorganismo de otra especie, y la actividad está correlacionada con la secuencia. 
 40 
Ejemplos de malato tioquinasa incluyen aquellos derivados de Methylobacterium tales como Methylobacterium 
extorquens (SEQ ID NO: 70 y 71), los derivados de Hyphomicrobium tales como Hyphomicrobium methylovorum o 
Hyphomicrobium denitrificans, los derivados de Rhizobium tales como Rhizobium sp. NGR234, los derivados de 
Granulibacter tales como Granulibacter bethesdensis (SEQ ID NO: 107 y 108), los derivados de Nitrosomonas tales 
como Nitrosomonas europaea, los derivados de Methylococcus tales como Methylococcus capsulatus, y los 45 
derivados de Gammaproteobacterias. 
 
En vista de la eficacia de producción de sustancias útiles producidas a través de acetil-CoA, ejemplos específicos de 
la secuencia preferible de aminoácidos incluyen las secuencias de aminoácidos derivadas de Hyphomicrobium (SEQ 
ID NO: 73, 74, 110, y 111), secuencias de aminoácidos derivadas de Rhizobium (SEQ ID NO: 75 y 76), secuencia de 50 
aminoácidos derivadas de Nitrosomonas (SEQ ID NO: 113 y 114), secuencias de aminoácidos derivadas de 
Methylococcus (SEQ ID NO: 116 y 117) y secuencias de aminoácidos derivadas de Gammaproteobacterias (por 
ejemplo, SEQ ID NO: 118 y 119). 
 
La malato tioquinasa derivada de Hyphomicrobium (SEQ ID NO: 73, 74, 110, y 111), la malato tioquinasa derivada 55 
de Rhizobium (SEQ ID NO: 75 y 76) y la malato tioquinasa derivada de Nitrosomonas (SEQ ID NO: 113 y 114) 
comparten de un 65 % a un 80 % de homología de secuencia entre sí. La malato tioquinasa derivada de 
Methylococcus (SEQ ID NO: 116 y 117) tiene de un 70 % a un 80 % de homología de secuencia con la malato 
tioquinasa derivada de Gammaproteobacterias (por ejemplo, SEQ ID NO: 118 y 119). 
 60 
Las malato tioquinasas que tienen al menos un 70 % de homología de secuencia de aminoácidos con cada una de 
las secuencias de aminoácidos de la malato tioquinasa derivada de Hyphomicrobium, la malato tioquinasa derivada 
de Rhizobium, la malato tioquinasa derivada de Nitrosomonas, la malato tioquinasa derivada de Methylococcus y la 
malato tioquinasa derivada de Gammaproteobacterias descritas en este documento, y que tienen la actividad malato 
tioquinasa pueden usarse adecuadamente para la producción de acetil-CoA o la producción de un producto útil 65 
derivado de acetil-CoA de acuerdo con la invención. 
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El resultado de alineación de las malato tioquinasas mostradas en los Ejemplos se muestra en la Fig. 2A y Fig. 2B 
(MtkB: subunidad grande de mtk; Fig. 2A y Fig. 2B se mencionan de forma colectiva a continuación en este 
documento como "Fig. 2") y Fig. 3A y Fig. 3B (MtkA: subunidad pequeña de mtk; Fig. 3A y Fig. 3B se mencionan de 
forma colectiva a continuación en este documento como "Fig. 3"). Como se muestra en la Fig. 2 y Fig. 3, se 
descubrió que las malato tioquinasas comparten secuencias comunes altamente homólogas sobre la longitud 5 
completa, en que están conservados aminoácidos idénticos u homólogos. 
 
Respecto a los aminoácidos, la malato tioquinasa derivada de Methylobacterium extorquens (indicada por Me en la 
Fig. 2 y Fig. 3), y las malato tioquinasas que tienen alta actividad enzimática derivadas de Rhizobium sp. (indicadas 
por Rh en la Fig. 2 y Fig. 3), Hyphomicrobium methylovorum (indicadas por Hme en la Fig. 2 y Fig. 3), 10 
Hyphomicrobium denitrificans (indicadas por Hd en la Fig. 2 y Fig. 3), Nitrosomonas europaea (indicadas por Ne en 
la Fig. 2 y Fig. 3), Methylococcus capsulatus (indicadas por Mc en la Fig. 2 y Fig. 3), y Gammaproteobacterias 
(indicadas por gam en la Fig. 2 y Fig. 3) se clasificaron en 4 grupos compuestos del primer a cuarto grupo descritos 
a continuación. En la Fig. 2 y Fig. 3 estos grupos se indicaron por 4 tipos de símbolos, ". + # *", respectivamente. 
 15 
El primer grupo incluye los sitios en que Rhizobium sp., Hyphomicrobium methylovorum, Hyphomicrobium 
denitrijicans, Nitrosomonas europaea, Methylococcus capsulatus, y Gammaproteobacterias, que tienen altas 
actividades enzimáticas, tienen diferentes secuencias de la de Methylobacterium extorquens, y se indica por el 
símbolo "." en la Fig. 2 y Fig. 3. La posición de las secuencias se describe de acuerdo con la posición en la 
secuencia de aminoácidos de Methylobacterium extorquens. 20 
 
El primer grupo en MtkB (Fig. 2) incluye histidina, prolina o lisina en la posición 18; arginina, ácido glutámico, ácido 
aspártico o alanina en la posición 21; tirosina o histidina en la posición 26; ácido glutámico, alanina o arginina en la 
posición 29; arginina o valina en la posición 34; arginina, serina o ácido glutámico en la posición 36; arginina, 
treonina, valina o glicina en la posición 42; valina en la posición 44; ácido aspártico, ácido glutámico, histidina, 25 
isoleucina o leucina en la posición 66; histidina, lisina o ácido glutámico en la posición 67; ácido aspártico o ácido 
glutámico en la posición 74; serina, fenilalanina, alanina o ácido glutámico en la posición 75; treonina, lisina o 
histidina en la posición 80; histidina o prolina en la posición 84; glutamina, alanina, glicina o lisina en la posición 89; 
leucina o valina en la posición 92; ácido glutámico, alanina o glutamina en la posición 100; metionina, treonina, 
serina o valina en la posición 102; ácido aspártico, asparagina, ácido glutámico, histidina o serina en la posición 103; 30 
isoleucina o prolina en la posición 104; alanina, ácido aspártico, lisina o glutamina en la posición 105; fenilalanina o 
leucina en la posición 112; isoleucina en la posición 121; metionina, valina o treonina en la posición 122; serina o 
alanina en la posición 127; serina, alanina, glutamina o ácido glutámico en la posición 128; alanina, serina, treonina, 
ácido glutámico o arginina en la posición 139; isoleucina en la posición 144; arginina o lisina en la posición 146; 
glicina o alanina en la posición 166; ácido aspártico, ácido glutámico, lisina o arginina en la posición 170; asparagina, 35 
prolina, ácido aspártico o glicina en la posición 171; isoleucina o leucina en la posición 173; glicina, asparagina, 
prolina o alanina en la posición 175; arginina, lisina, histidina o glutamina en la posición 176; glicina, alanina o 
arginina en la posición 183; cisteína o isoleucina en la posición 184; tirosina, leucina o lisina en la posición 191; 
alanina en la posición 193; arginina, ácido glutámico, asparagina o serina en la posición 206; glicina, lisina, 
asparagina, ácido glutámico o prolina en la posición 207; ácido aspártico, glutamina, ácido glutámico, serina o lisina 40 
en la posición 208; ácido glutámico en la posición 231; arginina en la posición 233; lisina, asparagina o leucina en la 
posición 235; ácido glutámico o isoleucina en la posición 238; treonina, isoleucina o valina en la posición 243; 
tirosina, alanina o ácido glutámico en la posición 244; glicina en la posición 249; ácido aspártico en la posición 256; 
asparagina o ácido aspártico en la posición 258; isoleucina, leucina o fenilalanina en la posición 278; lisina o 
asparagina en la posición 300; treonina, arginina, alanina, ácido glutámico o glutamina en la posición 307; leucina, 45 
valina, cisteína o tirosina en la posición 336; glicina, ácido aspártico, ácido glutámico, glutamina o arginina en la 
posición 340; arginina o leucina en la posición 358; alanina o ácido aspártico en la posición 375; ácido aspártico, 
lisina, ácido glutámico o alanina en la posición 379; y triptófano, alanina, arginina o valina en la posición 385. 
 
El primer grupo en MtkA (Fig. 3) incluye fenilalanina en la posición 16; lisina, arginina, ácido glutámico o glutamina 50 
en la posición 19; isoleucina o histidina en la posición 20; arginina o ácido aspártico en la posición 30; glutamina, 
treonina o serina en la posición 46; alanina, serina, lisina o arginina en la posición 47; leucina o prolina en la posición 
49; metionina, arginina o leucina en la posición 51; ácido aspártico o ácido glutámico en la posición 67; alanina o 
valina en la posición 68; valina o isoleucina en la posición 71; prolina en la posición 74; isoleucina en la posición 90; 
cisteína, alanina o isoleucina en la posición 93; valina en la posición 94; ácido aspártico, alanina o serina en la 55 
posición 119; metionina, serina o cisteína en la posición 121; isoleucina, treonina o leucina en la posición 124; 
alanina o cisteína en la posición 137; arginina, valina o asparagina en la posición 151; valina en la posición 155; 
alanina, arginina o lisina en la posición 171; lisina, arginina o valina en la posición 193; metionina, valina o isoleucina 
en la posición 195; ácido glutámico, glutamina, arginina o lisina en la posición 197; alanina o glicina en la posición 
223; leucina o arginina en la posición 224; alanina en la posición 226; metionina en la posición 230; fenilalanina, 60 
alanina o ácido glutámico en la posición 259; valina o metionina en la posición 267; ácido glutámico o lisina en la 
posición 271; alanina, cisteína o leucina en la posición 273; treonina o asparagina en la posición 280; serina o 
alanina en la posición 282; alanina, lisina, glutamina, glicina o ácido glutámico en la posición 294; y metionina, 
glutamina, arginina, leucina o histidina en la posición 295. 
 65 
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Las malato tioquinasas que tienen una o más de estas secuencias de aminoácidos son más preferibles en vista de la 
actividad enzimática. 
 
El segundo grupo incluye secuencias comunes características a todos de Rhizobium sp., Hyphomicrobium 
methylovorum, Hyphomicrobium denitrificans, Nitrosomonas europaea, Methylococcus capsulatus, y 5 
Gammaproteobacterias, y se indica por el símbolo "+" en la Fig. 2 y Fig. 3. Las posiciones de las secuencias 
características se describen de acuerdo con las posiciones en la secuencia de aminoácidos de Hyphomicrobium 
methylovorum. 
 
El segundo grupo en MtkB (Fig. 2) incluye valina en la posición 43; isoleucina en la posición 120; isoleucina en la 10 
posición 143; alanina en la posición 192; ácido glutámico en la posición 230; arginina en la posición 232; glicina en la 
posición 248; y ácido aspártico en la posición 255. 
 
El segundo grupo en MtkA (Fig. 3) incluye fenilalanina en la posición 16; prolina en la posición 74; isoleucina en la 
posición 90; valina en la posición 94; valina en la posición 155; alanina en la posición 226; y metionina en la posición 15 
230. 
 
La región que no tiene homología, es decir, la región diferente a estas secuencias comunes características y las 
secuencias comunes conservadas entre todas las secuencias, pueden tener una mutación. Las malato tioquinasas 
que tienen cualquiera de estas secuencias de aminoácidos y son más preferibles, en vista de la actividad 20 
enzimática. 
 
El tercer grupo incluye secuencias comunes características a Rhizobium sp., Hyphomicrobium methylovorum, 
Hyphomicrobium denitrificans, y Nitrosomonas europaea, y se indica por el símbolo "#" en la Fig. 2 y Fig. 3. Las 
posiciones de las secuencias comunes características se describen de acuerdo con las posiciones en la secuencia 25 
de aminoácidos de Hyphomicrobium methylovorum. 
 
El tercer grupo en las MthB (Fig. 2) incluye ácido glutámico en la posición 29; arginina en la posición 34; isoleucina 
en la posición 68; histidina en la posición 83; leucina en la posición 91; leucina en la posición 95; isoleucina en la 
posición 103; fenilalanina en la posición 111; ácido aspártico en la posición 141; glicina en la posición 182; cisteína 30 
en la posición 183; valina en la posición 252; lisina en la posición 299; valina en la posición 345; ácido glutámico en 
la posición 354; arginina en la posición 357; y alanina en la posición 374. 
 
En tercer grupo en las MtkA (Fig. 3) incluye isoleucina en la posición 20; alanina en la posición 68; cisteína en la 
posición 93; metionina en la posición 121; leucina en la posición 123; alanina en la posición 137; leucina en la 35 
posición 224; alanina en la posición 236; tirosina en la posición 237; isoleucina en la posición 238; ácido glutámico 
en la posición 261; valina en la posición 267; leucina en la posición 270; lisina en la posición 271; valina en la 
posición 275; isoleucina en la posición 277; treonina en la posición 280; y serina en la posición 282. 
 
La región que no tiene homología, es decir, la región diferente a estas secuencias comunes características y las 40 
secuencias comunes conservadas entre todas las secuencias, pueden tener una mutación. Las malato tioquinasas 
que tienen cualquiera de estas secuencias de aminoácidos son más preferibles en vista de la actividad enzimática. 
 
El cuarto grupo incluye secuencias comunes características a Methylococcus capsulatus y Gammaproteobacterias, y 
se indican por el símbolo "*" en la Fig. 2 y Fig. 3. Las posiciones de las secuencias comunes características se 45 
describen de acuerdo con las posiciones en la secuencia de aminoácidos de Methylococcus capsulatus. 
 
El cuarto grupo en las MtkB (Fig. 2) incluye asparagina en la posición 2; tirosina en la posición 15; prolina en la 
posición 18; tirosina en la posición 26; ácido aspártico en la posición 28; valina en la posición 34; ácido glutámico en 
la posición 36; isoleucina en la posición 38; glicina en la posición 53; valina en la posición 60; alanina en la posición 50 
63; serina en la posición 65; ácido glutámico en la posición 67; ácido aspártico en la posición 74; metionina en la 
posición 76; isoleucina en la posición 114; glutamina en la posición 119; treonina en la posición 122; ácido glutámico 
en la posición 128; ácido glutámico en la posición 132; valina en la posición 136; lisina en la posición 143; valina en 
la posición 145; ácido glutámico en la posición 147; isoleucina en la posición 153; cisteína en la posición 160; lisina 
en la posición 162; valina en la posición 163; alanina en la posición 166; isoleucina en la posición 167; leucina en la 55 
posición 173; metionina en la posición 174; glutamina en la posición 176; arginina en la posición 179; leucina en la 
posición 180; metionina en la posición 181; isoleucina en la posición 184; leucina en la posición 194; glutamina en la 
posición 195; isoleucina en la posición 203; valina en la posición 204; glicina en la posición 205; leucina en la 
posición 211; fenilalanina en la posición 218; asparagina en la posición 219; leucina en la posición 237; ácido 
glutámico en la posición 239; ácido glutámico en la posición 240; valina en la posición 245; ácido glutámico en la 60 
posición 246; glicina en la posición 249; asparagina en la posición 253; alanina en la posición 256; alanina en la 
posición 277; histidina en la posición 281; ácido glutámico en la posición 298; lisina en la posición 299; asparagina 
en la posición 302; cisteína en la posición 304; isoleucina en la posición 306; isoleucina en la posición 330; leucina 
en la posición 334; glutamina en la posición 336; serina en la posición 340; leucina en la posición 341; fenilalanina 
en la posición 370; asparagina en la posición 375; ácido aspártico en la posición 377; ácido aspártico en la posición 65 
378; alanina en la posición 381; e isoleucina en la posición 386. 
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El cuarto grupo en las MtkA (Fig. 3) incluye fenilalanina en la posición 4; valina en la posición 5; asparagina en la 
posición 6; histidina en la posición 8; serina en la posición 9; valina en la posición 11; isoleucina en la posición 12; 
histidina en la posición 20; alanina en la posición 28; arginina en la posición 30; treonina en la posición 33; leucina 
en la posición 56; ácido aspártico en la posición 60; ácido aspártico en la posición 72; valina en la posición 73; 
isoleucina en la posición 91; arginina en la posición 96; valina en la posición 97; alanina en la posición 102; valina en 5 
la posición 107; isoleucina en la posición 111; glutamina en la posición 114; arginina en la posición 117; glicina en la 
posición 119; ácido aspártico en la posición 121; treonina en la posición 129; prolina en la posición 130; treonina en 
la posición 134; ácido glutámico en la posición 137; cisteína en la posición 138; lisina en la posición 139; valina en la 
posición 140; asparagina en la posición 163; ácido glutámico en la posición 168; leucina en la posición 175; treonina 
en la posición 191; ácido aspártico en la posición 192; valina en la posición 194; treonina en la posición 195; valina 10 
en la posición 196; alanina en la posición 199; valina en la posición 210; valina en la posición 221; alanina en la 
posición 222; alanina en la posición 224; arginina en la posición 225; alanina en la posición 227; ácido glutámico en 
la posición 260; treonina en la posición 263; alanina en la posición 266; metionina en la posición 268; ácido aspártico 
en la posición 269; alanina en la posición 270; ácido glutámico en la posición 272; leucina en la posición 274; tirosina 
en la posición 277; arginina en la posición 280; asparagina en la posición 281; alanina en la posición 283; isoleucina 15 
en la posición 285; leucina en la posición 290; arginina en la posición 291; alanina en la posición 292; y ácido 
glutámico en la posición 295. 
 
La región que no tiene homología, es decir, la región diferente a estas secuencias comunes características y las 
secuencias comunes conservadas entre todas las secuencias pueden tener una mutación. 20 
 
Las malato tioquinasas que tiene cualquiera de estas secuencias de aminoácidos son más preferibles en vista de la 
actividad enzimática. 
 
Como un gen de la malato tioquinasa (mtk), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que 25 
codifica la malato tioquinasa obtenida de cada uno de los organismos de origen de enzima mencionados 
anteriormente, o una secuencia de ADN sintética que se sintetiza basándose en una secuencia de bases conocida 
del gen. 
 
Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de 30 
Methylobacterium tal como Methylobacterium extorquens (SEQ ID NO: 67 y 68), Hyphomicrobium tal como 
Hyphomicrobium methylovorum o Hyphomicrobium denitrificans, Rhizobium tal como Rhizobium sp. NGR234, 
Granulibacter tal como Granulibacterbethesdensis, Nitrosomonas tal como Nitrosomonas europaea, Methylococcus 
tal como Methylococcus capsulatus, o Gammaproteobacterias. 
 35 
En vista de la eficacia de producción de acetil-CoA, es preferible un ADN que tenga la secuencia de bases de un 
gen derivado de Hyphomicrobium (SEQ ID NO: 61, 62, 86, y 87), Rhizobium (por ejemplo, SEQ ID NO: 63), 
Granulibacter (SEQ ID NO: 81 y 82), Nitrosomonas (SEQ ID NO: 91 y 92), Methylococcus (SEQ ID NO: 96 y 97), o 
Gammaproteobacterias (SEQ ID NO: 102 y 103). 
 40 
En particular, es preferible la secuencia de bases de un gen derivado de Hyphomicrobium (SEQ ID NO: 61, 62, 86, y 
87), Rhizobium cuyo uso de codines está optimizado (por ejemplo, SEQ ID NO: 63), Nitrosomonas (SEQ ID NO: 91 y 
92), Methylococcus (SEQ ID NO: 96 y 97), o Gammaproteobacterias (SEQ ID NO: 102 y 103) 
 
La malil-CoA liasa es una enzima que se clasifica con el número de enzima: 4.1.3.24 basado en el informe de la 45 
Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza una reacción de producción de 
glioxilato y acetil-CoA a partir de malil-CoA. Ejemplos de malil-CoA liasa incluyen las derivadas de Methylobacterium 
tales como Methylobacterium extorquens, Hyphomicrobium tales como Hyphomicrobium methylovorum o 
Hyphomicrobium denitrificans, Chloroflexus tales como Chloroflexus aurantiacus, Nitrosomonas tales como 
Nitrosomonas europaea, o Methylococcus tales como Methylococcus capsulatus. 50 
 
En vista de la eficacia de producción de acetil-CoA, ejemplos específicos de las secuencias de aminoácidos 
preferibles incluyen una secuencia de aminoácidos derivada de Methylobacterium (SEQ ID NO: 69), 
Hyphomicrobium (SEQ ID NO: 72 y 109), Nitrosomonas (SEQ ID NO: 112), o Methylococcus (SEQ ID NO: 115). 
 55 
Se informa que la actividad específica de malil-CoA liasa purificada en Methylobacterium extorquens es, por 
ejemplo, de 28,1 U/mg (Biochem. J. 139, 399-405, 1974). 
 
Como gen de la malil-CoA liasa (mcl), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que codifica 
la malil-CoA liasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente, o una 60 
secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos 
preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Methylobacterium 
tales como Methylobacterium extorquens, Hyphomicrobium tales como Hyphomicrobium methylovorum o 
Hyphomicrobium denitrificans, o Chloroflexus tales como Chloroflexus aurantiacus. En vista de la eficacia de 
producción de acetil-CoA, ejemplos más preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases 65 
de un gen derivado de Methylobacterium y un gen que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de 
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Hyphomicrobium. 
 
Ejemplos específicos de la secuencia de bases preferible del gen derivado de Methylobacterium incluyen la 
secuencia de bases de un gen derivado de Methylobacterium extorquens (SEQ ID NO: 66). Ejemplos específicos de 
la secuencia de bases preferible de un gen derivado de Hyphomicrobium incluyen la secuencia de bases de un gen 5 
derivado de Hyphomicrobium methylovorum (SEQ ID NO: 60) o Hyphomicrobium denitrificans (SEQ ID NO: 85). 
Ejemplos específicos de la secuencia de bases preferible de un gen derivado de Nitrosomonas incluyen la secuencia 
de bases de un gen derivado de Nitrosomonas europaea (SEQ ID NO: 90). Ejemplos específicos de la secuencia de 
bases preferible del gen derivado de Methylococcus incluyen la secuencia de bases de un gen derivado de 
Methylococcus capsulatus (SEQ ID NO: 95). 10 
 
La acetil-CoA carboxilasa es un nombre general para enzimas que clasifican con el número de código de enzima: 
6.4.1.2 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza 
una reacción de conversión de acetil-CoA y CO2 en malonil-CoA. 
 15 
La malonato semialdehído deshidrogenasa se clasifica con el número de código de enzima: 
 
 1.2.1.18 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que 

cataliza una reacción de conversión de malonil-CoA en malonato semialdehído. 
 20 
La malonil-CoA reductasa es un nombre genérico para enzimas que catalizan una reacción de conversión de 
malonil-CoA en malonato semialdehído o 3-hidroxipropionato. 
 
La crotonil-CoA carboxilasa-reductasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el número de 
código de enzima: 1.3.1.85 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry 25 
(I.U.B.), y que cataliza la conversión de crotonil-CoA en etilmalonil-CoA. 
 
La metilcrotonil-CoA carboxilasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el número de enzima: 
6.4.1.4 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza 
una reacción de conversión de crotonil-CoA en glutaconil-CoA. 30 
 
La piruvato sintasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el número de enzima: 1.2.7.1 basado 
en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza una reacción 
de conversión de acetil-CoA en piruvato. 
 35 
Es preferible que, en el microorganismo productor de acetil-CoA, la actividad de al menos una enzima seleccionada 
del grupo que consiste en lactato deshidrogenasa, malato sintasa y fumarato hidratasa esté inactivada o reducida. 
Como resultado, puede producirse acetil-CoA de forma más eficaz. 
 
Entre la lactato deshidrogenasa, malato sintasa y fumarato hidratasa mencionadas anteriormente, cada una de las 40 
cuales es una enzima diana cuya actividad puede inactivarse o reducirse, la malato sintasa cataliza una reacción de 
conversión de acetil-CoA y glioxilato en malato. Esta reacción es la reacción inversa de una reacción catalizada por 
la malato tioquinasa y malil-CoA liasa. Por lo tanto, es preferible inactivar o reducir la actividad de la malato sintasa, 
ya que la reacción de conversión de acetil-CoA y glioxilato en malato de nuevo puede bloquearse o reducirse y el 
rendimiento de acetil-CoA se mejora. 45 
 
Entre la lactato deshidrogenasa, malato sintasa y fumarato hidratasa, cuya actividad puede inactivarse o reducirse, 
es preferible inactivar la fumarato hidratasa en vista de la eficacia de producción de acetil-CoA. La inactivación de la 
fumarato hidratasa evita una conversión de malato en otras sustancias incluyendo fumarato y una reducción en la 
cantidad de malato, y por tanto mejora el rendimiento de acetil-CoA. 50 
 
La lactato deshidrogenasa (IdhA) es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el número de enzima: 
1.1.1.28 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que 
cataliza una reacción de conversión de piruvato en lactato, o la conversión de lactato en piruvato. 
 55 
La isocitrato liasa (aceA) se clasifica con el número de código de enzima: 4.1.3.1 basado en el informe de la Enzyme 
Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y es un nombre genérico para enzimas que catalizan una 
reacción de conversión de isocitrato en succinato y gliosilato. 
 
La malato sintasa (aceB y glcB) es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el número de código de 60 
enzima: 2.3.3.9 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que 
cataliza una reacción de conversión de acetil-CoA y glioxilato en malato y CoA. Dependiendo de los 
microorganismos, se codifican múltiples isómeros de malato sintasa en el genoma. La mayoría de las cepas de 
Escherichia coli poseen dos genes denominados aceB y glcB, respectivamente, y ambos se describen en la 
presente memoria descriptiva. Cada uno de Pantoea ananatis y Corynebacterium glutamicum posee un único tipo de 65 
gen correspondiente a aceB o glcB, y el gen se describe de forma colectiva como aceB en la presente memoria 
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descriptiva, por conveniencia. 
 
La fumarato hidratasa (fum) es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el código de enzima: 4.2.1.2 
basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza una 
reacción de conversión de malato en fumarato. Dependiendo de los microorganismos, se codifican múltiples 5 
isómeros de fumarato hidratasa en el genoma. Por ejemplo, Escherichia coli tiene tres tipos de fumarato hidratasa, 
fumA, fumB y fumC. Pantoea ananatis tiene fumA y fumC, y Corynebacterium glutamicum tiene fumC. 
 
La fosfoenolpiruvato carboxilasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el código de enzima: 
4.1.1.31 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que 10 
cataliza una reacción de conversión de fosfoenolpiruvato y dióxido de carbono en oxaloacetato y fosfato. Ejemplos 
de fosfoenolpiruvato carboxilasa incluyen las derivadas de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium 
glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis, 
bacterias Hyphomicrobium tales como Hyphomicrobium methylovorum, bacterias Starkeya tales como Starkeya 
novella, bacterias Rhodopseudomonas tales como Rhodopseudomonas sp., o bacterias Streptomyces tales como 15 
Streptomyces coelicolor. 
 
Como gen de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un 
gen que codifica la fosfoenolpiruvato carboxilasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima 
enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de 20 
bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un 
gen derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales 
como Escherichia coli, bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis, bacterias Hyphomicrobium tales como 
Hyphomicrobium methylovorum, bacterias Starkeya tales como Starkeya novella, bacterias Rhodopseudomonas 
tales como Rhodopseudomonas sp., o bacterias Streptomyces tales como Streptomyces coelicolor. 25 
 
La fosfoenolpiruvato carboxiquinasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el código de enzima: 
4.1.1.32, el número de código de enzima: 4.1.1.38, o el número de código de enzima: 4.1.1.49 basados en el informe 
de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que catalizan una reacción de conversión 
de fosfoenolpiruvato y dióxido de carbono en oxaloacetato. Entre los números de código de enzima, las enzimas 30 
clasificadas con el número de código de enzima: 4.1.1.32 están implicadas en una reacción de conversión de GDP 
en GTP; las enzimas clasificadas con el número de código de enzima: 4.1.1.38 están implicadas en una reacción de 
conversión de fosfato en pirofosfato; y las enzimas clasificadas con el número de código de enzima: 4.1.1.49 están 
implicadas en una reacción de conversión de ADP en ATP. Ejemplos de fosfoenolpiruvato carboxiquinasa incluyen 
las derivadas de bacterias Actinobacillus tales como Actinobacillus succinogenes, bacterias Mycobacterium tales 35 
como Mycobacterium smegmatis, o bacterias Trypanosoma tales como Trypanosoma brucei. 
 
Como gen de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (pck), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de 
un que codifica la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima 
enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de 40 
bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un 
gen derivado de bacterias Actinobacillus tales como Actinobacillus succinogenes, bacterias Mycobacterium tales 
como Mycobacterium smegmatis, o bacterias Trypanosoma tales como Trypanosoma brucei. 
 
La piruvato carboxilasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el número de código de enzima: 45 
6.4.1.1 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza 
una reacción de conversión de piruvato y dióxido de carbono en oxaloacetato. La reacción consume ATP y produce 
ADP y fosfato. Ejemplos de piruvato carboxilasa incluyen las derivadas de bacterias Corynebacterium tales como 
Corynebacterium glutamicum, o bacterias Mycobacterium tales como Mycobacterium smegmatis. 
 50 
Como gen de la piruvato carboxilasa (pyc), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un que 
codifica la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima 
enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de 
bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un 
gen derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, o bacterias Mycobacterium 55 
tales como Mycobacterium smegmatis. 
 
La malato deshidrogenasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el número de código de 
enzima: 1.1.1.37 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y 
que usa NADH como coenzima y cataliza una reacción de producción de malato a partir de oxaloacetato. Ejemplos 60 
de malato deshidrogenasa incluyen las derivadas de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium 
glutamicum, o bacterias Escherichia tales como Escherichia coli. 
 
Como gen de la malato deshidrogenasa (mdh), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un que 
codifica la malato deshidrogenasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados 65 
anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de bases 
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conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen 
derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales como 
Escherichia coli o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis. 
 
La glioxilato carboligasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código de 5 
enzima: 4.1.1.47 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y 
que cataliza una reacción de conversión de dos moléculas de glioxilato en una molécula de 2-hidroxi-3-
oxopropionato. Esta reacción está acompañada por descarboxilación de una molécula de dióxido de carbono. 
Ejemplos de glioxilato carboligasa incluyen las derivadas de bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o 
bacterias Rhodococcus tales como Rhodococcus jostii. 10 
 
Como gen de la glioxilato carboligasa (gcl), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que 
codifica la glioxilato carboligasa obtenida de cualquiera de los organismos que originan la enzima enumerados 
anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de bases 
conocida del gen. Ejemplos preferibles de las mismas incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen 15 
derivado de bacterias Rhodococcus tal como Rhodococcus jostii o bacterias Escherichia tales como Escherichia coli. 
 
La 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de 
código de enzima: 1.1.1.60 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry 
(I.U.B.), y que usa NADH como coenzima y cataliza una reacción de conversión de 2-hidroxi-3-oxopropionato en 20 
glicerato. Ejemplos de 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa incluyen las derivadas de bacterias Escherichia tales 
como Escherichia coli. 
 
Como gen de 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa (glxR), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases un 
gen que codifica 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima 25 
enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de 
bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un 
gen derivado de bacterias Escherichia tales como Escherichia coli. 
 
La hidroxipiruvato isomerasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código de 30 
enzima: 5.3.1.22 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y 
que cataliza una reacción de isomerización de 2-hidroxi-3-oxopropionato en hidroxipiruvato. Ejemplos de 
hidroxipiruvato isomerasa incluyen los derivados de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium 
glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis. 
 35 
Como gen de la hidroxipiruvato isomerasa (hyi), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen 
que codifica la hidroxipiruvato isomerasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima 
enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de 
bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un 
gen derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales 40 
como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis. 
 
La hidroxipiruvato reductasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código de 
enzima: 1.1.1.81 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y 
que usa NADH o NADPH como coenzima y cataliza una reacción de conversión de hidroxipiruvato en glicerato. 45 
 
Ejemplos de hidroxipiruvato reductasa incluyen los derivados de bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o 
bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis. 
 
Como gen para la hidroxipiruvato reductasa (ycdW), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un 50 
gen que codifica hidroxipiruvato reductasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima 
enumerados anteriormente o una secuencia de ADN sintética sintetizada basándose en una secuencia de bases 
conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la se secuencia de bases de un gen 
derivado de bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis. 
 55 
La glicerato 3-quinasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código de enzima: 
2.7.1.31 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que 
cataliza una reacción de conversión de glicerato en 3-fosfoglicerato. En esta reacción, se consume una molécula de 
ATP, y se produce una molécula de ADP y una molécula de fosfato. Ejemplos de la glicerato 3-quinasa incluyen los 
derivados de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, o bacterias Escherichia tales 60 
como Escherichia coli. 
 
Como gen de la glicerato 3-quinasa (glxK) de acuerdo con la invención, puede usarse un ADN que tiene la 
secuencia de bases de un gen que codifica la glicerato 3-quinasa obtenida de cualquiera de los organismos de 
origen de enzima enumerados anteriormente o un secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una 65 
secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de 
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bases de un gen derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias 
Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis. 
 
La glicerato 2-quinasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código de enzima: 
2.7.1.165 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que 5 
cataliza una reacción de conversión de glicerato en 2-fosfoglicerato. En esta reacción, se consume una molécula de 
ATP, y se produce una molécula de ADP y una molécula de fosfato. Ejemplos de glicerato 2-quinasa incluyen las 
derivas de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, o bacterias Escherichia tales como 
Escherichia coli. 
 10 
Como gen de glicerato 2-quinasa (garK) de acuerdo con la invención, puede usarse un ADN que tienen la secuencia 
de bases de un gen que codifica la glicerato 2-quinasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de 
enzima enumerados anteriormente o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una 
secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de 
bases de un gen derivado de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias 15 
Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis. 
 
La fosfoglicerato mutasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código de 
enzima: 5.4.2.1 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que 
cataliza una reacción de conversión de 3-fosfoglicerato en 2-fosfoglicerato. Ejemplos de la fosfoglicerato mutasa 20 
incluyen las derivas de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia 
tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis. 
 
Como gen de la fosfoglicerato mutasa (gpm), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que 
codifica la fosfoglicerato mutasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados 25 
anteriormente o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en la secuencia de bases conocidas 
del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de 
bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia 
coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis. 
 30 
La enolasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código e enzima: 4.2.1.11 
basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza una 
reacción de conversión de 2-fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato. Ejemplos de enolasa incluyen las derivadas de 
bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia 
coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis. 35 
 
Como gen de enolasa (eno), puede usarse un ADN que tiene una secuencia de bases de un gen que codifica la 
enolasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente o una secuencia 
de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos preferibles 
de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de bacterias Corynebacterium 40 
tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea 
tales como Pantoea ananatis. 
 
La piruvato quinasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código de enzima: 
2.7.1.40 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que 45 
cataliza una reacción de conversión de fosfoenolpiruvato y ADP en piruvato y ATP. Ejemplos de piruvato quinasa 
incluyen las derivadas de bacterias Corynebacterium tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia 
tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea tales como Pantoea ananatis. 
 
Como gen de piruvato quinasa (pyk), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que codifica 50 
la piruvato quinasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente o una 
secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de bases conocidas del gen. Ejemplos 
preferibles de la mismas incluye un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Corynebacterium 
tales como Corynebacterium glutamicum, bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, o bacterias Pantoea 
tales como Pantoea ananatis. 55 
 
El microorganismo productor de acetil-CoA puede sr un microorganismo que tiene, además de la ruta para convertir 
acetil-CoA en un metabolito útil, una ruta que produce otro metabolito usando acetil-CoA como materia prima, o 
puede ser un microorganismo cuya actividad enzimática implicada en una ruta que produce otro metabolito está 
potenciada. Como resultado, los metabolitos útiles derivados de acetil-CoA pueden producirse a partir de un material 60 
de fuente de carbono y dióxido de carbono, y puede aumentarse la productividad del metabolito útil derivado de 
acetil-CoA. 
 
El microorganismo usado en la invención no está particularmente limitado siempre que el microrganismo no tenga 
ninguno de: 65 
 

E12819719
19-10-2016ES 2 599 482 T3

 



20 

(a) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tienen una reacción enzimática de malonil-CoA o malonato 
semialdehído o 3-hidroxipropionato; 
(b) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de acetil-CoA y CO2 a piruvato; 
(c) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de crotonil-CoA y CO2 a 
etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA; 5 
(d) un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene una reacción enzimática de CO2 a formiato; donde el 
microorganismo no tiene ninguna actividad malato tioquinasa o malil-CoA liasa endógena. 

 
Ejemplos del microorganismo incluyen microorganismos que pertenecen a Enterobacteriaceae y microorganismos 
que pertenecen a bacterias corineformes. Ejemplos específicos del microorganismo incluyen microorganismos que 10 
pertenecen a Enterobacteriaceae tales como bacterias Escherichia y bacterias Pantoea; microorganismos que 
pertenecen a bacterias corineformes tales como bacterias Corynebacterium y bacterias Brevibacterium; hongos 
filamentosos; y actinomicetes. 
 
Ejemplos específicos de los microorganismos que pertenecen a Enterobacteriaceae incluyen bacterias que 15 
pertenecen a Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella, 
Morganella, o Erwinia. Entre estos, los microorganismos que pertenecen a Escherichia y los microorganismos que 
pertenecen a Pantoea son preferibles desde el punto de vista de producción eficaz de metabolitos útiles. 
 
Ejemplos de las bacterias Corynebacterium incluyen Corynebacterium glutamicum. 20 
 
Las bacterias Escherichia no están particularmente limitadas, y ejemplos de las mismas incluyen Escherichia coli. 
Ejemplos específicos de Escherichia coli incluyen Escherichia coli W3110 (ATCC 27325) y Escherichia coli MG1655 
(ATCC 47076), derivadas de la cepa K12 de tipo silvestre prototipo, y Escherichia coli B (ATCC 11303), derivada de 
la cepa B de tipo silvestre prototipo. 25 
 
Tanto las bacterias Escherichia como las bacterias Pantoea pertenecen a Enterobacteriaceae, y están muy 
relacionadas entre sí (J. Gen. Appl. Microbiol. 43(6) 355-361 (1997); International Journal of Systematic Bacteriology, 
pág. 1061-1067, 1997). 
 30 
En los últimos años, algunas bacterias que pertenecen a Enterobacter se han vuelto a clasificar en Pantoea 
agglomerans, Pantoea disperse o similares (International Journal of Systematic Bacteriology, julio 39(3) 337-345, 
1989). 
 
Además, algunas bacterias que pertenecen a Erwinia se han vuelto a clasificar en Pantoea ananas o Pantoea 35 
stewartii (International Journal of Systematic Bacteriology, 43(1), 162-173, 1993). 
 
Ejemplos de las bacterias Enterobacter incluyen Enterobacter agglomerans y Enterobacter aerogenes. Más 
específicamente, pueden usarse cepas ejemplificadas en la patente europea abierta inspección publica n.º 952221. 
Ejemplos de cepas representativas de Enterobacter incluyen Enterobacter agglomerans ATCC 12287. 40 
 
Ejemplos de cepas representativas de las bacterias Pantoea incluyen Pantoea ananatis, Pantoea stewartii, Pantoea 
agglomerans, y Pantoea citrea. Ejemplos específicos de las cepas incluyen las siguientes: 
 
• Pantoea ananatis AJ13355 (FERM BP-6614) (patente europea abierta inspección pública n.º 0952221) 45 
• Pantoea ananatis AJ13356 (FERM BP-6615) (patente europea abierta inspección pública n.º 0952221) 
 
Aunque estas cepas se describen como Enterobacter agglomerans en la patente europea abierta inspección pública 
n.º 0952221, las cepas se volvieron a clasificar en Pantoea ananatis como se ha descrito anteriormente basándose 
en el análisis de secuencia de bases del ARNr 16S y similares. 50 
 
Las "bacterias corineformes" en la invención se refieren a los microorganismos que pertenecen a Corynebacterium, 
Brevibacterium, o Microbacterium, como se define en Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 8, 599 (1974). 
 
Ejemplos de las bacterias corineformes incluyen adicionalmente microorganismos que se habían clasificado en 55 
Brevibacterium pero que se volvieron a clasificar posteriormente en Corynebacterium (Int. J. Syst. Bacteriol., 41, 255, 
1991), y bacterias relacionadas tales como microorganismos que pertenecen a Brevibacterium. Ejemplos de las 
bacterias corineformes se enumeran a continuación. 
 
Es decir, ejemplos de las mismas incluyen Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum, 60 
Corynebacterium alkanolyticum, Corynebacterium callunae, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium lilium, 
Corynebacterium melassecola, Corynebacterium thermoaminogenes, Corynebacterium herculis, Brevibacterium 
divaricatum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium immariophilum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium 
roseum, Brevibacterium saccharolyticum, Brevibacterium thiogenitalis, Corynebacterium ammoniagenes, 
Brevibacterium album, Brevibacterium cerinum, y Microbacterium ammoniaphilum. 65 
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Ejemplos específicos de las mismas incluyen las siguientes cepas. 
 
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870, Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806, 
Corynebacterium alkanolyticum ATCC 21511, Corynebacterium callunae ATCC 15991, Corynebacterium glutamicum 
ATCC 13020, ATCC 13032 y ATCC 13060, Corynebacterium lilium ATCC 15990, Corynebacterium melassecola 5 
ATCC 17965, Corynebacterium thermoaminogenes AJ 12340 (FERM BP-1539), Corynebacterium herculis ATCC 
13868, Brevibacterium divaricatum ATCC 14020, Brevibacterium flavum ATCC 13826, ATCC 14067 y AJ 12418 
(FERM BP-2205), Brevibacterium immariophilum ATCC 14068, Brevibacterium lactofermentum (Corynebacterium 
glutamicum) ATCC 13869, Brevibacterium roseum ATCC 13825, Brevibacterium saccharolyticum ATCC 14066, 
Brevibacterium thiogenitalis ATCC 19240, Corynebacterium ammoniagenes ATCC 6871 y ATCC 6872, 10 
Brevibacterium album ATCC 15111, Brevibacterium cerinum ATCC 15112 y Microbacterium ammoniaphilum ATCC 
15354. 
 
En un caso en el que la bacteria Escherichia se usa como microorganismo, como ejemplos preferibles del 
microorganismo productor de acetil-CoA en la invención se incluyen una bacteria Escherichia que produce acetil-15 
CoA en que la actividad tiolasa, la actividad CoA transferasa y la actividad acetoacetato descarboxilasa está 
conferida o potenciada. 
 
En un caso en el que la bacteria Escherichia se usa como microorganismo, como ejemplos preferibles del 
microorganismo productor de acetil-CoA en la invención se incluyen adicionalmente una bacteria Escherichia que 20 
produce acetil-CoA en que la actividad tiolasa, la actividad CoA transferasa, la actividad acetoacetato descarboxilasa 
y la actividad alcohol isopropílico deshidrogenasa están conferidas o potenciadas. 
 
La tiolasa en un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código de enzima: 2.3.1.9 
basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza una 25 
reacción de producción de acetoacetil-CoA a partir de acetil-CoA. 
 
Ejemplos de tiolasa incluyen los derivados de bacterias Clostridium tales como Clostridium acetobutylicum o 
Clostridium beijerinckii, bacterias Escherichia tales como Escherichia coli, Halobacterium sp., bacterias Zoogloea 
tales como Zoogloea ramigera, Rhizobium sp., bacterias Bradyrhizobium tales como Bradyrhizobium japonicum, 30 
Candida tales como Candida tropicalis, bacterias Caulobacter tales como Caulobacter crescentus, bacterias 
Streptomyces tales como Streptomyces collinus, o bacterias Enterococcus tales como Enterococcus faecalis. 
 
Como gen de tiolasa, puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que codifica una tiolasa 
obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN 35 
sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos preferibles de la 
misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de bacterias Clostridium tal como 
Clostridium acetobutylicum o Clostridium beijerinckii; baterías Escherichia tales como Escherichia coli, Halobacterium 
sp., bacterias Zoogloea tales como Zoogloea ramigera, Rhizobium sp., bacterias Bradyrhizobium tales como 
Bradyrhizobium japonicum, Candida tales como Candida tropicalis, bacterias Caulobacter tales como Caulobacter 40 
crescentus, bacterias Streptomyces tales como Streptomyces collinus, o bacterias Enterococcus tales como 
Enterococcus faecalis. Ejemplos más preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de 
un gen derivado de un procariota tal como bacterias Clostridium o bacterias Escherichia, y un ADN que tiene la 
secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum o Escherichia coli es particularmente 
preferible. 45 
 
La acetoacetato descarboxilasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código 
de enzima: 4.1.1.4 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y 
que cataliza una reacción de producción de acetona a partir de acetoacetato. 
 50 
Ejemplos de acetoacetato descarboxilasa incluyen aquellos derivados de bacterias Clostridium tales como 
Clostridium acetobutylicum o Clostridium beijerinckii; o bacterias Bacillus tales como Bacillus polymyxa. 
 
Como gen de acetoacetato descarboxilasa, puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que 
codifica acetoacetato descarboxilasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerado 55 
anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de bases 
conocida del gen. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen 
derivado de bacterias Clostridium o bacterias Bacillus. Ejemplos específicos de la misma incluyen un ADN que tiene 
la secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum o Bacillus polymyxa. El ADN es más 
preferiblemente un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum. 60 
 
Como gen de acetoacetato descarboxilasa, puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que 
codifica acetoacetato descarboxilasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados 
anteriormente. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de base de un gen 
derivado de baterías Clostridium o bacterias Bacillus. Ejemplos específicos de la misma incluyen un ADN que tiene 65 
la secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum o Bacillus polymyxa. El ADN es más 
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preferiblemente un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum. 
 
La alcohol isopropílico deshidrogenasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de 
código de enzima: 1.1.1.80 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry 
(I.U.B.), y que cataliza una reacción de producción de alcohol isopropílico a partir de acetona. 5 
 
Ejemplos de alcohol isopropílico deshidrogenasa incluyen las derivadas de bacterias Clostridium tales como 
Clostridium beijerinckii. 
 
Como gen de la, alcohol isopropílico deshidrogenasa, puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un 10 
gen que codifica la, alcohol isopropílico deshidrogenasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de 
enzima enumerados anteriormente. Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de 
bases de un gen derivado de bacterias Clostridium, tal como Clostridium beijerinckii. 
 
La CoA transferasa es un nombre genérico para enzimas que se clasifican como el número de código de enzima: 15 
2.8.3.8 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza 
una reacción de producción de acetoacetato a partir de acetoacetil-CoA. 

 
Ejemplos de CoA transferasa incluyen las derivadas de bacterias Clostridium tales como Clostridium acetobutylicum 
o Clostridium beijerinckii; bacteria Roseburia tales como Roseburia intestinalis; bacteria Faecalibacterium tales como 20 
Faecalibacterium prausnitzii; bacterias Coprococcus; trypanosomes tales como Trypanosoma brucei; o bacterias 
Escherichia tales como Escherichia coli. 
 
Como gen de la CoA transferasa, puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases de un que codifica la CoA 
transferasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente, o una 25 
secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de bases conocida del gen. Ejemplos 
preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de bacterias 
Clostridium tales como Clostridium acetobutylicum, bacterias Roseburia tales como Roseburia intestinalis, bacterias 
Faecalibacterium tales como Faecalibacterium prausnitzii, bacterias Coprococcus, tripanosomas tales como 
Trypanosoma brucei, o bacterias Escherichia tales como Escherichia coli. Ejemplos más preferidos de la misma 30 
incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de bacterias Clostridium o bacterias 
Escherichia, y un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Clostridium acetobutylicum o 
Escherichia coli es aún más preferible. 
 
Desde el punto de vista de la actividad enzimática, es preferible que cada uno de los cuatro tipos de enzima sea una 35 
enzima derivada de al menos una selecciona del grupo que consiste en bacterias Clostridium, bacterias Bacillus y 
bacterias Escherichia. En particular, es más preferible un caso en que la aceto acetato descarboxilasa y la alcohol 
isopropílico deshidrogenasa se obtiene de bacterias Clostridium, y en que la actividad CoA transferasa y la actividad 
tiolasa se obtienen de bacterias Escherichia. 
 40 
En particular, desde el punto de vista de la actividad enzimática, es preferible que cada uno de los cuatro tipos de 
enzima se obtenga de cualquiera de Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, o Escherichia coli. Es más 
preferible que la aceto acetato descarboxilasa sea una enzima derivada de Clostridium acetobutylicum y que cada 
una de la CoA transferasa y la tiolasa se obtenga de Clostridium acetobutylicum o Escherichia coli, y que la alcohol 
isopropílico deshidrogenasa se obtenga de Clostridium beijerinckii. Respecto a los cuatro tipos de enzima, es 45 
preferible que la actividad aceto acetato descarboxilasa se obtenga de Clostridium acetobutylicum, y que la actividad 
alcohol isopropílico deshidrogenasa se obtenga de Clostridium beijerinckii, y que la actividad CoA transferasa y la 
actividad tiolasa se obtengan de Escherichia coli, desde el punto de vista de la actividad enzimática. 
 
Los genes de CoA transferasa (atoD y atoA) y el gen de la tiolasa (atoB) derivados de Escherichia coli forman un 50 
operón en el genoma de Escherichia coli en el orden de atoD, atoA y atoB (Journal of Bacteriology Vol. 169 pág. 42-
52 Lauren Sallus Jenkins et al.). Por lo tanto, la expresión de los genes de CoA transferasa y el gen de la tiolasa 
pueden controlarse simultáneamente modificando el promotor de atoD. 
 
En vista de lo anterior, cuando la actividad CoA transferasa y la actividad tiolasa son las obtenidas de los genes 55 
genómicos del hospedador Escherichia coli, es preferible potenciar la expresión de ambos genes enzimáticos por, 
por ejemplo, remplazo del promotor responsable de la expresión de ambos genes enzimáticos por otro promotor, 
desde el punto de vista de obtener suficiente capacidad de producción de alcohol isopropílico. Ejemplos del 
promotor a usarse para potenciar la expresión de la actividad CoA transferasa y de la actividad tiolasa incluyen el 
promotor de GAPDH derivado de E. coli descrito anteriormente. 60 
 
Ejemplos del microorganismo productor de acetil-CoA que produce otro metabolito usando acetil-CoA como materia 
prima incluyen un microorganismo obtenido confiriendo o potenciando, o inactivando o reduciendo, cualquiera de las 
actividades enzimáticas descritas anteriormente, usando Escherichia coli que tiene un sistema de producción de 
alcohol isopropílico (a partir de ahora en este documento mencionado como "Escherichia coli productora de alcohol 65 
isopropílico") como hospedador. 
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La Escherichia coli productora de alcohol isopropílico puede ser cualquier Escherichia coli siempre que los genes 
respectivos para conferir la capacidad de producción de alcohol isopropílico puedan introducirse o modificarse. 
 
La Escherichia coli es más preferiblemente Escherichia coli a la que se ha conferido capacidad de producción de 
alcohol isopropílico por anticipado. Usando dicha Escherichia coli, puede producirse de forma eficaz alcohol 5 
isopropílico. 
 
Un ejemplo de la Escherichia coli productora de alcohol isopropílico es una Escherichia coli productora de alcohol 
isopropílico a la que se ha conferido la actividad aceto acetato carboxilasa, la actividad alcohol isopropílico 
deshidrogenasa, la actividad CoA transferasa y la actividad tiolasa para que sea capaz de producir alcohol 10 
isopropílico a partir de una materia prima derivada de plantas, y que se describe en, por ejemplo, el documento WO 
2009/008377. Otros ejemplos de la Escherichia coli productora de alcohol isopropílico incluyen microorganismos 
descritos en los documentos WO 2009/094485, WO 2009/094485, WO 2009/046929, o WO 2009/046929. 
 
La Escherichia coli productora de alcohol isopropílico es Escherichia coli que tiene un sistema de producción de 15 
alcohol isopropílico y tiene una capacidad de producción de alcohol isopropílico que se introduce por una técnica de 
recombinación genética. El sistema de producción de alcohol isopropílico puede ser cualquier sistema que cause 
que la Escherichia coli de interés produzca alcohol isopropílico. 
 
En la Escherichia coli productora de alcohol isopropílico de acuerdo con la invención, preferiblemente, se confieren 20 
cuatro actividades enzimáticas - una actividad aceto acetato descarboxilasa, una actividad alcohol isopropílico 
deshidrogenasa, una actividad CoA transferasa y la actividad tiolasa mencionada anteriormente - desde el exterior 
de la célula. 
 
En la invención, ejemplos de Escherichia coli productora de alcohol isopropílico que tiene un sistema de producción 25 
de alcohol isopropílico incluyen una variante pIPA/B y una variante pIaaa/B descritas en el documento WO 
2009/008377. Ejemplos de la Escherichia coli productora de alcohol isopropílico incluyen adicionalmente una 
variante en que, entre las enzimas implicadas en la producción de alcohol isopropílico, la actividad CoA transferasa y 
la actividad tiolasa están potenciadas potenciando la expresión de los genes respecticos en el genoma de 
Escherichia coli, y en que la actividad alcohol isopropílico deshidrogenasa y la actividad aceto acetato 30 
descarboxilasa están potenciadas potenciando la expresión de los genes respectivos usando un plásmido o 
plásmidos (mencionado a veces como "variante pIa/B::atoDAB"). 
 
En la invención, la Escherichia coli productora de alcohol isopropílico puede ser una Escherichia coli productora de 
alcohol isopropílico que incluya un sistema de producción de alcohol isopropílico, en que la actividad del represor 35 
transcripcional GntR está inactivada, y la Escherichia coli productora de alcohol isopropílico incluye un grupo de 
enzimas auxiliares que tienen un patrón de actividad enzimática con que se mantiene o potencia la capacidad de 
producción de alcohol isopropílico conseguida por la inactivación de la actividad GntR. Por consiguiente, puede 
aumentarse adicionalmente la producción de alcohol isopropílico. 
 40 
La expresión "un grupo de enzimas auxiliares" en la invención se refiere a una enzima o dos o más enzimas, que 
afectan a la capacidad de producción de alcohol isopropílico. Además, la actividad de enzimas incluidas en el grupo 
de enzimas auxiliares se inactiva, activa o potencia. La expresión "el patrón de actividad enzimática del grupo de 
enzimas auxiliares" como se usa en este documento, se refiere al patrón de actividad enzimática de las enzimas que 
es capaz de mantener o aumentar la cantidad mejorada de producción de alcohol isopropílico conseguida por la 45 
inactivación de la actividad GntR en solitario, y abarca una enzima de una combinación de dos o más enzimas. 
 
Ejemplos de patrones de actividad enzimática preferibles del grupo de enzimas auxiliares incluyen los siguientes 
patrones: 
 50 
 (1) mantenimiento de las actividades de tipo silvestre de la glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi), glucosa-6-fosfato-

1-deshidrogenasa (Zwf),y la fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd); 
 (2) inactivación de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) y potenciación de la actividad glucosa-6-fosfato-

1-deshidrogenasa (Zwf); y 
 (3) inactivación de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi), potenciación de la actividad glucosa-6-fosfato-55 

1-deshidrogenasa (Zwf) e inactivación de la actividad fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd). 
 
Entre estas, el patrón de actividad enzimática del grupo de enzimas auxiliares descrito en el punto (3) anterior es 
más preferible desde el punto de vista de la capacidad de producción de alcohol isopropílico. 
 60 
El grupo de enzimas auxiliares y el patrón de actividad enzimática de las mismas no están limitados a los descritos 
anteriormente. Cualquier grupo de enzimas auxiliares y patrón de actividad enzimática del mismo que incluya la 
inactivación de la actividad GntR, y con el que pueda aumentarse la cantidad de producción de alcohol isopropílico 
en una Escherichia coli productora de alcohol isopropílico, están dentro del alcance de la invención. El grupo de 
enzimas auxiliares no está necesariamente constituido por múltiples enzimas, y puede estar constituido por una 65 
enzima. 
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GntR se refiere a un factor de transcripción que regula negativamente un operón implicado en el metabolismo de 
gluconato mediante la ruta de Entner-Doudoroff. GntR es un nombre genérico para represores transcripcionales 
GntR que suprimen las funciones de dos grupos de genes (GntI y GntII), que son responsables de la captación y 
metabolismo de ácido glucónico. 
 5 
La glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el número de 
código de enzima: 5.3.1.9 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry 
(I.U.B.), y que cataliza una reacción de producción de D-fructosa-6-fosfato a partir de D-glucosa-6-fosfato. 
 
La glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) se clasifica con el número de código de enzima: 1.1.1.49 basado en el 10 
informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry (I.U.B.), y que cataliza una reacción para 
producir D-glucono-1,5-lactona-6-fosfato a partir de D-glucosa-6-fosfato. Ejemplos de glucosa-6-fosfato-1-
deshidrogenasa incluyen los derivados de bacterias Deinococcus tales como Deinococcus radiophilus, hongos 
Aspergillus tales como Aspergillus niger o Aspergillus aculeatus; bacterias Acetobacter tales como Acetobacter 
hansenii, bacterias Thermotoga tales como Thermotoga maritima, hongos Cryptococcus tales como Cryptococcus 15 
neoformans, hongos Dictyostelium tales como Dictyostelium discoideum, Pseudomonas tales como Pseudomonas 
fluorescens o Pseudomonas aeruginosa, Saccharomyces tales como Saccharomyces cerevisiae, bacterias Bacillus 
tales como Bacillus megaterium, o bacterias Escherichia tales como Escherichia coli. 
 
Como gen de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf), puede usarse un ADN que tiene la secuencia de bases 20 
del que codifica la tiolasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de enzima enumerados anteriormente, 
o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basándose en una secuencia de bases conocida del gen. 
Ejemplos preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de bacterias 
Deinococcus tales como Deinococcus radiophilus, hongos Aspergillus tales como Aspergillus niger o Aspergillus 
aculeatus; bacterias Acetobacter tales como Acetobacter hansenii, bacterias Thermotoga tales como Thermotoga 25 
maritima, hongos Cryptococcus tales como Cryptococcus neoformans, hongos Dictyostelium tales como 
Dictyostelium discoideum, Pseudomonas tales como Pseudomonas fluorescens o Pseudomonas aeruginosa, 
Saccharomyces tales como Saccharomyces cerevisiae, bacterias Bacillus tales como Bacillus megaterium, o 
bacterias Escherichia tales como Escherichia coli. Ejemplos más preferibles de la misma incluyen un ADN que tiene 
la secuencia de bases de un gen derivado de un procariota tal como bacterias Deinococcus bacteria, hongos 30 
Aspergillus, bacterias Acetobacter, bacterias Thermotoga, Pseudomonas, bacterias Bacillus, o bacterias Escherichia. 
El ADN es más preferible un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen derivado de Escherichia coli. 
 
La fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd) es un nombre genérico para enzimas que se clasifican con el número de 
código de enzima: 1.1.1.44 basado en el informe de la Enzyme Commission of International Union of Biochemistry 35 
(I.U.B.), y que cataliza una reacción de producción de D-ribulosa-5-fosfato y CO2 a partir de 6-fosfo-D-gluconato. 
 
Cada una de las actividades de estas enzimas en la invención puede ser una actividad introducida desde el exterior 
de la célula en la célula, o una actividad obtenida por la sobreexpresión del gen de la enzima que la bacteria 
hospedadora posee en su genoma mediante potenciación de la actividad promotora para el gen de la enzima o 40 
remplazo del promotor con otro promotor. 
 
La Escherichia coli que tiene actividad enzimática potenciada en la invención se refiere a Escherichia coli en que 
está potenciada la actividad enzimática por un cierto método. Este tipo de Escherichia coli puede construirse 
introduciendo un gen que codifica la enzima o proteína desde el exterior de la célula en la célula usando un plásmido 45 
por la tecnología de recombinación génica descrita anteriormente; o por sobreexpresión del gen de la enzima que la 
bacteria hospedadora posee en su genoma mediante potenciación de la actividad promotora para el gen de la 
enzima o remplazando el promotor con otro promotor; o la combinación de estos métodos. 
 
El promotor del gen aplicable a la Escherichia coli productora de alcohol isopropílico puede ser cualquier promotor 50 
capaz de controlar la expresión de cualquiera de los genes descritos anteriormente. El promotor del gen es 
preferiblemente un promotor potente que trabaje de forma constitutiva en el microorganismo, y que no es susceptible 
a represión de la expresión incluso en presencia de glucosa. Ejemplos específicos del mismo incluye el promotor de 
la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (a veces mencionada a partir de ahora en este documento como 
"GAPDH") o el promotor de la serina hidroximetiltransferasa. 55 
 
El promotor en la Escherichia coli productora de alcohol isopropílico significa una región en que la ARN polimerasa 
que tiene un factor sigma se une para iniciar la transcripción. Por ejemplo, un promotor de GAPDH derivado de 
Escherichia coli se describe en los números de base 397 a 440 en la información de secuencia de bases del número 
de acceso a GenBank X02662. 60 
 
En la Escherichia coli productora de alcohol isopropílico, puede alterarse la lactato deshidrogenasa (LdhA). La 
alteración de la lactato deshidrogenasa suprime la producción de lactato incluso en condiciones de cultivo en que el 
suministro de oxígeno está restringido, como resultado de lo cual puede producirse de forma eficaz alcohol 
isopropílico. Las "condiciones en que el suministro de oxígeno está restringido" generalmente significa condiciones: 65 
0,02 vvm hasta 2,0 vvm (vvm: volumen de aireación [ml]/volumen de líquido [ml]/tiempo [min]) a una velocidad de 
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agitación de 200 a 600 rpm, cuando solamente se usa aire como gas. 
 
La lactato deshidrogenasa (LdhA) se refiere a una enzima que produce D-lactato y NAD a partir de piruvato y NADH. 
 
El microorganismo productor de acetil-CoA para producir acetona puede ser uno que tiene solamente actividad 5 
tiolasa, actividad CoA transferasa y actividad aceto acetato descarboxilasa entre la actividad en el sistema de 
producción de alcohol isopropílico. Es decir, cuando se produce acetona usando el microorganismo productor de 
acetil-CoA, puede usarse el microorganismo que no tiene actividad alcohol isopropílico deshidrogenasa. 
 
Otros ejemplos de la ruta para producir otro metabolito usando acetil-CoA como materia prima incluyen una ruta que 10 
produce glutamato a partir de acetil-CoA. Un ejemplo preferible del microorganismo que tiene una ruta que produce 
otro metabolito o el microorganismo cuya actividad enzimática implicada en una ruta que produce otro metabolito 
está potenciada incluye un microorganismo obtenido confiriendo o potenciando, o inactivando o reduciendo 
cualquiera de las actividades enzimáticas descritas anteriormente usando un microorganismo que tiene una ruta que 
produce de forma eficaz glutamato (a veces a partir de ahora en este documento mencionado como 15 
"microorganismo productor de glutamato") como hospedador. 
 
Ejemplos del microorganismo productor de glutamato incluyen los microorganismos mencionados anteriormente que 
tienen una capacidad de producir L-aminoácidos. 
 20 
Ejemplos específicos del microorganismo productor de glutamato incluyen, aunque sin limitación, bacterias 
Enterobacteriaceae tales como bacterias Escherichia o bacterias Pantoea, y bacterias corineformes tales como 
Corynebacterium glutamicum. 
 
El microorganismo productor de glutamato puede ser cualquier microorganismo que permita la introducción o 25 
modificación de un gen para conferir la capacidad de producción de glutamato. El más preferible que el 
microorganismo productor de glutamato sea una bacteria Pantoea o bacteria corineforme a la que se ha conferido 
capacidad de producción de glutamato por anticipado. Usando este tipo de microorganismo, puede producirse de 
forma más eficaz glutamato. 
 30 
Ejemplos de un método para conferir la capacidad de producción de glutamato a un microorganismo incluyen 
modificar el microorganismo de modo que se aumente y/o se sobreexprese la expresión de un gen que codifica una 
enzima implicada en la biosíntesis de L-glutamato. Ejemplos de la enzima implicada en la biosíntesis de L-glutamato 
incluyen la glutamato deshidrogenasa, glutamina sintetasa, glutamato sintasa, isocitrato deshidrogenasa, aconitato 
hidratasa, citrato sintasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, piruvato carboxilasa, piruvato deshidrogenasa, piruvato 35 
quinasa, fosfoenolpiruvato sintasa, enolasa, fosfogliceromutasa, fosfoglicerato quinasa, gliceraldehído-3-
deshidrogenasa, triosa-fosfato isomerasa, fructosa-bifosfato aldolasa, fosfofructoquinasa y glucosa-fosfato 
isomerasa. Entre estas enzimas, es preferible que una o más de la citrato sintasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa y 
glutamato deshidrogenasa tenga una actividad aumentada, y es más preferible que las tres enzimas tengan 
actividades potenciadas. 40 
 
Ejemplos del microorganismo productor de glutamato incluyen un microorganismo productor de glutamato descrito 
en la solicitud de patente japonesa abierta a inspección pública (JP-A) n.º 2005-278643. 
 
El microorganismo productor de L-glutamato a usarse puede ser un microorganismo que tiene una capacidad de 45 
acumular L-glutamato en una cantidad que excede la concentración de saturación de L-glutamato en un medio 
líquido cuando el microorganismo se cultivó en condiciones ácidas (a partir de ahora en este documento 
mencionado como "capacidad de acumulación de L-glutamato en condiciones ácidas"). Por ejemplo, puede 
obtenerse una variante que tiene resistencia aumentada a L-glutamato en un entorno de bajo pH por un método 
descrito en la patente europea abierta a inspección pública n.º 1078989, mediante lo cual se confiere la capacidad 50 
de acumular L-glutamato en una cantidad que excede la concentración de saturación. 
 
Ejemplos específicos del microorganismo que tiene una capacidad intrínseca de acumulación de L-glutamato en 
condiciones ácidas incluyen Pantoea ananatis AJ13356 (FERM BP-6615) y AJ13601 (FERM BP-7207) (véase la 
patente europea abierta a inspección pública n.º 0952221). Pantoea ananatis AJ13356 se depositó en el National 55 
Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of Industrial Science and Technology, Ministry of 
International Trade and Industry (nombre actual: International Patent Organism Depositary, National Institute of 
Technology and Evaluation (IPOD, NITE); dirección: Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki 305-8566, 
Japón) con el número de acceso FERM P-16645 el 19 de febrero de 1998, y después se transfirió a la autoridad de 
depósito internacional según el Tratado de  Budapest con el número de acceso FERM BP-6615 el 11 de enero de 60 
1999. Esta cepa se identificó como Enterobacter agglomerans y se depositó como Enterobacter agglomerans 
AJ13355 cuando se aisló por primera vez, pero de acuerdo con el reciente análisis de secuencia de bases de ARNr 
16S y similares, la cepa se volvió a clasificar como Pantoea ananatis (véanse los Ejemplos a continuación). 
Asimismo, AJ13356 y AJ13601 mencionados a continuación inducidos a partir de AJ13355 se depositaron en el 
depósito anterior como Enterobacter agglomerans, pero estas cepas se describen como Pantoea ananatis en la 65 
presente memoria descriptiva. AJ13601 se depositó en el National Institute of Bioscience and Human-Technology, 

E12819719
19-10-2016ES 2 599 482 T3

 



26 

Agency of Industrial Science and Technology, Ministry of International Trade and Industry (nombre actual: 
International Patent Organism Depositary, National Institute of Technology and Evaluation (IPOD, NITE) con el 
número de acceso FERM P-17156 el 18 de agosto de 1999, y después se transfirió a una autoridad de depósito 
internacional según el Tratado de Budapest con el número de acceso FERM BP-7207 el 6 de julio de 2000. 
 5 
Otros ejemplos del método para conferir o potenciar la capacidad de producción de L-glutamato incluyen un método 
para conferir resistencia a un análogo de ácido orgánico o un inhibidor de la respiración, y un método para conferir 
sensibilidad a un inhibidor de la síntesis de pared celular. Ejemplos específicos del método incluyen conferir 
resistencia a ácido monofluoroacético (JP- A n.º S50-113209), conferir resistencia a adenina o resistencia a timina 
(JP-A n.º S57-065198), debilitar la ureasa (JP-A n.º S52-038088), conferir resistencia a ácido malónico (JP-A n.º 10 
S52-038088), conferir resistencia a benzopirona o naftoquinonas (JP-A n.º S56-001889), conferir resistencia a 
HOQNO (JP-A n.º S56-140895 A), conferir resistencia a ácido α-cetomalónico (JP-A n.º S57-002689 A), conferir 
resistencia a guanidina (JP-A n.º S56-035981), y un método para conferir resistencia a penicilina (JP-A n.º H04-
088994). 
 15 
Ejemplos específicos de los microorganismos resistentes incluyen las siguientes cepas. 
 
● Brevibacterium flavum AJ3949 (FERM BP-2632; véase JP-A n.º S50-113209) 
● Corynebactetium glutamicum AJ11628 (FERM P-5736; véase JP-A n.º S57-065198) 
● Brevibacterium flavum AJ11355 (FERM P-5007; véase JP-A n.º S56-001889) 20 
● Corynebacterium glutamicum AJ11368 (FERM P-5020; véase JP-A n.º S56-001889) 
● Brevibacterium flavum AJ11217 (FERM P-4318; véase JP-A n.º S57-002689) 
● Corynebacterium glutamicum AJ11218 (FERM P-4319; véase JP-A n.º S57-002689) 
● Brevibacterium flavum AJ11564 (FERM P-5472; véase JP-A n.º S56-140895) 
● Brevibacterium flavum AJ11439 (FERM P-5136; véase JP-A n.º S56-035981) 25 
● Corynebacterium glutamicum H7684 (FERM BP-3004; véase JP-A n.º H04-088994) 
● Brevibacterium lactofermentum AJ11426 (FERM P-5123; véase JP-A n.º S56-048890) 
● Corynebacterium glutamicum AJ11440 (FERM P-5137; véase JP-A n.º S56-048890) 
● Brevibacterium lactofermentum AJ11796 (FERM P-6402; véase JP-A n.º S58-158192) 
 30 
Ejemplos preferibles del microorganismo que tiene una capacidad de producción de L-glutamina incluyen un 
microorganismo en que está potenciada la actividad glutamato deshidrogenasa, un microorganismo en que está 
potenciada la actividad glutamina sintetasa (glnA) y un microorganismo en que está alterado el gen de la 
glutaminasa (patentes europeas abiertas a inspección pública n.º 1229121 y 1424398). La potenciación de la 
actividad glutamina sintetasa también puede conseguirse alterando la glutamina adenilil transferasa (glnE) o 35 
alterando la proteína de regulación de PII (glnB). Otros ejemplos preferibles del microorganismo productor de L-
glutamina incluyen una variante que pertenece al género Escherichia, y la variante alberga una glutamina sintetasa 
mutante en que el resto de tirosina en la posición 397 en la glutamina sintetasa está remplazado por otro resto de 
aminoácido (solicitud publicada de patente de Estado Unidos n.º 2003-0148474). 
 40 
Otro método de conferir o potenciar la capacidad de producción de L-glutamina incluye conferir resistencia a 6-diazo-
5-oxo-norleucina (JP-A n.º. H03-232497), conferir resistencia a un análogo de purina y resistencia a sulfóxido de 
metionina (JP-A n.º S61-202694) y conferir resistencia a ácido α-cetomaleico (JP-A n.º S56-151495). Ejemplos 
específicos de bacterias corineformes que tienen la capacidad de producción de L-glutamina incluyen los siguientes 
microorganismos. 45 
 
• Brevibacterium flavum AJ11573 (FERM P-5492; JP-A n.º S56-161495) 
• Brevibacterium flavum AJ11576 (FERM BP-10381; JP-A n.º S56-161495) 
• Brevibacterium flavum AJ12212 (FERM P-8123; JP-A n.º S61-202694) 
 50 
Ejemplos específicos de microorganismos que producen prolina, leucina, isoleucina, valina, arginina, citrulina, 
ornitina y/o ácido poliglutámico incluyen un microorganismo descrito en JP-A n.º 2010-41920. Los microorganismos 
que producen ácido acético, (poli)ácido 3-hidroxibutírico, ácido itacónico, ácido cítrico y/o ácido butírico se describen 
en Fermentation Handbook (Kyoritsu Shuppan Co., Ltd.).  
 55 
Ejemplos de microorganismos que producen ácido 4-aminobutírico incluyen un microorganismo en que se introduce 
glutamato descarboxilasa en un microorganismo productor de glutamato, tal como los descritos en JP-A n.º 2011-
167097. 
 
Ejemplos de microorganismos que producen ácido 4-hidroxibutírico incluyen un microorganismo en que se introduce 60 
glutamato descarboxilasa, transaminasa y/o aldehído deshidrogenasa en un microorganismo productor de 
glutamato, tal como los descritos en JP-A n.º 2009-171960. 
 
Ejemplos de microorganismos que producen ácido 3-hidroxiisobutírico incluyen un microorganismo en que se 
introdujo una ruta descrita en el documento WO 2009/135074 o documento WO 2008/145737. 65 
 

E12819719
19-10-2016ES 2 599 482 T3

 



27 

Ejemplos de microorganismos que producen ácido 2-hidroxiisobutírico incluyen un microorganismo en que se 
introdujo una ruta descrita en el documento 2009/135074 o documento WO 2009/156214. 
 
Ejemplos de microorganismos que producen ácido 3-aminoisobutírico o ácido metacrílico incluyen un 
microorganismo en que se introdujo una ruta descrita en el documento WO 2009/135074. 5 
 
El microorganismo en la invención es un microorganismo que se construye para que tenga el ciclo de producción de 
acetil-CoA de la Fig. 1 confiriendo al menos malato tioquinasa y malil-CoA liasa. Por lo tanto, los microorganismos 
que tienen de forma intrínseca malato tioquinasa y malil-CoA liasa no se incluyen en el microorganismo productor de 
acetil-CoA de la invención. 10 
 
Ejemplos de los microorganismos que tienen de forma intrínseca Mtk y mcl incluyen microorganismos metanotróficos 
tale como Methylobacterium extorquens. Como no se han desarrollado sistemas de vector adecuados para 
microorganismos metanotróficos o técnicas para la modificación de genes genómicos de microorganismos 
metanotróficos, la manipulación genética de microorganismos es más difícil que los microorganismos industriales 15 
tales como Escherichia coli y Corynebacterium. Además, estos microorganismos crecen lentamente en muchos 
casos y, por lo tanto, no son adecuados para producir metabolitos útiles. 
 
El método de producción de acetil-CoA, acetona, alcohol isopropílico o glutamato de acuerdo con la invención 
incluye producir acetil-CoA, acetona, alcohol isopropílico o glutamato como el producto de interés a partir de un 20 
material de fuente carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA descrito anteriormente. Es decir, el 
método de producción de acetil-CoA incluye: cultivar el microorganismo productor de acetil-CoA en un estado en que 
el microorganismo productor de acetil-CoA entra en contacto con un material de fuente de carbono (a partir de ahora 
en este documento, proceso de cultivo) y recoger el producto de interés (acetil-CoA, acetona, alcohol isopropílico o 
glutamato) obtenido por el contacto (a partir de ahora en este documento, proceso de recogida). 25 
 
De acuerdo con el método de producción de acetil-CoA, como el microorganismo productor de acetil-CoA se cultiva 
en un estado en que el microorganismo productor de acetil-CoA entra en contacto con un material de fuente de 
carbono, el material de fuente de carbono se asimila por el microorganismo productor de acetil-CoA, y el producto de 
interés puede producirse de forma eficaz mientras se fija dióxido de carbono. 30 
 
El material de fuente de carbono no está restringido siempre que el material contenga una fuente de carbono que 
pueda asimilarse por el microrganismo, y el material es preferiblemente una materia prima deriva de plantas. 
 
En la invención, la materia prima derivada de plantas se refiere a órganos tales como raíces, tallos, troncos, ramas, 35 
hojas, flores y semillas; cuerpos vegetales que contienen los órganos; y productos de descomposición de los 
órganos vegetales, y además abarca fuentes de carbono que pueden usarse como fuentes de carbono por 
microorganismos durante el cultivo entre fuentes de carbono obtenidas de los cuerpos vegetales, los órganos 
vegetales y los productos de descomposición de los mismos. 
 40 
Ejemplos generales de las fuentes de carbono en la materia prima derivada de plantas incluyen azúcares tales como 
almidón, sacarosa, glucosa, fructosa, xilosa y arabinosa; productos de descomposición vegetal herbáceos y leñosos 
o hidrolizados de celulosa, cada uno de los cuales contiene los ingredientes anteriores en grandes cantidades; y 
combinaciones de los mismos. La fuente de carbono en la invención puede incluir adicionalmente glicerina derivada 
de aceite vegetal y ácidos grasos. 45 
 
Ejemplos preferibles de la materia prima derivada de plantas incluyen cultivos agrícolas tales como cereal, maíz, 
arroz, trigo, soja, caña de azúcar, remolacha, algodón y similares, y combinaciones de los mismos. La forma de los 
mismos como materias primas no está específicamente limitada, y puede ser un producto en bruto, zumo exprimido, 
un producto machacado, o similares. Como alternativa, la materia prima derivada de plantas puede estar en una 50 
forma que consiste solamente en la fuente de carbono descrita anteriormente. 
 
En el proceso de cultivo, el contacto entre el microorganismo productor de acetil-CoA y la materia prima derivada de 
plantas generalmente se hace cultivando el microorganismo productor de acetil-CoA en un medio de cultivo que 
contiene la materia prima derivada de plantas. 55 
 
La densidad de contacto entre la materia prima derivada de plantas y el microorganismo productor de acetil-CoA 
puede variarse dependiendo de la actividad del microorganismo productor de acetil-CoA. En general, la 
concentración de la materia prima derivada de plantas en el medio de cultivo puede ser tal que la concentración 
inicial de azúcar en términos de glucosa puede establecerse al 20 % en masa o inferior respecto a la masa total de 60 
la mezcla. Desde el punto de vista de tolerancia del azúcar del microorganismo productor de acetil-CoA, la 
concentración inicia de azúcar se establece preferiblemente al 15 % en masa o inferior. Pueden añadirse otros 
componentes en cantidades de adición habituales para medios de cultivo de microorganismos, sin limitación 
particular.  
 65 
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El contenido del microorganismo productor de acetil-CoA en el medio de cultivo puede variarse con el tipo y la 
actividad del microorganismo y la cantidad de un líquido bacteriano de precultivo (DO 660 nm = 4 a 8) a añadirse 
cuando se comience inicialmente el cultivo puede establecerse generalmente al 0,1 % en masa hasta el 30 % en 
masa respecto al líquido de cultivo, y se establece preferiblemente al 1 % en masa hasta el 10 % en masa respecto 
al líquido de cultivo desde el punto de vista del control de las condiciones de cultivo. 5 
 
El medio a usarse para el cultivo del microorganismo productor de acetil-CoA puede ser cualquier medio de cultivo 
empleado habitualmente que incluye una fuente de carbono, una fuente de nitrógeno y un ion inorgánico, y además 
un elemento traza inorgánico, un ácido nucleico, y una vitamina, etc., necesarios para que los microorganismos 
produzcan el producto interés, sin limitación particular. 10 
 
Las condiciones de cultivo para el proceso de cultivo no están particularmente restringidas, y el cultivo puede 
realizarse, por ejemplo, en condiciones aeróbicas a un pH y temperatura apropiadamente controlados dentro de un 
intervalo de pH 4 a 9, preferiblemente pH 6 a 8 y dentro de un intervalo de 20 ºC a 50 ºC, preferiblemente de 25 ºC a 
42 ºC. 15 
 
El volumen de aireación de gas en la mezcla descrita anteriormente no está particularmente restringido. Cuando se 
usa solamente aire como gas, el volumen de aireación es generalmente de 0,02 vvm a 2,0 vvm (vvm: volumen de 
aireación [ml]/volumen de líquido [ml]/tiempo [min]) a 50 hasta 600 r.p.m. Desde el punto de vista de supresión del 
daño físico Escherichia coli, la aireación se realiza preferiblemente a 0,1 vvm a 2,0 vvm, más preferiblemente a 0,1 20 
vvm a 1,0 vvm. 
 
El proceso de cultivo puede continuarse desde el inicio del cultivo hasta que se agota el material de fuente de 
carbono en la mezcla, o hasta que desaparece la actividad del microorganismo productor de acetil-CoA. La duración 
del proceso de cultivo puede variarse con la cantidad y la actividad del microorganismo productor de acetil-CoA en la 25 
mezcla y la cantidad del material de fuente de carbono. En general, la duración puede ser de al menos una hora, y 
preferiblemente de al menos cuatro horas. La duración del proceso de cultivo puede continuarse de forma ilimitada 
por una nueva adición del material de fuente de carbono o el microorganismo productor de acetil-CoA. Sin embargo, 
desde el punto de vista de eficacia del proceso, la duración puede establecerse generalmente a 5 días o menos, 
preferiblemente 72 horas o menos. Con respecto a otras condiciones, pueden emplearse las condiciones empleadas 30 
para cultivo habitual tal cual son. 
 
Los métodos de recogida del producto de interés acumulado en el medio de cultivo no están particularmente 
restringidos. Por ejemplo, puede emplearse un método que incluye retirar las células del microorganismo del medio 
de cultivo por, por ejemplo, separación por centrifugación y, después de ello, separación del producto de interés 35 
usando un método de separación habitual tal como destilación o separación en membrana en condiciones 
adecuadas para el tipo del producto de interés. 
 
El método de producir acetil-CoA de acuerdo con la invención puede incluir adicionalmente, antes del proceso de 
cultivo, un proceso de precultivo para conseguir una cantidad apropiada de células y/o un estado activado apropiado 40 
del microorganismo productor de acetil-CoA a usar. El proceso de precultivo puede ser cualquier cultivo realizado en 
condiciones empleadas habitualmente adecuadas para el tipo de microorganismo productor de acetil-CoA. 
 
El microorganismo productor de acetil-CoA usado en el método de producción de acetona es preferiblemente el 
microorganismo productor de acetil-CoA que tiene la actividad tiolasa, la actividad CoA transferasa y la actividad 45 
acetoacetato descarboxilasa, descritas anteriormente como un aspecto preferible del microorganismo productor de 
acetil-CoA, desde el punto de vista de la eficacia de producción de acetona. 
 
El microorganismo productor de acetil-CoA usado en el método de producción de alcohol isopropílico es 
preferiblemente el microorganismo productor de acetil-CoA que tiene la actividad tiolasa, la actividad CoA 50 
transferasa, la actividad acetoacetato descarboxilasa y la actividad alcohol isopropílico deshidrogenasa, descritas 
anteriormente como un aspecto preferible del microorganismo productor de acetil-CoA, desde el punto de vista de la 
eficacia de producción de alcohol isopropílico. 
 
El método de producción de alcohol isopropílico o el método de producción de acetona preferiblemente incluye un 55 
proceso de cultivo en que el microorganismo productor de acetil-CoA se cultiva mientras se suministra gas a la 
mezcla que contiene el microorganismo productor de acetil-CoA y el material de fuente de carbono; y un proceso de 
recogida para recoger el producto de interés, en que el alcohol isopropílico o la acetona producida por el cultivo se 
separa y se recoge de la mezcla. 
 60 
De acuerdo con el método de producción de alcohol isopropílico o el método de producción de acetona, el 
microorganismo productor de acetil-CoA se cultiva mientras se suministra gas a la mezcla (cultivo de aireación). En 
este cultivo de aireación, el alcohol isopropílico o la acetona producida se libera en la mezcla y se evapora de la 
mezcla. Como resultado, el alcohol isopropílico producido o la acetona producida puede separarse fácilmente de la 
mezcla. Además, como el alcohol isopropílico producido o la acetona producida se separa de forma continua de la 65 
mezcla, puede suprimirse un aumento en la concentración del alcohol isopropílico o la acetona en la mezcla. Por lo 
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tanto, no es necesario poner atención particular a la tolerancia del microorganismo productor de acetil-CoA frente al 
alcohol isopropílico o la acetona. 
 
La mezcla en este método puede estar principalmente compuesta de un medio básico generalmente usado en 
cultivo del microorganismo hospedador. Con respecto a las condiciones de cultivo, se aplicarán las descritas 5 
anteriormente tal cual son. 
 
En el proceso de recogida, se recoge el alcohol isopropílico o la acetona producida en el proceso de cultivo y 
separada de la mezcla. El método de recogida puede ser cualquier método capaz de recoger alcohol isopropílico o 
acetona en estado gaseoso o de gotas evaporado de la mezcla por cultivo habitual. Ejemplos del mismo incluyen un 10 
método de recogida en un miembro de recogida tal como un recipiente hermético empleado habitualmente. En 
particular, el método incluye preferiblemente poner en contacto una solución de atrapamiento para atrapar el alcohol 
isopropílico o la acetona con el alcohol isopropílico o la acetona separada de la mezcla, desde el punto de vista de 
recogida de solamente el alcohol isopropílico o la acetona con alta pureza. 
 15 
En el método de producción de alcohol isopropílico o el método de producción de acetona, el alcohol isopropílico o la 
acetona puede recogerse en un estado en que el alcohol isopropílico o la acetona esta disuelta en una solución de 
atrapamiento o la mezcla. Ejemplos del método de recogida incluyen un método descrito en el documento WO 
2009/008377. El alcohol isopropílico o la acetona recogida puede confirmarse usando un medio de detección 
habitual tal como HPLC. El alcohol isopropílico recogido puede purificarse adicionalmente, si fuera necesario. 20 
Ejemplos del método de purificación incluyen destilación, etc. 
 
En un caso en que el alcohol isopropílico o la acetona recogida está en el estado de solución acuosa, el método de 
producción de alcohol isopropílico o el método de producción de acetona puede incluir adicionalmente un proceso de 
deshidratación además del proceso de recogida. La deshidratación de alcohol isopropílico o acetona puede 25 
realizarse por un método habitual. 
 
Ejemplos de aparatos aplicables al método de producción de alcohol isopropílico o acetona en que puede recogerse 
alcohol isopropílico o acetona en el estado disuelto en la solución de atrapamiento o la mezcla incluyen el aparato de 
producción mostrado en la Fig. 1 del documento WO 2009/008377. 30 
 
En este aparato de producción, se conecta un conducto de inyección para inyectar un gas desde el exterior del 
aparato al tanque de cultivo que contiene un medio de cultivo que incluye un microorganismo a usarse y una materia 
prima derivada de plantas, posibilitando de ese modo la aireación del medio de cultivo. 
 35 
Un tanque de atrapamiento que contiene una solución de atrapamiento como líquido de atrapamiento se conecta al 
tanque de cultivo mediante un conducto de conexión. Un gas o líquido que se ha movido hasta el tanque de 
atrapamiento contacta con la solución de atrapamiento y aparecen burbujas. 
 
Como resultado, el alcohol isopropílico o la acetona, que se ha producido en el tanque de cultivo por cultivo en 40 
aireación, se evapora debido a la aireación y, por lo tanto, se separa fácilmente del medio de cultivo, y se atrapa en 
la solución de atrapamiento y en el tanque de atrapamiento. Como resultado, el alcohol isopropílico o la acetona 
puede producirse en un estado más purificado de un modo simple y continuo. 
 
Un método de producción de glutamato de acuerdo con la invención incluye producir glutamato como producto de 45 
interés a partir de un material de fuente de carbono usando el microrganismo productor de acetil-CoA descrito 
anteriormente. Específicamente, el método de producción de glutamato incluye cultivar el microorganismo productor 
de acetil-CoA en un estado en que el microorganismo productor de acetil-CoA entra en contacto con un material de 
fuente de carbono (a partir de ahora en este documento, proceso de cultivo) y recoger el producto de interés 
(glutamato) obtenido por el contacto (a partir de ahora en este documento proceso de recogida). 50 
 
De acuerdo con el método de producción de glutamato como el microorganismo productor de acetil-CoA se cultiva 
en un estado en que el microorganismo productor de acetil-CoA entra en contacto con un material de fuente de 
carbono, el material de fuente de carbono se asimila por el microorganismo productor de acetil-CoA y el producto de 
interés puede producirse de forma eficaz mientras se fija dióxido de carbono. 55 
 
El medio de cultivo a usarse para el cultivo puede ser cualquier medio de cultivo empleado habitualmente que 
incluye una fuente de carbono, una fuente de nitrógeno y una sal inorgánica; y un nutriente traza orgánico tal como 
un aminoácido o vitaminas según lo necesario. Puede usarse un medio de cultivo sintético o un medio de cultivo 
natural. La fuente de carbono y la fuente de nitrógeno usada en el medio de cultivo puede ser de cualquier tipo que 60 
pueda utilizarse por los microorganismos a cultivarse. 
 
Ejemplos del material de fuente de carbono que puede usarse incluyen azúcares tales como glucosa, glicerol, 
fructosa, sacarosa, maltosa, manosa, galactosa, hidrolizados de almidón y melazas; y ácidos orgánicos tales como 
ácido acético o ácido cítrico, y alcoholes tales como etanol pueden usarse individualmente o en combinación con 65 
otras fuentes de carbono. 
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Ejemplos de la fuente de nitrógeno que puede usarse incluyen amoníaco, sales de amonio tales como sulfato de 
amonio, carbonato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio o acetato de amonio, y sales de ácido nítrico. 
 
Ejemplos del micronutriente orgánico que puede usarse incluyen aminoácidos, vitaminas, ácidos grasos y ácidos 
nucleicos; y peptonas, casaminoácidos, extractos de levadura e hidrolizados de proteína de soja, cada uno de los 5 
cuales contiene los ingredientes anteriores. En un caso en que se usa un mutante auxotrófico que requiere un 
aminoácido y similar para su crecimiento, es preferible suministrar un nutriente que es necesario. 
 
Ejemplos de la sal inorgánica que puede usarse incluyen sales de ácido fosfórico, sales de magnesio, sales de 
calcio, sales de hierro y sales de manganeso. 10 
 
El cultivo se realiza preferiblemente a una temperatura de fermentación de 20 ºC a 45 ºC a un pH de 3 a 9 en 
aireación. Para ajustar el pH, puede usarse una sustancia ácida o alcalina, inorgánica u orgánica, gas amoníaco, 
etc. Se acumula L-aminoácido en el medio de cultivo o en las células cultivando el microorganismo preferiblemente 
durante 10 horas hasta 120 horas en estas condiciones. 15 
 
En un caso en que el L-aminoácido de interés es L-glutamato, el cultivo puede realizarse de modo que el L-
glutamato producido se precipite y acumule en el medio de cultivo, usando un medio líquido cuyas condiciones se 
ajustan ara precipitar L-glutamato. Por ejemplo, las condiciones para precipitar L-glutamato pueden ser un pH de 5,0 
a 4,0, preferiblemente un pH de 4,5 a 4,0, más preferiblemente un pH de 4,3 a 4,0, aún más preferiblemente un pH 20 
de 4,0. Para conseguir tanto un crecimiento aumentado en condiciones ácidas como una precipitación eficaz de L-
glutamato, el pH es preferiblemente de 5,0 a 4,0, más preferiblemente de 4,5 a 4,0, aún más preferiblemente de 4,3 
a 4,0. El cultivo al pH descrito anteriormente puede realizarse a través del período de cultivo completo o durante una 
parte del período de cultivo. 
 25 
El L-aminoácido puede recogerse del líquido de cultivo después de completarse el cultivo de acuerdo con un método 
de recogida conocido. Por ejemplo, la recogida puede realizarse por un método en que se realiza la cristalización por 
concentración después de la retirada de las células bacterianas de un medio de cultivo, o por cromatografía de 
intercambio iónico. En un caso en que el cultivo se realizó en condiciones que permite la precipitación de L-
glutamato en un medio de cultivo, el L-glutamato precipitado en el medio de cultivo puede recogeré por separación 30 
por centrifugación, filtración o similares. En dichos casos, el L-glutamato que permanece disuelto en el medio de 
cultivo puede cristalizarse y el L-glutamato cristalizado puede aislarse en conjunto. 
 
Ejemplos de métodos para producir prolina, leucina, isoleucina, valina, arginina, citrulina, ornitina, ácido acético, 
(poli)ácido 3-hidroxibutírico, ácido itacónico, ácido cítrico, ácido butírico o ácido poliglutámico incluyen métodos 35 
descritos en Fermentation Handbook (Kyoritsu Shuppan Co., Ltd.). 
 
Ejemplos de métodos para producir ácido 4-aminobutírico incluyen un método de producción usando un 
microorganismo obtenido introduciendo glutamato descarboxilasa en un microorganismo productor de glutamato, y 
que se describe en, por ejemplo, JP-A n.º 2011-167097. 40 
 
Ejemplos de métodos para producir ácido 4-hidroxibutírico incluyen un método de producción usando un 
microorganismo obtenido introduciendo glutamato descarboxilasa, aminotransferasa y aldehído deshidrogenasa a un 
microorganismo productor de glutamato, y que se describe en, por ejemplo, JP-A n.º 2009-171960. 
 45 
Ejemplos de métodos para producir ácido 3-hidroxiisobutírico incluyen un método de producción usando un 
microorganismo en que se introdujo la ruta descrita en, por ejemplo, el documento WO 2009/135074 o el documento 
WO 2008/145737. 
 
Ejemplos de métodos para producir ácido 2-hidroxiisobutírico incluyen un método de producción usando un 50 
microorganismo en que se introdujo la ruta descrita en, por ejemplo, el documento WO 2009/135074 o el documento 
WO 2009/156214. 
 
Ejemplos de métodos para producir ácido 3-aminoisobutírico o ácido metacrílico incluyen un método de producción 
usando un microorganismo en que se introdujo la ruta descrita en, por ejemplo, el documento WO 2009/135074. 55 
 
Ejemplos 
 
A partir de ahora en este documento, se describen en detalle ejemplos de la presente invención. Sin embargo, la 
invención de ningún modo limita estos ejemplos. 60 
 
[Ejemplo 1] 
 
<Preparación de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado> 
 65 
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Se conoce la secuencia completa del ADN genómico de Escherichia coli MG1655 (número de acceso a GenBank 
U00096), y también se ha informado de la secuencia de bases de un gen que codifica la subunidad α de la CoA 
transferasa (a veces mencionada a partir de ahora en este documento abreviado como "atoD") de Escherichia coli 
MG1655. Es decir, atoD se describe en 2321469 a 2322131 de la secuencia genómica de Escherichia coli MG1655, 
que se describe en el número de acceso a GenBank U00096. 5 
 
Como secuencia de bases de un promotor necesario para expresar el gen mencionado anteriormente, puede usarse 
la secuencia promotora de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (a partir de ahora en este documento 
mencionada a veces como "GAPDH") derivada de Escherichia coli, que se describe en 397 a 440 en la información 
de secuencia de bases con el número de acceso a GenBank X02662. Para obtener el promotor de GAPDH, se 10 
realizó amplificación por un método de PCR usando el ADN genómico de Escherichia coli MG1655 como molde y 
usando CGCTCAATTGCAATGATTGACACGATTCCG (SEQ ID NO: 1) y 
ACAGAATTCGCTATTTGTTAGTGAATAAAAGG (SEQ ID NO: 2) como cebadores y el fragmento de ADN obtenido 
se digirió con las enzimas de restricción MfeI y EcoRI, obteniendo de ese modo un fragmento de ADN de 
aproximadamente 100 pb que codifica el promotor de GAPDH. El fragmento de ADN obtenido y un fragmento 15 
obtenido por digestión del plásmido pUC19 (número de acceso a GenBank X02514) con la enzima de restricción 
EcoRI seguido por tratamiento con fosfatasa alcalina se mezclaron, y los fragmentos mezclados se ligaron usando 
una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α (DNA-903, fabricado 
por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de 
agar LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina. Se cultivaron individualmente diez de las colonias obtenidas a 37 ºC 20 
durante una noche en un medio líquido LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina, y se recuperaron los plásmidos, y se 
seleccionaron los plásmidos de los cuales no se cortó el promotor de GAPDH cuando se digirieron con las enzimas 
de restricción EcoRI y KpnI. Además, se comprobó la secuencia de ADN de los mismos, y un plásmido en que se 
insertó apropiadamente el promotor de GAPDH se llamó pUCgapP. El pUCgapP obtenido se digirió con las enzimas 
de restricción EcoRI y KpnI. 25 
 
Además, para obtener atoD, se realizó amplificación por un método de PCR usando el ADN genómico de 
Escherichia coli MG1655 como molde y usando 
CGAATTCGCTGGTGGAACATATGAAAACAAAATTGATGACATTACAAGAC (SEQ ID NO: 3) y 
GCGGTACCTTATTTGCTCTCCTGTGAAACG (SEQ ID NO: 4) como cebadores, y el fragmento de ADN obtenido se 30 
digirió con las enzimas de restricción EcoRI y KpnI, obteniendo de ese modo un fragmento atoD de 
aproximadamente 690 pb. Este fragmento de ADN se mezcló con pUCgapP que se había digerido previamente con 
las enzimas de restricción EcoRI y KpnI. Los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, 
se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α (DNA-903, fabricado por Toyobo Co., Ltd.) con el 
producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 50 35 
µg/ml de ampicilina. Se recuperó un plásmido de las células bacterianas obtenidas, y se confirmó que atoD estaba 
insertado apropiadamente. El plásmido obtenido se llamó pGAPatoD. 
 
Aquí, Escherichia coli MG1655 está disponible en la American Type Culture Collection. 
 40 
Como se ha descrito anteriormente, también se ha informado de la secuencia de bases de atoD en el ADN 
genómico de Escherichia coli MG1655. Se realizó PCR usando ADN genómico de Escherichia coli MG1655 como 
molde y usando GCTCTAGATGCTGAAATCCACTAGTCTTGTC (SEQ ID NO: 5) y 
TACTGCAGCGTTCCAGCACCTTATCAACC (SEQ ID NO: 6) como cebadores, que se prepararon basándose en la 
información génica de la región flanqueante 5' de atoD de Escherichia coli MG1655, como resultado de lo cual se 45 
amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,1 kpb. 
 
Además, se realizó PCR usando el vector de expresión pGAPatoD preparado anteriormente como molde, y usando 
GGTCTAGAGCAATGATTGACACGATTCCG (SEQ ID NO: 7) preparada basándose en la información de secuencia 
del promotor de GAPDH de Escherichia coli MG1655 y un cebador de la SEQ ID NO: 4 preparado basándose en la 50 
información de secuencia de atoD de Escherichia coli MG1655, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento 
de ADN de aproximadamente 790 pb que tenía el promotor de GAPDH y atoD. 
 
Los fragmentos obtenidos de lo anterior se digirieron con las enzimas de restricción PstI y XbaI, y XbaI y KpnI, 
respectivamente, y los fragmentos resultantes se mezclaron con un fragmento obtenido digiriendo un plásmido 55 
sensible a temperatura pTH18cs1 (número de acceso a GenBank AB019610) [Hashimoto-Gotoh, T., Gene, 241, 
185-191 (2000)] con PstI y KpnI, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se 
transformaron células DH5α con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una 
placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol a 30 ºC. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 ºC 
durante una noche en un medio líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se recuperaron plásmidos de 60 
las células bacterianas obtenidas. Se transformó Escherichia coli B (ATCC 11303) con el plásmido, y se cultivó a 30 
ºC durante una noche en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se 
obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon en medio líquido LB que contenía 10 µg/ml 
de cloranfenicol, y se cultivaron a 30 ºC durante una noche. Las células bacterianas cultivadas obtenidas se 
aplicaron a una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 42 ºC, como resultado de 65 
lo cual se obtuvieron colonias. Las colonias obtenidas se cultivaron en un medio líquido LB que no contenía 

E12819719
19-10-2016ES 2 599 482 T3

 



32 

antibiótico a 30 ºC durante 2 horas, y el cultivo resultante después se aplicó a una placa de agar LB que no contenía 
antibiótico, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. 
 
De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una se cultivó individualmente en 
una placa de agar LB libre de antibiótico y también en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, 5 
y se seleccionaron las colonias sensibles a cloranfenicol. Además, se amplificó por PCR un fragmento de 
aproximadamente 790 pb que contenía el promotor de GAPDH y atoD, a partir del ADN cromosómico de estos 
clones, y se seleccionó una variante en que una región promotora de atoD estaba remplazada por el promotor de 
GAPDH. Después, un clon que satisfacía las condiciones anteriores se llamó variante de Escherichia coli B, de 
genoma atoD potenciado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante B::atoDAB"). 10 
 
Aquí, Escherichia coli B (ATCC 11303) está disponible en la American Type Culture Collection, que es un banco de 
células, microorganismos y genes. 
 
[Ejemplo 2] 15 
 
<Preparación de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado> 
 
Se conoce la secuencia completa del ADN genómico de Escherichia coli MG1655 (número de acceso a GenBank 
U00096), y también se ha informado de la secuencia de bases de un gen que codifica la fosfoglucosa isomerasa (a 20 
partir de ahora en este documento a veces mencionada como "pgi") de Escherichia coli (número de acceso a 
GenBank C15196). Para clonar una región que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica pgi (1.650 pb), 
se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotídicos representados por 
CAGGAATTCGCTATATCTGGCTCTGCACG (SEQ lD NO: 8), CAGTCTAGAGCAATACTCTTCTGATTTTGAG (SEQ 
ID NO: 9), CAGTCTAGATCATCGTCGATATGTAGGCC (SEQ lD NO: 10), y 25 
GACCTGCAGATCATCCGTCAGCTGTACGC (SEQ ID NO: 11). El cebador de la SEQ ID NO: 8 tiene un sitio de 
reconocimiento de EcoRI en el lado del extremo 5' del mismo, cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 9 y 10 
tienen un sitio de reconocimiento de Xbal en el lado del extremo 5' del mismo, y el cebador de la SEQ ID NO: 11 
tiene un sitio de reconocimiento de Pstl en el lado del extremo 5' del mismo. 
 30 
Se preparó el ADN genómico de Escherichia coli MG1655 (ATCC 700926) y se realizó PCR usando el ADN 
genómico obtenido como molde y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9, como resultado 
de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento 
mencionado a veces como "fragmento pgi-L"). Además, se realizó PCR usando un par de cebadores de la SEQ ID 
NO: 10 y SEQ ID NO: 11, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb 35 
(a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento pgi-R"). Estos fragmentos de ADN se 
separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. El fragmento pgi-L se digirió con EcoRI y XbaI y el 
fragmento pgi-R se digirió con XbaI y PstI. Los dos tipos de fragmento digeridos y un fragmento obtenido por 
digestión de un plásmido sensible a temperatura pTH18cs1 (número de acceso a GenBank AB019610) con EcoRI y 
PstI se mezclaron, y se permitió que reaccionaran usando ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células 40 
competentes de Escherichia coli DH5α (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se 
obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol a 30 ºC. El 
plásmido se recuperó de los transformantes obtenidos y se confirmó que los dos fragmentos - el fragmento de la 
región flanqueante cadena arriba 5' y el fragmento de la región flanqueante cadena abajo 3' del gen que codifica pgi 
- estaban insertados apropiadamente en pTH18cs1. El plásmido obtenido se digirió con XbaI y después se sometió a 45 
tratamiento de extremos romos con la ADN polimerasa T4. El fragmento de ADN resultante se mezcló con un gen de 
resistencia a kanamicina obtenido por digestión del plásmido pUC4K (número de acceso a GenBank X06404) 
(Pharmacia) con EcoRI y sometiendo el producto resultante a tratamiento de extremos romos con ADN polimerasa 
T4, y los fragmentos mezclados se ligaron usando la ADN ligasa T4. Posteriormente, se transformaron células 
competentes de Escherichia coli DH5α con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron 50 
en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol y 50 µg/ml de kanamicina a 30 ºC. Se recuperó un 
plásmido de los transformantes obtenidos, y se confirmó que el gen de resistencia a kanamicina estaba 
apropiadamente insertado entre el fragmento de la región flanqueante cadena arriba 5' y el fragmento de la región 
flanqueante cadena abajo 3' del gen que codifica pgi. El plásmido obtenido se llamó pTH18cs1-pgi. 
 55 
Aquí, Escherichia coli MG1655 puede obtenerse de la American Type Culture Collection. 
 
Las variantes B::atoDAB preparadas en el Ejemplo 1 se transformaron con el plásmido así obtenido pTH18cs1-pgi, y 
se cultivó a 30 ºC durante una noche en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol y 50 µg/ml de 
kanamicina, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon en 60 
un medio líquido LB que contenía 50 µg/ml de kanamicina, y se cultivaron a 30 º C durante una noche. 
Posteriormente, parte del líquido de cultivo resultante se aplicó a una placa de agar LB que contenía 50 µg/ml de 
kanamicina, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. Las colonias obtenidas se 
cultivaron a 30 ºC durante 24 horas en un medio líquido LB que contenía 50 µg/ml de kanamicina, y se aplicaron a 
una placa de agar LB que contenía 50 µg/ml de kanamicina, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que 65 
crecieron a 42 ºC. 
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De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una se cultivó individualmente en 
una placa de agar LB que contenía 50 µg/ml de kanamicina y una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de 
cloranfenicol, y se seleccionaron los clones sensibles a cloranfenicol que crecieron solamente en la placa de agar LB 
que contenía kanamicina. Además, se amplificaron los ADN cromosómicos de estos clones diana por PCR, y se 
seleccionó una variante de la cual podía amplificarse un fragmento de aproximadamente 3,3 kpb, que indica 5 
remplazo del gen pgi por el gen de resistencia a kanamicina. La variante obtenida se llamó variante deEscherichia 
coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces 
como "variante B::atoDABApgi"). 
 
Aquí, Escherichia coli MG1655 y Escherichia coli B están disponibles en la American Type Culture Collection. 10 
 
[Ejemplo 3] 
 
<Preparación de variante de Escherichia coli B :: de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR 
delecionado> 15 
 
Se conoce la secuencia completa del ADN genómico de Escherichia coli B (número de acceso a GenBank 
CP000819), y la secuencia de bases que codifica GntR se describe en 3509184 a 3510179 de la secuencia 
genómica de Escherichia coli B, que se describe en el número de acceso a GenBank CP000819. Para clonar una 
región que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica GntR (gntR), se sintetizaron cuatro tipos de 20 
cebadores oligonucleotídicos representados por GGAATTCGGGTCAATTTTCACCCTCTATC (SEQ ID NO: 12), 
GTGGGCCGTCCTGAAGGTACAAAAGAGATAGATTCTC (SEQ ID NO: 13), 
CTCTTTTGTACCTTCAGGACGGCCCACAAATTTGAAG (SEQ ID NO: 14), y 
GGAATTCCCAGCCCCGCAAGGCCGATGGC (SEQ ID NO: 15). Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 12 
y 13 tienen un sitio de reconocimiento de EcoRI en el lado del extremo 5' del mismo. 25 
 
Se preparó el ADN genómico de Escherichia coli B (número de acceso a GenBank CP000819) y se realizó PCR 
usando el ADN genómico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 12 y la SEQ ID NO: 13, 
como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (mencionado a veces a 
partir de ahora en este documento como "fragmento gntR-L"). Además, se realizó PCR usando un par de cebadores 30 
de la SEQ ID NO: 14 y la SEQ ID NO: 15, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de 
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento gntR-R"). 
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Se realizó PCR usando los 
fragmentos gntR-L y gntR-R como moldes y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 12 y la SEQ ID NO: 15, 
como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb (a partir de ahora en este 35 
documento mencionado a veces como "fragmento gntR-LR"). Este fragmento gntR-LR se separó por electroforesis 
en agarosa, se recuperó, se digirió con EcoRI y se mezcló con un fragmento obtenido por digestión de un plásmido 
sensible a temperatura pTH18cs1 (número de acceso a GenBank AB019610) con EcoRI. Se permitió que los 
fragmentos mezclados reaccionaran usando ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células competentes 
de Escherichia coli DH5α (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron 40 
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol a 30 ºC. Se recuperó 
un plásmido de los transformantes obtenidos, y se confirmó que el fragmento gntLR estaba insertado 
apropiadamente en pTH18cs1. El plásmido obtenido se llamó pTH18cs1-gntR. 
 
La variante de Escherichia coli B::atoDABApgi preparada en el Ejemplo 2 se transformó con el plásmido así obtenido 45 
pTH18cs1-gntR, y se cultivó a 30 ºC durante una noche en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de 
cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon 
en un medio líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se cultivaron a 30 ºC durante una noche. 
Posteriormente, parte del líquido de cultivo se aplicó a una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, 
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 ºC 50 
durante 24 horas en un medio líquido LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se 
obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. 
 
De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una se cultivó individualmente en 
una placa de agar LB y en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron clones 55 
sensibles a cloranfenicol. Además, se amplificaron los ADN cromosómicos de estos clones diana por PCR, y se 
seleccionó una variante de la cual podía amplificarse un fragmento de aproximadamente 2.0 kpb, que indica 
deleción del gen gntR. La variante obtenida se llamó variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, 
gen pgi delecionado, gen gntR delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante 
B::atoDAB∆pgi∆gntR"). 60 
 
[Ejemplo 4] 
 
<Preparación de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR 
delecionado, gen gnd delecionado> 65 
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Para clonar una región que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la fosfogluconato deshidrogenasa 
(gnd), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotídicos representados por 
CGCCATATGAATGGCGCGGCGGGGCCGGTGG (SEQ ID NO: 16), TGGAGCTCTGTTTACTCCTGTCAGGGGG 
(SEQ ID NO: 17), TGGAGCTCTCTGATTTAATCAACAATAAAATTG (SEQ ID NO: 18), y 
CGGGATCCACCACCATAACCAAACGACGG (SEQ ID NO: 19). El cebador de la SEQ ID NO: 16 tiene un sitio de 5 
reconocimiento de NdeI en el lado del extremo 5' del mismo, y cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 17 y 
18 tienen un sitio de reconocimiento de SacI en el lado del extremo 5' del mismo. Además, el cebador de la SEQ ID 
NO: 19 tiene un sitio de reconocimiento de BamHI en el lado del extremo 5' del mismo. 
 
Se preparó el ADN genómico de Escherichia coli B (número de acceso a GenBank CP000819) y se realizó PCR 10 
usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 16 y la SEQ ID NO: 17, como resultado de lo cual se amplificó un 
fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (mencionado a veces a partir de ahora en este documento como 
"fragmento gnd-L"). Además, se realizó PCR usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 18 y la SEQ ID NO: 19, 
como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este 
documento mencionado a veces como "fragmento gnd-R"). Estos fragmentos de ADN se separaron por 15 
electroforesis en agarosa y se recuperaron. El fragmento gnd-L se digirió con NdeI y SacI, y el fragmento gnd-R se 
digirió con SacI y BamHI. Estos dos tipos de fragmentos digeridos se mezclaron con un fragmento obtenido 
digiriendo un plásmido sensible a temperatura pTH18cs1 (número de acceso a GenBank AB019610) con NdeI y 
BamHI, y se permitió que los fragmentos mezclados reaccionaran usando la ADN ligasa T4. Después de ello, se 
transformaron células competentes (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron 20 
transformantes que crecieron en la placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol a 30 ºC. Los plásmidos 
se recuperaron de los transformantes obtenidos, y se confirmó que los dos fragmentos - el fragmento de la región 
flanqueante cadena arriba 5' y el fragmento de la región flanqueante cadena abajo 3' del gen que codifica gnd - 
estaban insertados apropiadamente en pTH18cs1. El plásmido obtenido se llamó pTH18cs1-gnd. 
 25 
La variante Escherichia coli B::atoDAB∆pgi∆gntR preparada en el Ejemplo 3 se transformó con el plásmido así 
obtenido pTH18cs1-gnd, y se cultivó a 30 ºC durante una noche en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de 
cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon 
en un medio líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 ºC durante una noche. A 
continuación, parte de este líquido de cultivo se aplicó a una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de kanamicina, 30 
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 ºC 
durante 24 horas en un medio líquido LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se 
obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. 
 
De las colonias que aparecieron se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivó individualmente en 35 
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones 
sensibles a cloranfenicol. Además, se amplificaron por PCR los ADN cromosómicos de estos clones diana y se 
seleccionó una variante de la cual se podía amplificar un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica 
deleción del gen gnd. La variante obtenida se llamó variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen 
pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado (variante B::atoDAB∆pgi∆gntR∆gnd). 40 
 
[Ejemplo 5] 
 
<Preparación de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR 
delecionado, gen gnd delecionado, gen ldhA delecionado> 45 
 
Para clonar una región que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la D-lactato deshidrogenasa (a 
partir de ahora en este documento abreviado a veces como "ldhA") (990 pb), se sintetizaron cuatro tipos de 
cebadores oligonucleotídicos representados por GGAATTCGACCATCGCTTACGGTCAATTG (SEQ ID NO: 20), 
GAGCGGCAAGAAAGACTTTCTCCAGTGATGTTG (SEQ ID NO: 21), 50 
GGAGAAAGTCTTTCTTGCCGCTCCCCTGCAAC (SEQ ID NO: 22) y GGAATTCTTTAGCAAATGGCTTTCTTC 
(SEQ ID NO: 23). Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 20 y 23 tiene un sitio de reconocimiento de EcoRI 
en el lado del extremo 5' del mismo. 
 
Se preparó el ADN genómico de Escherichia coli B (número de acceso a GenBank CP000819) y se realizó PCR 55 
usando el ADN genómico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 21, como 
resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este 
documente mencionado a veces como "fragmento IdhA-L"). Además, se realizó PCR usando un par de cebadores 
de la SEQ ID NO: 22 y la SEQ ID NO: 23, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de 
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento IdhA-R"). 60 
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Se realizó PCR usando los 
fragmentos ldhA-L e ldhA-R como moldes y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 20 y SEQ ID NO: 23, 
como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb (a partir de ahora en este 
documento mencionado a veces como "fragmento IdhA-LR"). Este fragmento IdhA-LR se separó por electroforesis 
en agarosa, se recuperó, se digirió con EcoRI y se mezcló con un fragmento obtenido digiriendo el plásmido sensible 65 
a temperatura pTH18cs1 (número de acceso a GenBank AB019610) con EcoRI. Se permitió que los fragmentos 
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mezclados reaccionaran usando la ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células competentes de 
Escherichia coli DH5α (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron 
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol a 30 ºC. Se recuperó 
un plásmido de los transformantes obtenidos y se confirmó que el fragmento de ldhA-LR estaba apropiadamente 
insertado en pTH18cs1. El plásmido obtenido se llamó pTH18cs1-ldhA. 5 
 
La variante de Escherichia coli B::atoDAB∆pgi∆gntR∆gnd preparada en el Ejemplo 4 se transformó con el plásmido 
así obtenido pTH18cs1-ldhA y se cultivó a 30 ºC durante una noche en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml 
de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se 
inocularon en un medio líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 ºC durante una noche. 10 
Posteriormente, parte del líquido de cultivo se aplicó a una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, 
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 ºC 
durante 24 horas en un medio líquido LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se 
obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. 
 15 
De las colonias que aparecieron se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivó individualmente en 
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones 
sensibles a cloranfenicol. Además, se amplificaron por PCR los ADN cromosómicos de estos clones diana, y se 
seleccionó una variante de la cual podía amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica 
deleción del gen IdhA. La variante obtenida se llamó variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, 20 
gen pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado, gen ldhA delecionado (a partir de ahora en este 
documento abreviado a veces como "variante B::atoDAB∆pgi∆gntR∆gnd∆ldhA"). 
 
[Ejemplo 6] 
 25 
<Preparación de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR 
delecionado, gen gnd delecionado, gen ldhA delecionado, gen aceBA delecionado> 
 
Para clonar una región que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la isocitrato liasa y el gen que 
codifica la malato sintasa (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como " aceBA") (2936 pb), se 30 
sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotídicos representador por 
GGAATTCATTCAGCTGTTGCGCATCGATTC (SEQ ID NO: 24), 
CGGTTGTTGTTGCCGTGCAGCTCCTCGTCATGGATC (SEQ ID NO: 25), 
GGAGCTGCACGGCAACAACAACCGTTGCTGACTG (SEQ ID NO: 26) y 
GGAATTCCAGGCAGGTATCAATAAATAAC (SEQ ID NO: 27). Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 24 y 35 
27 tienen un sitio de reconocimiento de EcoRI en el lado del extremo 5' del mismo. 
 
Se preparó el ADN genómico de Escherichia coli B (número de acceso a GenBank CP000819) y se realizó PCR 
usando el ADN genómico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO: 25, como 
resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este 40 
documento mencionado a veces como "fragmento aceBA-L"). Además, se realizó PCR usando un par de cebadores 
de las SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 27, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de 
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento aceBA-R"). 
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Se realizó PCR usando los 
fragmentos aceBA-L y aceBA-R como moldes y usando un par de cebadores de las SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO: 45 
27, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb (a partir de ahora en 
este documento mencionado a veces como "fragmento aceBA-LR"). Este fragmento aceBA-LR se separó por 
electroforesis en agarosa, se recuperó, se digirió con EcoRI y se mezcló con un fragmento obtenido digiriendo un 
plásmido sensible a temperatura pTH18cs1 (número de acceso a GenBank AB019610) con EcoRI. Se permitió que 
los fragmentos mezclados reaccionaran usando la ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células 50 
competentes de Escherichia coli DH5α (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se 
obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol a 30 ºC. 
Se recuperó un plásmido de los transformantes obtenidos y se confirmó que el fragmento aceBA-LR estaba 
apropiadamente insertado en pTH18cs1. El plásmido obtenido se llamó pTH18cs1-aceBA. 
 55 
La variante de Escherichia coli B::atoDAB∆pgi∆gntR∆gnd∆ldhA preparada en el Ejemplo 5 se transformó con el 
plásmido así obtenido pTH18cs1-aceBA y se cultivó a 30 ºC durante una noche en una placa de agar LB que 
contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes 
obtenidos se inocularon en un medio líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 ºC 
durante una noche. Posteriormente, parte del líquido de cultivo se aplicó a una placa de agar LB que contenía 10 60 
µg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. Las colonias 
obtenidas se cultivaron a 30 ºC durante 24 horas en un medio líquido LB y se aplicaron a una placa de agar LB, 
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. 
 
De las colonias que aparecieron se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivó individualmente en 65 
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron clones 
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sensibles a cloranfenicol. Además, se amplificaron por PCR los ADN cromosómicos de estos clones diana, y se 
seleccionó una variante de la cual podía amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica 
deleción del gen aceBA. La variante obtenida se llamó variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, 
gen pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado, gen ldhA delecionado, gen aceBA delecionado (a 
partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante B::atoDAB∆pgi∆gntR∆gnd∆ldhA∆aceBA"). 5 
 
[Ejemplo 7] 
 
<Preparación de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR 
delecionado, gen gnd delecionado, gen ldhA delecionado, gen aceBA delecionado, gen glcB delecionado> 10 
 
Para clonar una región que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la malato sintasa G (a partir d ahora 
en este documento abreviado a veces como " glcB") (723 pb), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores 
oligonucleotídicos representados por GGAATTCCAGGAGAAAGGGCTGGCACGGG (SEQ ID NO: 28), 
CTTTTTTGACGCTATGTTTATCTCCTCGTTTTCGC (SEQ ID NO: 29), 15 
GAGATAAACATAGCGTCAAAAAAGCCCCGGC (SEQ ID NO: 30) y GGAATTCCGTCCATCATTGCTACCAGCC 
(SEQ ID NO: 31). Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 28 y 31 tiene un sitio de reconocimiento de EcoRI 
en el lado del extremo 5' del mismo. 
 
Se preparó el ADN genómico de Escherichia coli B (número de acceso a GenBank CP000819) y se realizó PCR 20 
usando el ADN genómico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 29, como 
resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este 
documento mencionado a veces como "fragmento glcB-L "). Además, se realizó PCR usando un par de cebadores 
de la SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 31, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de 
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento glcB-R"). 25 
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Se realizó PCR usando los 
fragmentos glcB-L y glcB-R como moldes y usando un par de cebadores de la of SEQ ID NO: 28 y SEQ ID NO: 31, 
como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb (a partir de ahora en este 
documento mencionado a veces como "fragmento glcB-LR "). Este fragmento glcB-LR se separó por electroforesis 
en agarosa, se recuperó, se digirió con EcoRI y se mezcló con un fragmento obtenido digiriendo un plásmido 30 
sensible a temperatura pTH18cs1 (número de acceso a GenBank AB019610) con EcoRI. Se permitió que los 
fragmentos mezclados reaccionaran usando ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células competentes 
de Escherichia coli DH5α (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron 
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol a 30 ºC. Se recuperó 
un plásmido de los transformantes obtenidos, y se confirmó que el fragmento glcB-LR estaba apropiadamente 35 
insertado en pTH18cs1. El plásmido obtenido se llamó pTH18cs1-glcB. 
 
La variante de Escherichia coli B::atoDAB∆pgi∆gntR∆gnd∆ldhA∆aceB preparada en el Ejemplo 6 se transformó con 
el plásmido así obtenido pTH18cs1-glcB y se cultivó a 30 ºC durante una noche en una placa de agar LB que 
contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes 40 
obtenidos se inocularon en un medio líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se cultivaron a 30 ºC 
durante una noche. Posteriormente, parte del líquido de cultivo se aplicó a una placa de agar LB que contenía 10 
µg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. Las colonias 
obtenidas se cultivaron a 30 ºC durante 24 horas en un medio líquido LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, 
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. 45 
 
De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivó individualmente en 
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones 
sensibles a cloranfenicol. Además, se amplificaron por PCR los ADN cromosómicos de estos clones diana, y se 
seleccionó una variante de la cual podía amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica 50 
deleción del gen glcB. La variante obtenida se llamó variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen 
pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado, gen ldhA delecionado, gen aceBA delecionado, gen 
glcB delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante 
B::atoDAB∆pgi∆gntR∆gnd∆ldhA∆aceBA∆glcB"). 
 55 
[Ejemplo 8] 
 
<Preparación de variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR 
delecionado, gen gnd delecionado, gen ldhA delecionado, gen aceBA delecionado, gen glcB delecionado, gen 
fumAC delecionado> 60 
 
Para clonar una región que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la fumarato hidratasa A y el gen que 
codifica la fumarato hidratasa C (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como "fumAC") (3193 pb), 
se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotídicos representados por 
CGCCATATGATCGCCAGCGCGCGGGATTTTTC (SEQ ID NO: 32), CGAGCTCTGTTCTCTCACTTACTGCCTGG 65 
(SEQ ID NO: 33), ATGAGCTCTCTGCAACATACAGGTGCAG (SEQ ID NO: 34) y 
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CGGGATCCACTACGCGCACGATGGTCAAG (SEQ ID NO: 35). El cebador de la SEQ ID NO: 32 tiene un sitio de 
reconocimiento de NdeI en el lado del extremo 5' del mismo. Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 33 y 34 
tienen un sitio de reconocimiento de SacI en el lado del extremo 5' del mismo. El cebador de la SEQ ID NO: 35 tiene 
un sitio de reconocimiento de BamHI en el lado del extremo 5' del mismo. 
 5 
Se preparó el ADN genómico de Escherichia coli B (número de acceso a GenBank CP000819) y se realizó PCR 
usando el ADN genómico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 32 y la SEQ ID NO: 33, 
como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este 
documento mencionado a veces como "fragmento fumA-L"). Además, se realizó PCR usando un par de cebadores 
de la SEQ ID NO: 34 y SEQ ID NO: 35, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de 10 
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento fumC-R"). 
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. El fragmento fumA-L se 
digirió con NdeI y SacI, y el fragmento fumC-R se digirió con SacI y BamHI. Estos fragmentos digeridos se 
mezclaron con un fragmento obtenido digiriendo un plásmido sensible a temperatura pTH18cs1 (número de acceso 
a GenBank AB019610) con NdeI y BamHI. Se permitió que los fragmentos mezclados reaccionaran usando ADN 15 
ligasa T4. Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α (fabricadas por Toyobo 
Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que 
contenía 10 µg/ml de cloranfenicol a 30 ºC. Se recuperó un plásmido de los transformantes obtenidos, y se confirmó 
que el fragmento fumA-L y el fragmento fumC-R estaban apropiadamente insertados en pTH18cs1. El plásmido 
obtenido se llamó pTH18cs1-fumAC. 20 
 
La variante de Escherichia coli B::atoDAB∆pgi∆gntR∆gnd∆ldhA∆aceBA∆glcB preparada en el Ejemplo 7 se 
transformó con el plásmido así obtenido pTH18cs1-fumAC, y se cultivó a 30 ºC durante una noche en una placa de 
agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los 
transformantes obtenidos se inocularon en un medio líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se 25 
cultivaron a 30 ºC durante una noche. Posteriormente, parte del líquido de cultivo se aplicó a una placa de agar LB 
que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. Las 
colonias obtenidas se cultivaron a 30 ºC durante 24 horas en un medio líquido LB y se aplicaron a una placa de agar 
LB, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. 
 30 
De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una se cultivó individualmente en 
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron clones 
sensibles a cloranfenicol. Además, se amplificaron por PCR los ADN cromosómicos de estos clones diana, y se 
seleccionó una variante de la cual podría amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica 
deleción del gen fumAC. La variante obtenida se llamó variante de Escherichia coli B, de genoma atoD potenciado, 35 
gen pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado, gen ldhA delecionado, gen aceBA delecionado, 
gen glcB delecionado, gen fumAC delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como 
"variante B::atoDAB∆pgi∆gntR∆gnd∆ldhA∆aceBA∆glcB∆fumAC"). 
 
[Ejemplo 9] 40 
 
<Preparación del plásmido plaz> 
 
La acetoacetato descarboxilasa de bacterias Clostridium se describen en el número de acceso a GenBank M55392, 
y la alcohol isopropílico deshidrogenasa de bacterias Clostridium se describen en el número de acceso a GenBank 45 
AF157307. 
 
Como secuencia de bases de un promotor necesario para expresar el grupo génico mencionado anteriormente, 
puede usarse la secuencia promotora de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (a partir de ahora en este 
documento a veces mencionada como " GAPDH") de Escherichia coli, que se describe en 397 a 440 en la 50 
información de secuencia de bases con un número de acceso a GenBank X02662. 
 
Para obtener el promotor de GAPDH, se realizó amplificación por un método de PCR usando el ADN genómico de 
Escherichia coli MG1655 como molde y usando CGAGCTACATATGCAATGATTGACACGATTCCG (SEQ ID NO: 36) 
y CGCGCGCATGCTATTTGTTAGTGAATAAAAGG (SEQ ID NO: 37), y el fragmento de ADN obtenido se digirió con 55 
las enzimas de restricción NdeI y SphI, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN de 
aproximadamente 110 pb correspondiente al promotor de GAPDH. El fragmento de ADN obtenido se mezcló con un 
fragmento obtenido digiriendo el plásmido pBR322 (número de acceso a GenBank J01749) con las enzimas de 
restricción NdeI y SphI, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron 
células competentes de Escherichia coli DH5α (Toyobo Co., Ltd., DNA-903) con el producto de ligamiento, y se 60 
obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina. Las colonias 
obtenidas se cultivaron a 37 ºC durante una noche en un medio líquido LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina, y se 
recuperó el plásmido pBRgapP de las células bacterianas obtenidas. 
 
Para obtener el gen de la alcohol isopropílico deshidrogenasa, se realizó amplificación por un método de PCR 65 
usando el ADN genómico de Clostridium beijerinckii NRRL B-593 como molde y usando 
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AATATGCATGCTGGTGGAACATATGAAAGGTTTTGCAATGCTAGG (SEQ ID NO: 38) y 
ACGCGTCGACTTATAATATAACTACTGCTTTAATTAAGTC (SEQ ID NO: 39), y el fragmento de ADN obtenido se 
digirió con las enzimas de restricción SphI y SalI, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de la alcohol 
isopropílico deshidrogenasa de aproximadamente 1,1 kpb. El fragmento de ADN obtenido se mezcló con un 
fragmento obtenido digiriendo el plásmido pUC119 con las enzimas de restricción SphI y SalI, y estos fragmentos se 5 
ligaron juntos usando ligasa. Después de ello se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α con el 
producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 50 
µg/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 ºC durante una noche en un medio líquido LB que 
contenía 50 µg/ml de ampicilina y se recuperaron los plásmidos de las células bacterianas obtenidas. Se confirmó la 
inserción correcta de IPAdh y el plásmido obtenido se llamó pUC-I. 10 
 
El fragmento que tiene IPAdh obtenido digiriendo el plásmido pUC-I con las enzimas de restricción SphI y EcoRI se 
mezcló con un fragmento obtenido digiriendo el plásmido pBRgapP con las enzimas de restricción SphI y EcoRI, y 
los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de 
Escherichia coli DH5α con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de 15 
agar LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 ºC durante una noche en un 
medio líquido LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina, y se recuperaron plásmidos de las células bacterianas 
obtenidas, y se confirmó que IPAdh estaba apropiadamente insertado. El plásmido obtenido se llamó pGAP-I. 
 
Para obtener el gen de la aceto acetato descarboxilasa, se realizó amplificación por un método de PCR usando el 20 
ADN genómico de Clostridium acetobutylicum ATCC 824 como molde y usando 
ACGCGTCGACGCTGGTGGAACATATGTTAAAGGATGAAGTAATTAAACAAATTAGC (SEQ ID NO: 40) y 
GCTCTAGAGGTACCTTACTTAAGATAATCATATATAACTTCAGC (SEQ ID NO: 41), y el fragmento de ADN 
obtenido se digirió con las enzimas de restricción SalI y XbaI, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de 
la acetoacetato descarboxilasa de aproximadamente 700 pb. El fragmento de ADN obtenido se mezcló con un 25 
fragmento obtenido digiriendo el plásmido pGAP-1 preparado anteriormente con las enzimas de restricción SalI y 
XbaI, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células 
competentes de Escherichia coli DH5α con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron 
en una placa de agar LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 ºC durante 
una noche en un medio líquido LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina, y se recuperaron plásmidos de las células 30 
bacterianas obtenidas, y se confirmó que adc estaba correctamente insertado. El plásmido obtenido se llamó pIa. 
 
Para obtener el gen de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (zwf), se realizó amplificación por un método de PCR 
usando el ADN genómico de Escherichia coli B (número de acceso a GenBank CP000819) como molde y usando 
GCTCTAGACGGAGAAAGTCTTATGGCGGTAACGCAAACAGCCCAGG (SEQ ID NO: 42) y 35 
CGGGATCCCGGAGAAAGTCTTATGAAGCAAACAGTTTATATCGCC (SEQ ID NO: 43), y el fragmento de ADN 
obtenido se digirió con las enzimas de restricción BamHI y XbaI, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento 
de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa de aproximadamente 1.500 pb. El fragmento de ADN obtenido se mezcló 
con un fragmento obtenido digiriendo el plásmido pIa preparado anteriormente con las enzimas de restricción BamHI 
y XbaI, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células 40 
competentes de Escherichia coli DH5α con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron 
en una placa de agar LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 ºC durante 
una noche en un medio líquido LB que contenía 50 µg/ml de ampicilina, y este plásmido se llamó pIaz. 
 
[Ejemplo 10] 45 
 
<Preparación del plásmido pMWGKC> 
 
Se realizó la amplificación por un método de PCR usando pBRgapP como molde y usando 
CCGCTCGAGCATATGCTGTCGCAATGATTGACACG (SEQ ID NO: 44) y 50 
GCTATTCCATATGCAGGGTTATTGTCTCATGAGC (SEQ ID NO: 45), y el fragmento de ADN obtenido se fosforiló 
usando la polinucleótido quinasa T4 (Takara), como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN que 
albergaba el promotor de GAPDH. Además, el plásmido pMW 119 (número de acceso a GenBank AB005476) se 
trató con las enzimas de restricción AatII y NdeI, y el fragmento de ADN obtenido se sometió a tratamiento de 
extremos romos con ADN polimerasa KOD plus (Takara), como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN 55 
que albergaba el origen de replicación de pMW119. El fragmento de ADN que albergaba el promotor de GAPDH y el 
fragmento de ADN que albergaba el origen de replicación de pMW119 se mezclaron, y los fragmentos mezclados se 
ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α con el 
producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 50 
µg/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 ºC durante una noche en un medio líquido LB que 60 
contenía 50 µg/ml de ampicilina, y se recuperó el plásmido pMWG de las células bacterianas obtenidas. 
 
Para obtener un gen de resistencia a cloranfenicol, se realizó amplificación por un método de PCR usando 
pTH18cs1 (número de acceso a GenBank AB019610) como molde y usando TCGGCACGTAAGAGGTTCC (SEQ ID 
NO: 46) y CGGGTCGAATTTGCTTTCG (SEQ ID NO: 47), y el fragmento de ADN obtenido se fosforiló usando la 65 
polinucleótido quinasa T4 (Takara), como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN que albergaba un gen 
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de resistencia a cloranfenicol. Se realizó amplificación por un método de PCR usando pMWG como molde y usando 
CTAGATCTGACAGTAAGACGGGTAAGCC (SEQ ID NO: 48) y CTAGATCTCAGGGTTATTGTCTCATGAGC (SEQ 
ID NO: 49). El fragmento de ADN obtenido se mezcló con el fragmento de ADN que contenía el gen de resistencia a 
cloranfenicol, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células 
competentes de Escherichia coli DH5α con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron 5 
en una placa de agar LB que contenía 25 µg/ml de cloranfenicol. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 ºC 
durante una noche en un medio líquido LB que contenía 25 µg/ml de cloranfenicol, y el plásmido obtenido se llamó 
pMWGC. 
 
Se realizó amplificación por un método de PCR usando el gen pMWGC como molde y usando 10 
CCGCTCGAGCATATGCTGTCGCAATGATTGACACG (SEQ ID NO: 50) y 
GCTATTCCATATGCAGGGTTATTGTCTCATGAGC (SEQ ID NO: 51). Después de ello, se transformaron células 
competentes de Escherichia coli DH5α con el fragmento de ADN obtenido, y se obtuvieron transformantes que 
crecieron en una placa de agar LB que contenía 25 µg/ml de cloranfenicol. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 
ºC durante una noche en un medio líquido LB que contenía 25 µg/ml de cloranfenicol, y se recuperó el plásmido 15 
pMWGKC de las células bacterianas obtenidas. 
 
[Ejemplo 11] 
 
<Construcción del plásmido de expresión para la malato tioquinasa derivada de Methylobacterium extorquens 20 
IAM12632> 
 
Se adquirió Methylobacterium extorquens IAM 12632 de IAM Culture Collection, Institute of Molecular and Cellular 
Biosciences, la University de Tokio. IAM 12632 se cultivó en un medio (número de medio: 352, NBRC), y se obtuvo 
el ADN cromosómico del mismo usando el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN). 25 
 
Se realizó PCR usando el ADN cromosómico de Methylobacterium extorquens IAM 12632 como molde y usando 
AAAAGGCGGAATTCACAAAAAGGATAAAACAATGGACGTTCACGAGTACCAAGCC (SEQ ID NO: 52) y 
CATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGCGAGGTTCTTTTTCCGGACTC (SEQ ID NO: 53) como cebadores, y el 
ADN obtenido se digirió con NdeI y XbaI, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de la malato tioquinasa. 30 
Además, se realizó PCR usando el ADN cromosómico de Methylobacterium extorquens como molde y usando 
GGATCCTCTAGACTGGTGGAATATATGAGCTTCACCCTGATCCAGCAG (SEQ ID NO: 54) y 
GGCATGCAAGCTTTTACTTTCCGCCCATCGCGTC (SEQ ID NO: 55) como cebadores, y el ADN obtenido se digirió 
con XbaI y HindIII, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de la malil-CoA liasa. El fragmento de la 
malato tioquinasa y el fragmento de la malil-CoA liasa de Methylobacterium extorquens se ligaron en pMWGKC que 35 
se había digerido con NdeI y HindIII, y el plásmido obtenido se llamó pMWGKC_mtk(Mex)_mcl. 
 
pMWGKC_mtk(Mex)_mcl alberga la secuencia de bases del gen mcI (SEQ ID NO: 66), y la secuencia de bases del 
gen mtkA (SEQ ID NO: 67), y la secuencia de bases del gen mtkB (SEQ ID NO: 68) derivadas de Methylobacterium 
extorquens. Las secuencias de aminoácidos de mcl, mtkA, y mtkB derivadas de Methylobacterium extorquens se 40 
muestran en las SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, y SEQ ID NO: 71, respectivamente. 
 
[Ejemplo 12] 
 
<Construcción del plásmido de expresión para la malato tioquinasa derivada de Hyphomicrobium methylovorum 45 
NBRC 14180> 
 
Se adquirió Hyphomicrobium methylovorum NBRC 14180 de NBRC (Biological Resource Center, Biotechnology 
Field, National Institute of Technology and Evaluation). NBRC 14180 se cultivó en un medio (número de medio: 233, 
NBRC), y se obtuvo el ADN cromosómico del mismo usando el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN). 50 
 
Se preparó un cebador (SEQ ID NO: 56) basado en la secuencia de ADN o la región N-terminal de la serina-
glioxilato aminotransferasa de NBRC 14180 (número de acceso a GenBank D13739). 
 
Basándose en la secuencia de aminoácidos de la fosfoenolpiruvato carboxilasa de Hyphomicrobium denitrificans 55 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/300021538?from=3218417&to=3221272&report=gbw ithparts), se comparó la 
homología de secuencia usando una herramienta de búsqueda de homología de NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) (http://blast.nc-
bi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&BLASTPROGRAMS=blastp&PAGE_TYPE=BlastS-
earch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome).  60 
 
Se preparó un cebador (SEQ ID NO: 57) basado en la secuencia de aminoácidos que tiene alta homología. 
 
Se realizó PCR usando los cebadores de la SEQ ID NO: 56 y SEQ ID NO: 57 obtenidos como se ha descrito 
anteriormente y el ADN cromosómico obtenido anteriormente como molde. El fragmento obtenido se ligó en un ADN 65 
preparado digiriendo pUC19 con SmaI, mediante lo cual se clonó parte del gen de la fosfoenolpiruvato carboxilasa a 
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partir del gen de la serina-glioxilato aminotransferasa derivado de Hyphomicrobium methylovorum NBRC 14180. 
Después de confirmar la secuencia del clon, se prepararon los cebadores (SEQ ID NO: 58 y 59). 
 
Se realizó PCR usando el ADN cromosómico de Hyphomicrobium methylovorum NBRC 14180 como molde y los 
cebadores de las SEQ ID NO: 58 y 59 obtenidos como se ha descrito anteriormente, y el ADN obtenido se digirió 5 
con EcoRI y XbaI, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN que contenía los genes mcl y mtk de 
Hyphomicrobium. Además, se digirió el plásmido descrito anteriormente pMWGKC_mtk(Mex)_mcl con EcoRI y XbaI, 
y se recuperó un fragmento de aproximadamente 4,3 kb que contenía mcl. Este fragmento obtenido se ligó al 
fragmento de ADN que contenía los genes mcl y mtk de Hyphomicrobium. El plásmido obtenido se llamó 
pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl. 10 
 
pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl contiene la secuencia de bases del gen mcl (SEQ ID NO: 60), la secuencia de 
bases del gen mtkA (SEQ ID NO: 61) y la secuencia de bases del gen mtkB (SEQ ID NO: 62) derivadas de 
Hyphomicrobium methylovorum. Las secuencias de aminoácidos de mcl, mtkA, y mtkB derivadas de 
Hyphomicrobium methylovorum son como se muestran en las SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73 y SEQ ID NO: 74, 15 
respectivamente. 
 
[Ejemplo 13] 
 
<Construcción del plásmido de expresión para la malato tioquinasa derivada de Rhizobium sp. NGR234> 20 
 
Basándose en la información de secuencia de aminoácidos de la subunidad beta de la malato tioquinasa (número de 
acceso a GenBank ACP26381) y la subunidad alfa de la succinil-CoA sintetasa (número de acceso a GenBank 
ACP26382) de Rhizobium sp. NGR234, se sintetizó la longitud completa del gen de la malato tioquinasa (SEQ ID 
NO: 63). El obtenido se digirió con NdeI y XbaI, y se ligó a pMWGKC digerido con NdeI y Xbal. El plásmido obtenido 25 
se llamó pMWGKC_mtk(Rhi). Además, se realizó PCR usando el ADN cromosómico de Methylobacterium 
extorquens como molde y los cebadores de las SEQ ID NO: 64 y 65, y el ADN obtenido se digirió con XbaI y HindIII. 
El fragmento obtenido se sometió a tratamiento de extremos romos y se ligó a un gen obtenido digiriendo 
MWGKC_mtk(Rhi) con XbaI y sometiendo el fragmento resultante a tratamiento de extremos romos. Un plásmido 
resultante en que se introdujo el gen mtk y el gen mcl en la misma dirección se llamó pMWGKC_mtk(Rhi)_mcl. Las 30 
secuencias de aminoácidos de mtkA y mtkB derivadas de Rhizobium sp. son como se muestran en las SEQ ID NO: 
75 y SEQ ID NO: 76, respectivamente. 
 
[Ejemplo 14] 
 35 
<Preparación de variante productora de alcohol isopropílico con malato tioquinasa y malil-CoA liasa introducidas> 
 
Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia coli B (atoDAB, 
∆pgi_gntR_gnd_ldhA_aceBA_glcB_fumAC) preparada en el Ejemplo 8 con el plásmido pIaz preparado en el 
Ejemplo 9 y cada uno de los plásmidos que expresan mtk y mcl. Los transformantes que crecieron en la placa de 40 
agar LB que contenía 25 mg/l de cloranfenicol y 100 mg/l de ampicilina se denominaron del siguiente modo (véase la 
Tabla 2). 
 
Los números de variante en la Tabla 2 representan las variantes preparadas introduciendo plaz y cada uno de los 
plásmidos descritos en la Tabla 2 en la variante de Escherichia coli B (atoDAB, 45 
∆pgi_gntR_gnd_ldhA_aceBA_glcB_fumAC). 
 

Tabla 2 
Número de 

variante 
Plásmido Origen de mtk Origen de mcl 

MT-1 pMWGKC_mtk(Mex)_mcl Methylobacterium extorquens Methylobacterium extorquens 

MT-2 pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl Hyphomicrobium methylovorum
Methylobacterium extorquens, 
Hyphomicrobium methylovorum

MT-3 pMWGKC_mtk(Rhi)_mcl Rhizobium sp. NGR234 Methylobacterium extorquens 
Control pMWGKC Ninguno Ninguno 

 
[Ejemplo 15] 50 
 
<Confirmación de la incorporación de CO2 marcado con 13C en alcohol isopropílico> 
 
Se añadieron 100 ml de medio líquido LB en un matraz Erlenmeyer de 500 ml equipado con un deflector, y se 
esterilizó por autoclave a 121 ºC durante 20 minutos. Al medio esterilizado, se añadió ampicilina para que tuviera 55 
una concentración final de 50 µg/ml y se añadió cloranfenicol para que tuviera una concentración final de 34 µg/ml. 
Posteriormente, se inoculó un bucle de platino de cada una de las variantes mostradas en la Tabla 2 que tienen una 
ruta de fijación de dióxido de carbono introducida en las mismas en el medio, y se cultivaron a 30 ºC y 130 rpm 
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durante aproximadamente 20 horas. Se separaron solamente las células bacterianas del líquido de cultivo por 
centrifugación (5.000 G durante 15 minutos), y después las células bacterianas separadas se re-suspendieron en 10 
ml de solución salina fisiológica, obteniendo de ese modo las suspensiones bacterianas respectivas. 
 
En un matraz Erlenmeyer de 100 ml, se prepararon 30 ml de medio mínimo M9 que contenía hidrogenocarbonato 5 
sódico marcado con 13C 100 mM, 50 g/l de glucosa, 34 µg/ml de cloranfenicol y 50 µg/ml de ampicilina. Se 
inocularon 3 ml de la suspensión bacteriana obtenida anteriormente en este medio y se cultivaron a 30 ºC, 100 rpm 
durante 24 horas, mientras el matraz permanecía fuertemente sellado con un tapón de silicona. El líquido de cultivo 
obtenido se filtró a presión reducida usando un filtro de membrana de PTFE hidrófila (H050A047A, tamaño de poro: 
0,5 mm; diámetro: 47 mm; fabricado por ADVANTEC) colocado en un portafiltros para filtración a presión reducida 10 
(KGS-47; fabricado por ADVANTEC), separando de ese modo las células bacterianas del sobrenadante de cultivo. 
 
El filtro de membrana al que se adhirieron las células bacterianas se sumergió inmediatamente en 1,6 ml de metanol 
(calidad LC/MS) enfriado hasta -20 ºC y agitado, y la membrana se dejó reposar a -20 ºC durante 1 hora. Después 
de ello, se añadieron 1,6 ml de cloroformo (calidad HPLC) enfriado hasta -20 ºC y 0,64 ml de agua pura enfriada 15 
hasta 4 ºC a la misma, seguido por mezcla con vórtice durante 30 segundos. Posteriormente, el sobrenadante se 
recogió por separación centrífuga a 4 ºC, obteniendo de ese modo un extracto de metanol de las células 
bacterianas. El extracto obtenido se analizó por LC-MS/MS y se determinó la distribución de peso molecular de 
acetil-CoA en las células bacterianas. Los resultados se muestran en la Tabla 3. La distribución de peso molecular 
de acetil-CoA se calculó definiendo las relaciones de picos de espectrometría de masas a pesos moleculares de 20 
808, 809, y 810 como M+0, M+1 y M+2, respectivamente. 
 
Por separado, del sobrenadante de cultivo obtenido anteriormente, se recuperaron alcoholes y acetona a altas 
concentraciones por destilación, y se usaron como materias primas para la medición de la distribución del peso 
molecular. Las distribuciones del peso molecular de alcohol isopropílico y etanol en el sobrenadante de cultivo se 25 
analizaron por GC-MS. Los resultados se muestran en las Tablas 4 y 5. La distribución del peso molecular de 
alcohol isopropílico (IPA) (Tabla 4) se calculó definiendo las relaciones de los picos de espectrometría de masas a 
pesos moleculares de 117, 118, y 119 como M+0, M+1 y M+2, respectivamente. La distribución de peso molecular 
de etanol (EtOH) (Tabla 5) se calculó definiendo las relaciones de picos de espectrometría de masas a pesos 
moleculares de 103, 104, y 105 como M+0, M+1 y M+2, respectivamente. 30 
 

Tabla 3 
Nombre de la muestra M+0 M+1 M+2 

MT-1 0,80 0,14 0,06 
MT-2 0,76 0,18 0,06 

Control 0,81 0,13 0,06 
 

Tabla 4 
Nombre de la muestra M+0 M+1 M+2 

MT-1 0,87 ± 0,01 0,10 ± 0,01 0,03 ± 0,00 
MT-2 0,84 ± 0,00 0,12 ± 0,00 0,04 ± 0,00 

IPA disponible en el mercado 0,87 ± 0,00 0,10 ± 0,00 0,04 ± 0,00 
 35 

Tabla 5 
Nombre de la muestra M+0 M+1 M+2 

MT-1 0,87 ± 0,00 0,09 ± 0,00 0,04 ± 0,00 
MT-2 0,85 ± 0,01 0,11 ± 0,01 0,04 ± 0,00 

EtOH disponible en el mercado 0,88 ± 0,00 0,09 ± 0,00 0,03 ± 0,00 
 
Como se muestra en la Tabla 3, la variante MT-1 y la variante MT-2 tenían una alta relación de acetil-CoA en que no 
estaba incorporado 13C (M+0) y una alta relación de acetil-CoA en que estaba incorporado un átomo de 13C (M+1), 
en comparación con la cepa de control. En particular, la relación de M+1 fue alta en la variante MT-2. A partir de este 40 
resultado, se descubrió que el carbono derivado del carbonato marcado con 13C se incorporaba en acetil-CoA en la 
variante MT-1 y en la variante MT-2, y que el efecto era especialmente pronunciado para la variante MT-2. 
 
Además, la variante MT-2 tenía una baja relación de alcohol isopropílico o de etanol en que no había 13C 
incorporado (M+0) y una alta relación de alcohol isopropílico o de etanol en que estaba incorporado un átomo de 13C 45 
(M+1), en comparación con el alcohol isopropílico o de etanol disponible en el mercado (Tabla 4 y Tabla 5). A partir 
de este resultado, se descubrió que el carbono derivado del carbonato marcado con 13C se incorporaba también en 
el alcohol isopropílico o el etanol en la variante MT-2. 
 

50 
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[Ejemplo 16] 
 
<Medición de la actividad de producción de glioxilato usando malato como sustrato> 
 
Se cultivaron las variantes que expresan mtk y mcl descritas anteriormente en 2 ml de medio LB que contenía 25 5 
µg/ml de cloranfenicol y 100 µg/ml de ampicilina. Se extrajo una solución enzimática en bruto de acuerdo con el 
siguiente método. Es decir, se recogieron células bacterianas en fase de crecimiento logarítmico por centrifugación y 
se lavaron con tampón MOPS-K 200 mM (pH 7,7) y después se disolvieron en tampón MOPS-K, seguido por 
sonicación. El sobrenadante obtenido por separación centrífuga (12.000 rpm durante 2 minutos) se usó como la 
solución enzimática en bruto. 10 
 
La concentración de proteínas en la solución enzimática en bruto se determinó basándose en la curva de calibración 
generada con valores de DO a 595 nm medidos con un lector de placa UV (Molecular Devices, SpectraMax 190) 
usando la solución enzimática en bruto y concentraciones conocidas de BSA para preparar la curva de calibración, 
cada una de las cuales se había hecho reaccionar con el reactivo de colorante de Bradford Quick Start (fabricado 15 
por Bio-Rad Laboratories, Inc.) y se había sometido a desarrollo del color. 
 
La actividad enzimática en la solución se determinó de acuerdo con el siguiente procedimiento. Es decir, se mezcló 
tampón MOPS-K (pH 7,7), fenilhidracina 3,5 mM, MgCl2 10 mM, ATP 3 mM, CoA 0,3 mM y un 10 % en masa de 
solución enzimática en bruto en un micropocillo y la mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 30 minutos. 20 
Como valores de fondo, se midieron los cambios en los valores de DO a 324 nm en el tiempo usando un lector de 
placa UV. A la mezcla, se añadió solución de (S)-L-malato sódico (pH 7,5) para que tuviera una concentración final 
de 5 mM, y se midieron los cambios en los valores de DO a 324 nm en el tiempo. Para generar una curva de 
calibración para glioxilato, se añadió glioxilato al tampón anterior y la mezcla se dejó reposar durante 5 minutos a 
temperatura ambiente y después se midieron los valores de DO a 324 nm. Respecto al valor de actividad 25 
enzimática, se sustrajo la pendiente de los valores de fondo de la pendiente de los valores de DO a 324 nm después 
de la adición de (S)-L-malato sódico, y el valor obtenido se convirtió en una tasa de consumo de glioxilato basada en 
la curva de calibración para glioxilato. La actividad enzimática por proteínas se determinó dividiendo la tasa de 
consumo de glioxilato por la concentración de proteína (Tabla 6). 
 30 
Como se muestra en el Tala 6, se confirmó que todas las variantes MT-1, MT-2 y MT-3 tienen actividad enzimática. 
Se descubrió que la variante MT-2 y la variante MT-3 tienen una mayor actividad enzimática en comparación con la 
variante MT-1. En contraste, no se mostró actividad enzimática en el control. 
 

Tabla 6 35 
Nombre de la muestra Actividad (nmol/min/mg de proteína) 

MT-1 2 ± 0 
MT-2 29 ± 0 
MT-3 23 ± 0 

Control 0 ± 0 
 
[Ejemplo 17] 
 
<Cantidad de células viables y tasa de retención de plásmido en la variante con malato tioquinasa y malil-CoA liasa 
introducidas> 40 
 
En un matraz Erlenmeyer de 100 ml, se prepararon 30 ml de medio mínimo M9 o medio LB que contenían cada uno 
50 g/l de glucosa, 30 µg/ml de cloranfenicol y 100 µg/ml de ampicilina. Cada una de las variantes anteriores que 
expresan mtk y mcl se inocularon en el medio mínimo M9 o medio LB y se cultivaron a 30 ºC, 100 r.p.m. durante 24 
horas, mientras el matraz estaba fuertemente sellado con un tapón de silicona. El líquido de cultivo se diluyó con 45 
agua y se aplicaron 100 µl del líquido de cultivo diluido a una placa LB sin antibiótico. Se contó la cantidad total de 
células viables. Además, el líquido de cultivo diluido se aplicó a una placa LB que contenía 30 µg/ml de cloranfenicol 
y se contó la cantidad de células bacterianas que retenían el plásmido que alberga mtk (smt) y mcl. 
 
Como se muestra en la Tabla 7, se descubrió que cada una de la variante MT-2 y la variante MT-3 tenían una mayor 50 
cantidad de células viables en el líquido de cultivo y crecían mejor, en comparación con la variante MT-1. Los 
plásmidos que albergan mtk y mcl se mantuvieron de forma estable en todas las variantes MT-1, MT-2 y MT-3. 
 

Tabla 7 
Nombre de la muestra Medio Cantidad total de células viables Cantidad de células que albergan plásmido mtk-mcl

MT-1 M9 1,3 x 106 /ml 0,8 x 106 /ml 
MT-2 M9 6,8 x 108 /ml 9,1 x 108 /ml 
MT-3 LB 2,6 x 109 /ml 9,2 x 109 /ml 

 55 
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[Ejemplo 18] 
 
<Construcción del plásmido de expresión para la malato tioquinasa derivada de Granulibacter bethesdensis BAA-
1260> 
 5 
El ADN genómico de Granulibacter bethesdensis BAA-1260D-5 se adquirió de la ATCC. 
 
Se realizó PCR usando el ADN genómico de Granulibacter bethesdensis como molde y usando 
CCCTGAGGAGGGTCCAAGAGATGGACGTCCATGAGTACCA (SEQ ID NO: 77) y 
GCTCTAGATCAGGCTGCCTGACGCCCA (SEQ ID NO: 78) como cebadores, como resultado de lo cual se obtuvo 10 
un fragmento mtk de Granulibacter. Además, se realizó PCR usando pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl 
preparado en el Ejemplo 12 como molde y usando GGAATTCACAAAAAGGATAAAA (SEQ ID NO: 79) y 
TGGTACTCATGGACGTCCATCTCTTGGACCCTCCTCAGGG (SEQ ID NO: 80) como cebadores, como resultado 
de lo cual se obtuvo un fragmento mcl de Hyphomicrobium. Se realizó PCR usando el fragmento mtk obtenido de 
Granulibacter y el fragmento mcl de Hyphomicrobium como moldes y los cebadores de la SEQ ID NO: 79 y SEQ ID 15 
NO: 78, obteniendo de eso modo un fragmento de ADN que contenía mcl de Hyphomicrobium y el gen del fragmento 
mtk de Granulibacter. El fragmento de ADN obtenido se digirió con las enzimas de restricción EcoRI y XbaI, y se ligó 
en un plásmido obtenido digiriendo el plásmido pMWGKC preparado en el Ejemplo 10 con las enzimas de restricción 
EcoRI y XbaI. El plásmido obtenido se llamó pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Gb). 
 20 
pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Gb) alberga el gen mtkA (SEQ ID NO: 81) y el gen mtkB (SEQ ID NO: 82) derivados de 
Granulibacter bethesdensis. Las secuencias de aminoácidos de mtkA y mtkB derivadas de Granulibacter 
bethesdensis se muestran en la SEQ ID NO: 107 y la SEQ ID NO: 108, respectivamente. 
 
[Ejemplo 19] 25 
 
<Construcción del plásmido de expresión para la malato tioquinasa derivada de Hyphomicrobium denitrificans DSM 
1869> 
 
Se adquirió Hyphomicrobium denitrificans DSM 1869 de DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 30 
Zellkulturen GmbH, Alemania). DSM1869 se cultivó en un medio (número de medio: 803, DSM), y se obtuvo el ADN 
cromosómico a partir del mismo usando el kit DNeasy Blood &Tissue (QIAGEN). 
 
Se realizó PCR usando el ADN cromosómico de Hyphomicrobium denitrificans como molde y usando 
ACCAGGGAATTCACAAAAAGGATAAAACAATGAGCTATACCCTCTACCCAACCGTA AGC (SEQ ID NO: 83) y 35 
GCCCACTCTAGATCAGGCAACTTTTTTCTGCTTGCCGAGAACC (SEQ ID NO: 84) como cebadores, como 
resultado de lo cual se obtuvo un fragmento mcl-mtk de Hyphomicrobium. El fragmento obtenido se digirió con las 
enzimas de restricción EcoRI y XbaI y se ligó en un plásmido obtenido digiriendo el plásmido 
pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl preparado en el Ejemplo 12 con las enzimas de restricción EcoRI y XbaI. El 
plásmido obtenido se llamó pMWGKC_mcl(Hde)_mtk(Hde)_mcl. 40 
 
pMWGKC_mcl(Hde)_mtk(Hde)_mcl alberga la secuencia de bases del gen mcl (SEQ ID NO: 85), la secuencia de 
bases del gen mtkA (SEQ ID NO: 86) y la secuencia de bases del gen mtkB (SEQ ID NO: 87) derivadas de 
Hyphomicrobium denitrificans. Las secuencias de aminoácidos de mcl, mtkA, y mtkB derivadas de Hyphomicrobium 
denitrificans se muestran en las SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 110, y SEQ ID NO: 111, respectivamente. 45 
 
[Ejemplo 20] 
 
<Construcción del plásmido de expresión para la malato tioquinasa derivada de Nitrosomonas europaea NBRC 
14298> 50 
 
Se adquirió Nitrosomonas europaea NBRC 14298 de NBRC (Biological Resource Center, NITE). NBRC 14298 se 
cultivó en un medio (número de medio: 829, NBRC) y se obtuvo el ADN cromosómico a partir del mismo usando el 
kit DNeasy Blood &Tissue (QIAGEN). 
 55 
Se realizó PCR usando el ADN cromosómico de Nitrosomonas europaea como molde y usando 
GCGGGGGAATTCACAAAAAGGATAAAACAATGAGTCATACCCTGTATGAACCAAA ACACC (SEQ ID NO: 88) y 
CAGGCGTCTAGATTAGAGTCCGGCCAGAACTTTTGCGACG (SEQ ID NO: 89) como cebadores, como resultado 
de lo cual se obtuvo un fragmento mtk de Nitrosomonas europaea. El fragmento obtenido se digirió con las enzimas 
de restricción EcoRI y XbaI y se ligó en un plásmido obtenido digiriendo el plásmido 60 
pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl preparado en el Ejemplo 12 con las enzimas de restricción EcoRI y XbaI. El 
plásmido obtenido se llamó pMWGKC_mcl(Ne)_mtk(Ne)_mcl. 
 
pMWGKC_mcl(Ne)_mtk(Ne)_mcl alberga la secuencia de bases del gen mcl (SEQ ID NO: 90), la secuencia de 
bases del gen mtkA (SEQ ID NO: 91) y la secuencia de bases del gen mtkB (SEQ ID NO: 92) derivadas de 65 
Nitrosomonas europaea. Las secuencias de aminoácidos de mcl, mtkA, y mtkB derivadas de Nitrosomonas 
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europaea se muestran en la SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 113, y SEQ ID NO: 114, respectivamente. 
 
[Ejemplo 21] 
 
<Construcción de plásmidos de expresión para la malato tioquinasa derivada de Methylococcus capsulatus ATCC 5 
33009>  
 
El ADN genómico de Methylococcus capsulatus ATCC 33009 se adquirió de la ATCC. 
 
Se realizó PCR usando el ADN cromosómico de Methylococcus capsulatus como molde y usando 10 
GGAATTCCATATGGCTGTTAAAAATCGTCTAC (SEQ ID NO: 93) y GCTCTAGATCAGAATCTGATTCCGTGTTC 
(SEQ ID NO: 94) como cebadores, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento mcl-mtk de Methylococcus. El 
fragmento obtenido se digirió con las enzimas de restricción NdeI y XbaI y se ligó en un plásmido obtenido digiriendo 
el plásmido pMWGKC preparado en el Ejemplo 10 con las enzimas de restricción NdeI y XbaI, o en un plásmido 
obtenido digiriendo el plásmido pMWGC preparado en el Ejemplo 10 con las enzimas de restricción NdeI y XbaI. El 15 
plásmido obtenido se llamó pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc) o pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc). 
 
Cada uno de pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc) y pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) albergan la secuencia de bases del gen mcl 
(SEQ ID NO: 95), la secuencia de bases del gen mtkA (SEQ ID NO: 96) y la secuencia de bases del gen mtkB (SEQ 
ID NO: 97) derivadas de Methylococcus capsulatus. Las secuencias de aminoácidos de mcl, mtkA, y mtkB derivadas 20 
de Methylococcus capsulatus se muestran en la SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 116, y SEQ ID NO: 117, 
respectivamente. 
 
[Ejemplo 22] 
 25 
<Construcción del plásmido de expresión para la malato tioquinasa derivada de gammaproteobacteria no cultivada 
(Gen-Bank: AP011641.1)> 
 
Para obtener mtk derivado de una gammaproteobacteria no cultivada, se diseñó metk derivado de un 
gammaproteobacteria basándose en la secuencia de aminoácidos de GenBank: Asp011641.1, y se preparó el 30 
siguiente fragmento de ADN (SEQ ID NO: 98) por síntesis de ADN. 
 
Se realizó PCR usando el fragmento de ADN preparado como molde y usando 
GTTGAACGAGGAGATCGTCCATGAACATTCACGAATATCA (SEQ ID NO: 99) y 
GCTCTAGATTAGCCAGAAACTGCAGATCC (SEQ ID NO: 100) como cebadores, como resultado de lo cual se 35 
obtuvo un fragmento mtk de la gammaproteobacteria. Además, se realizó PCR usando pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc) 
o pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el Ejemplo 21 como molde y usando los cebadores de la (SEQ ID NO: 93 
y TGATATTCGTGAATGTTCATGGACGATCTCCTCGTTCAAC (SEQ ID NO: 101), obteniendo de ese modo un 
fragmento mcl de Methylococcus. Además, se realizó PCR usando el fragmento mtk de gammaproteobacteria 
obtenido y el fragmento mcl de Methylococcus obtenido como moldes y usando los cebadores de la SEQ ID NO: 93 40 
y SEQ ID NO: 100, obteniendo de ese modo un fragmento de ADN que contenía el gen mcl de Methylococcus y el 
gen del fragmento mtk de la gammaproteobacteria. El fragmento de ADN obtenido se digirió con las enzimas de 
restricción NdeI y XbaI y se ligó en un plásmido obtenido digiriendo el plásmido pMWGKC preparado en el Ejemplo 
10 con las enzimas de restricción NdeI y XbaI. El plásmido obtenido se llamó pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(gamma). 
 45 
pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(gamma) alberga el gen mtkA (SEQ ID NO: 102) y el gen mtkB (SEQ ID NO: 103) derivadas 
de la gammaproteobacteria no cultivada. Las secuencias de aminoácidos de mtkA y mtkB derivadas de la 
gammaproteobacteria no cultivada se muestran en la SEQ ID NO: 118 y SEQ ID NO: 119, respectivamente. 
 
[Ejemplo 23] 50 
 
<Preparación de variante con malato tioquinasa y malil-Coa liasa introducida, productora de alcohol isopropílico, de 
genoma AtoD potenciado, gen pgi delecionado, gen gntR delecionado, gen gnd delecionado, gen IdhA delecionado, 
gen fumAC delecionado, gen aceBA delecionado, gen glcB delecionado> 
 55 
Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia coli B (atoDAB, 
∆pgi_gntRgnd_ldhA_aceBA_glcB_fumAC) preparada en el Ejemplo 8 con el plásmido plaz y cada uno de los 
plásmidos que expresan mtk y mcl preparados en los Ejemplos 18 a 22. Los transformantes que crecieron en el 
medio de agar LB que contenía 25 mg/l de cloranfenicol y 100 mg/l de ampicilina se denominaron del siguiente modo 
(véase la Tabla 8). 60 
 
Los números de variante descritos en la Tabla 8 representan las variantes preparadas introduciendo plaz y cada uno 
de los plásmidos descritos en la Tabla 8 en la variante de Escherichia coli B (atoDAB, 
∆pgi_gntR_gnd_ldhA_aceBA_glcB_fumAC). 

65 
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Tabla 8 
Número 

de 
variante 

Plásmido Origen de mtk  Origen de mcl 

MT-4 pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Gb) Granulibacter bethesdensis Hyphomicrobium methylovorum

MT-5 pMWGKC_mcl(Hde)_mtk(Hde)_mcl 
Hyphomicrobium 
denitrificans 

Hyphomicrobium denitrificans, 
Methylobacterium extorquens 

MT-6 pMWGKC_mcl(Ne)_mtk(Ne)_mcl Nitrosomonas europaea 
Nitrosomonas europaea, 
Methylobacterium extorquens 

MT-7 pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc) Methylococcus capsulatus Methylococcus capsulatus 

MT-8 pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(gamma) 
ADN de 
gammaproteobacteria no 
cultivada 

Methylococcus capsulatus 

 
[Ejemplo 24] 
 
<Medición de la actividad de producción de glioxilato usando malato como sustrato> 5 
 
Del mismo modo que en el Ejemplo 16, se determinó la actividad enzimática por proteína (Tabla 9). 
 
Como se muestra en la Tabla 9, se confirmó que cada una de las variantes MT-4 a MT-8 tiene actividad enzimática, 
y que la actividad enzimática era mayor en comparación con la variante MT-1. En particular, se descubrió que la 10 
variante MT-5, la variante MT-6, la variante MT-7 y la variante MT-8 tienen una actividad equivalente o mayor en 
comparación con la variante MT-2 y la variante MT-3 mostradas en el Ejemplo 16. En contraste, no se detectó 
actividad enzimática en el control. 
 

Tabla 9 15 
Nombre de la muestra Actividad (nmol/min/mg de proteína) 

MT-4 7,5 ± 0 
MT-5 34,0 ± 0 
MT-6 54,0 ± 0 
MT-7 68,3 ± 0 
MT-8 43,4 ± 0 
MT-1 2 ± 0 
MT-2 29 ± 0 
MT-3 23 ± 0 

Control 0 ± 0 
 
[Ejemplo 25] 
 
<Preparación de variante de genoma atoD potenciado, gen aceB delecionado> 
 20 
Para clonar una región que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la malato sintasa (a partir de ahora 
en este documento abreviado a veces como "aceB") (1602 pb), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores 
oligonucleotídicos representados por GGAATTCATTCAGCTGTTGCGCATCGATTC (SEQ ID NO: 24), 
GTTATGTGGTGGTCGTGCAGCTCCTCGTCATGG (SEQ ID NO: 104), 
GAGCTGCACGACCACCACATAACTATGGAG (SEQ ID NO: 105) y GGAATTCCAGTTGAACGACGGCGAGCAG 25 
(SEQ ID NO: 106). Cada uno de estos cebadores tiene un sitio de reconocimiento de EcoRI en el lado del extremo 5' 
del mismo. 
 
Se preparó el ADN genómico de Escherichia coli B (n.º de acceso CP000819) y se realizó PCR usando el ADN 
genómico obtenido como molde y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 24 y SEQ ID NO: 106, como 30 
resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este 
documento mencionado a veces como "fragmento aceB-L"). Además, se realizó PCR usando un par de cebadores 
de la SEQ ID NO: 105 y SEQ ID NO: 106, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de 
aproximadamente 1,0 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento aceB-R"). 
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Se realizó PCR usando los 35 
fragmentos aceB-L y aceB-R como moldes y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 24 y la SEQ ID NO: 
108, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb (a partir de ahora en 
este documento mencionado a veces como "fragmento aceB-LR"). El fragmento aceB-LR se separó por 
electroforesis en agarosa y se recuperó, se digirió con EcoRI y se mezcló con un fragmento obtenido digiriendo un 
plásmido sensible a temperatura pTH18cs1 (número de acceso a GenBank AB0 19610) con EcoRI. Se permitió que 40 
los fragmentos mezclados reaccionaran usando la ADN ligasa T4. Después de ello, se transformaron células 
competentes de Escherichia coli DH5α (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de ligamiento, y se 
obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol a 30 ºC. 
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Se recuperó un plásmido de los transformantes obtenidos y se confirmó que el fragmento aceB-LR estaba 
apropiadamente insertado en pTH18cs1. El plásmido obtenido se llamó pTH18cs1-aceB. 
 
La variante de Escherichia coli B::atoDAB preparada en el Ejemplo 1 se transformó con el plásmido así obtenido 
pTH18cs1-aceB y se cultivó a 30 ºC durante una noche en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de 5 
cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon 
en un medio líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 ºC durante una noche. 
Posteriormente, parte del líquido de cultivo se aplicó a una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, 
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 ºC 
durante 24 horas en un medio líquido LB y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se 10 
obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. 
 
De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivó individualmente en 
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones 
sensibles a cloranfenicol. Además, se amplificaron por PCR los ADN cromosómicos de estos clones diana, y se 15 
seleccionó una variante de la cual podía amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb que indica deleción 
del gen aceB. La variante obtenida se llamó variante de genoma atoD potenciado, gen aceB delecionado (a partir de 
ahora en este documento abreviado a veces como "variante B::atoDAB∆aceB"). 
 
[Ejemplo 26] 20 
 
<Preparación de variante de genoma atoD potenciado, gen aceB delecionado, gen glcb delecionado> 
 
Se transformó la variante de Escherichia coli B::atoDAB∆aceB preparada en el Ejemplo 25 con el plásmido 
pTH18cs1-gclB preparado en el Ejemplo 7, y se cultivó a 30 ºC durante una noche en una placa de agar LB que 25 
contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes 
obtenidos se inocularon en un medo líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 ºC 
durante una noche. Posteriormente, parte del líquido de cultivo se aplicó a una placa de agar LB que contenía 10 
µg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. Las colonias 
obtenidas se cultivaron a 30 ºC durante 24 horas en un medio líquido LB y se aplicaron a una placa de agar LB, 30 
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. De las colonias que aparecieron se picaron 
aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivó individualmente en una placa de agar LB y una placa de agar LB 
que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones sensibles a cloranfenicol. Además, se 
amplificaron por PCR los ADN cromosómicos de estos clones diana, y se seleccionó una variante de la cual podía 
amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica deleción del gen glcB. La variante obtenida se 35 
llamó variante de genoma atoD potenciado, gen aceB delecionado, gen glcb delecionado (a partir de ahora en este 
documento abreviado a veces como " variante B::atoDAB∆aceB∆gclB"). 
 
[Ejemplo 27] 
 40 
<Preparación de variante de genoma atoD potenciado, gen IdhA delecionado> 
 
Se transformó la variante de Escherichia coli B::atoDAB preparada en el Ejemplo 1 con el plásmido pTH18cs1-ldhA 
preparado en el Ejemplo 5 y se cultivó a 30 ºC durante una noche en una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de 
cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon 45 
en un medio líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 ºC durante una noche. 
Posteriormente, parte del líquido de cultivo se aplicó a una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, 
como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 ºC 
durante 24 horas en un medio líquido LB y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se 
obtuvieron colonias que crecieron a 42 ºC. 50 
 
De las colonias que aparecieron, se picaron aleatoriamente 100 colonias y cada una se cultivó individualmente en 
una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron los clones 
sensible a cloranfenicol. Además, se amplificaron por PCR los ADN cromosómicos de estos clones diana, y se 
seleccionó una variante de la cual podría amplificarse un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb, que indica 55 
deleción del gen IdhA. La variante obtenida se llamó variante de genoma atoD potenciado, gen IdhA delecionado (a 
partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante B::atoDAB∆IdhA") 
 
[Ejemplo 28] 
 60 
<Preparación de variante pBRgapP, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B y la variante pBRgapP, pMWGC/B> 
 
Se transformaron células competentes de Escherichia coli B con el plásmido pBRgapP preparado en el Ejemplo 2, y 
el plásmido pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el Ejemplo 21 o el plásmido pMWGC preparado en el Ejemplo 
21, y se aplicaron a una placa de agar LB que contenía 25 mg/l de cloranfenicol y 100 mg/l de ampicilina. Como 65 
resultado, se obtuvieron transformantes que crecieron en el medio. 
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[Ejemplo 29] 
 
<Preparación de variante pla, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B::atoDAB y la variante pIa, pMWGC/B::atoDAB> 
 
Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia coli B (B::atoDAB) preparada en el Ejemplo 1 5 
con el plásmido pla preparado en el Ejemplo 9 y el plásmido pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el Ejemplo 21 
o el plásmido pMWGC preparado en el Ejemplo 21, y se aplicaron a una placa de agar LB que contenía 25 mg/l de 
cloranfenicol y 100 mg/ml de ampicilina. Como resultado, se obtuvieron transformantes que crecieron en el medio.  
 
[Ejemplo 30] 10 
 
<Preparación de variante pla, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B::atoDAB∆aceB y la variante pIa, 
pMWGC/B::atoDAB∆aceB> 
 
Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia coli B (B::atoDAB∆aceB) preparada en el 15 
Ejemplo 25 con el plásmido pla preparado en el Ejemplo 9 y el plásmido pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el 
Ejemplo 21 o el plásmido pMWGC preparado en el Ejemplo 21, y se aplicaron a un medio de agar LB que contenía 
25 mg/l de cloranfenicol y 100 mg/m de ampicilina, y se obtuvieron transformantes que crecieron en el medio. 
 
[Ejemplo 31] 20 
 
<Preparación de variante pIa, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B::atoDAB∆aceB∆glcB y variante pIa, 
pMWGC/B::atoDAB∆aceB∆glcB> 
 
Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia coli B (B::atoDAB∆aceB∆glcB) preparada en el 25 
Ejemplo 26 con el plásmido pla preparado en el Ejemplo 9 y el plásmido pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el 
Ejemplo 21 o el plásmido pMWGC preparado en el Ejemplo 21, y se aplicaron a un medio de agar LB que contenía 
25 mg/l de cloranfenicol y 100 mg/l de ampicilina. Como resultado, se obtuvieron transformantes que crecieron en el 
medio. 
 30 
[Ejemplo 32] 
 
<Preparación de variante pIa, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B::atoDAB∆ldhA y variante pIa, pMWGC/B: 
:atoDAB∆ldhA> 
 35 
Se transformaron células competentes de la variante de Escherichia coli B (B::atoDAB∆ldhA) preparada en el 
Ejemplo 27 con el plásmido pla preparado en el Ejemplo 9 y el plásmido pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) preparado en el 
Ejemplo 21 o el plásmido pMWGC preparado en el Ejemplo 21, y se aplicaron a un medio de agar LB que contenía 
25 mg/l de cloranfenicol y 100 mg/l de ampicilina. Como resultado, se obtuvieron transformantes que crecieron en el 
medio. 40 
 
[Ejemplo 33] 
 
<Producción de alcohol isopropílico> 
 45 
En este ejemplo, se produjo alcohol isopropílico usando un aparato de producción mostrado en la Fig. 1 del 
documento WO 2009/008377. El tanque de cultivo usado era un tanque que tenía una capacidad de 3 l y hecho de 
vidrio. En los tanques de atrapamiento, se inyectó agua como solución de atrapamiento (agua de atrapamiento) en 
una cantidad de 9 l por tanque, y se conectaron dos tanques de atrapamiento para su uso. 
 50 
En la Tabla 10 se muestra una lista de las variantes usadas en la evaluación de la producción de alcohol 
isopropílico. 

 
Tabla 10 

Nombre de la variante Plásmido/variante Característica 
Descripción 

citada 

vec/B pBRgapP, pMWGC/B 
Sin sistema de producción de IPA, 

sin expresión de mtk y mcl 
Ejemplo 28 

mtk_mcl/B 
pBRgapP, 
pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B 

Sin sistema de producción de IPA, 
expresión de mtk y mcl 

Ejemplo 28 

vec/atoDAB pla, pMWGC/B::atoDAB 
Contiene sistema de producción de 

lPA, sin expresión de mtk y mcl 
Ejemplo 29 

mtk_mcl/atoDAB 
pIa, 
pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B::atoDAB 

Contiene sistema de producción de 
lPA, expresión de mtk y mcl 

Ejemplo 29 

vec/atoDAB ∆aceB pla, pMWGC/B::atoDAB∆aceB Contiene sistema de producción de Ejemplo 30 

E12819719
19-10-2016ES 2 599 482 T3

 



48 

Nombre de la variante Plásmido/variante Característica 
Descripción 

citada 
lPA, sin expresión de mtk y mcl, 

alteración del gen aceB 

mtk_mcl/atoDAB 
∆aceB 

pla, 
pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/B::atoDAB 
∆aceB 

Contiene sistema de producción de 
lPA, expresión de mtk and mcl, 

alteración del gen aceB 
Ejemplo 30 

vec/atoDAB 
∆aceB∆glcB 
∆aceBAglcB 

pla, pMWGC/B::atoDAB∆aceB∆glcB 

Contiene sistema de producción de 
lPA, sin expresión de mtk y mcl, 
alteración de los genes aceB y 

glcB 

Ejemplo 31 

mtk_mcl/atoDAB 
∆aceB∆glcB 

pla, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) 
/B::atoDAB∆aceB∆glcB 

Contiene sistema de producción de 
lPA, expresión de mtk y mcl, 

alteración de los genes aceB y 
glcB 

Ejemplo 31 

vec/atoDAB∆ldhA pla, pMWGC/B::atoDAB∆ldhA 
Contiene sistema de producción de 

lPA, sin expresión de mtk y mcl, 
alteración del gen ldhA 

Ejemplo 32 

mtk_mcl/atoDAB 
∆ldhA 

pla, pMWGC_mcl(Mc)_mtk(Mc) 
/B::atoDAB∆ldhA 

Contiene sistema de producción de 
lPA, expresión de mtk y mcl, 

alteración del gen ldhA 
Ejemplo 32 

 
Como precultivo, cada una de las variantes a evaluar se inoculó individualmente en un matraz Erlenmeyer que tenía 
una capacidad de 500 ml y que contenía 50 ml de un caldo LB de Miller (Difco 244620) que contiene 25 mg/l de 
cloranfenicol y 100 mg/l de ampicilina, y se cultivaron durante una noche a una temperatura de cultivo de 30 ºC 
agitando a 120 rpm. Después de ello, se transfirieron 45 ml del precultivo a un tanque de cultivo (dispositivo de 5 
cultivo BMS-PI fabricado por ABLE corporation) que tiene una capacidad de 3 l y que contiene 90 g del medio que 
tiene la siguiente composición, y se cultivó. El cultivó se realizó a un volumen de aireación de 0,45 l/min, a una 
velocidad de agitación de 490 rpm, a una temperatura de cultivo de 30 ºC y a un pH de 7,0 (ajustado con solución 
acuosa de NH3) a presión atmosférica. Al cultivo, se le añadió una solución acuosa de glucosa al 50 % p/p a un 
caudal de 20 g/l/h durante el periodo desde el inicio del cultivo hasta 8 horas después del inicio del cultivo. Después 10 
de ello, se añadió una solución acuosa de glucosa al 50 % p/p a un caudal de 20 g/l/h, según lo apropiado, de modo 
que la cantidad de glucosa que quedaba en el tanque de cultivo estuviera minimizada. El líquido de cultivo 
bacteriano se muestreo varias veces durante el periodo desde el inicio del cultivo hasta 30 horas después del inicio 
del cultivo y, después de retirarse las células bacterianas por una operación de centrifugación, se midieron las 
cantidades de alcohol isopropílico, acetona y subproductos principales acumulados en los sobrenadantes de cultivo 15 
y las aguas de atrapamiento obtenidos por HPLC de acuerdo con un método habitual. Cada uno de los valores de 
medición es una suma de las cantidades en el líquido de cultivo y los dos tanques de atrapamiento después del 
cultivo. Los resultados se muestran en la Tabla 11 y los subproductos se muestran en la Tabla 12. 
 
<Composición del medio de cultivo> 20 
 
 Licor de macerado del maíz (fabricado por Nihon Shokuhin Kako Co., Ltd.), 50 g/l 
 Fe2SO4·7H2O: 0,1 g/l 
 K2HPO4: 2 g/l 
 KH2PO4: 2 g/l 25 
 MgSO4·7H2O: 2 g/l 
 (NH4)2SO4: 2 g/l 
 ADEKANOL LG126 (ADEKA Corporation): 0,1 g/l 
 (Equilibrio: agua) 
 30 

Tabla 11 

Nombre de la variante Cantidad de producción (g/30h)
Uso de 
glucosa 
(g/30h) 

Rendimiento relativo al consumo de 
azúcar (30h) 

 IPA Acetona IPA IPA + Acetona 
vec/B - - 212,7 - - 

mtk_mcl/B - - 257,9 - - 
vec/atoDAB 33,2 6,0 210,0 15,8 18,6 

mtk_mcl/atoDAB 34,6 8,8 209,5 16,5 20,7 
vec/atoDAB ∆aceB 30,8 6,1 205,3 15,0 18,0 

mtk_mcl/atoDAB ∆aceB 32,8 6,6 202,6 16,2 19,5 
vec/atoDAB ∆aceB∆glcB 31,9 5,5 204,1 15,6 18,4 

mtk_mcl/atoDAB ∆aceB∆glcB 31,9 5,6 195,3 16,3 19,1 
vec/atoDAB∆ldhA 32,0 5,3 197,2 16,2 18,9 

mtk_mcl/atoDAB ∆ldhA 38,6 6,8 197,9 17,4 21,3 
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Como resultado de la evaluación, la cantidad de alcohol isopropílico producido por la cepa de control (vec/atoDAB) 
fue de 32,2 g/30 h, y la cantidad producida por la variante con mtk introducido (mtk_mcl/atoDAB) 34,6 g/30 h. La 
cantidad de acetona producida fue de 6,0 g/30 h en la cepa de control (vec/atoDAB) y de 8,8 g/30 h en la variante de 
mtk introducido (mtk_mcl/atoDAB). A partir de estos resultados, se descubrió que las cantidades de producción de 
alcohol isopropílico y acetona se aumentaban por la introducción de mtk y mcl. El rendimiento de alcohol isopropílico 5 
relativo al consumo de azúcar a las 30 horas después del inicio del cultivo fue del 15,8 % en la cepa de control 
(vec/atoDAB) y del 16,5 % en la variante de mtk + mcl introducidos (mtk_mcl/atoDAB). El rendimiento de alcohol 
isopropílico y acetona relativo al consumo de azúcar a las 30 horas después del inicio del cultivo fue del 18,6 % en la 
cepa de control (vec/atoDAB) y del 20,7 % en la variante de mtk + mcl introducidos (mtk_mcl/atoDAB). A partir de 
estos resultados, se demostró que las eficacias de conversión de azúcar en alcohol isopropílico o acetona se 10 
aumentaban por la introducción de la ruta mtk + mcl. 
 
Respecto a atoDAB∆ldhA las cantidades de producción de alcohol isopropílico y acetona y los rendimientos de 
alcohol isopropílico y acetona relativo al consumo de azúcar se mejoraban en la variante de mtk + mcl introducidos 
de forma similar al caso de atoDAB. Respecto a atoDAB∆ldhA atoDAB∆aceB y atoDAB∆aceB∆glBc los 15 
rendimientos relativos al consumo de azúcar se aumentaron en la variante de mtk + mcl introducidos, en 
comparación con los de la cepa de control (vec) de cada variante. Por lo tanto, se cree que la producción de acetil-
CoA y las sustancias útiles derivadas de acetil-CoA se aumentaban de forma eficaz por mtk + mcl. 
 
La Tabla 12 muestra los subproductos. En comparación con la cepa de control (vec/B), se descubrió que las 20 
cantidades de etanol, piruvato y succinato se reducían en la variante de mtk + mcl introducidos (mtk_mcl/B) a las 30 
horas del inicio del cultivo, y la cantidad total de subproductos también estaba inesperadamente reducida en la 
variante de mtk + mcl introducidos. Asimismo, respecto a atoDAB, atoDAB∆aceB, atoDAB∆aceB∆glBc y 
atoDAB∆ldhA las cantidades de etanol, piruvato y succinato y la cantidad total de subproductos estaba reducida en 
las variantes de mtk + mcl introducidos en comparación con las cepas de control respectivas. A partir de estos 25 
resultados, se descubrió que mtk + mcl producía efectos similares con o sin atoDAB. 
 
Respecto a atoDAB∆aceB y atoDAB∆aceB∆glBc el rendimiento de IPA y acetona relativo al consumo de azúcar era 
casi el mismo que en la variante atoDAB. Sin embargo, la cantidad total de subproductos estaba reducida en las 
variantes de vec introducido y las variantes de mtk introducido. Inesperadamente, las cantidades de lactato y 30 
succinato acumuladas estaban significativamente disminuidas en las variantes de mtk + mcl introducidos. Por lo 
tanto, atoDAB∆aceB y atoDAB∆aceB∆glcB eran industrialmente preferibles, ya que una cantidad más pequeña de 
subproductos permite una reducción significativa en la carga de purificación cuando se recoge alcohol isopropílico o 
acetona de un líquido de cultico. 
 35 
Respecto a atoDAB∆ldhA, se demuestra que las cantidades de producción de alcohol y acetona y los rendimientos 
de alcohol y acetona relativo al consumo de azúcar estaban mejorados en la variante de mtk + mcl introducidos de 
forma similar al caso de atoDAB. Respecto a todas las variantes anteriores, los rendimientos relativos al consumo de 
azúcar estaban mejorados en las variantes de mtk + mcl introducidos en comparación con la cepa de control (vec). 
Por lo tanto, se cree que la acetil-CoA y las sustancias útiles derivadas de acetil-CoA se aumentaban de forma 40 
eficaz. 
 
Respecto a atoDAB∆ldhA, la cantidad total de subproductos estaba reducida, y la cantidad de piruvato acumulada 
estaba significativamente reducida en la variante de mtk + mcl introducidos. Además, los rendimientos de alcohol 
isopropílico y acetona relativo al consumo de azúcar estaban aumentados en la variante atoDAB∆ldhA de mtk + mcl 45 
introducidos, lo que indica que el alcohol isopropílico y la acetona se producían de forma eficaz por las rutas tanto de 
glucosa como mtk + mcl. La cantidad de subproductos en atoDAB∆ldhA se reducía de forma similar a los casos de 
atoDAB∆aceB y atoDAB∆aceB∆glcB. Además, los rendimientos de alcohol isopropílico y acetona relativo al 
consumo de azúcar se mejoraba en atoDAB∆ldhA cuando se introducía mtk + mcl. Estos resultados indican que, en 
la producción industrial de alcohol isopropílico y/o acetona, la alteración de IdhA es preferible en vista de la 50 
reducción de la carga de purificación durante la recogida de alcohol isopropílico y/o acetona y en vista del aumento 
de sus rendimientos. 
 
La ruta de producción de alcohol isopropílico y la ruta de producción de acetona no se han introducido en las 
variantes B. Como la cantidad de acetato estaba significativamente aumentada en las variantes B, se cree que la 55 
acetil-CoA se convertía principalmente en acetato. Además, se asume que la acetil-CoA aumentada se convertía en 
acetato y etanol en la variante de mtk + mcl introducidos (mtk_mcl/B). Estos resultados indican que la cantidad de 
acetil-CoA se aumentaba por el efecto de mtk + mcl incluso en las variantes B. 
 
[Ejemplo 34] 60 
 
<Construcción del plásmido pGAPS> 
 
Para obtener un gen de resistencia a espectinomicina, se realizó amplificación por un método de PCR usando el 
plásmido pIC156 (Steinmetz et al., Gene, 1994, 142(1):79-83) como molde y 65 
CCGCGGTACCGTATAATAAAGAATAATTATTAATCTGTAGACAAATTGTGAAAGG (SEQ ID NO: 120) y 

E12819719
19-10-2016ES 2 599 482 T3

 



51 

CTTTTGTTTATAAGTGGGTAAACCGTGAATATCGTGTTCTTTTCAC (SEQ ID NO: 121), y el fragmento de ADN 
obtenido se fosforiló usando la polinucleótido quinasa T4 (Toyobo), como resultado de lo cual se obtuvo un 
fragmento de ADN que contenía un gen de resistencia a espectinomicina. Además, el plásmido pGAP se trató con 
PvuI, y el fragmento de ADN obtenido se sometió a tratamiento de extremos romos con Toyobo BLUNTING HIGH, y 
se ligó al fragmento de ADN descrito anteriormente que contenía el gen de resistencia espectinomicina. Después de 5 
ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α con el producto de ligamiento, y se obtuvieron 
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 120 µg/ml de espectinomicina. Las colonias 
obtenidas se cultivaron durante una noche en un medio líquido LB que contenía 120 µg/ml de espectinomicina, y el 
plásmido obtenido se llamó pGAPS. 
 10 
[Ejemplo 35] 
 
<Preparación del plásmido pGAPS_gcl> 
 
Se obtuvo el ADN cromosómico de Escherichia coli MG1655 usando el kit DNeasy Blood &Tissue (QIAGEN). 15 
Basándose en el operón que contiene la glioxilato carboligasa (gcl, NCBI-GI: 945394), se prepararon dos tipos de 
cebadores representados por 
AAGAACTCTAGAACAAAAAGGATAAAACAATGGCAAAAATGAGAGCCGTTGACGCGGCAATG (SEQ ID NO: 122) 
y GACCAGCTGCAGTCAGGCCAGTTTATGGTTAGCCATTAATTCCAGC (SEQ ID NO: 123). 
 20 
Además, se prepararon dos tipos de cebadores representados por 
ACACAACTGCAGACAAAAAGGATAAAACAATGAAGATTGTCATTGCGCCAGACTCTTTTAAAGAGAGCT (SEQ ID 
NO: 124) y GCCCCCAAGCTTTCAGTTTTTAATTCCCTGACCTATTTTAATGGCGCAGG (SEQ ID NO: 125). 
 
Se realizó amplificación por PCR del ADN cromosómico de Escherichia coli MG1655 como molde y usando los 25 
cebadores de las SEQ ID NO: 122 y 123 obtenidos como se ha descrito anteriormente, como resultado de lo cual se 
obtuvo un fragmento de ADN de aproximadamente 3 kb. Además, se realizó amplificación por PCR usando el ADN 
cromosómico de Escherichia coli MG1655 como molde y usando los cebadores de las SEQ ID NO: 124 y 125 
obtenidos como se ha descrito anteriormente, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN de 
aproximadamente 1,1 kb. Estos ADN obtenidos se digirieron con PstI, y estos fragmentos se ligaron juntos. Se 30 
realizó amplificación por PCR usando el ADN ligado como molde y usando 
AAGAACTCTAGAACAAAAAGGATAAAACAATGGCAAAAATGAGAGCCGTTGACGCGGCAATG (SEQ ID NO: 126) 
y GCCCCCAAGCTTTCAGTTTTTAATTCCCTGACCTATTTTAATGGCGCAGG (SEQ ID NO: 127) como cebadores, 
como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN. El fragmento de ADN obtenido se digirió con las enzimas 
de restricción XbaI y HindIII, y se ligó en un plásmido pGAPS que se había digerido con las enzimas de restricción 35 
XbaI y HindIII. Después de ello, se transformó Escherichia coli DH5α con el producto de ligamiento y se cultivó en 
una placa de agar LB que contenía espectinomicina, y se recuperó un plásmido de los transformantes obtenidos. 
 
Los plásmidos se digirieron con las enzimas de restricción ClaI y HindIII, y se recuperó un fragmento de ADN de 
aproximadamente 4 kb que albergaba pGAPS. El fragmento de ADN se sometió a tratamiento de extremos romos y 40 
auto-ligamiento. Se transformó Escherichia coli DH5α con el producto de ligamiento y se cultivó en una placa de 
agar LB que contenía 120 µg/ml de espectinomicina. Las células bacterianas que crecieron en la placa se cultivaron 
en un medio líquido LB que contenía 120 µg/ml de espectinomicina, como resultado de lo cual se obtuvieron 
transformantes. Se recuperó un plásmido de los transformantes obtenidos, como resultado de lo cual se obtuvo el 
plásmido pGAPS_gcl. 45 
 
[Ejemplo 36] 
 
<Obtención de la variante Pantoea ananatis PA> 
 50 
Se recuperó el plásmido RSFCPG de Pantoea ananatis AJ13601 (cepa depositada de patente BP-7207). El 
plásmido RSFCPG es un plásmido de resistencia a tetraciclina que tiene las enzimas glutamato deshidrogenasa, 
citrato sintasa y fosfoenolpiruvato carboxilasa que cataliza la reacción de biosíntesis de L-glutamato (JP-A n.º 2001-
333769). Pantoea ananatis AJ417 (cepa depositada de patente BP-8646) se transformó con RSFCPG usando el 
método de CaCl2 (Molecular Cloning, 3ª edición, Cold Spring Harbor press, 2001) y se cultivó en un medio líquido LB 55 
que contenía 10 µg/ml de tetraciclina, como resultado de lo cual se obtuvo Pantoea ananatis AJ417/RSFCPG (a 
partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante PA"). 
 
[Ejemplo 37] 
 60 
<Preparación de variante de Pantoea ananatis de gen aceB delecionado> 
 
Se conoce la secuencia completa del ADN genómico de Pantoea ananatis AJ13355 (cepa depositada de patente 
BP-6614) (número de acceso a GenBank AP012032), y también se ha informado de la secuencia de bases del gen 
que codifica la malato sintasa de Pantoea ananatis (a partir de ahora en este documento a veces mencionada como 65 
"PAaceB") (número de acceso a GenBank NC_017531). Para clonar una región que flanquea la secuencia de bases 
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del gen que codifica aceB (1.599 pb), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotídicos representados por  
 

GACTCTAGAGGATCCCCGGGATGACAGACTCGGTTATCAACAGTGAATTACTTTTCAG (SEQ ID NO: 128), 
GACGGGACGGCGGCTTTGTTGGCTTCCGCGTTATGAAAAAAGTAGAGAGC (SEQ ID NO: 129), 
TTGAGACACAACGTGGCTTTCCCAGCAAGGACAGCGCGCGCAATGAATG (SEQ ID NO: 130), y 5 
ATGACCATGATTACGAATTCTCAGGGAAGCAGGCGGTAGCCTGGCAGAGTCAG (SEQ ID NO: 131). 

 
Además, para clonar un gen de resistencia a kanamicina, se sintetizaron dos tipos de cebadores oligonucleotídicos 
representados por  
 10 

TTTTTCATAACGCGGAAGCCAACAAAGCCGCCGTCCCGTCAAGTCAGC (SEQ ID NO: 132) y 
CGCGCGCTGTCCTTGCTGGGAAAGCCACGTTGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGC (SEQ ID NO: 133). 

 
Se preparó el ADN genómico de Pantoea ananatis AJ417 y se realizó amplificación por PCR usando el ADN 
genómico obtenido como molde y un par de cebadores de la SEQ ID NO: 128 y la SEQ ID NO: 129, como resultado 15 
de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN que contenía una secuencia que flanquea el gen aceB (a partir de ahora 
en este documento mencionado a veces como "fragmento PAaceB-L"). Además, se realizó amplificación por PCR 
usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 130 y la SEQ ID NO: 131, como resultado de lo cual se obtuvo un 
fragmento de ADN que contenía una secuencia que flanqueaba el gen aceB (a partir de ahora en este documento 
mencionado a veces como "fragmento PAaceB-R"). Además, se realizó amplificación por PCR usando el plásmido 20 
pUC4K que tiene un gen de resistencia a kanamicina y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 132 y la SEQ 
ID NO: 133, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN que contenía el gen de resistencia a 
kanamicina (a partir de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento KanR"). El plásmido pUC18 
se trató con EcoRI y XmaI, preparando de ese modo un fragmento pUC18. Este fragmento PAaceB-L, fragmento 
PAaceB-R, fragmento KanR y fragmento pUC18 se recuperaron, y los fragmentos se mezclaron juntos y se trataron 25 
el kit de clonación In-fusion HD (Invitrogen). Se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α 
(NEB5a; New England Biolabs) con el producto de reacción y se cultivaron en una placa LB que contenía 30 µg/ml 
de kanamicina. Se recuperó un plásmido de los transformantes obtenidos, y se confirmó por secuenciación de ADN 
que el vector pUC 18 estaba construido de modo que estaba incluida la secuencia de "la secuencia flanqueante 5' 
de aceB_gen de resistencia a kanamicina_la secuencia flanqueante 3' de aceB". Se realizó PCR usando este 30 
plásmido como molde y usando GCCGCCGAATTCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACC (SEQ ID NO: 
134) y ATGACCATGATTACGAATTCTCAGGGAAGCAGGCGGTAGCCTGGCAGAGTCAG (SEQ ID NO: 135). El 
producto de amplificación se purificó y digirió con EcoRI, seguido por auto-ligamiento del fragmento resultante 
usando ADN ligasa (Takara), como resultado de lo cual se obtuvo un plásmido que no tenía origen de replicación. 
Se transformó Pantoea ananatis AJ417 con el plásmido obtenido y se cultivó en placa LB que contenía 30 µg/ml de 35 
kanamicina. Las colonias obtenidas se sometieron a PCR genómica y secuenciación de ADN, y se confirmó que el 
gen aceB estaba apropiadamente delecionado. Las bacterias obtenidas se transformaron con RSFCPG usando el 
método de CaCl2 y se cultivaron en medio LB que contenía 10 µg/ml de tetraciclina. La variante obtenida se llamó 
variante de Pantoea ananatis AJ417 de gen aceB delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a 
veces como "variante PA∆aceB"). 40 
 
[Ejemplo 38] 
 
<Preparación de variante de Pantoea ananatis de gen fumA delecionado> 
 45 
Se preparó el ADN genómico de Bacillus sutbtilis subespecie subtilis cepa 168 (ATCC 23857) y se realizó 
amplificación por un método de PCR usando el ADN genómico obtenido como molde y usando 
AGTCTAGAGATCCTTTTTAACCCATCAC (SEQ ID NO: 136) y AGTCTAGAAGTCGATAAACAGCAATATT (SEQ ID 
NO: 137) como cebadores. El fragmento de ADN obtenido se digirió con la enzima de restricción XhoI, obteniendo 
de ese modo un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kpb que contenía el gen sacB. El fragmento de ADN 50 
obtenido se mezcló con un fragmento de ADN preparado digiriendo el plásmido pHSG298 (Takara) con la enzima de 
restricción XhoI y sometiendo el producto resultante a tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos 
mezclados se ligaron usando una ligasa. Se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α (Toyobo 
Co., Ltd., DNA-903) con el producto de ligamiento resultante, y se obtuvieron transformantes que crecieron en la 
placa de agar LB que contenía 25 µg/ml de kanamicina. Se recuperó un plásmido de las células bacterianas 55 
obtenidas, como resultado de lo cual se obtuvo el plásmido pHSG-sacB, en que estaba insertado el fragmento de 
ADN que contiene el gen sacB en pHSG298. 
 
Se conoce la secuencia completa del plásmido pEA320, originalmente encontrado en Pantoea ananatis AJ13355, 
(secuencia de referencia del NCBI NC_017533.1) y también se ha informado de la secuencia de bases del gen que 60 
codifica la fumarato hidratasa clase I (a partir de ahora en este documente a veces mencionada como "fumA"). Para 
clonar una región que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica fumA (1.647 pb), se sintetizaron cuatro 
tipos de cebadores oligonucleotídicos representados por GCAACGTTGGCTCTCATCT (SEQ ID NO: 138), 
CGGGATCCAAACACGCGGCGGAAAACA (SEQ ID NO: 139), CGGGATCCGTTAACGCAGGCTGAC (SEQ ID NO: 
140) y GCTGCTGGCGTACTGGTTC (SEQ ID NO: 141). 65 
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Se preparó el ADN genómico de Pantoea ananatis AJ417 y se realizó PCR usando el ADN genómico obtenido como 
molde y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 138 y la SEQ ID NO: 139, como resultado de lo cual se 
amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 0,7 kb (a partir de ahora en este documente mencionado a 
veces como "fragmento fumA-L"). Además, se realizó CR usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 140 y la 
SEQ ID NO: 141, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 0,9 kb (a partir 5 
de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento fumA-R"). 
 
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron, y cada uno del fragmento 
fumA-L y el fragmento fumA-R se digirió con BamHI. Los fragmentos resultantes se ligaron usando una ligasa y los 
extremos 5' del producto ligado se fosforilaron usando la polinucleótido quinasa T4. El fragmento de ADN obtenido 10 
se mezcló con un fragmento de ADN preparado digiriendo el pHSG-sacB descrito anteriormente con BamHI y 
sometiendo adicionalmente el producto resultante a tratamiento de extremos romos con la ADN polimerasa T4 y 
tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se 
transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) con el producto de 
ligamiento, y se obtuvieron los transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 25 µg/ml de 15 
kanamicina a 30 ºC. Se recuperó un plásmido de los transformantes obtenidos, y se confirmó que los dos 
fragmentos - el fragmento de la región flanqueante cadena arriba 5' y el fragmento de la región flanqueante cadena 
abajo 3' del gen que codifica fumA - estaban apropiadamente insertados en pHSG-sacB. El plásmido obtenido se 
llamó psacB-PAfumA. 
 20 
El plásmido psacB-PAfumA es replicable en Pantoea ananatis. Por lo tanto, para obtener un plásmido para 
delecionar el gen fumA que carece de un origen de replicación y que no se replicaría en Pantoea ananatis, se realizó 
amplificación por PCR usando psacB-PAfumA como molde y un par de cebadores de CTTTACACTTTATGCTTCC 
(SEQ ID NO: 142) y TTGAGCTCGAGAGGTCTGCCTCGTGA (SEQ ID NO: 143) que tiene un sitio de 
reconocimiento de SacI en el lado del extremo 5' del mismo, y como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de 25 
ADN de aproximadamente 5 kb. El fragmento de ADN obtenido se digirió con SacI y se permitió que ligara usando 
una ligasa, como resultado de lo cual se obtuvo el plásmido pPAfumA. El pPAfumA obtenido alberga el fragmento 
fumA-L, el fragmento fumA-R, el gen sacB y el gen de resistencia a kanamicina, pero sin origen de replicación. 
Pantoea ananatis AJ417 se transformó con pPAfumA por electroporación y se aplicó a una placa de agar LB que 
contenía 40 µg/ml de kanamicina. El clon de un único entrecruzamiento que creció en el medio anterior se cultivó 30 
durante una noche en un medio líquido LB, y parte del líquido de cultivo se aplicó a un medio de agar LB que 
contenía sacarosa al 10 % (p/v). 
 
Posteriormente, entre los clones obtenidos con el medio anterior, se seleccionaron los clones sensibles a 
kanamicina que crecieron en el medio que contiene sacarosa. Además, se amplificaron por PCR los ADN 35 
cromosómicos de estos clones usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 138 y la SEQ ID NO: 141, y se 
seleccionó una variante de la cual podía amplificarse un fragmento de aproximadamente 1,5 kpb, que indica 
deleción del gen fumA. La variante obtenida se llamó variante de Pantoea ananatis AJ417 de gen fumA delecionado 
(a partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante PA∆fumA"). 
 40 
[Ejemplo 39] 
 
<Preparación de variante de Pantoea ananatis de gen fumA delecionado, gen fumC delecionado> 
 
Para clonar una región que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica la fumarato hidratasa clase II (a 45 
partir de ahora en este documento a veces mencionada como " fumC") (1.398 pb), se sintetizaron cuatro tipos de 
cebadores oligonucleotídicos representados por TCGCCATGATGCTGCTGTG (SEQ ID NO: 144), 
CGGGATCCGACTTAGCGTCATCGGTTG (SEQ ID NO: 145), CGGGATCCGATGAAGATTGCTAACGACG (SEQ ID 
NO: 146) y TGATGCCGACAATATTACGC (SEQ ID NO: 147). 
 50 
Se preparó el ADN genómico de Pantoea ananatis AJ417 y se realizó PCR usando el ADN genómico obtenido como 
molde y usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 144 y la SEQ ID NO: 145, como resultado de lo cual se 
amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 0,8 kb (a partir de ahora en este documento mencionado a 
veces como "fragmento fumC-L"). Además, se realizó PCR usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 146 y la 
SEQ ID NO: 147, como resultado de lo cual se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 0,7 kb (a partir 55 
de ahora en este documento mencionado a veces como "fragmento fumC-R"). 
 
Estos fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Cada uno del fragmento 
fumC-L y el fragmento fumC-R se digirió con BamHI, y se permitió que estos fragmentos ligaran usando una ligasa, 
seguido por tratamiento de fosforilación de los extremos 5' usando la polinucleótido quinasa T4. El fragmento de 60 
ADN resultante se mezcló con un fragmento de ADN preparado digiriendo pHSG-sacB preparado en el Ejemplo 38 
con BamHI y sometiendo adicionalmente e producto resultante a tratamiento de extremos romos con la ADN 
polimerasa T4 y tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. 
Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α (fabricadas por Toyobo Co., Ltd.) 
con el producto de ligamiento resultante, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que 65 
contenía 25 µg/ml de kanamicina a 30 ºC. Se recuperó un plásmido de los transformantes obtenidos, y se confirmó 
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que los dos fragmentos - el fragmento de la región flanqueante cadena arriba 5' y el fragmento de la región 
flanqueante cadena abajo 3' del gen que codifica fumC - estaban insertados apropiadamente en pHSG-sacB. El 
plásmido obtenido se llamó psacB-PAfumC. 
 
El plásmido pPAfumC para delecionar el gen fumC que carece de un origen de replicación y no se replicaría en 5 
Pantoea ananatis se obtuvo del mismo modo que en el Ejemplo 38, excepto que se usó el plásmido psacB-PAfumC 
en lugar de psacB-PAfumA. Además, se seleccionaron clones sensibles a kanamicina que crecieron en un medio 
que contiene sacarosa del mismo modo que en el Ejemplo 38, excepto que se usó el plásmido pPAfumC en lugar de 
pPAfumA y que se usó la variante PA∆fumA en lugar de Pantoea ananatis AJ417. Se amplificó por PCR el ADN 
cromosómico de estos clones usando un par de cebadores de la SEQ ID NO: 138 y la SEQ ID NO: 141, y se 10 
seleccionó una variante de la cual podía amplificarse un fragmento de aproximadamente 1,5 kpb, que indica 
deleción del gen fumC. La variante obtenida se transformó con RSFCPG por el método de CaCl2 y se cultivó en 
medio LB que contenía 10 µg/ml de tetraciclina. La variante obtenida se llamó variante de Pantoea ananatis, de gen 
fumA delecionado, gen fumC delecionado (a partir de ahora en este documento abreviado a veces como "variante 
PA∆fumAC"). 15 
 
[Ejemplo 40] 
 
<Construcción de variantes de Pantoea ananatis para evaluación> 
 20 
Cada una de las variantes de Pantoea ananatis PA preparadas en el Ejemplo 36, la variante PA∆aceB preparada en 
el Ejemplo 37 y la variante PA∆fumAC preparada en el Ejemplo 39, se transformó con pGAPS preparado en el 
Ejemplo 34, pGAPS_gcl preparado en el Ejemplo 35, pMWGKC preparado en el Ejemplo 10, y/o 
pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc) del Ejemplo 21 por el método de CaCl2 o electroporación, y se aplicó a una placa de 
agarLB que contenía 30 µg/ml de cloranfenicol, 120 µg/ml espectinomicina y 15 µg/ml de tetraciclina. La colonia que 25 
creció en la placa se usó como la variante para evaluación. Las variantes obtenidas se resumen en la Tabla 13. 
 

Tabla 13 
Nombre de la variante Plásmido/variante Característica 

PA/vec pMWGKC/pGAPS/RSFCPG/P. ananatis 
Sin expresión de 
mtk, mcl y gcl 

PA/mtk_mcl pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/pGAPS/RSFCPG/P. ananatis 
Expresión de mtk 
y mcl, sin 
expresión de gcl 

PA/mtk_mcl/gcl pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/pGAPS_gcl/RSFCPG/P. ananatis 
Expresión de mtk, 
mcl y gcl 

PA∆aceB/mtk_mcl/ gcl 
pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/pGAPS_gcl/RSFCPG/P. 
ananatis∆aceB 

Expresión de mtk, 
mcl y gcl, 
alteración del gen 
aceB  

PA∆fumAC/mtk_mc l/gcl
pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc)/pGAPS_gcl/RSFCPG/P. 
ananatis∆fumAC 

Expresión de mtk, 
mcl y gcl, 
alteración del gen 
fumAC  

 
[Ejemplo 41] 30 
 
<Confirmación de la incorporación de CO2 marcado con 13C en glutamato en variantes de Pantoea> 
 
Cada una de las variantes diana de Pantoea se precultivo en un medio LB que contenía 30 µg/ml de cloranfenicol, 
120 µg/ml de espectinomicina y 15 µg/ml e tetraciclina a 30 ºC, a 220 r.p.m. Las células bacterianas se recogieron 35 
del precultivo por separación centrífuga (5.000 r.p.m. durante 5 minutos). Se prepararon 2 ml de medio mínimo de 
Pantoea (17 g/l de Na2HPO4·12H2O, 3 g/l de KH2PO4, 0,5 g/l de NaCl, 1 g/l de NH4Cl, MgSO4 10 mM, CaCl2 10 µM, 
50 mg/l de L-lisina, 50 mg/l de L-metionina, pH 6,0) que contenía 20 g/l de glucosa, 30 µg/ml de cloranfenicol, 120 
µg/ml de espectinomicina y 15 µg/ml de tetraciclina, y las células bacterianas obtenidas se añadieron al mismo de 
modo que la DO se ajustó al intervalo de 1 a 5. Después de sellar fuertemente el recipiente de cultivo, las células 40 
bacterianas se cultivaron a 30 ºC, a 220 r.p.m. durante 1 día. El líquido de cultivo se muestreó periódicamente y se 
retiraron las células bacterianas por separación centrífuga (12.000 r.p.m. durante 3 minutos). El sobrenadante 
obtenido se filtró a través de una membrana de filtro de PTFE hidrófila (Millipore Corporation, MSGVN2B50), 
obteniendo de ese modo una muestra de cultivo. Las variantes usadas como muestras de cultivo se resumen en la 
Tabla 13. 45 
 
Para medir el contenido de 13C de glutamato en cada muestra de cultivo, se añadieron 500 µl de MTBSTFA con 
TBDMSCl al 1 % (fabricado por Sigma-Aldrich Co., 375934) y 500 µl de DMF seca a una cantidad apropiada de la 
muestra, que se secó por, por ejemplo, secado por congelación o secado al vacío. La mezcla obtenida se calentó a 
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80 ºC durante 2 horas y después se separó por centrifugación (14.000 r.p.m. durante 5 minutos). El sobrenadante 
obtenido se analizó por GC-MS (Agilent 7890A y 5975c). Se midieron las áreas respectivas de los picos del espectro 
de masas a los pesos moleculares de 432, 433 y 434, cada uno de los cuales se asumió correspondiente a una 
estructura en que un grupo t-butilo estaba retirado de un derivado de glutamato. Aquí, se asume que el peso 
molecular de 432 corresponde a una estructura en que todos los átomos están formados de los isótopos más 5 
abundantes, que el peso molecular de 433 corresponde a una estructura que contiene un neutrón y que el peso 
molecular 434 corresponde a una estructura que contiene dos neutrones. Los picos a los pesos moleculares de 432, 
433 y 434 se definieron como [M+0], [M+1] y [M+2], respectivamente. El valor de [M+1]/[M+0] se representó en el 
eje-x y el valor de [M+2]/[M+0] se representó en el eje-y. Los resultados del análisis se muestran en la Tabla 4. 
 10 
En la fermentación general de glutamato, se incorporan 13C derivado de NaH13CO3 mediante oxaloacetato en 
glutamato solamente en la posición C1 o C5. Por lo tanto, los valores mencionados anteriormente estarán 
posicionados en una línea de referencia. La línea de referencia se determina de acuerdo con las siguientes 
ecuaciones. 
 15 

x = (x0 - x0 x α + α)/(1 - α) 
 

y = (y0 - y0 x α + x0 x α)/(1 - α) 
 
α representa la relación del isótopo 13C en el carbono derivado de CO2 (en la posición C1 o la posición C5) en 20 
glutamato [≈13C/(13C+12C)]. x e y representan las coordenadas de un punto arbitrario sobre la línea de referencia. x0 e 
y0 representan los valores de x e y, asumiendo que la relación de isótopo de 12C en el carbono derivado de CO2 (en 
uno de la posición 1 y la posición 5 de glutamato) en glutamato es el 100 % y que las relaciones de isótopos de otros 
átomos son las mismas que sus relaciones de isótopos naturales (es decir, los valores de x e y, si α=0). x0 e y0 se 
establecieron a 0,358527 y 0,16822084314, respectivamente. Resolviendo las ecuaciones anteriores, se expresa la 25 
línea de referencia en la siguiente ecuación. 
 

y = x0·x + y0 - x0
2 

 
En la ruta intrínseca de producción de glutamato, se fija 13C derivado de NaH13CO3 por una enzima de fijación de 30 
dióxido de carbono tal como fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), piruvato carboxilasa (pyc) o fosfoenolpiruvato 
carboxiquinasa (pck), y se incorpora mediante oxaloacetato en glutamato en la posición C1 o la posición C5. Aunque 
los valores de [M+1] y [M+2] varían dependiendo de las relaciones de 12CO2 y 13CO2 incorporado por ppc, los valores 
se representan siempre sobre la línea de referencia en un caso en que la incorporación sucede en una única 
posición. Por otro lado, en el caso de que funcione la ruta pretendida de fijación de dióxido de carbono, 13C se 35 
incorpora en glutamato mediante oxaloacetato y acetil-CoA. En este caso, existe una posibilidad de que se incorpore 
13C en glutamato tanto en la posición C1 como en la posición C5, como resultado de lo cual el valor [M+2] debe 
aumentarse para dar un valor representado por encima de la línea de referencia. 
 
Como se muestra en la Fig. 4, cada una de la variante PA/mtk_mcl_gcl, la variante PA∆aceB/mtk_mcl_gcl y la 40 
variante PA∆fumAC/mtk_mcl_gcl dieron un valor representado significativamente por encima de la línea de 
referencia. Es decir, se cree que el CO2 fijado se incorporaba en glutamato mediante acetil-CoA. Por otro lado, la 
cepa de control (PA/vec) daba un valor representado sobre la línea de referencia y no se observaba incorporación 
de 13C mediante acetil-CoA. Asimismo, no se observaba incorporación de 13C mediante acetil-CoA en la variante en 
que solamente se introducía mtk+mcl (PA/mtk_mcl). Se cree que, como Pantoea ananatis no tiene gcl, conferir 45 
solamente mtk y mcl era insuficiente para permitir la conversión adicional de glioxilato y, por lo tanto, la reacción no 
continuaba adicionalmente. A partir de estos resultados, se demostró que, como se muestra en la Fig. 1, no 
solamente la introducción de mtk y mcl, sino también la unión a la ruta gcl cadena abajo son necesarios para la 
conversión de CO2 en acetil-CoA. 
 50 
[Ejemplo 42] 
 
<Producción de glutamato por variantes de Pantoea> 
 
Se midió la cantidad de glutamato y las cantidades de subproductos en el líquido de cultivo en el Ejemplo 41. La 55 
cantidad de glutamato en la muestra de cultivo se midió usando HPLC (2695, Waters) equipada con una columna 
NN-814 (Showa Denko K.K.) y un detector UV/Vis (2489, Waters). Las cantidades de glucosa y otros productos en el 
filtrado se midieron usando HPLC (2695, Waters) equipada con una columna ULTRON PS-80H (Shinwa Chemical 
Industries Ltd.) y un detector de IR (2414, Waters). Los resultados se muestran en las Tablas 14 y 15. 
 60 

E12819719
19-10-2016ES 2 599 482 T3

 



56 

Tabla 14 

Nombre de la variante Rendimiento relativo al consumo de azúcar (24 h) 
Confirmación de incorporación de 

13C 
PA/vec 9 % - 
PA/mtk_mcl 10 % - 
PA/mtk_mcl/gcl 11 % + 
PA∆aceB/mtk_mcl/gcl 16 % + 
PA∆fumAC/mtk_mcl/gcl 16 % + 

 
 

Tabla 15 

Nombre de la variante 

Subproductos (g/l/24 h) 

Etanol Piruvato Succinato Lactato Acetato 2,3-BDO 
Cantidad 
total de 

subproducto 
PA/vec 0,0 0,0 4,3 0,8 0,0 0,7 5,8 
PA/mtk_mcl 0,0 0,0 3,0 0,5 1,7 0,1 5,2 
PA/mtk_mcl/gcl 0,0 0,0 3,2 0,5 1,2 0,1 5,0 
PA∆aceB/mtk_mcl/gcl 0,0 0,0 0,3 0,4 0,0 0,0 0,7 
PA∆1fumAC/mtk_mcl/gcl 0,1 0,0 0,0 0,7 3,7 0,0 4,6 

 5 
La variante mtk+mcl+gcl inducido (PA/mtk_mcl/gcl) mostró un rendimiento mejorado relativo al consumo de azúcar, 
en comparación con la cepa de control (PA/vec) y la variante mtk+mcl inducido (PA/mtk_mcl). En el caso de 
alteración del gen aceB o el gen fumA-C (PA∆aceB/mtk_mcl/gcl, PA∆fumAC/mtk_mcl/gcl), el rendimiento relativo al 
consumo de azúcar se aumentó adicionalmente. 
 10 
Respecto a las cantidades de subproductos, en comparación con la cepa de control (PA/vec), se descubrió que, 
inesperadamente, las cantidades de succinato y 2,3-butanodiol (2,3-BDO) se reducían y la cantidad de subproductos 
se reducían en la variante de mtk+mcl+gcl introducido (PA/mtk_mcl/gcl). Además, en comparación con la variante 
sin alteración en el gen aceB (PA/mtk_mcl/gcl), se reveló que, inesperadamente, las cantidades de succinato y 
acetato estaban reducidas, y también la cantidad total de subproductos estaba notablemente reducida en la variante 15 
de gen aceB alterado (PA∆aceB/mtk_mcl/gcl). En la variante de gen fumAC alterado (PA∆fumAC/mtk_mcl/gcl), la 
cantidad de succinato estaba notablemente disminuida en comparación con la variante sin alteración en el gen 
fumAC (PA/mtk∆mcl/gcl), pero la cantidad de acetato estaba aumentada y la cantidad total de subproductos estaba 
reducida. Estas variantes eran industrialmente preferibles, ya que una cantidad más pequeña de subproductos 
permite una reducción significativa en la carga de purificación cuando se recoge glutamato de un líquido de cultivo. 20 
 
El efecto anterior de disminución de los subproductos se observó de forma similar en la variante PA que no tiene 
RSFCPG. 
 
[Ejemplo 43] 25 
 
<Preparación del plásmido pCASET> 
 
Se realizó amplificación por un método de PCR usando pHSG298 (Takara) como molde y usando 
CGCCTCGAGTGACTCATACCAGGCCTG (SEQ ID NO: 148) y CGCCTCGAGGCAACACCTTCTTCACGAG (SEQ 30 
ID NO: 149) como cebadores, y el fragmento de ADN obtenido se digirió con la enzima de restricción XhoI y se 
permitió que ligara usando una ligasa. Después de ello se transformaron células competentes de Escherichia coli 
DH5α (Toyobo Co., Ltd., DNA-903) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en 
una placa de agar LB que contenía 25 µg/ml de kanamicina. Se recuperaron los plásmidos de las células 
bacterianas obtenidas, y un plásmido en que estaba insertado un sitio de reconocimiento de XhoI en pHSG298 se 35 
llamó pHSG298-XhoI. 
 
Para obtener el promotor tac, se realizó amplificación por un método de PCR usando pKK223-3 (Pharmacia) como 
molde y usando ATCATCCAGCTGTCAGGCAGCCATCGGAAG (SEQ ID NO: 150) y ATCCCCGGGAATTCTGTT 
(SEQ ID NO: 151) como cebadores, y el fragmento de ADN obtenido se digirió con las enzimas de restricción PvuII y 40 
SmaI, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN de aproximadamente 0,2 kpb que codifica el 
promotor tac. El fragmento de ADN obtenido se mezcló con un fragmento de ADN de aproximadamente 2,4 kpb 
preparado digiriendo el plásmido pHSG298-XhoI con la enzima de restricción PvuII y sometiendo el producto 
resultante a tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después 
de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α (Toyobo Co., Ltd., DNA-903) con el 45 
producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenía 25 
µg/ml de kanamicina. Se recuperó un plásmido de las células bacterianas obtenidas, obteniendo de ese modo un 
plásmido pHSGT1 en que el promotor lac de pHSG298-XhoI está remplazado por el promotor tac y el promotor tac 
está insertado en la misma dirección que el promotor lac original. 
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Para ligar el sitio de clonación múltiple de pHSG298 corriente abajo del promotor tac de pHSGT1, se digirió 
pHSG298 con las enzimas de restricción EcoRI y ClaI, obteniendo de ese modo un fragmento de ADN de 
aproximadamente 1,0 kpb que contenía el sitio de clonación múltiple de pHSG298. El fragmento de ADN obtenido se 
mezcló con un fragmento de ADN de aproximadamente 1,7 kpb preparado digiriendo el plásmido pHSGT1 con las 
enzimas de restricción EcoRI y ClaI, y sometiendo el producto resultante a tratamiento con fosfatasa alcalina, y los 5 
fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de 
Escherichia coli DH5α (Toyobo Co., Ltd., DNA-903) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes 
que crecieron en una placa de agar LB que contenía 25 µg/ml de kanamicina. Se recuperó un plásmido de las 
células bacterianas obtenidas, obteniendo de ese modo un plásmido pHSGT2 en que el sitio de clonación múltiple 
de pHSG298 está ligado corriente abajo del promotor tac. 10 
 
El siguiente fragmento de ADN (SEQ ID NO: 152) que contiene el origen de replicación, repA y repB de pCASE1 
(Appl Microbiol Biotechnol (2009) 81:1107-1115) aislado de Corynebacterium casei JCM 12072 se preparó por 
síntesis de ADN. La secuencia del mismo se muestra a continuación. 
 15 
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El fragmento de ADN preparado se digirió con la enzima de restricción XhoI. El fragmento de ADN obtenido se 
mezcló con un fragmento de ADN preparado digiriendo el plásmido pHSGT2 con la enzima de restricción XhoI y 
sometiendo el producto resultante a tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos mezclados se ligaron 
usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli DH5α (Toyobo Co., 
Ltd., DNA-903) con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB 5 
que 25 µg/ml de kanamicina. Se recuperaron los plásmidos de las células bacterianas obtenidas, y un plásmido en 
que el fragmento de ADN que contenía el origen de replicación, repA y repB de pCASE1 está insertado en el sitio de 
reconocimiento de XhoI de pHSGT2 se llamó pCASET. En el pCASET recuperado, el repA derivado de pCASE1 
estaba insertado en la dirección opuesta con respecto al promotor tac. 
 10 
[Ejemplo 44] 
 
<Construcción del plásmido pCASEL> 
 
El fragmento de ADN sintetizado en el Ejemplo 43 (SEQ ID NO: 152) que contiene el origen de replicación, repA y 15 
repB de pCASE1 se digirió con la enzima de restricción XhoI. El fragmento de ADN obtenido se mezcló con un 
fragmento de ADN preparado digiriendo el plásmido pHSG298-XhoI preparado en el Ejemplo 43 con la enzima de 
restricción XhoI y sometiendo el producto resultante a tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos 
mezclados se ligaron usando una ligasa. Después de ello, se transformaron células competentes de Escherichia coli 
DH5α con el producto de ligamiento, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que 25 20 
µg/ml de kanamicina. Se recuperaron los plásmidos de las células bacterianas obtenidas, y un plásmido en que el 
fragmento de ADN que contenía el origen de replicación, repA y repB de pCASE1 está insertado en el sitio de 
reconocimiento de XhoI de pHSG298-XhoI se llamó pCASEL. En el pCASEL recuperado, el repA derivado de 
pCASE1 estaba insertado en la dirección opuesta con respecto al promotor lac derivado de pHSG298. 
 25 
[Ejemplo 45] 
 
<Construcción del plásmido de expresión para mtk y mcl derivado de Methylococcus capsulatus> 
 
 30 
Se realizó PCR usando pMWGKC_mcl(Mc)_mtk(Mc) como molde y usando un par de cebadores de 
GGAATTCACAAAAAGGATAAAACAATGGCTGTCAAGAACCGTCTAC (SEQ ID NO: 153) y 
CGAATTCTCAGAATCTGATTCCGTGTTCCTG (SEQ ID NO: 154), como resultado de lo cual se obtuvo un 
fragmento de ADN que contenía mcl-mtk de Methylococcus. Cada uno de los cebadores de las SEQ ID NO: 153 y 
154 tiene un sitio de reconocimiento EcoRI en el lado del extremo 5'. Cada uno del fragmento de ADN obtenido y el 35 
plásmido pCASET se digirieron con EcoRI, y se permitió que los fragmentos resultantes ligaran. Por secuenciación 
de ADN, se confirmó que el fragmento mcl-mtk estaba insertado en la dirección apropiada para la expresión con el 
promotor del plásmido. El plásmido obtenido se llamó pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc) o pCASEL_mcl(Mc)_mtk(Mc). 
 
[Ejemplo 46] 40 
 
<Construcción de plásmidos de expresión para mtk derivado de Granulibacter bethesdensis, Nitrosomonas 
europaea, y Hyphomicrobium methylovorum> 
 
Se transformaron células de Escherichia coli dam-/-dcm competentes (New England Biolabs) con cada uno de 45 
pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Gb), pMWGKC_mcl(Hme)_mtk(Hme)_mcl, y pMWGKC_mcl(Ne)_mtk(Ne), y se cultivaron 
en medio LB que contenía 30 µg/ml de cloranfenicol. Se recuperó un plásmido de las mismas digerido con las 
enzimas de restricción EcoRI y XbaI, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN de 
aproximadamente 3 kb que contenía mtk y mcl. El fragmento de ADN que contenía mtk y mcl se ligó en un plásmido 
pCASEL que se había digerido con las enzimas de restricción EcoRI y XbaI, preparando de ese modo los vectores 50 
pCASEL_mcl(Hme)_mtk(Gb), pCASEL_mcl(Hme)_mtk(Hme), y pCASEL_mcl(Ne)_mtk(Ne) para expresar mtk y mcl 
en Corynebacterium. Cada uno de estos vectores tiene mtk de Granulibacter bethesdensis, Nitrosomonas europaea, 
o Hyphomicrobium methylovorum. 
 
Los plásmidos para Corynebacterium preparados se resumen en la Tabla 16. 55 
 

Tabla 16 
Número de 

variante 
Plásmido Origen de mtk Origen de mcl 

MT-9 pCASEL_mcl(Hme)_mtk(Gb) Granulibacter bethesdensis Hyphomicrobium methylovorum 
MT-10 pCASEL_mcl(Hme)_mtk(Hme) Hyphomicrobium methylovorum Hyphomicrobium methylovorum 
MT-11 pCASEL_mcl(Ne)_mtk(Ne) Nitrosomonas europaea Nitrosomonas europaea 
MT-12 pCASEL_mcl(Mc)_mtk(Mc) Methylococcus capsulatus Methylococcus capsulatus 
MT-13 pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc) Methylococcus capsulatus Methylococcus capsulatus 
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[Ejemplo 47] 
 
<Medición de actividad mtk en Corynebacterium> 
 
Se transformó Corynebacterium glutamicum ATCC 13012 con cada uno de los plásmidos preparados en el Ejemplo 5 
45 y Ejemplo 46 por electroporación. El resultante se aplicó a una placa de agar LB que contenía 15 µg/ml de 
kanamicina y se cultivó a 30 ºC durante 1 a 4 días. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 ºC durante 1 a 4 días 
en un medio líquido LB que contenía 15 µg/ml de kanamicina, y se recogieron las células bacterianas por separación 
centrífuga. Las células bacterianas se suspendieron en tampón MOPS-K (pH 7,7) y la suspensión obtenida se 
machacó con perlas de vidrio de 0,1 mm usando un Beads Shocker (MB5000, Yasui Kikai Corporation). Después de 10 
ello, el sobrenadante obtenido por separación centrífuga (13.000 rpm durante 2 minutos) se usó como extracto 
enzimático en bruto mutante. La actividad en las células bacterianas se midió usando el extracto del mismo modo 
que en el Ejemplo 16. Los resultados se muestran en la Tabla 17. 
 

Tabla 17 15 
Número de 

variante 
Plásmido Actividad (nmol/min/mg) 

MT-9 pCASEL_mcl(Hme)_mtk(Gb) 5,5 
MT-10 pCASEL_mcl(Hme)_mtk(Hme) 8,3 
MT-11 pCASEL_mcl(Ne)_mtk(Ne) 11,0 
MT-12 pCASEL_mcl(Mc)_mtk(Mc) 51,3 
MT-13 pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc) 99,1 

 
En un caso en que se usó el plásmido pCASEL como vector de expresión, el plásmido que expresaba mtk derivado 
de Methylococcus capsulatus proporcionaba el mayor valore de actividad. Además, en comparación con la Tabla 9, 
se observó casi la misma co-relación entre mtk que tiene alta actividad y mtk que tiene baja actividad. La evaluación 
de las actividades de mtk derivado de Methylococcus capsulatus introducido en pCASEL y el introducido en pCASET 20 
mostró una mayor actividad en la variante que tiene mtk introducido en pCASET. 
 
[Ejemplo 48] 
 
<Construcción del plásmido de expresión para mtk, mcl, gcl, y glxR en Corynebacterium> 25 
 
Se adquirió Rhodococcus jostii NBRC16295 del NBRC (Biological Resource Center, Biotechnology Field, National 
Institute of Technology and Evaluation). NBRC16295 se cultivó en un medio (número de medio: 802, NBRC), y se 
obtuvo el ADN genómico del mismo usando el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN). Se realizó PCR usando este 
ADN genómico como molde y usando 30 
CGAGCTCAAGCTTACAAAAAGGATAAAACAATGAGCACCATTGCATTCATCGG (SEQ ID NO: 155) y 
CGGGATCCCTAGTCCAGCAGCATGAGAG (SEQ ID NO: 156) como cebadores, como resultado de lo cual se 
obtuvo un fragmento glxR-gcl de Rhodococcus (SEQ ID NO: 157). El fragmento obtenido se digirió con SacI y 
BamHI, y el resultante se ligó a un fragmento obtenido digiriendo pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc) con SacI y BamHI. El 
plásmido obtenido se llamó pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc)_glxR(Rj)_gcl(Rj). 35 
 
[Ejemplo 49] 
 
<Construcción de variante de Corynebacterium glutamicum para evaluación de la producción de glutamato e 
incorporación de 13C> 40 
 
Se transformó Corynebacterium glutamicum DSM1412 (a partir de ahora en este documento mencionado a veces 
como "cepa CG") con cada uno de los plásmidos construidos en los Ejemplos 43, 45 y 48 por electroporación, y se 
aplicó a una placa de agar LB que contenía 15 µg/ml de kanamicina. La colonia que creció en la placa se usó como 
la variante para la evaluación. Las variantes obtenidas se resumen en la Tabla 18. 45 
 

Tabla 18 
Nombre de la variante Plásmido/variante Características 

CG/vec pCASET / C. glutamicam Sin mtk, mcl, gcl, y glxR 

CG/mtk_mcl pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc) / C. glutamicam 
Expresión de mtk y mcl, 
Sin gcl y glxR 

CG/mtk_mcl/gcl-glxR pCASET_mcl(Mc)_mtk(Mc)_glxR(Rj)_gcl(Rj) / C. glutamicam 
Expresión de mtk, mcl, gcl, 
y glxR 
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[Ejemplo 50] 
 
<Confirmación de la introducción de CO2 marcado con 13C en glutamato en variantes de Corynebacterium> 
 
Cada una de las variantes del microorganismo a analizarse se cultivó en 2 ml de medio líquido LB que contenía 15 5 
µg/ml de kanamicina a 30 ºC y 280 rpm hasta que se consiguió suficiente crecimiento. En un matriz Erlenmeyer de 
100 ml equipado con palas agitadoras, se prepararon 10 ml de medio mínimo [30 g/l de (NH4)2SO4, 3 g/l de 
Na2HPO4, 6 g/l de KH2PO4, 2 g/l NaCl, 84 mg/l de CaCl2, 3,9 mg/l de FeCl3, 0,9 mg/l de ZnSO4·7H2O, 0,3 mg/l de 
CuCl2 H2O, 5,56 mg/l de MnSO4·5H2O, 0,1 mg/l de (NH4)gMo7O24·4H2O, 0,3 mg/l de Na2B4O7·10H2O, 0,4 g/l 
MgSO4·7H2O, 40 mg/l de FeSO4·7H2O, 500 µg/l de vitamina B1HCl, 0,1 g/l de EDTA, 10 µg/l de biotina] para 10 
Corynebacterium que contiene 20 g/l de glucosa y 15 µg/ml de kanamicina. Se añadió al mismo 1 ml de cultivo en el 
medio líquido LB anterior, y la mezcla se cultivó durante 1 a 4 días hasta que se consiguió suficiente crecimiento, 
mediante lo cual se obtuvo un pre-cultivo. A partir del pre-cultivo, se recogieron células bacterianas por separación 
centrifuga (5.000 rpm durante 15 minutos). 
 15 
Se prepararon 2 ml del medio mínimo para Corynebacterium (la concentración final de biotina se cambió a 2 µg/l) 
que contenía hidrogenocarbonato sódico (marcado con 13C) 100 mM, 20 g/l de glucosa, Tween 60 al 1,5 % (p/v) 
(fabricado por Sigma-Aldrich Co.), y 15 µg/ml de kanamicina, y las células bacterianas del pre-cultivo se añadieron al 
mismo de modo que la DO se ajustara al intervalo de 1 a 5. Después de sellar fuertemente el recipiente de cultivo, 
las células bacterianas se cultivaron a 30 ºC y 150 rpm durante 1 a 2 días. El líquido de cultivo se muestreó 20 
periódicamente y se retiraron las células bacterianas por separación centrifuga (Millipore Corporation, 12.000 rpm 
durante 3 minutos). El sobrenadante obtenido se filtró a través de un filtro de membrana de PTFE hidrófilo (Millipore 
Corporation, MSGVN2B50), obteniendo de ese modo una muestra de cultivo. El contenido de 13C de la muestra de 
cultivo se analizó del mismo modo que en el Ejemplo 41. Es decir, se definieron áreas respectivas de los picos a 
pesos moleculares de 432, 433 y 434 en análisis GC-MS como [M], [M+1] y [M+2], respectivamente, y el valor de 25 
[M+1]/[M] se representó en el eje-x y el valor de [M+2]/[M] se representó en el eje-y. La línea de referencia se obtuvo 
por un cálculo de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 41. 
 
Basándose en la Fig. 5, la variante de mtk+mcl+gcl+glxR-introducido (CG/mtk_mcl_gcl_glxR) dio un valor 
representado por encima de la línea de referencia, y se cree que el CO2 fijado se incorporaba en glutamato mediante 30 
acetil-CoA. Por otro lado, la cepa de control (CG/vec), dio un valore representado casi en la línea de referencia, y no 
se observó incorporación de 13C mediante acetil-CoA. Asimismo, la variante de mtk + mcl introducidos (CG/mtk_mcl) 
dio un valor representado casi sobre la línea de referencia, y no se observó incorporación de 13C mediante acetil-
CoA. Se cree que, como Corynebacterium glutamicum no tiene gcl y glxR, conferir solamente mtk y mcl era 
insuficiente para permitir que la reacción continuara, como en el caso de Pantoea ananatis. 35 
 
[Ejemplo 51] 
 
<Ensayo para la producción de glutamato en variantes de Corynebacterium> 
 40 
Se midió la cantidad de glutamato y las cantidades de subproductos en el líquido de cultivo en el Ejemplo 50. Del 
mismo modo que en el Ejemplo 42, se analizó el glutamato, glucosa y otros compuestos orgánicos en el líquido de 
cultivo. Los resultados se muestran en las Tablas 19 y 20. 
 

Tabla 19 45 
Nombre de la variante Rendimiento relativo al consumo de azúcar (24h) Resultado del análisis de 13C

CG/vec 2 % - 
CG/mtk_mcl 3 % - 
CG/mtk_mcl_gcl_glxR 6 % + 

 
Tabla 20 

Nombre de la variante 
Subproductos (g/l/24h) 

Etanol Piruvato Succinato Lactato Acetato Cantidad total de subproductos 
CG/vec 0,0 0,0 0,2 1,6 0,3 2,1 
CG/mtk_mcl 0,0 0,0 0,3 1,6 0,3 2,2 
CG/mtk_mcl_gcl_glxR 0,0 0,0 0,1 0,6 0,2 0,9 
 
La variante de mtk+mcl+gcl+glxR-introducido (CG/mtk_mcl_gcl_glxR) mostró un rendimiento mejorado relativo al 
consumo de azúcar, en comparación con la cepa de control (CG/vec) y la variante (CG/mtk_mcl) en que solamente 50 
se introdujo mtk+mcl. 
 
Respecto a las cantidades de subproductos, en comparación con la cepa de control (CG/vec), se descubrió que, 
inesperadamente, la cantidad de lactato estaba principalmente reducida y la cantidad total de subproductos estaba 
reducida en la variante de mtk+mcl+gcl+glxR-introducido (CG/mtk_mcl_gcl_glxR). En la variante (CG/mtk_mcl) en 55 
que solamente se introdujo mtk + mcl, las cantidades de subproductos eran casi iguales a las de la cepa de control. 
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[Ejemplo 52] 
 
<Potenciación de la actividad por introducción de mutaciones en el gen de la malato tioquinasa derivado de 
Methylobacterium extorquens> 
 5 
Se realizó PCR usando pMWGKC_mtk(Mex)_mcl como molde y cada uno de los pares de cebadores mostrados en 
la Tabla 21. El molde se digirió con la enzima de restricción DpnI. Después de ello, se transformaron células 
competentes de Escherichia coli DH5α con el producto obtenido, y se obtuvieron transformantes que crecieron en 
una placa de agar LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 ºC durante 
una noche en un medio líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol. Se recuperó un plásmido de una parte del 10 
líquido de cultivo y se comprobó la secuencia de ADN del mismo. Se usó un plásmido en que estaba 
apropiadamente introducida la mutación pretendida como la muestra mutante. Esta muestra se pre-cultivó en un 
medio líquido LB que contenía 10 µg/ml de cloranfenicol, y después se inoculó en 3 ml de medio líquido LB que 
contenía 10 µg/ml de cloranfenicol y se cultivó a 30 ºC y 280 rpm durante una noche. Se separaron 2 ml del cultivo 
por centrifugación a 10.000 rpm durante 5 minutos para retirar el sobrenadante, y se añadieron 2 ml de tampón 15 
fosfato 10 mM (pH 7,0) al mismo, seguido por lavado de las células. La operación de lavado se repitió una vez, y las 
células se suspendieron en 500 µl de tampón fosfato 10 mM (pH 7,0). La suspensión obtenida se machacó con 
perlas de vidrio de 0,1 mm usando un Beads Shocker (MB5000, Yasui Kikai Corporation), y el sobrenadante 
obtenido por separación centrífuga (13.000 rpm durante 2 minutos) se usó como extracto enzimático en bruto 
mutante. 20 
 
La actividad de cada extracto enzimático en bruto mutante se evaluó de acuerdo con el método descrito en el 
Ejemplo 16. Los resultados se muestran en la Tabla 21. Como resultado, la mutación Q244E en mtkB y la mutación 
L144I en mtkB mejoraron el valore de actividad en comparación con mtkB no mutado. Además, se mejoró la 
actividad introduciendo otro aminoácido en la posición Q244 de mtkB, cuando el aminoácido introducido era A, L, I, 25 
M, N, Y, K, o R. Además, se mejoró la actividad introduciendo una mutación en la posición L144 de mtkB, cuando el 
aminoácido introducido era N, D, K, R, H, Q, o P. 
 

Tabla 21 
Tipo de mutación Actividad relativa Posición 

(Tipo silvestre) (1) — 
mtkB_Q244E 1,9 158, 159 
mtkB_Q244A 1,2 160, 161 
mtkB_Q244L 1,1 162, 163 
mtkB_Q244I 1,2 164, 165 
mtkB_Q244M 1,1 166, 167 
mtkB_Q244N 1,2 168, 169 
mtkB_Q244Y 1,1 170, 171 
mtkB_Q244K 1,3 172, 173 
mtkB_Q244R 1,3 174, 175 
mtkB_L144I 1,1 176, 177 
mtkB_L144N 2,1 178, 179 
mtkB_L144D 1,8 180, 181 
mtkB_L144K 1,5 182, 183 
mtkB_L144R 1,9 184, 185 
mtkB_L144H 1,4 186, 187 
mtkB_L144Q 1,4 188, 189 
mtkB_L144P 2,4 190, 191 

 30 
De acuerdo con la invención, el CO2 puede convertirse en acetil-CoA. Además, de acuerdo con la invención, las 
sustancias derivadas de acetil-CoA tales como alcohol isopropílico, acetona y ácido glutámico pueden producirse de 
forma eficaz. 
 
La descripción de la solicitud de patente japonesa n.º 2011-167808 presentada el 29 de julio de 2011 se incorpora 35 
en este documento por referencia en su totalidad. 
 
Todas las publicaciones, solicitudes de patente y normas técnicas mencionadas en esta memoria descriptiva se 
incorporan en este documento por referencia en la misma medida que si cada publicación individual, solicitud de 
patente o norma técnica estuviera indicada específica e individualmente como incorporada por referencia. 40 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 

 
<110> Mitsui Chemicals, Inc. 
 45 
<120> Microorganismo que contiene una ruta de fijación de carbono  
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<130> P0011000634 
 
<150> JP2011-167808 
<151> 29-07-2011 
 5 
<160> 191 
 
<170> PatentIn versión 3.4 
 
<210> 1 10 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador 
 
<400> 1 
cgctcaattg caatgattga cacgattccg  30 
 20 
<210> 2 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 2 
acagaattcg ctatttgtta gtgaataaaa gg  32 30 
 
<210> 3 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 3 40 
cgaattcgct ggtggaacat atgaaaacaa aattgatgac attacaagac  50 
 
<210> 4 
<211> 30 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 50 
<400> 4 
gcggtacctt atttgctctc ctgtgaaacg  30 
 
<210> 5 
<211> 31 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 60 
 
<400> 5 
gctctagatg ctgaaatcca ctagtcttgt c  31 
 
<210> 6 65 
<211> 29 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 5 
 
<400> 6 
tactgcagcg ttccagcacc ttatcaacc  29 
 
<210> 7 10 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador 
 
<400> 7 
ggtctagagc aatgattgac acgattccg  29 
 20 
<210> 8 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 8 
caggaattcg ctatatctgg ctctgcacg  29 30 
 
<210> 9 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 9 40 
cagtctagag caatactctt ctgattttga g  31 
 
<210> 10 
<211> 29 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 50 
<400> 10 
cagtctagat catcgtcgat atgtaggcc  29 
 
<210> 11 
<211> 29 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 60 
 
<400> 11 
gacctgcaga tcatccgtca gctgtacgc  29 
 
<210> 12 65 
<211> 29 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 5 
 
<400> 12 
ggaattcggg tcaattttca ccctctatc  29 
 
<210> 13 10 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador 
 
<400> 13 
gtgggccgtc ctgaaggtac aaaagagata gattctc  37 
 20 
<210> 14 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 14 
ctcttttgta ccttcaggac ggcccacaaa tttgaag  37 30 
 
<210> 15 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 15 40 
ggaattccca gccccgcaag gccgatggc  29 
 
<210> 16 
<211> 31 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 50 
<400> 16 
cgccatatga atggcgcggc ggggccggtg g  31 
 
<210> 17 
<211> 28 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 60 
 
<400> 17 
tggagctctg tttactcctg tcaggggg  28 
 
<210> 18 65 
<211> 33 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 5 
 
<400> 18 
tggagctctc tgatttaatc aacaataaaa ttg  33 
 
<210> 19 10 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador 
 
<400> 19 
cgggatccac caccataacc aaacgacgg  29 
 20 
<210> 20 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 20 
ggaattcgac catcgcttac ggtcaattg  29 30 
 
<210> 21 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 21 40 
gagcggcaag aaagactttc tccagtgatg ttg  33 
 
<210> 22 
<211> 32 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 50 
<400> 22 
ggagaaagtc tttcttgccg ctcccctgca ac  32 
 
<210> 23 
<211> 27 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 60 
 
<400> 23 
ggaattcttt agcaaatggc tttcttc  27 
 
<210> 24 65 
<211> 30 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 5 
 
<400> 24 
ggaattcatt cagctgttgc gcatcgattc  30 
 
<210> 25 10 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador 
 
<400> 25 
cggttgttgt tgccgtgcag ctcctcgtca tggatc  36 
 20 
<210> 26 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 26 
ggagctgcac ggcaacaaca accgttgctg actg  34 30 
 
<210> 27 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 27 40 
ggaattccag gcaggtatca ataaataac  29 
 
<210> 28 
<211> 29 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 50 
<400> 28 
ggaattccag gagaaagggc tggcacggg  29 
 
<210> 29 
<211> 35 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 60 
 
<400> 29 
cttttttgac gctatgttta tctcctcgtt ttcgc  35 
 
<210> 30 65 
<211> 31 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 5 
 
<400> 30 
gagataaaca tagcgtcaaa aaagccccgg c  31 
 
<210> 31 10 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 15 
<223> artificial 
 
<400> 31 
ggaattccgt ccatcattgc taccagcc  28 
 20 
<210> 32 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> artificial 
 25 
<220> 
<223> artificial 
 
<400> 32 
cgccatatga tcgccagcgc gcgggatttt tc  32 30 
 
<210> 33 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> artificial 35 
 
<220> 
<223> artificial 
 
<400> 33 40 
cgagctctgt tctctcactt actgcctgg  29 
 
<210> 34 
<211> 28 
<212> ADN 45 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> artificial 
 50 
<400> 34 
atgagctctc tgcaacatac aggtgcag  28 
 
<210> 35 
<211> 29 55 
<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> artificial 60 
 
<400> 35 
cgggatccac tacgcgcacg atggtcaag  29 
 
<210> 36 65 
<211> 33 

ES 2 599 482 T3

 



68 

<212> ADN 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> artificial 5 
 
<400> 36 
cgagctacat atgcaatgat tgacacgatt ccg  33 
 
<210> 37 10 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> artificial 
 
<400> 37 
cgcgcgcatg ctatttgtta gtgaataaaa gg  32 
 20 
<210> 38 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 38 
aatatgcatg ctggtggaac atatgaaagg ttttgcaatg ctagg  45 30 
 
<210> 39 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador 39 
 
<400> 39 40 
acgcgtcgac ttataatata actactgctt taattaagtc  40 
 
<210> 40 
<211> 56 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 40 
 50 
<400> 40 
acgcgtcgac gctggtggaa catatgttaa aggatgaagt aattaaacaa attagc  56 
 
<210> 41 
<211> 44 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 60 
 
<400> 41 
gctctagagg taccttactt aagataatca tatataactt cagc  44 
 
<210> 42 65 
<211> 46 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 44 5 
 
<400> 42 
gctctagacg gagaaagtct tatggcggta acgcaaacag cccagg  46 
 
<210> 43 10 
<211> 45 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador 45 
 
<400> 43 
cgggatcccg gagaaagtct tatgaagcaa acagtttata tcgcc  45 
 20 
<210> 44 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 46 
 
<400> 44 
ccgctcgagc atatgctgtc gcaatgattg acacg  35 30 
 
<210> 45 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador 47 
 
<400> 45 40 
gctattccat atgcagggtt attgtctcat gagc  34 
 
<210> 46 
<211> 19 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 48 
 50 
<400> 46 
tcggcacgta agaggttcc  19 
 
<210> 47 
<211> 19 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 49 60 
 
<400> 47 
cgggtcgaat ttgctttcg  19 
 
<210> 48 65 
<211> 28 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 50 5 
 
<400> 48 
ctagatctga cagtaagacg ggtaagcc  28 
 
<210> 49 10 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador 51 
 
<400> 49 
ctagatctca gggttattgt ctcatgagc  29 
 20 
<210> 50 
<211> 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 52 
 
<400> 50 
ccgctcgagc atatgctgtc gcaatgattg acacg  35 30 
 
<210> 51 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador 53 
 
<400> 51 40 
gctattccat atgcagggtt attgtctcat gagc  34 
 
<210> 52 
<211> 55 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 54 
 50 
<400> 52 
aaaaggcgga attcacaaaa aggataaaac aatggacgtt cacgagtacc aagcc  55 
 
<210> 53 
<211> 46 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 55 60 
 
<400> 53 
catgcctgca ggtcgactct agaggcgagg ttctttttcc ggactc  46 
 
<210> 54 65 
<211> 48 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 56 5 
 
<400> 54 
ggatcctcta gactggtgga atatatgagc ttcaccctga tccagcag  48 
 
<210> 55 10 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 15 
<223> Cebador 57 
 
<400> 55 
ggcatgcaag cttttacttt ccgcccatcg cgtc  34 
 20 
<210> 56 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220> 
<223> Cebador 58 
 
<400> 56 
atgaccgtca cgcctcacct  20 30 
 
<210> 57 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador 59 
 
<400> 57 40 
gaagcggccg gcatccgaga agccggtctg gat  33 
 
<210> 58 
<211> 45 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 60 
 50 
<400> 58 
ggaattcaca aaaaggataa aacaatgagc tacacgcttt acccg  45 
 
<210> 59 
<211> 33 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 61 60 
 
<400> 59 
gctctagatt acgcgacttt cttacgctgg ttg  33 
 
<210> 60 65 
<211> 963 
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<212> ADN 
<213> Hyphomicrobium methylovorum 
 
<400> 60 
 5 

 
 
<210> 61 
<211> 1161 
<212> ADN 10 
<213> Hyphomicrobium methylovorum 
 
<400> 61 
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<210> 62 
<211> 897 
<212> ADN 5 
<213> Hyphomicrobium methylovorum 
 
<400> 62 
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<210> 63 
<211> 2105 
<212> ADN 5 
<213> Rhizobium sp. NGR234 
 
<400> 63 
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<210> 64 
<211> 30 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 66 
 10 
<400> 64 
ggaattccat atggcaaaag cgtcacgcct  30 
 
<210> 65 
<211> 29 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 67 20 
 
<400> 65 
gctctagact atatcacccg ctttgaacg  29 
 
<210> 66 25 
<211> 975 
<212> ADN 
<213> Methylobacterium extorquens 
 
<400> 66 30 
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77 

 
 
<210> 67 
<211> 891 
<212> ADN 5 
<213> Methylobacterium extorquens 
 
<400> 67 
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78 

 
 
<210> 68 
<211> 1173 
<212> ADN 5 
<213> Methylobacterium extorquens 
 
<400> 68 
 

 10 
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79 

 
 
<210> 69 
<211> 324 
<212> PRT 5 
<213> Methylobacterium extorquens 
 
<400> 69 
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81 

 
 
<210> 70 
<211> 296 
<212> PRT 5 
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<213> Methylobacterium extorquens  
<400> 70 
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83 
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84 

 
 
<210> 71 
<211> 390 
<212> PRT 5 
<213> Methylobacterium extorquens 
 
<400> 71 
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<210> 72 
<211> 321 
<212> PRT 5 
<213> Hyphomicrobium methylovorum 
 
<400> 72 
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88 
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89 

 
 
<210> 73 
<211> 387 
<212> PRT 5 
<213> Hyphomicrobium methylovorum 
 
<400> 73 
 

 10 
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90 

 
 
<210> 74 
<211> 299 
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<212> PRT 
<213> Hyphomicrobium methylovorum 
 
<400> 74 
 5 
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92 
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93 

 
 
<210> 75 
<211> 299 
<212> PRT 5 
<213> Rhizobium sp. 
 
<400> 75 
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94 
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95 

 
 
<210> 76 
<211> 394 
<212> PRT 5 
<213> Rhizobium sp. 
 
<400> 76 
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97 
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<210> 77 
<211> 40 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 77 
ccctgaggag ggtccaagag atggacgtcc atgagtacca  40 
 
<210> 78 
<211> 27 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 78 
gctctagatc aggctgcctg acgccca  27 
 
<210> 79 25 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador 
 
<400> 79 
ggaattcaca aaaaggataa aa  22 
 35 
<210> 80 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 80 
tggtactcat ggacgtccat ctcttggacc ctcctcaggg  40 45 
 
<210> 81 
<211> 897 
<212> ADN 
<213> Granulibacter bethesdensis 50 
 
<400> 81 
 

ES 2 599 482 T3

 



99 

 
 
<210> 82 
<211> 1170 
<212> ADN 5 
<213> Granulibacter bethesdensis 
 
<400> 82 
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<210> 83 
<211> 59 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 83 
accagggaat tcacaaaaag gataaaacaa tgagctatac cctctaccca accgtaagc  59 
 
<210> 84 
<211> 43 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 84 
gcccactcta gatcaggcaa cttttttctg cttgccgaga acc  43 
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<210> 85 
<211> 963 
<212> ADN 
<213> Hyphomicrobium denitrificans 
 5 
<400> 85 
 

 
 
<210> 86 10 
<211> 900 
<212> ADN 
<213> Hyphomicrobium denitrificans 
 
<400> 86 15 
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<210> 87 
<211> 1164 
<212> ADN 5 
<213> Hyphomicrobium denitrificans 
 
<400> 87 
 

 10 
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<210> 88 
<211> 60 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 88 
gcgggggaat tcacaaaaag gataaaacaa tgagtcatac cctgtatgaa ccaaaacacc  60 
 
<210> 89 
<211> 40 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 89 
caggcgtcta gattagagtc cggccagaac ttttgcgacg  40 
 
<210> 90 25 
<211> 951 
<212> ADN 
<213> Nitrosomonas europaea 
 
<400> 90 30 
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<210> 91 
<211> 888 
<212> ADN 5 
<213> Nitrosomonas europaea 
 
<400> 91 
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<210> 92 
<211> 1173 
<212> ADN 5 
<213> Nitrosomonas europaea 
 
<400> 92 
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<210> 93 
<211> 32 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 93 
ggaattccat atggctgtta aaaatcgtct ac  32 
 
<210> 94 
<211> 29 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 94 
gctctagatc agaatctgat tccgtgttc  29 
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<210> 95 
<211> 963 
<212> ADN 
<213> Methylococcus capsulatus 
 5 
<400> 95 
 

 
 
<210> 96 10 
<211> 903 
<212> ADN 
<213> Methylococcus capsulatus 
 
<400> 96 15 
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<210> 97 
<211> 1170 
<212> ADN 5 
<213> Methylococcus capsulatus 
 
<400> 97 
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<210> 98 
<211> 2072 
<212> ADN 5 
<213> Gammaproteobacteria no cultivada 
 
<400> 98 
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<210> 99 
<211> 40 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 99 
gttgaacgag gagatcgtcc atgaacattc acgaatatca  40 
 
<210> 100 
<211> 29 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 100 
gctctagatt agccagaaac tgcagatcc  29 
 
<210> 101 25 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador 
 
<400> 101 
tgatattcgt gaatgttcat ggacgatctc ctcgttcaac  40 
 35 
<210> 102 
<211> 897 
<212> ADN 
<213> Gammaproteobacteria no cultivada 
 40 
<400> 102 
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<210> 103 
<211> 1179 
<212> ADN 5 
<213> Gammaproteobacteria no cultivada 
 
<400> 103 
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<210> 104 
<211> 33 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 104 
gttatgtggt ggtcgtgcag ctcctcgtca tgg  33 
 
<210> 105 
<211> 30 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 105 
gagctgcacg accaccacat aactatggag  30 
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<210> 106 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Artificial 5 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 106 10 
ggaattccag ttgaacgacg gcgagcag  28 
 
<210> 107 
<211> 298 
<212> PRT 15 
<213> Granulibacter bethesdensis 
 
<400> 107 
 

 20 
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<210> 108 
<211> 389 
<212> PRT 5 
<213> Granulibacter bethesdensis 
 
<400> 108 
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<210> 109 
<211> 320 
<212> PRT 5 
<213> Hyphomicrobium denitrificans 
 
<400> 109 
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<210> 110 
<211> 299 
<212> PRT 5 
<213> Hyphomicrobium denitrificans 
 
<400> 110 
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<210> 111 
<211> 387 
<212> PRT 5 
<213> Hyphomicrobium denitrificans 
 
<400> 111 
 

 10 
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<210> 112 
<211> 316 
<212> PRT 5 
<213> Nitrosomonas europaea 
 
<400> 112 
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125 
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126 

 
 
<210> 113 
<211> 295 
<212> PRT 5 
<213> Nitrosomonas europaea 
 
<400> 113 
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<210> 114 
<211> 390 
<212> PRT 5 
<213> Nitrosomonas europaea 
 
<400> 114 
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<210> 115 
<211> 320 
<212> PRT 5 
<213> Methylococcus capsulatus 
 
<400> 115 
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133 

 
 
<210> 116 
<211> 300 
<212> PRT 5 
<213> Methylococcus capsulatus 
 
<400> 116 
 

 10 
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<210> 117 
<211> 389 
<212> PRT 5 
<213> Methylococcus capsulatus 
 
<400> 117 
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<210> 118 
<211> 298 
<212> PRT 5 
<213> Gammaproteobacteria no cultivada 
 
<400> 118 
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139 

 
 
<210> 119 
<211> 392 
<212> PRT 5 
<213> Gammaproteobacteria no cultivada 
 
<400> 119 
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<210> 120 
<211> 55 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 120 
ccgcggtacc gtataataaa gaataattat taatctgtag acaaattgtg aaagg  55 
 
<210> 121 
<211> 46 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 121 
cttttgttta taagtgggta aaccgtgaat atcgtgttct tttcac  46 
 
<210> 122 25 
<211> 62 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador 
 
<400> 122 
 

 35 
 
<210> 123 
<211> 46 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 123 45 
gaccagctgc agtcaggcca gtttatggtt agccattaat tccagc  46 
 
<210> 124 

ES 2 599 482 T3

 



143 

<211> 69 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 5 
<223> Cebador 
 
<400> 124 
 

 10 
 
<210> 125 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 125 20 
gcccccaagc tttcagtttt taattccctg acctatttta atggcgcagg  50 
 
<210> 126 
<211> 62 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 30 
<400> 126 
 

 
 
<210> 127 35 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 40 
<223> Cebador 
 
<400> 127 
gcccccaagc tttcagtttt taattccctg acctatttta atggcgcagg  50 
 45 
<210> 128 
<211> 58 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 50 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 128 
gactctagag gatccccggg atgacagact cggttatcaa cagtgaatta cttttcag  58 55 
 
<210> 129 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Artificial 60 
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<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 129 
gacgggacgg cggctttgtt ggcttccgcg ttatgaaaaa agtagagagc  50 5 
 
<210> 130 
<211> 49 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 130 15 
ttgagacaca acgtggcttt cccagcaagg acagcgcgcg caatgaatg  49 
 
<210> 131 
<211> 53 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 25 
<400> 131 
atgaccatga ttacgaattc tcagggaagc aggcggtagc ctggcagagt cag  53 
 
<210> 132 
<211> 48 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 35 
 
<400> 132 
tttttcataa cgcggaagcc aacaaagccg ccgtcccgtc aagtcagc  48 
 
<210> 133 40 
<211> 60 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador 
 
<400> 133 
cgcgcgctgt ccttgctggg aaagccacgt tgtgtctcaa aatctctgat gttacattgc  60 
 50 
<210> 134 
<211> 43 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 134 
gccgccgaat tcccgaaaag tgccacctga cgtctaagaa acc  43 60 
 
<210> 135 
<211> 53 
<212> ADN 
<213> Artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 135 
atgaccatga ttacgaattc tcagggaagc aggcggtagc ctggcagagt cag  53 5 
 
<210> 136 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 136 15 
agtctagaga tcctttttaa cccatcac  28 
 
<210> 137 
<211> 28 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 25 
<400> 137 
agtctagaag tcgataaaca gcaatatt  28 
 
<210> 138 
<211> 19 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 35 
 
<400> 138 
gcaacgttgg ctctcatct  19 
 
<210> 139 40 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador 
 
<400> 139 
cgggatccaa acacgcggcg gaaaaca  27 
 50 
<210> 140 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 140 
cgggatccgt taacgcaggc tgac  24 60 
 
<210> 141 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 141 
gctgctggcg tactggttc  19 5 
 
<210> 142 
<211> 19 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 142 15 
ctttacactt tatgcttcc  19 
 
<210> 143 
<211> 26 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 25 
<400> 143 
ttgagctcga gaggtctgcc tcgtga  26 
 
<210> 144 
<211> 19 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 35 
 
<400> 144 
tcgccatgat gctgctgtg  19 
 
<210> 145 40 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador 
 
<400> 145 
cgggatccga cttagcgtca tcggttg  27 
 50 
<210> 146 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 146 
cgggatccga tgaagattgc taacgacg  28 60 
 
<210> 147 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 65 
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<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 147 
tgatgccgac aatattacgc 20 5 
 
<210> 148 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 148 15 
cgcctcgagt gactcatacc aggcctg  27 
 
<210> 149 
<211> 28 
<212> ADN 20 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 25 
<400> 149 
cgcctcgagg caacaccttc ttcacgag  28 
 
<210> 150 
<211> 30 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 35 
 
<400> 150 
atcatccagc tgtcaggcag ccatcggaag  30 
 
<210> 151 40 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador 
 
<400> 151 
atccccggga attctgtt  18 
 50 
<210> 152 
<211> 1352 
<212> ADN 
<213> Corynebacterium casei 
 55 
<400> 152 
 

ES 2 599 482 T3

 



148 

 
 
<210> 153 
<211> 46 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 153 
ggaattcaca aaaaggataa aacaatggct gtcaagaacc gtctac  46 
 
<210> 154 
<211> 31 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
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<400> 154 
cgaattctca gaatctgatt ccgtgttcct g  31 
 
<210> 155 5 
<211> 53 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 10 
<223> Cebador 
 
<400> 155 
cgagctcaag cttacaaaaa ggataaaaca atgagcacca ttgcattcat egg  53 
 15 
<210> 156 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 20 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 156 
cgggatccct agtccagcag catgagag  28 25 
 
<210> 157 
<211> 2727 
<212> ADN 
<213> Rhodococcus jostii 30 
 
<400> 157 
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<210> 158 
<211> 31 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 10 
<400> 158 
ccccgcgagg ccgaagctgc cgagcacaat c  31 
 
<210> 159 
<211> 30 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 20 
 
<400> 159 
gtgctcggca gcttcggcct cgcggggatc  30 
 
<210> 160 25 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador 
 
<400> 160 
ccccgcgagg ccgccgctgc cgagcacaat c  31 
 35 
<210> 161 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 161 
gtgctcggca gcggcggcct cgcggggatc  30 45 
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<210> 162 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 162 
ccccgcgagg ccctggctgc cgagcacaat c  31 10 
 
<210> 163 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 163 20 
gtgctcggca gccagggcct cgcggggatc  30 
 
<210> 164 
<211> 31 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 30 
<400> 164 
ccccgcgagg ccattgctgc cgagcacaat c  31 
 
<210> 165 
<211> 30 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 40 
 
<400> 165 
gtgctcggca gcaatggcct cgcggggatc  30 
 
<210> 166 45 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 50 
<223> Cebador 
 
<400> 166 
ccccgcgagg ccatggctgc cgagcacaat c  31 
 55 
<210> 167 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 60 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 167 
gtgctcggca gccatggcct cgcggggatc  30 65 
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<210> 168 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 168 
ccccgcgagg ccaatgctgc cgagcacaat c  31 10 
 
<210> 169 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 169 20 
gtgctcggca gcattggcct cgcggggatc  30 
 
<210> 170 
<211> 31 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 30 
<400> 170 
ccccgcgagg cctacgctgc cgagcacaat c  31 
 
<210> 171 
<211> 30 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 40 
 
<400> 171 
gtgctcggca gcgtaggcct cgcggggatc  30 
 
<210> 172 45 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 50 
<223> Cebador 
 
<400> 172 
ccccgcgagg ccaaagctgc cgagcacaat c  31 
 55 
<210> 173 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 60 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 173 
gtgctcggca gctttggcct cgcggggatc  30 65 
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<210> 174 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 174 
ccccgcgagg cccgcgctgc cgagcacaat c  31 10 
 
<210> 175 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 175 20 
gtgctcggca gcgcgggcct cgcggggatc  30 
 
<210> 176 
<211> 30 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 30 
<400> 176 
gagcccgagg cgattattca ggtcgtggtc  30 
 
<210> 177 
<211> 31 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 40 
 
<400> 177 
cacgacctga ataatcgcct cgggctcctt g  31 
 
<210> 178 45 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 50 
<223> Cebador 
 
<400> 178 
gagcccgagg cgaatattca ggtcgtggtc g  31 
 55 
<210> 179 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 60 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 179 
cacgacctga atattcgcct cgggctcctt  30 65 
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<210> 180 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 180 
gagcccgagg cggatattca ggtcgtggtc g  31 10 
 
<210> 181 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 181 20 
cacgacctga atatccgcct cgggctcctt  30 
 
<210> 182 
<211> 31 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 30 
<400> 182 
gagcccgagg cgaaaattca ggtcgtggtc g  31 
 
<210> 183 
<211> 30 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 40 
 
<400> 183 
cacgacctga attttcgcct cgggctcctt  30 
 
<210> 184 45 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 50 
<223> Cebador 
 
<400> 184 
gagcccgagg cgcgcattca ggtcgtggtc g  31 
 55 
<210> 185 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 60 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 185 
cacgacctga atgcgcgcct cgggctcctt  30 65 
 

ES 2 599 482 T3

 



156 

<210> 186 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 186 
gagcccgagg cgcacattca ggtcgtggtc g  31 10 
 
<210> 187 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 187 20 
cacgacctga atgtgcgcct cgggctcctt  30 
 
<210> 188 
<211> 31 
<212> ADN 25 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 
 30 
<400> 188 
gagcccgagg cgcagattca ggtcgtggtc g  31 
 
<210> 189 
<211> 30 35 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 40 
 
<400> 189 
cacgacctga atctgcgcct cgggctcctt  30 
 
<210> 190 45 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 50 
<223> Cebador 
 
<400> 190 
gagcccgagg cgccgattca ggtcgtggtc g  31 
 55 
<210> 191 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 60 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 191 
cacgacctga atcggcgcct cgggctcctt  30 65 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un microorganismo productor de acetil-CoA que comprende un ciclo de producción de acetil-CoA obtenido 
confiriendo al menos un tipo de actividad enzimática seleccionada del grupo que consiste en malato tioquinasa, 
malil-CoA liasa, carboxilato carboligasa, 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa e hidroxipiruvato reductasa, a un 5 
microorganismo que no muestra ninguna de las funciones de un ciclo de fijación de dióxido de carbono que tiene 
una reacción enzimática de las siguientes reacciones enzimáticas (a) a (d): 
 
 (a) malonil-CoA a malonato semialdehído o 3-hidroxipropionato; 
 (b) acetil-CoA y CO2 a piruvato; 10 
 (c) crotonil-CoA y CO2 a etilmalonil-CoA o glutaconil-CoA; y 
 (d) CO2 a formiato; 
 
en el que el microorganismo no tiene ninguna de la actividad malato tioquinasa y/o malil-CoA liasa endógena. 
 15 
2. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende un ciclo de 
producción de acetil-CoA en el que el fosfoenolpiruvato o el piruvato se convierte en oxaloacetato, y después en 2-
hidroxi-3-oxopropionato debido a acciones de la malato tioquinasa, malil-CoA liasa, glioxilato carboligasa, y después 
en fosfoenolpiruvato de nuevo mediante 2-fosfoglicerato. 
 20 
3. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, que comprende un ciclo de 
producción de acetil-CoA que comprende: 
 
 (f) al menos una seleccionada del grupo que consiste en: 
 25 
 piruvato quinasa y piruvato carboxilasa; 
 fosfoenolpiruvato carboxilasa; y 
 fosfoenolpiruvato carboxiquinasa; 
 
 (g) malato deshidrogenasa; 30 
 (h) malato tioquinasa; 
 (i) malil-CoA liasa; 
 (j) glioxilato carboligasa; 
 (k) al menos una seleccionada del grupo que consiste en: 
 35 
 2-hidroxi-3-oxopropionato reductasa; e 
 hidroxipiruvato isomerasa e hidroxipiruvato reductasa; 
 
 (1) al menos una seleccionada del grupo que consiste en: 
 40 
 glicerato 2-quinasa; y 
 fosfoglicerato mutasa y glicerato 3-quinasa; y 
 
 (m) enolasa. 
 45 
4. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que 
el microorganismo es un microorganismo que pertenece a Enterobacteriaceae o un microorganismo que pertenece a 
bacterias corineformes. 
 
5. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que 50 
el microorganismo es bacterias Escherichia o bacterias Pantoea que pertenecen a Enterobacteriaceae, o el 
microorganismo es bacterias Corynebacterium que pertenecen a bacterias corineformes. 
 
6. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que 
el microorganismo es una bacteria Escherichia en que una actividad de lactato deshidrogenasa poseída por la 55 
bacteria Escherichia está inactivada o reducida. 
 
7. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que 
el microorganismo es una bacteria Escherichia en que una actividad de al menos una enzima seleccionada del 
grupo que consiste en isocitrato liasa y malato sintasa poseída por la bacteria Escherichia está inactivada o 60 
reducida. 
 
8. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que 
el microorganismo es una bacteria Escherichia en que una actividad tiolasa, una actividad CoAtransferasa y una 
actividad acetoacetato descarboxilasa está conferida o potenciada. 65 
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9. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que 
el microorganismo es una bacteria Escherichia en que una actividad tiolasa, una actividad CoAtransferasa, una 
actividad acetoacetato descarboxilasa y una actividad alcohol isopropílico deshidrogenasa está conferida o 
potenciada. 
 5 
10. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el 
que el microorganismo es una bacteria Pantoea en que: 
 
 (i) las actividades de fumarato hidratasa A y fumarato hidratasa C poseídas por la bacteria Pantoea están 

inactivadas o reducidas; o 10 
 (ii) una actividad de malato sintasa poseída por la bacteria Pantoea está inactivada o reducida. 
 
11. El microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el 
que la malato tioquinasa usada es una malato tioquinasa obtenida modificando mtkB derivado de Methylobacterium 
extorquens para alterar un aminoácido correspondiente al 144º aminoácido en isoleucina, asparagina, ácido 15 
aspártico, lisina, arginina, histidina, glutamina o prolina, y/o para alterar el 244º aminoácido en ácido glutámico, 
alanina, leucina, isoleucina, metionina, asparagina, tirosina, lisina o arginina. 
 
12. Un método de producción de acetil-CoA, que comprende producir acetil-CoA a partir de un material de fuente de 
carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 20 
a 11. 
 
13. Un método de producción de acetona, que comprende producir acetona a partir de un material de fuente de 
carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la reivindicación 8, reivindicación 9 o 
reivindicación 11. 25 
 
14. Un método de producción de alcohol isopropílico, que comprende producir alcohol isopropílico a partir de un 
material de fuente de carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la reivindicación 9 
o reivindicación 11. 
 30 
15. Un método de producción de glutamato, que comprende producir glutamato a partir de un material de fuente de 
carbono usando el microorganismo productor de acetil-CoA de acuerdo con la reivindicación 5, reivindicación 10 o 
reivindicación 11. 
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