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DESCRIPCION
Oxidacion y aminacion de alcoholes primarios

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la oxidacién de alcoholes, que comprende los pasos
a) puesta a disposicion de un alcohol primario de la férmula

HO-(CH2)R",

siendo seleccionado R' a partir del grupo que comprende -OH, -SH, -NH» y -COORZ, siendo x al menos 3,y
siendo seleccionado R? a partir del grupo que comprende H, alquilo y arilo,

b) oxidacion del alcohol primario mediante puesta en contacto con una alcohol deshidrogenasa dependiente
de NAD(P)", y

c) puesta en contacto del producto de oxidacién del paso a) con una transaminasa,

tratandose en el caso de la alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)", y/o de la transaminasa, de un enzima
recombinante o aislado, y al empleo de tal catalizador de célula completa para la oxidacion de un alcohol primario.

Las poliamidas son una clase de polimeros que estan caracterizados por grupos amida recurrentes. A diferencia de
las proteinas analogas desde el punto de vista quimico, el concepto ,poliamidas” se refiere habitualmente a
materiales sintéticos termoplasticos, disponibles en el comercio. Las poliamidas se derivan de aminas primarias o de
aminas secundarias, que se obtienen convencionalmente en el craqueo de hidrocarburos. No obstante, también se
pueden emplear derivados, mas exactamente acidos aminocarboxilicos, lactamas y diaminas, para la obtencion de
polimeros. Ademas son de interés alcanos gaseosos de cadena corta como eductos, que se pueden obtener
partiendo de materias primas regenerativas con procedimientos biotecnolégicos.

Muchas poliamidas muy demandadas comercialmente se obtienen partiendo de lactamas. Por ejemplo, se puede
obtener “poliamida 6“ mediante polimerizacion de e-Caprolactam, y "poliamida 12" mediante polimerizacion de
laurinlactama. Muchos productos interesantes comercialmente comprenden copolimeros de lactama, por ejemplo
copolimeros de e-caprolactama y laurinlactama.

La obtencién quimico-técnica convencional de aminas no es eficiente, dependiente del abastecimiento de materias
primas fosiles, y en este caso se producen grandes cantidades de productos secundarios no deseados, en algunos
pasos de sintesis hasta un 80 %. Un ejemplo de tal proceso constituye la obtencién de laurinlactama, que se obtiene
convencionalmente mediante trimerizacion de butadieno. El producto de trimerizacién ciclododecatrieno se
hidrogena, y el ciclododecano resultante de ello se oxida para dar ciclodecanona, que se hace reaccionar a
continuacién con hidroxilamina para dar ciclododecanoxina, que se transforma finalmente en laurinlactama a través
de una transposicion de Beckmann.

Teniendo presentes estos inconvenientes se desarrollaron procedimientos para obtener aminas bajo empleo de
biocatalizadores, partiendo de materias primas regenerativas. El documento PCT/EP 2008/067447 describe un
sistema biolégico para la obtenciéon de productos analogos quimicamente, mas exactamente acidos w-
aminocarboxilicos, bajo empleo de una célula que presenta una serie de actividades enzimaticas apropiadas, y que
es apta para transformar acidos carboxilicos en los correspondientes acidos w-aminocarboxilicos. No obstante, un
inconveniente conocido del sistema de oxidasa AIKBGT de Pseudomonas putida GPO1 empleado en este caso
consiste en que no es apto para producir una oxidacion selectiva de alcanos alifaticos para dar alcoholes primarios.
Mas bien se forma una pluralidad de productos de oxidacién; en especial aumenta la proporciéon de productos mas
altamente oxidados, como el correspondiente aldehido, la correspondiente cetona o el correspondiente acido
carboxilico, con tiempo de reaccion creciente (C. Grant, J. M. Woodley and F. Baganz (2011), Enzyme and Microbial
Technology 48, 480-486), lo que reduce correspondientemente el rendimiento en la amina deseada.

En este contexto, la tarea que motiva la invencion consiste en poner a disposicién un procedimiento mejorado para
la oxidacion de alcoholes bajo empleo de biocatalizadores. Otra tarea consiste en mejorar el procedimiento en el
sentido de que se aumente el rendimiento y/o se reduzca la concentracion de productos secundarios. Finalmente
existe demanda de un procedimiento que permita la obtencién de poliamidas o eductos para su obtencién a base de
materias primas regenerativas.
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Esta y otras tareas se solucionan mediante el objeto de la presente solicitud, y en especial también mediante el
objeto de las reivindicaciones independientes adjuntas, resultando formas de realizacion de las reivindicaciones
subordinadas.

Segun la invencion, en un primer aspecto, el problema se soluciona mediante un procedimiento para la oxidacion de
alcoholes, que comprende los pasos

a) puesta a disposicion de un alcohol primario de la férmula

HO-(CH2)«R",

siendo seleccionado R' a partir del grupo que comprende -OH, -SH, -NH» y -COORZ, siendo x al menos 3,y
siendo seleccionado R? a partir del grupo que comprende H, alquilo y arilo,

b) oxidacion del alcohol primario mediante puesta en contacto con una alcohol deshidrogenasa dependiente
de NAD(P)", y

c) puesta en contacto del producto de oxidacién del paso a) con una transaminasa,

tratandose en el caso de la NAD(P)*-alcohol deshidrogenasa y/o de la transaminasa, de un enzima recombinante o
aislado.

En una primera forma de realizacion del primer aspecto, el paso a) se efectia mediante hidroxilacién de un alcano
de la férmula

H-(CH2)x-R'
mediante una monooxigenasa, que es preferentemente recombinante o esta aislada.

En una segunda forma de realizacion del primer aspecto, que constituye también una forma de realizacién de la
primera forma de realizacion, en el caso de la alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)® se trata de una
alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)" con al menos un atomo de cinc como cofactor.

En una tercera forma de realizacién del tercer aspecto, que constituye una forma de realizacién de la segunda forma
de realizacién, en el caso de la alcohol deshidrogenasa se trata de la alcohol deshidrogenasa de Bacillus
stearothermophilus (cédigo de banco de datos P42328), o de una variante de la misma.

En una cuarta forma de realizacion del primer aspecto, que constituye una forma de realizacién de la primera a la
tercera forma de realizacion, la monooxigenasa se selecciona a partir del grupo que comprende AIKBGT de
Pseudomonas putida, Cytochrom P450 de Candida tropicalis o de Cicer arietinum.

En una quinta forma de realizacion del primer aspecto, que constituye también una forma de realizacion de la
primera a la cuarta forma de realizacion, la transaminasa se selecciona a partir del grupo de transaminasas y sus
variantes, que estan caracterizadas por que presentan un aminoacido seleccionado a partir del grupo que
comprende isoleucina, valina, fenilalanina, metionina y leucina en la posicién de la secuencia de aminoacidos que
corresponde a Val224 de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (codigo de banco de datos
NP_901695), y un aminoacido diferente a treonina, y preferentemente un aminoacido del grupo que comprende
serina, cisteina, glicina y alanina en la posicién de la secuencia de aminoacidos que corresponde a Gly230 de la
transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (cédigo de banco de datos NP_901695).

En una sexta forma de realizacion del primer aspecto, que constituye también una forma de realizacion de la primera
a la quinta forma de realizacion, el paso b) y/o paso c) se lleva a cabo en presencia de una alanindeshidrogenasa
aislada o recombinante, y una fuente de nitrégeno inorganica.

En una séptima forma de realizacion del primer aspecto, que también constituye una forma de realizacion de la
primera a la séptima forma de realizacion, al menos un enzima del grupo que comprende alcohol deshidrogenasa
dependiente de NAD(P)", transaminasa, monooxigenasa y alanindeshidrogenasa, es recombinante y se pone a
disposiciéon en forma de un catalizador de célula completa, que presenta el correspondiente enzima.
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En una octava forma de realizacion del primer aspecto, que constituye una forma de realizacion de la séptima forma
de realizacion, todos los enzimas se ponen a disposiciéon en forma de un o mas de un catalizador de célula
completa, presentando preferentemente un catalizador de célula completa todos los enzimas necesarios.

En una novena forma de realizacion del primer aspecto, que también constituye una forma de realizaciéon de la
primera a la octava forma de realizacion, en el paso b), preferentemente en el paso b) y c), esta presente un
codisolvente organico, que presenta un logP de mas de -1,38, preferentemente 0 a 1,2.

En una décima forma de realizacion del primer aspecto, que constituye una forma de realizacion de la novena forma
de realizacion, el codisolvente se selecciona a partir del grupo que comprende acidos grasos insaturados,
preferentemente acido oleico.

En una undécima forma de realizacion del cuarto aspecto, que constituye una forma de reallzaC|on preferente de la
novena forma de reallza0|on en el caso del codisolvente se trata de un compuesto de la formula R*- O - (CHy) - O -
R*, seleccionandose R® y R* respectivamente, y de modo |ndepend|ente entre si, a partir del grupo que comprende
metllo etilo, propilo y butilo, y siendo x 1 a 4, siendo R® y R* metilo en cada caso, de modo independiente entre si, y
siendo x 2.

En una duodécima forma de realizacion del primer aspecto, que constituye una forma de realizacion preferente de la
novena forma de realizacion, el codisolvente se selecciona a partir del grupo que comprende dialquiléteres, y es
preferentemente dimetiléter. En un segundo aspecto, la tarea se soluciona segun la invencion mediante el empleo
del catalizador de célula completa que presenta una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)’,
preferentemente con al menos un atomo de cinc como cofactor, una transaminasa, opcionalmente una
monooxigenasa, y opcionalmente una alanlndeshldrogenasa tratandose, en el caso de los en2|mas de enzimas
recomblnantes para la oxidacion y aminacién de un alcohol prlmarlo de la formula HO - (CHa)x - -R', selecmonandose
R'a partir del grupo que comprende -OH, -SH, -NH; y -COOR?, siendo x al menos 3, y selecmonandose R?a partir
del grupo que comprende H, alquilo y arilo.

En una primera forma de realizacién del segundo aspecto, que constituye una forma de realizacion de la primera
forma de realizacion, el empleo comprende ademas la presencia de un codisolvente organico, que presenta un logP
de mas de -1,38, preferentemente 0 a 1,2, y es preferentemente dimetiléter.

En una segunda forma de realizacion del segundo aspecto, que constituye una forma de realizacion de la segunda
forma de realizacion, el codisolvente es seleccionado a partir del grupo que comprende acidos grasos insaturados, y
es preferentemente acido oleico.

Otras formas de realizacion del segundo aspecto comprenden todas las formas de realizacién del primer aspecto de
la presente invencion.

Los inventores de la presente invencién han descubierto sorprendentemente que existe un grupo de alcohol
deshidrogenasas que se pueden emplear para efectuar una oxidacién de alcoholes primarios bajo formacion de
cantidades reducidas de productos secundarios.

Ademas, los inventores han descubierto sorprendentemente que existe una cascada de actividades enzimaticas con
las que se pueden aminar alcoholes sin formacion de productos secundarios digna de mencion, bajo empleo de
biocatalizadores, no debiéndose afadir ni evacuar equivalentes de reduccion.

Ademas, los inventores han descubierto sorprendentemente un procedimiento con el que se pueden obtener
poliamidas de manera inesperada bajo empleo de un catalizador de célula completa, y partiendo de materias primas
regenerativas.

Ademas, los inventores de la presente invencion han descubierto sorprendentemente que la aminacién de alcoholes
primarios tras oxidacion previa se puede llevar a cabo de modo especialmente ventajoso con un grupo de
transaminasas caracterizado por propiedades secuenciales determinadas.

Los inventores de la presente invencion han descubierto sorprendentemente que, en un sistema para la oxidacion y
aminacion de alcoholes primarios, que comprende una alcohol deshidrogenasa, una transaminasa y una
alanindeshidrogenasa, es ventajoso el empleo de una alcohol deshidrogenasa diferente a una de tipo AlkJ, en
especial el empleo de una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+, respecto al rendimiento del
procedimiento, en especial en el caso de puesta en practica bajo empleo de un catalizador de célula completa.
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El procedimiento segun la invencion se puede aplicar a un gran nimero de alcoholes relevantes industrialmente. En
una forma de realizacion preferente, en este caso se trata de un acido w-hidroxicarboxilico o de un éster del mismo,
preferentemente éster metilico, que se oxida y se amina para dar un acido w-aminocarboxilico. En otra forma de
realizacion, se trata de un diol, que se oxida y se amina para dar una diamina. En otra forma de realizacion
preferente, en el caso del alcohol primario se trata de una hidroxialquilamina. La longitud de la cadena de carbono es
variable en este caso, y x asciende al menos a 3. La cadena de carbono presenta preferentemente mas de tres
atomos de carbono, es decir, x =4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas. Los compuestos
ejemplares comprenden acido w-hidroxilaurico, w-hidroxilaurato de metilo, y alcanodioles, en especial 1,8-octanodiol
y 1,10-decanodiol.

En una forma de realizacién especialmente preferente, R' se selecciona a partir del grupo que comprende -OH vy
-COOR?, x es al menos 11, y R? se selecciona a partir del grupo que comprende H, metilo, etilo y propilo. En una de
las mas preferentes formas de realizacion, en el caso del alcohol primario se trata de un éster metilico de acido w-
hidroxigraso.

Segun la invencién, en el paso b) del procedimiento se emplean alcohol deshidrogenasas dependientes de NAD(P)*
para la oxidacion del alcohol primario. En este caso, como en el caso de todos los polipéptidos con actividad
enzimatica empleados segun la invencion, se puede tratar de células que comprenden polipéptidos con actividad
enzimatica o sus productos de lisis, o preparaciones de polipéptidos en todas las etapas de purificacién, del producto
de lisis crudo al polipéptido puro. Por el especialista en el sector son conocidos numerosos procedimientos con los
que se pueden sobreexprimir y purificar, o bien aislar, polipéptidos con actividad enzimatica en células apropiadas.
De este modo, para la expresion de los polipéptidos se pueden emplear todos los sistemas de expresién disponibles
para el especialista. Para la purificacién entran en consideracion procedimientos cromatograficos, a modo de
ejemplo la purificacion por cromatografia de afinidad de una proteina recombinante provista de Tag, bajo empleo de
un ligando inmovilizado, a modo de ejemplo un ion niquel en el caso del Tag de histidina, de glutatiéon inmovilizado
en el caso de una glutation-S-transferasa fusionada en la proteina objetivo, o de maltosa inmovilizada en el caso de
un Tag que comprende proteina enlazante de maltosa.

Los polipéptidos con actividad enzimatica purificados se pueden emplear enforma soluble o inmovilizados. Por el
especialista son conocidos procedimientos apropiados con los que se pueden inmovilizar polipéptidos en fases
solidas organicas o inorganicas mediante enlace covalente o no covalente, a modo de ejemplo mediante quimica de
copulacion de sulfohidrilo (por ejemplo kits de la firma Pierce).

En una forma de realizacion preferente, en el caso de la célula empleada como catalizador de célula completa, o en
el caso de la célula empleada como sistema de expresién, se trata de una célula procariota, preferentemente
bacteriana. En otra forma de realizacion preferente se trata de una célula de mamifero. En otra forma de realizacién
preferente se trata de una célula eucariota inferior, preferentemente una célula de levadura. Las células procariotas
ejemplares comprenden Escherichia, especialmente Escherichia coli, y cepas de la especie Pseudomonas y
Corynebacterium. Las células eucariotas inferiores ejemplares comprenden las especies Saccharomyces, Candida,
Pichia, Yarrowia, Schizosaccharomyces, especialmente las cepas Candida tropicalis, Schizosaccharomyces pombe,
Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica y Saccharomyces cerivisiae.

En una forma de realizacion especialmente preferente, en el caso de la alcohol deshidrogenasa se trata de una
alcohol deshidrogenasa que contiene cinc, dependiente de NAD(P)+, es decir, el enzima con actividad catalitica
comprende al menos un atomo de cinc como cofactor, que esta unido al polipéptido mediante enlace covalente a
través de un motivo secuencial caracteristico que comprende restos cisteina. En una forma de realizacion
especialmente preferente, en el caso de la alcohol deshidrogenasa se trata de la alcohol deshidrogenasa de Bacillus
stearothermophilus (cédigo de banco de datos P42328), o una variante de la misma.

La ensefianza de la presente invencion se puede realizar no solo bajo empleo de las secuencias exactas de
aminoacidos o acidos nucleicos de las macromoléculas biolégicas aqui descritas, sino también bajo empleo de
variantes de tales macromoléculas, que se pueden obtener mediante delecién, adicién o substitucién de un o mas de
un aminoacido o acidos nucleicos. En una forma de realizacion preferente, el concepto "variante" de una secuencia
de acidos nucleicos o secuencia de aminoacidos, empleado a continuacidon como sinénimo y término intercambiable
con el concepto "homologo", como se usa en este caso, significa otra secuencia de acidos nucleicos o aminoacidos
que, respecto a la correspondiente secuencia de acidos nucleicos o aminoacidos de tipo salvaje original, presenta
una homologia, en este caso empleada como sinénimo de identidad, de un 70, 75, 80, 85, 90, 92, 94, 96, 98, 99 % o
un porcentaje superior, estando sometidos a delecion o substituidos preferentemente aminoacidos diferentes a los
que forman el centro cataliticamente activo, o aminoacidos esenciales para la estructura o el pliegue, o estando
estos ultimos substituidos Unicamente de modo convencional, a modo de ejemplo un glutamato en lugar de un
aspartato, o una leucina en lugar de una valina. El estado de la técnica describe algoritmos que se pueden emplear
para calcular la medida de homologia de dos secuencias, por ejemplo Arthur Lesk (2008), Introduction to
bioinformatics, 32 edicion. En otra forma mas preferente de realizaciéon de la presente invencion, la variante de una
5
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secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos, de modo preferente adicionalmente a la homologia secuencial citada
anteriormente, presenta esencialmente la misma actividad enzimatica que la molécula de tipo salvaje, o bien la
molécula original. Por ejemplo, una variante de un polipéptido con actividad enzimatica como proteasa presenta la
misma, o esencialmente la misma actividad proteolitica que el enzima polipeptidico, es decir, la capacidad de
catalizar la hidrdlisis de un enlace peptidico. En una forma de realizacion especial, el concepto "esencialmente la
misma actividad enzimatica" significa una actividad respecto a los substratos del polipéptido de tipo salvaje, que se
sitla claramente por encima de la actividad basica y/o se diferencia en menos de 3, preferentemente 2, de modo
aun mas preferente un orden de magnitud de los valores Ku- y/o keat, que presenta el polipéptido de tipo salvaje
respecto a los mismos substratos. En otra forma de realizacion preferente, el concepto "variante" de una secuencia
de acidos nucleicos o aminoacidos comprende al menos una parte activa/o fragmento activo de la secuencia de
acidos nucleicos, o bien aminoacidos. En otra forma de realizacién preferente, el concepto "parte activa", como se
emplea en este caso, significa una secuencia de aminoacidos o una secuencia de acidos nucleicos, que presenta
una longitud menor que la longitud completa de la secuencia de aminoacidos, o bien codifica para una longitud de
secuencia de aminoacidos menor que la longitud completa, presentando la secuencia de aminoacidos, o la
secuencia de aminoacidos codificada con longitud menor que la secuencia de aminoacidos de tipo salvaje,
esencialmente la misma actividad enzimatica que el polipéptido de tipo salvaje, o una variante del mismo, a modo de
ejemplo como alcohol deshidrogenasa, monooxigenasa o transaminasa. En una forma de realizacion especial, €l
concepto "variante" de un acido nucleico comprende un acido nucleico cuya hebra complementaria, preferentemente
bajo condiciones estrictas, se une al acido nucleico de tipo salvaje. La severidad de la reaccion de hibridacion es
facilmente determinable por el especialista, y depende en general de la longitud de la sonda, de las temperaturas en
el lavado y de la concentracion de sales. En general, sondas mas largas requieren temperaturas mas elevadas para
la hibridacion, mientras que muestras mas cortas tienen suficiente con bajas temperaturas. Que tenga lugar una
hibridacion depende generalmente de la capacidad del ADN desnaturalizado para anelar hebras complementarias,
que estan presentes en su entorno, y precisamente por debajo de la temperatura de fusion. La severidad de la
reaccion de hibridacion y las correspondientes condiciones se describen detalladamente en Ausubel et al. 1995. En
una forma de realizacion preferente, el concepto "variante" de un acido nucleico, como se emplea en este caso,
comprende cualquier secuencia de acidos nucleicos que codifica para la misma secuencia de aminoacidos que el
acido nucleico original, o una variante de esta secuencia de aminoacidos, en el ambito de la degeneracion del
cédigo genético.

Las alcohol deshidrogenasas constituyen una clase de enzimas muy considerada desde hace décadas en
bioquimica en relacién con procesos de fermentacion técnicos de cerveceria, y altamente relevante desde el punto
de vista biotecnolégico, que comprende diversos grupos de isoformas. De este modo, existen alcohol
deshidrogenasas unidas a membrana, dependientes de flavina, de Pseudomonas putida GPO1 tipo AlkJ, que
emplean flavo cofactores en lugar de NAD(P)*. Otro grupo comprende alcohol deshidrogenasas que contienen
hierro, sensibles frente a oxigeno, que se encuentran en bacterias y en levaduras en forma inactiva. Otro grupo
comprende alcohol deshidrogenasas dependientes de NAD(P)", entre éstas alcohol deshidrogenadas que contienen
cinc, en las que el centro activo presenta un atomo de cinc coordinado con cisteina, que foja el substrato alcohdlico.
En una forma de realizacion preferente, bajo el concepto "alcohol deshidrogenasa”, como se emplea en este caso,
se entiende un enzima que oxida un aldehido, o bien una cetona, para dar el correspondiente alcohol primario, o
bien secundario. En el procedimiento segun la invencion, en el caso de la alcohol deshidrogenasa se trata de una
alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)", es decir, una alcohol deshidrogenasa que emplea NAD(P)" como
cofactor para la oxidacion del alcohol, o bien NAD(P)H para la reduccién del correspondiente aldehido, o bien de la
correspondiente cetona. En la forma de realizacién mas preferente, en el caso de la alcohol deshidrogenasa se trata
de una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)", que contiene cinc. En una forma de realizacion preferente,
el concepto "alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)™, como se emplea en este caso, designa una alcohol
deshidrogenasa que es dependiente de NAD" y/o NADP".

Segun la invencion, en el paso c) se emplea una transaminasa. En una forma de realizaciéon preferente, bajo el
concepto "transaminasa”, como se emplea en este caso, se entiende un enzima que cataliza la transferencia de
grupos a-amino de un acido donador, preferentemente un aminoacido, a una molécula aceptora, preferentemente un
acido a-cetocarboxilico. En una forma de realizacion preferente, la transaminasa se selecciona a partir del grupo de
transaminasas y sus variantes, que estan caracterizadas por que, en la posicion de la secuencia de aminoacidos
que corresponde a Val224 de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (cédigo de banco de
datos NP_901695), presentan un aminoacido seleccionado a partir del grupo que comprende isoleucina, valina,
fenilalanina, metionina y leucina, y, en la posicion de la secuencia de aminoacidos que corresponde a Gly230 de la
transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (cédigo de banco de datos NP_901695), presenta un
aminoacido diferente a treonina, y preferentemente un aminoacido del grupo que comprende serina, cisteina, glicina
y alanina. En una forma de realizacion especialmente preferente, la transaminasa se selecciona a partir del grupo
que comprende w-transaminasa de Chromobacterium violaceum DSM30191, transaminasa de Pseudomonas putida
W619, de Pseudomonas aeruginosa PAO1, Streptomyces coelicolor A3(2) y Streptomyces avermitilis MA 4680.
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En una forma de realizacion preferente, el concepto "posicién que corresponde a la posicién X de la secuencia de
aminoacidos de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472", como se emplea en este caso,
significa que la correspondiente posicion en una alineacion de la molécula investigada parece homdloga a la
posiciéon X de la secuencia de aminoacidos de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472. El
especialista conoce numerosos paquetes software y algoritmos con los que se puede elaborar una alineacion de
secuencias de aminoacidos. Procedimientos con paquete software ejemplares comprenden el paquete ClustalW
(Larkin et al., 2007; Goujon et al. 2010), pouesto a disposicion por EMBL, o se presentan y se describen en Arthur M.
Lesk (2008), Introduction to Bioinformatics, 32 edicion.

En el caso de los enzimas empleados segun la invencion se trata preferentemente de enzimas recombinantes. En
una forma de realizacion preferente, bajo el concepto "recombinante”, como se emplea en este caso, se entiende
que la correspondiente molécula de acido nucleico no se presenta en la naturaleza y/o se obtuvo bajo empleo de
métodos de técnica genética. En una forma de realizacion preferente se habla de una proteina recombinante si el
correspondiente polipéptido esta codificado por un acido nucleico recombinante. En una forma de realizaciéon
preferente, se entiende por una célula recombinante, como se emplea en este caso, una célula que presenta al
menos un acido nucleico recombinante o un polipéptido recombinante. Por el especialista son conocidos
procedimientos apropiados para la obtencion de moléculas o células recombinantes, a modo de ejemplo los
descritos en Sambrook et al., 1989.

La ensefianza segun la invencion se puede realizar tanto bajo empleo de enzimas aislados, como también bajo
empleo de catalizadores de célula completa. En una forma de realizacion preferente, bajo el concepto "catalizador
de célula completa”, como se emplea en este caso, se entiende una célula intacta, viable y metabdlicamente activa,
que pone a disposicidon una actividad enzimatica deseada. El catalizador de célula completa puede transportar el
substrato a metabolizar, en el caso de la presente invencion el alcohol, o el producto de oxidacion formado a partir
del mismo, bien al interior de la célula donde se metaboliza por enzimas citosoélicos, o puede presentar el enzima de
interés en su superficie, donde esta directamente expuesto frente a substratos en el medio. Por el especialista son
conocidos numerosos sistemas para la obtencion de catalizadores de célula completa, a modo de ejemplo por el
documento DE 60216245.

Para una serie de aplicacion se recomienda el empleo de enzimas aislados. En una forma de realizacion preferente,
el concepto "aislado", como se emplea en este caso, significa que el enzima se presenta en forma mas pura y/o mas
concentrada que en su fuente natural. En una forma de realizacion preferente, el enzima se considera aislado si es
un enzima polipeptidico y constituye mas de un 60, 70, 80, 90 o preferentemente un 95 % de la fraccion de proteina
masica de la correspondiente preparacion. Por el especialista son conocidos numerosos procedimientos para la
medida de la masa de una proteina en una disolucion, a modo de ejemplo la estimacion visual por medio del grosor
de correspondientes bandas proteicas en geles de SDS-poliacrilamida, espectroscopia NMR o procedimientos
basados en espectrometria de masas.

Las reacciones catalizadas por via enzimatica del procedimiento segun la invencién se realizan tipicamente en un
disolvente o en una mezcla de disolventes con proporcion de agua elevada, preferentemente en presencia de un
sistema tampdn apropiado para el ajuste de un valor de pH compatible con la actividad enzimatica. No obstante, en
el caso de eductos hidréfobos, en especial en el caso de alcoholes con una cadena de carbono que comprende mas
de tres atomos de carbono, es ventajosa la presencia adicional de un codisolvente organico, que puede mediar el
contacto del enzima con el substrato. El codisolvente, 0 mas de un codisolventes, se presenta en una proporcion
total en la mezcla de disolventes de, o menos de un 95, 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15,
10 o un 5 por ciento en volumen.

La hidrofobicidad del codisolvente juega un papel importante en este caso. Esta se puede representar mediante el
logP, el logaritmo decadico de coeficientes de distribucion de n-octanol-agua. Un codisolvente apropiado presenta
un logP de mas de -1,38, de modo mas preferente de -1 a +2, de modo aun mas preferente de 0 a 1,5.

El coeficiente de distribucién n-octanol-agua K™ o P es un coeficiente de distribucion adimensional, que indica la
proporcion de las concentraciones de una substancia en un sistema bifasico constituido por 1-octanol y agua (véase
J. Sangster, Octanol-Water Partition Coefficients: Fundamentals and Physical Chemistry, Vol. 2 of Wiley Series in
Solution Chemistry, John Wiley & Sons, Chichester, 1997). Mas extactamente, el K> o P designa la proporcién de la
concentracion de substancia en la fase rica en octanol respecto a su concentracion en la fase rica en agua.

El valor K* es una medida modelo para la proporcién entre lipofilia (solubilidad en grasas) e hidrofilia (solubilidad en
agua) de una substancia. Existe la expectativa de poder estimar también los coeficientes de distribucion de esta
substancia en otros sistemas con una fase acuosa con ayuda del coeficiente de distribucién de una substancia en el
sistema octanol-agua. K® es mayor que uno si una substancia es mas soluble en disolventes similares a grasas,
como n-octanol, menor que uno si es mas soluble en agua. Correspondientemente, Log P es positivo para
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substancias lipdfilas y negativo para substancias hidrofilas. Ya que no se puede medir el KW para todos los
productos quimicos, existen los mas diversos métodos para la prediccion, por ejemplo mediante relaciones
cuantitativas estructura-actividad (QSAR), o mediante relaciones de energia libre lineales (LFER), a modo de
ejemplo descritas en Eugene Kellogg G, Abraham DJ: Hydrophobicity: is LogP(o/w) more than the sum of its parts?.
Eur J Med Chem. 2000 Jul-Aug;35(7-8):651-61 o Gudrun Wienke, "Messung und Vorausberechnung von n-
Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten", Doktorarbeit, Univ. Oldenburg, 1-172, 1993.

En el ambito de la presente invencion, logP se determina segun el método de Advanced Chemistry Development
Inc., Toronto, por medio del moédulo de programa ACD/LogP DB.

Un codisolvente preferente presenta un logP de mas de -1,38, mas preferentemente de -1 a +2, de modo aun
preferente de -0,75a 1,5,0-0,5a 0,5, 0-0,4 a 0,4, 0 -0,3 a-0,1. En una forma de realizacion preferente, en el caso
del codisolvente se trata de un dialquiléter de la féormula Alk:-O-Alkz con un logP de mas de -1,38, mas
preferentemente de -1 a +2, de modo ain mas preferente de 0 a 1,5, seleccionandose ambos substituyentes alquilo
Alks y Alkz respectivamente, y de modo independiente entre si, a partir del grupo que comprende metilo, etilo,
propilo, butilo, isopropilo y terc-butilo. En una forma de realizacion especialmente preferente, en el caso del
codisolvente se trata de metil-terc-butiléter (MTBE). En la forma de realizacion mas preferente, en el caso del
codisolvente se trata de dimetoxietano (DME). En otra forma de realizacion preferente, en el caso del codisolvente
se trata de un compuesto de la formula R® - O - (CH.), - O - R, seleccionandose R® y R* respectivamente, y de
modo independiente entre si, a partir del grupo que comprende metilo, etilo, propilo y butilo, y siendo x 1 a 4, siendo
preferentemente R® y R* metilo en cada caso, y siendo x 2.

En otra forma de realizacion preferente, en el caso del codisolvente se trata de un acido carboxilico o acido graso,
preferentemente un acido graso con al menos 6, de modo mas preferente al menos 12 atomos de carbono. el acido
graso puede ser un acido graso saturado, a modo de ejemplo acido laurico, acido miristico, acido palmitico, acido
margarico, acido estearico, acido araquico o acido behénico, o un acido insaturado, a modo de ejemplo acido
miristoleico, acido palmitoleico, acido petrosélico, acido oleico, acido elaidico, acido vaccénico, acido gadoleico,
acido icosénico o acido erucico. Del mismo modo son posibles mezclas de diversos acidos grasos, a modo de
ejemplo acido de cardo, que contiene principalmente acidos grasos insaturados. Ya que no todos los acidos grasos
son solubles a temperatura ambiente en medida digna de mencién, puede ser necesario adoptar otras medidas,
como por ejemplo el aumento de la temperatura o, preferentemente, la adicion de un disolvente adicional, para
hacerlos accesibles a la fase acuosa. En una forma de realizacién especialmente preferente se emplea un acido
graso o un éster del mismo, preferentemente el éster metilico, del modo mas preferente laurato de metilo, como tal
disolvente adicional.

Segun la invencion, la cascada enzimatica segun la invencion se puede desarrollar en presencia de una
alanindeshidrogenasa. Un punto fuerte especial de la presente invencion es que este acondicionamiento posibilita un
control de reaccion neutro en equivalentes de reduccién, es decir, la reaccidon se desarrolla sin alimentacién o
eliminacién de electrones en forma de equivalentes de reduccion, ya que el NADH generado por la alcohol
deshidrogenasa en el trasncurso de la oxidacion alcohdlica se consume en la generacion de alanina, bajo consumo
de un donador de nitrégeno inorganico, preferentemente amoniaco o una fuente de amoniaco.

En una forma de realizacion preferente, bajo el concepto "alanindeshidrogenasa", como se emplea en este caso, se
entiende un enzima que cataliza la transformacion de L-alanina, bajo consumo de agua y NAD®, en piruvato,
amoniaco y NADH. En el caso de la alanindesidrogenasa se trata preferentemente de una alanindeshidrogenasa
intracelular, de modo aun mas preferente de una alanindeshidrogenasa recombinante intracelular de un catalizador
de célula completa bacteriano.

En una forma de realizacion preferente, para el procedimiento segun la invencién se emplea un catalizador de célula
completa con todas las actividades necesarias, es decir, alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)+,
transaminasa, y en caso dado monooxigenasa y/o alanindeshidrogenasa. El empleo de tal catalizador de célula
completa tiene la ventaja de que todas las actividades se emplean en forma de un Unico agente, y no es necesario
elaborar enzimas en forma biolégicamente activa a escala industrial. Por el especialista son conocidos
procedimientos apropiados para la construccion de catalizadores de célula completa, en especial la construcciéon de
sistemas plasmidos para la expresion de una o mas de una proteina recombinante, o la integracion del ADN
codificante para la proteina recombinante necesaria en el ADN cromosoémico de la célula huésped empleada.

Las caracteristicas de la invencion, dadas a conocer en la anterior descripcion, las reivindicaciones y los dibujos,
tanto por separado, como también en cualquier combinacién, pueden ser esenciales para la realizacion de la
invencion en sus diversas formas de realizacion.



10

15

20

25

30

35

40

ES 2604 335 T3

La figura 1 muestra una alineacion ejemplar que comprende diversas transaminasas, en especial las de
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (cddigo de banco de datos NP_901695, "TACV_co"). Los restos
aminoacido correspondientes a las posiciones Val224 y Gly230 de las Ultimas transaminasas estan subrayados en
todas las secuencias. La alineacion se elaboré bajo empleo de Clustal W2.

Ejemplo 1: aminacion de diversos substratos bajo empleo de una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD" en
comparacion con alcohol deshidrogenasa AlkJ bajo empleo del procedimiento segun la invencién

Substratos:

Como substratos se emplearon hexano-1,6-diol (1), 6-aminohexan-1-ol (2) y 6-hidroxihexanoato de etilo (3).
Enzimas:

Alanindeshidrogenasa

La L-alanindeshidrogenasa de Bacillus subtilis se exprimio en E. coli. En primer lugar se prepard un cultivo durante
la noche, que se empled a continuacion para inocular el cultivo principal (medio LB-ampicilina). Las células se
incubaron durante 24 horas a 30°C y 120 rpm en un agitador. A continuacion se afiadié bajo condiciones estériles
IPTG (0,5 mM, isopropil 3-D-1-tiogalactopiranésido, Sigma) para la induccion, y los cultivos se agitaron durante 24
horas mas a 20°C.

Las células se centrifugaron (8000 rpm, 20 min 4 °C), se lavaron, y se desechd el exceso. A continuaciéon se
alteraron las células bajo empleo de ultrasonido (1 s pulso, 4 s pausa, tiempo: 10 min, amplitud: 40 %), se centrifugd
la mezcla (20 min, 18000 rpm, 4°C), y el enzima se purifico bajo empleo de una columna His-prep.

Alcoholdeshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus (ADH-hT; P42328.1))

Para la preparacién de la alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD" de Bacillus stearothermophilus (Fiorentino
G, Cannio R, Rossi M, Bartolucci S: Decreasing the stability and changing the substrate specificity of the Bacillus
stearothermophilus alcohol dehydrogenase by single amino acid replacements. Protein Eng 1998, 11: 925-930) se
prepard en primer lugar un cultivo durante la noche (10 ml de medio LB/ampicilina, ampicilina 100ug/ml, 30°C, 120
Upm), que se empled a continuacion para inocular recipientes de cultivo, que se agitaron a su vez aproximadamente
12 horas a 37°C y 120 rpm. Las células se centrifugaron (8000 rpm, 20 minutos, 4°C), se lavaron, se desechd el
exceso, y se liofilizé el comprimido. Finalmente se alteraron las células bajo empleo de ultrasonido (1 s pulso, 4 s
pausa, tiempo: 10 min, amplitud: 40 %), se centrifugd la mezcla (20 min, 18000 rpm, 4°C) y se empled como extracto
crudo. La concentracion de proteina se estimé por medio de SDS-PAGE.

AlkJ-alcohol deshidrogenasa (de Pseudomonas oleovirans Gpo1):

Se preparo el enzima bajo las mismas condiciones que la alcohol deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus,
prescindiendo de que se empled el plasmido pTZE03_Alkd (SEQ ID NO 20) y canamicina como antibiético (50
pg/ml). La concentracion de proteinas se estimé igualmente por medio de SDS-PAGE.

Transaminasa CV-wTA de Chromobacterium violaceum:

Para la preparacion de CV-wTA de Chromobacterium violaceum (U. Kaulmann, K. Smithies, M. E. B. Smith, H. C.
Hailes, J. M. Ward, Enzyme Microb. Technol. 2007, 41, 628-637; b) M. S. Humble, K. E. Cassimjee, M. Hakansson,
Y. R. Kimbung, B. Walse, V. Abedi, H.-J. Federsei, P. Berglund, D. T. Logan, FEBS Journal 2012, 279, 779-792; c)
D. Koszelewski, M. Gdoritzer, D. Clay, B. Seisser, W. Kroutil, ChemCatChem 2010, 2, 73-77) se prepard en primer
lugar un cultivo durante la noche (medio LB/ampicilina, 30°C, 120 rpm), que se empled a continuacién para inocular
con el mismo medio botellas de cultivo que se agitaron aproximadamente tres horas a 37°C y 120 rpm, hasta que se
alcanzo6 una densidad 6ptica a 600 nm de 0,7. A continuacion se afiadié disolucién madre de IPTG (0,5 mM), y se
indujo durante tres horas a 20°C y 120 rpm. Las células se centrifugaron, se desecho el residuo, y se almacenaron
las células a 4°C. Finalmente, las células se alteraron bajo empleo de ultrasonido (1 s pulso, 4 s pausa, tiempo: 10
min, amplitud: 40 %), se centrifugd la mezcla (20 min, 18000 rpm, 4°C) y se empleo el residuo como extracto crudo.

Puesta en practica del ensayo
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El planteamiento de ensayo se describe en la tabla 1.

Tabla 1: planteamiento de ensayo

Planteamiento de ensayo ADH-hT (crudo) 200 pl
Transaminasa 200 pl
AlaDH 10 pl (250 U)
L-alanina 22,3 mg (250 pmol)
NAD* 0,5 mg (0,75 umol)
NH4CI 21 mg (500 pmol)
PLP 0,1 mg (0,35 pmol)
NaOH 6 M 7,5l
H2O / codisolvente 400 pl
Substrato 50 ymol
pH al final 8,5
Volumen total 1,22 mL

El substrato se disuelve en la cantidad correspondiente de disolvente (véase la tabla 2), y se afiade a L-alanina
disuelta en 300 pl de agua. Se afadio cloruro amoénico a 75 pl de agua. Se afiadieron NAD+ y PLP disueltos
respectivamente en 25 pl de agua. El valor de pH se ajusté mediante adicion de 7,5 pl de una disolucion de NaOH 6
M. Se afadieron transaminasa y alanindeshidrogenasa. La reaccion se inici6 mediante adicion de alcohol
deshidrogenasa. Después de 22 horas, la reaccion se detuvo mediante adicién de los reactivos de derivatizacion
indicados a continuacion.

Derivatizacion de aminas:

A una muestra con 500 pl se afiadieron 200 pl de trietilamina, asi como ESOF (succinimidooxiformiato de etilo) (80 o
40 mg) en acetonitrilo (500 pl). Las muestras se agitaron a continuacion durante una hora a 45 °C y se extrajeron
con diclorometano, se secaron sobre sulfato sédico, y se midieron bajo empleo de GC-MS. Si se trabajo sin
alanindeshidrogenasa, se afiadieron a una disolucién acuosa L-alanina (500 mM), NAD" (2 mM) y PLP (0.5 mM) a
un valor de pH de 8,5 (ajustado mediante adicién de NaOH) y substrato en DME (120 pl, 25 mM). La reaccion se
inici6 mediante adicion de 200 pl de alcohol deshidrogenasa (dependiente de NAD') o AlkJ) y transaminasa
respectivamente. Las muestras se agitaron a 25°C y 300 rpm durante 24 horas. Las muestras se elaboraron como
se describe anteriormente y se analizaron con GC-MS.

Resultados:
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Tabla 2. Aminacion en ausencia de alanindeshidrogenasa. Los substratos son hexano-1,6-diol (1), 6-aminohexan-1-
ol (2) y 6-hidroxihexanoato de etilo (3).

Substrato | Enzima oxidante Transaminasa Substrato no transformado [%] Producto [%]

1 AlkJ cv >99 <1 (monoamina)
<1 (diamina)

1 ADH-hT Ccv <1 <99 (monoamina)
>1 (diamina)

1 - - >99 <1

2 AlkJ cv 91 9

2 ADH-hT cv 76 24

2 - - >99 <1

3 AlkJ cv 99 1

3 ADH-hT cv 22 78

3 - - >99 <1

Tabla 3. Aminacién en presencia de alanindeshidrogenasa. Los Substratoos son hexano-1,6-diol (1), 6-aminohexan-
1-ol (2) y 6-hidroxihexanoato de etilo (3).

Substrato Enzyma oxidante Transaminasa Substrato no transformado [%] Producto [%]

1 AlkJ cv >99 <1 (monoamina)
<1 (diamina)

1 ADH-hT cv <1 92 (monoamina)
8 (diamina)

1 - - >99 <1 (monoamina)
<1 (diamina)

2 AlkJ cv >99 <1
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Substrato Enzyma oxidante Transaminasa Substrato no transformado [%] Producto [%]
2 ADH-hT Ccv 19 81

2 - - >99 <1

3 AlkJ Ccv >99 <1

3 ADH-hT Ccv <1 >99

3 - - >99 <1

Sumario:

Para una serie de substratos diferentes estructuralmente, esto es, hexano-1,6-diol (1), 6-aminohexan-1-ol (2) y 6-
hidroxihexanoato de etilo (3), se mostré6 en cada caso que la reaccion bajo empleo de alcohol deshidrogenasa
dependiente de NAD" de Bacillus stearothermophilus se desarrolla de manera claramente mas eficiente que bajo
empleo de alcohol deshidrogenasa AlkJ. Este efecto técnico soprendente se pudo mostrar igualmente en presencia
y ausencia de alanindeshidrogenasa.

Ejemplo 2: Aminacién de diversos substratos alcohdlicos

Para confirmar que el sistema enzimatico segun la invencion transforma substratos multiples desde el punto de vista
estructural se hicieron reaccionar in vitro alcanoles y alcanodioles adicionales, bajo empleo de enzimas apropiados,
para dar las correspondientes aminas, o bien diaminas. Se comprobd que la alcohol deshidrogenasa de higado de
caballo (HL-ADH, E-isoenzima; NP_001075997.1) y la alcohol deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus (ADH-
hT; P42328.1) son apropiadas del mismo modo. Se emplearon dos aminasas diferentes, esto es, la de
Chromobacterium violaceum™® (CV-wTA) y una variante de una w-TA (S)-selectiva de Arthrobacter citreus (ArS-
wTA) (A. R. Martin, R. DiSanto, |. Plotnikov, S. Kamat, D. Shonnard, S. Pannuri, Biochem. Eng. J. 2007, 37, 246-
255). La alanindeshidrogenasa procedia de Bacillus subtilis (F. G. Mutti, C. S. Fuchs, D. Pressnitz, J. H. Sattler, W.
Kroutil, Adv. Synth. Catal. 2011, 353, 3227-3233).

Los productos se derivatizaron con (succinimidooxi)formiato de etilo (I. Edafiogho, K. R. Scott, J. A. Moore, V. A.
Famar, J. M. Nicholson, J. Med. Chem. 1991, 34, 387-392) y se identificaron mediante GC-MS, bajo empleo de una
columna Agilent J&W HP-5 (30 m, 320 ym, 0.25 pym).

Tabla 4: aminacioén de alcoholes primarios

N° Substrato c [%] Aldehido [%] Amina [%]
1 1-hexanol >99 <1 > 99

2 1-octanol 50 <1 50

3 1-octanol 57" <1 57

4 1-decanol 2 <1 2

5 1-decanol 25 <1 25

12
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N° Substrato c [%] Aldehido [%] Amina [%]
6 1-dodecanol 10™ <1 10

[a] Condiciones de reaccion: substrato (50 mM), CV-wTA (1 mg, 0,2 U) y ADH-hT (1 mg, 0,25 U), AlaDH (0,04 mg,
0,25 U), PLP (0,35 mM), NAD* (0,75 mM), cloruro aménico (275 mM), L-alanina (250 mM), pH 8,5, 24 horas, 20 °C.
[b] Se afiadié 1,2-dimetoxietano (10% v v'') como codisolvente.

Tabla 5: aminacion de 1,w-dio|es[°]

N° |Sub. Disolvente Vol. disolv. [%] |T.[°C] |c[%] |Monoamina [%] Diamina [%]
1 |1,8-octanodiol MTBE 30 35 52 49 3

2 1,8-octanodiol MTBE 30 25 98 52 46
3 1,8-octanodiol DME 40 25 95 80 15
4 1,8-octanodiol DME 30 25 >99 18 82
5 1,8-octanodiol DME 20 25 99 16 83
6 1,8-octanodiol DME 10 25 99 1 98
7 1,8-octanodiol DME 10 20 >99 <1 >99
8 1,10-decanoDiol DME 20 25 99 6 93
9 1,10-decanoDiol DME 20 20 >99 2 98
10 |1,10-decanoDiol DME 10 20 >99 1 99

[c] Condiciones de reaccion generales: substrato (50 mM), CV-wTA (1 mg, 0,25 U) and ADH-hT (1 mg, 0,2 U),
AlaDH (0,1 mg, 0,7 U), PLP (0,35 mM), NAD" (0,75 mM), cloruro aménico (275 mM), L-alanina (250 mM), pH 8.5. [d]
Se emplea ArS-wTA en lugar de CV-wTA.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Evonik Degussa GmbH
<120> Oxidacién de alcoholes
<130> 2011E00296DE

<160> "=

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 57

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 1
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15
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Val Val Ala Ala Arg Trp Leu Glu Glu Lys Ile Leu Glu Ile Gly Ala

1 5 10

15

Asp Lys Val Ala Ala Phe Val Gly Glu Pro Ile Gln Gly Ala Gly Gly

20 25

30

Val Ile Val Pro Pro Ala Thr Tyr Trp Pro Glu Ile Glu Arg Ile Cys

35 40

Arg Lys Tyr Asp Val Leu Leu Val Ala
50 85

<210> 2
<211> 57
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 2

45

Ala His Cys Val Ala Glu Leu Glu Ala Leu Ile Glu Arg Glu Gly Ala

1 5 10

15

Asp Thr Ile Ala Ala Phe Ile Gly Glu Pro Ile Leu Gly Thr Gly Gly

20 25

30

Ile Val Pro Pro Pro Ala Gly Tyr Trp Glu Ala Ile Gln Thr Val Leu

35 40

Asn Lys His Asp Ile Leu Leu Val Ala
50 85

<210> 3
<211> 57
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 3

15

45
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Gln Hig Cys Ala Asp Lys Leu Glu Glu Met Ile Leu Ala Glu Gly Pro
1 5 10 15

Glu Thr Ile Ala Ala Phe Ile Gly Glu Pro Ile Leu Gly Thr Gly Gly
20 25 30

Ile Val Pre Pro Pro Ala Gly Tyr Trp Glu Lys Ile Gln Ala Val Leu
35 40 45

Lys Lys Tyr Asp Val Leu Leu Val Ala
50 55

<210> 4
<211> 57
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 4

Agp Asp Leu Val Gln Glu Phe Glu Asp Arg Ile Glu Ser Leu Gly Pro
1 5 10 15

Asp Thr Ile Ala Ala Phe Leu Ala Glu Pro Ile Leu &Ala Ser Gly Gly
20 25 30

Val Ile Ile Pro Pro Ala Gly Tyr His Ala Arg Phe Lys Ala Ile Cys
35 40 45

Glu Lys His Asp Ile Leu Tyr Ile Ser
50 85

<210>5
<211> 57
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 5
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Ala

Ser

Val

Thr
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Glu Leu Ala Asn Glu Leu Glu Arg Ile Val Ala Leu His Asp Ala

5

10

15

Thr Ile Ala Ala Val Ile Val Glu Pro Val Ala Gly Ser Thr Gly

20

25

30

Ile Leu Pro Proc Lys Gly Tyr Leu Gln Lys Leu Arg Glu Ile Cys

35

40

Lys His Gly Ile Leu Leu Ile Phe

50

<210>6

<211> 57

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> parte de secuencia

<400> 6

Ala Glu

1

Ser Thr

Val Ile

Thr Lys

35

50

<210>7

<211> 57

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> parte de secuencia

<400> 7

20

5

Leu Ala Asn Glu Leu Glu

Ile Ala Ala Val Ile Val

Leu Pro Pro Lys Gly Tyr

10

25

40

His Gly Ile Leu Leu Ile Phe

55

17

45

Arg Ile Val Ala Leu His Asp Ala

15

Glu Pro Val Ala Gly Ser Thr Gly

30

Leu Gln Lys Leu Arg Glu Ile Cys

45
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15
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Ala His Leu Ala Asp Glu Leu Glu Arg Ile Ile Ala Leu His Asp Ala
1 5 10 15

Ser Thr Ile Ala Ala Val Ile Val Glu Pro Met Ala Gly Ser Thr Gly
20 25 30

Val Leu Val Pro Pro Lys Gly Tyr Leu Glu Lys Leu Arg Glu Ile Thr
35 40 45

Ala Arg His Gly Ile Leu Leu Ile Phe
50 55

<210> 8
<211> 57
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 8

Ala His Leu Ala Asp Glu Leu Glu Arg Ile Val Ala Leu His Asp Pro
1 5 10 15

Ser Thr Ile Ala Ala Val Ile Val Glu Pr¢o Leu Ala Gly Ser Ala Gly
20 25 30

Val Leu Val Pro Pro Val Gly Tyr Leu Asp Lys Leu Arg Glu Ile Thr
35 40 45

Thr Lys His Gly Ile Leu Leu Ile Phe
50 85

<210>9
<211> 57
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 9

18



10

15

Val Glu Leu Ala
1

Ser Asn Ile Ala
20

Val Leu Val Pro
35

Asp Gln His Asn
50

<210> 10

<211> 57

<212> PRT

<213> artificial

<220>

ES 2604 335 T3

Asn Glu Leu Leu

Ala Val

Pro Val

Ile Leu

<223> parte de secuencia

<400> 10

Ile Ala Leu Ala
1

Ser Asn Ile Ala
20
Val Leu Val Pro
35
Asn Gln His Asn
50

<210> 11

<211> 57

<212> PRT

<213> artificial

<220>

Asp Glu

Ala Val

Pro Glu

Ile Leu

<223> parte de secuencia

<400> 11

Ile Val

Gly Tyr
40

Leu Ile
55

Leu Leu

Phe Val

Gly Tyr
40

Leu val
55

Lys Leu Ile Glu Leu His Asp Ala
10 15

Glu Pro Met Ser Gly Ser Ala Gly
25 30

Leu Gln Arg Leu Arg Glu Ile Cys
45

Phe

Lys Leu Ile Glu Leu His Asp Ala
10 15

Glu Pro Leu Ala Gly Ser Ala Gly
25 30

Leu Lys Arg Asn Arg Glu Ile Cys
45

Phe

19
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Pro Ala Tyr Ser Ala Ala Phe Glu Ala Gln Leu Ala Gln His Ala Gly
1 5 10 15

Glu Leu Ala Ala Val Val Val Glu Pro Val Val Gln Gly Ala Gly Gly
20 25 30

Met Arg Phe His Asp Pro Arg Tyr Leu His Asp Leu Arg Asp Ile Cys
35 40 45

Arg Arg Tyr Glu Val Leu Leu Ile Phe
50 85

<210> 12
<211> 57
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 12

Glu Arg Asp Met Val Gly Phe Ala Arg Leu Met Ala Ala His Arg His
1 5 10 15

Glu Ile Ala Ala Val Ile Ile Glu Pro Ile Val Gln Gly Ala Gly Gly
20 25 30

Met Arg Met Tyr His Pro Glu Trp Leu Lys Arg Ile Arg Lys Ile Cys
35 40 45

Asp Arg Glu Gly Ile Leu Leu Ile Ala
50 55

<210> 13
<211> 57
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 13

20



10

15
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Agp Gln Cys Leu Arg Glu Leu Ala Gln Leu Leu Glu Glu His His Glu
1 5 10 15

Glu Ile Ala Ala Leu Ser Ile Glu Ser Met Val Gln Gly Ala Ser Gly
20 25 30

Met Ile Val Met Pro Glu Gly Tyr Leu Ala Gly Val Arg Glu Leu Cys
35 40 45

Thr Thr Tyr Asp Val Leu Met Ile Val
50 85

<210> 14
<211> 54
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 14

Ala Asn Glu Ile Asp Arg Ile Met Thr Trp Glu Leu Ser Glu Thr Ile
1 5 10 15

Ala Gly Val Ile Met Glu Pro Ile Ile Thr Gly Gly Gly Ile Leu Met
20 25 30

Pro Pro Asp Gly Tyr Met Lys Lys Val Glu Asp Ile Cys Arg Arg His
35 40 45

Gly Ala Leu Leu Ile Cys
50

<210> 15
<211> 56
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 15

21
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15
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Leu Leu Ser Val Lys Tyr Thr Arg Arg Met Ile Glu Agn Tyr Gly Pro

1 5 10

15

Glu Gln Val Ala Ala Val Ile Thr Glu Val Ser Gln Gly Ala Gly Ser

20 25

30

Ala Met Pro Pro Tyr Glu Tyr Ile Pre Gln Phe Arg Lys Met Thr Lys

35 40

Glu Leu Gly Val Leu Trp Ile Asn
50 85

<210> 16
<211> 56
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 16

45

Leu Leu Ser Val Lys Tyr Thr Arg Arg Met Ile Glu Agn Tyr Gly Pro

1 5 10

15

Glu Gln Val Ala Ala Val Ile Thr Glu Val Ser Gln Gly Ala Gly Ser

20 25

30

Ala Met Pro Pro Tyr Glu Tyr Ile Pro Gln Ile Arg Lys Met Thr Lys

35 40

Glu Leu Gly Val Leu Trp Ile Asn
50 85

<210> 17
<211> 56
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> parte de secuencia

<400> 17

22
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10

15

Leu Leu

Glu Gln

Thr Met

Glu Leu
50
<210> 18

<211> 56
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Ser Val Lys Tyr Thr Arg Arg Met Ile Glu Asn Tyr Gly Pro

5

10 15

Val Ala Ala Val Ile Thr Glu Val Ser Gln Gly Val Gly Ser

20

25 30

Pro Pro Tyr Glu Tyr Val Pro Gln Ile Arg Lys Met Thr Lys

35

Gly Val Leu Trp

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> parte de secuencia

<400> 18

Lys Tyr Ala Ser Asgp Val

1 5

Gln Val Ala Gly Phe Ile

20
Val Glu Leu Ala Pro Gly
35

Lys Ala Gly Gly Val Cys
50

<210>19

<211>57

<212> PRT

<213> artificial

<220>

<223> parte de secuencia

<400> 19

40

Ile Ser
55

His Asp

Gly Glu

Tyr Leu
40

Ile Ala
55

45

Leu Ile Gln Phe Gly Thr Ser Gly
10 15

Ser Ile Gln Gly Val Gly Gly Ile
25 30

Pro Ala Ala Tyr Asp Ile Val Arg
45

23
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Leu Ala Glu Leu Asp Tyr Ala Phe Asp Leu Ile Asp Arg Gln Ser Ser
1 5 10 15

Gly Asn Leu Ala Ala Phe Ile Ala Glu Pro Ile Leu Ser Ser Gly Gly
20 25 30

Ile Ile Glu Leu Pro Asp Gly Tyr Met Ala Ala Leu Lys Arg Lys Cys
35 40 45

Glu Ala Arg Gly Met Leu Leu Ile Leu
50 55

<210> 20
<211> 6949
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> plasmido ptZE03_aLKj

<400> 1

24



tggcgaatgy
cagcgtgace
ctttctcgee
gttcocgattt
acgtagtggg
ctttaatagt
ttttgattta
acaaaaattt
tcggggaaat
tcegeteatg
tcatatcagg
actcaccgaqg
gtccaacatc
aatcaccatg
agacttgtte
cgttattcat
aattacaaac
tttcacctga
tggtgagtaa
taaattcogt
ctttgccatg
tageacctga
tgttggaatt
ccecttgtatt
cgtgagtttt

gatccttttt

gacgcgcect
gctacacttg
acgttcgecg
agtgcetttac
ccatagocet
ggactcttgt
taagggattt
aacgcgaatt
gtgcgeggaa
aattaattet
attatcaata
gcagttecat
aatacaacct
agtgacgact
aacaggccag
tcgtgattge
aggaatcgaa
atcaggatat
ccatgecatca
cagccagttt
tttcagaaac
ttgeccgaca
taatcgagge
actgtttatg
cgtteocactg

ttctgegegt

gtagcggege
ccagcgecect
gctttceceeg
ggcacctaga
gatagacggt
tccaaactgg
tgcegattte
ttaacaaaat
ccectatttg
tagaaaaact
ccatattttt
aggatggcaa
attaatttce
gaatccggtg
ccattacgct
gcctgagega
tgcaaccgge
tcttctaata
tcaggagtac
agtctgacca
aactctggeg
ttategogag
ctagagcaag
taagcagaca
agegteagac

aatctgetge
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attaagecgeg
agcgcccget
tcaagctcta
ccccaaaaaa
ttttegacot
aacaacactc
ggectattgg
attaacgttt
tttattttte
catcgagcat
gaaaaagccg
gatccetggta
cctcgtcaaa
agaatggcaa
cgtcatcaaa
gacgaaatac
gocaggaacac
cctggaatge
ggataaaatg
tctcatctgt
catcgggett
cecatttata
acgtttaceg
gttttattgt
ceegtagaaa

ttgcaaacaa

gcggatgtgy
cctttegett
aatcggggge
cttgattagg
ttgacgttgg
aaccctatet
ttaaaaaatg
acaatttcag
taaatacatt
caaatgaaac
tttctgtaat
teggtetgeg
aataaggtta
aagtttatgc
atcactcgca
gcgatcgetg
tgccagegea
tgttttccecg
cttgatggte
aacatcattg
cccatacaat
cccatataaa
ttgaatatgg
tecatgaccaa
agatcaaagg

aaaaaccacc

25

tggttacgeg
tcttcectte
tcectttagg
gtgatggttce
agtccacgtt
cggtctattc
agctgattta
gtggcacttt
caaatatgta
tgcaatttat
gaaggagaaa
attcegacte
tcaagtgaga
atttctttce
tcaaccaaac
ttaaaaggac
tcaacaatat
gggatcgcag
ggaagaggca
gcaacgctac
cgatagattg
tcagcatcca
ctcataacac
aatceocttaa
atcttettga

gctaccageg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



gtggtttgtt
agagcgcaga
aacktctgtag
agtggecgata
cagceggtoegg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtogatttt
gcctttttac
tcccetgatt
agccgaacga
tattttoctce
caatetgete
ggtcatggct
gotcecggea
gtttteaceg
gtgaagcgat
aagcgttaat
ggtcactgat
acgagagagg
ttgtgagggt
tcaatgoecag
tgcgatgeag
cgaaacacygyg
gcagtcgcett
ccogecagect
catgcecggeg
ggcttgageg
getecagega

gagttgecatg

tgeceggatea
taccaaatac
caccgectac
agtecgtgtet
getgaacggg
gatacctaca
ggtatceggt
acgoctggta
tgtgatgete
ggttcectgge
ctgtggataa
ccgagcgceag
ttacgcatct
tgatgecegea
gcgccccgac
tccgettaca
tcatcacega
tcacagatgt
gtctggctte
gecteegtgt
atgctecacga
aaacaactgg
cgctteogtta
atccggaaca
aaaccgaaga
cacgttcget
ageegggtee
ataatggcct
agggegtgca
aagcggteoct

ataaagaaga

agagctacca
tgtccttcta
atacctcoget
tacecgggttg
gggttcegtge
gegtgageota
aagcggcagy
totttatagt
gtcagggggyg
cttttgetgg
ccgtattace
cgagtcagtyg
gtgecggtatt
tagttaagece
acccgeccaac
gacaagctgt
aacgcgcagag
ctgcctgttce
tgataaagcg
aagggggatt
tacgggttac
cggtatggat
atacagatgt
taatggtgca
ccattcatgt
cgcgtatcgyg
tcaacgacag
gcttcotegee
agattccgaa
cgcecgaaaat

cagtcataag
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actettttte
gtgtagcegt
ctgctaatec
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagectat
ccttttgetce
gcctttgagt
agcgaggaaqg
tcacaccgca
agtatacact
acccgectgac
gacegtctec
gcagetgegyg
atccgegtcec
ggccatgtta
tectgttcatg
tgatgatgaa
gcggegggac
aggtgttcca
gggegetgac
tgttgcteag
tgattcattc
gagcacgatc
gaaacgtttg
taccgcaagce
gacccagage

tgcggegacyg

cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggageg
ccacgettoo
gagagcgecac
tteogeoecacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggaagagceg
tatatggtgc
cegetatege
gcgccectgac
gggagctgea
taaagcteat
agctcgttga
agggeggttt
ggggtaatga
catgceceggt
cagagaaaaa
cagggtagec
ttecgegttt
gtegeagacy
tgctaaccag
atgcgecacec
gtggcgggac
gacaggccga
getgecggea

atagtcatgce

26

tggcttecage
ccacttcaag
ggctgetgec
ggataaggeg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagett
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcctgegtta
cgctecgeoege
cctgatgegg
actctcagta
tacgtgactg
gggcttgtct
tgtgtcagag
cagegtggte
gtttctccag
tttcctgttt
taccgatgaa
tactggaacg
tcactcaggg
agcagcatce
ccagacttta
ttttgeagea
taaggcaacc
gtggggccge
cagtgacgaa
tcatcgtege
cetgtectac

ccogogocca

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

21400

2160

2220

2280

23490

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420



ccggaaggag
atgagtgagc
cctgtegtge
tgggegecag
ccgcectggee
aatcctgttt
atcccactac
egoccagege
gcatttgcat
tcggetgaat
agacagaact
gctccacgec
ggtcagagac
catcctggtce
tgtgcaccgc
tggcaccecag
gggccagact
ccacgeggtt
tcgcagaaac
catactetge
cttocogggeg
tctcgacget
ccgttgagea
ccggcecacgg
cgagccogat
gcgccggtga
aattaatacg
ttttgtttaa
tctgcaggat
cttgaagetyg
ctttcaaata

ggccggagce

ctgactgggt
taacttacat
cagctgeatt
ggtggttttt
ctgagagagt
gatggtggtt
cgagatatcc
catctgateg
ggtttgttga
ttgattgecga
taatgggeece
cagtcgcgta
atcaagaaat
atccagcgga
cgctttacag
ttgatcggeg
ggaggtggca
gggaatgtaa
gtggctggece
gacategtat
ctatcatgec
cteccttatg
cocgocgeego
ggectgcocac
cttcecccatce
tgccggccac
actcactata
ctttaagaag
gtgtgcttge
ggccgaegaga
gtaaaaagtt

ttttctggee

tgaaggctet
taattgcgtt
aatgaatcgg
cttttcacea
tgcagcaagc
aacggcggga
gcaccaacgc
ttggcaaceca
aaaccggaca
gtgagatatt
gctaacageg
cegtettcat
aacgccggaa
tagttaatga
gcttcgacge
cgagatttaa
acgccaatca
ttcagctceg
tggttcacca
aacgttactg
ataccgcgaa
cgactcctge
aaggaatggt
catacccacg
ggtgatgtcg
gatgcgtccg
ggggaattgt
gagatatacg
taatcgtctt
tacgaatceg
gaattggget

acgaggaaaa
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caagggcate
gegectecactyg
ccaacgcgeg
gtgagacggg
ggtccacget
tataacatga
gcagcccgga
gcategecagt
tggcactcca
tatgccagec
cgatttgetg
gggagaaaat
cattagtgca
tcagececact
cgcttegtte
tcgecegegac
gcaacgactg
ccategeege
cgcgggaaac
gttteacatt
aggttttgcyg
attaggaagec
gcatgcaagg
ccgaaacaag
gcgatatagg
gcgtagagga
gagcggataa
atgtacgact
teggecgace
ctaattcata
tttcaaactg

acgttaggtg

ggtcegagatce
cccgetttec
gggagaggcg
caacagetga
ggtttgccecc
gctgtetteg
ctcggtaatg
gggaacgatg
gtecgecttee
agccagacge
gtgacccaat
aatactgttg
ggcagcttce
gacgegttge
taccatcgac
aatttgcgac
tttgececgee
ttccactttt
ggtctgataa
caccaccctg
ccattcgatg
ageceagtag
agatggcgcc
cgetecatgag
cgccagcaac
tcgagatctc
caatteccect
atataategt
cctctaaaag
tgcegttagg
cgocacagea

gttcaagctc

27

ceggtgecta
agtcgggaaa
gtttgcgtat
ttgececttea
agcaggcgaa
gtatcgtogt
gcgegeattg
ccctcattea
cgttcegecta
agacgegecyg
gcgaccagat
atgggtgtct
acagcaatgg
gcgagaagat
accacecacgce
ggcgegtgea
agttgttgtg
teccecgegtit
gagacaccgg
aattgactet
gtgtecggga
taggttgagg
caacagtccc
cocgaagtgg
cgcacctgtg
gatcccgcga
ctagaaataa
tggtgetgga
agtttgttta
tattgetttg
aaatctcaac

aatcaacgca

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4580
5040
5100
5160
5220
5280

5340



atggtctata
tactggggtt
gataagtccg
aatcegetta
gatttcaacg
caacgctgga
atcattactg
tettatataa
cttagtcottyg
gccgagctta
cttcaagatc
gttgctettt
gaggggtttc
cgtgatcgge
aaaatagegg
ggcagaattg
cttagcgatc
ttgcaggcce
aaaactgatg
gtaggtactt
cgtgggttgg
aacacaaacqg
cttgatgtgg
ttggcctgge
ctggagcace
gaagctgagt

aaacgggtct

teccgagggea
ggtaccggge
agcaccatgg
gcaaageatt
gegagtacea
gcteggogeg
atgcgeatge
agaaaaatat
gegeagtegy
aggaacatgg
atttggacat
cttteatecee
tcactagtaa
ccaatttgeca
gtggttatgg
gcctaaaaag
atgaagatat
catcgatgge
atgaaataat
gtaggatggg
caaatattag
cteccaactat
aagcattaga
gegecoctega
accaccacca
tggctgoetge

tgaggggttt

tgaagacgat
tettgagttg
ggttgacgga
cgtgeaagec
ggacggcegta
tgecattettg
atcaaaaatt
gcaccatcaa
cacgoctcac
tgtttctcta
cacattgatg
tegtggtgte
cgtggcagag
gtttcatttc
ttatacgecta
cgccaateca
taaaaccatg
gaagcatttt
cgaagatatt
taaagatcca
agtcgttgat
tatgattgea
ggctageget
gggatcccac
ccaccaccac
caccegetgag

tttgctgaaa

ES 2604 335 T3

taccacgcat
ttcaaaaggc
gaattagctyg
ggcatggagy
gggttetate
cacggtgtac
ctttttgaag
gtcaagacaa
cttetaatge
gtccatgatc
tgcgcagcaa
tegggtttgt
tcgggtggtt
cttccaactt
catatatgtg
ttacagccge
attgcgggta
aagcatgaag
cgtaggcgag
goegtcagttg
gogtcaatta
gaaaatgegg
gagtttgete
gtgetggtge
tgagatecgyg
caataactag

ggaggaacta

gggagcagge
ttgaatgcaa
ttagtgattt
ccaatattaa
aagtaaccca
tttecagace
accgtaagge
cgagtggtgg
tttetggtgt
ttcctgaggt
attcgagaga
tttecatatgt
ttgtaaaaag
atcttaaaga
atcttttgec
ctttaattga
ttaagatagg
tagtaccggg
ctgagactat
ttgatcecgtyg
tgcecgeoactt
cagaaataat
gcgagggtge
agegtggeayg
ctgctaacaa
cataacccct

tateccggat
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ggccggecego
ccagcgattc
aaaatatatc
tttcaacgga
aaaaaatgga
aaatctagac
ggttggtgtt
tgaagtactt
tggggetgea
ggggaaaaat
gccgataggt
gtttaagege
ttctectgat
tcacggtcga
taagagccga
ccogaactat
gcgocgectatt
ccaggctgtt
ataccatccg
cctgaagate
ggtegegggt
tatgeggaat
agagotagag
cgeggeagea
agceccgaaag

tggggecotot

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6949
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REIVINDICACIONES

1.- Procedimiento procedimiento para la oxidacién de alcoholes, que comprende los pasos
a) puesta a disposicion de un alcohol primario de la férmula

HO-(CH2)«R",

siendo seleccionado R' a partir del grupo que comprende -OH, -SH, -NH» y -COORZ, siendo x al menos 3,y
siendo seleccionado R? a partir del grupo que comprende H, alquilo y arilo,

b) oxidacion del alcohol primario mediante puesta en contacto con una alcohol deshidrogenasa dependiente
de NAD(P)", y

c) puesta en contacto del producto de oxidacion del paso a) con una transaminasa,

tratandose en el caso de la NAD(P)*-alcohol deshidrogenasa y/o de la transaminasa, de un enzima recombinante o
aislado.

2.- Procedimiento segun la reivindicacion 1, efectuandose el paso a) mediante hidroxilacion de un alcano de la
férmula

H-(CH2)x-R'
mediante una monooxigenasa, que es preferentemente recombinante o esta aislada.

3.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 2, tratandose, en el caso de la alcohol deshidrogenasa
dependiente de NAD(P)", de una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)* con al menos un atomo de cinc
como cofactor.

4.- Procedimiento segun la reivindicacion 3, tratandose, en el caso de la alcohol deshidrogenasa, de la alcohol
deshidrogenasa de Bacillus stearothermophilus (cédigo de banco de datos P42328), o de una variante de la misma.

5.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 2 a 4, seleccionandose la monooxigenasa a partir del grupo
que comprende AIKBGT de Pseudomonas putida, Cytochrom P450 de Candida tropicalis o de Cicer arietinum.

6.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 5, seleccionandose la transaminasa a partir del grupo de
transaminasas y sus variantes, que estan caracterizadas por que presentan un aminoacido seleccionado a partir del
grupo que comprende isoleucina, valina, fenilalanina, metionina y leucina en la posicion de la secuencia de
aminoacidos que corresponde a Val224 de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (cédigo de
banco de datos NP_901695), y un aminoacido diferente a treonina, y preferentemente un aminoacido del grupo que
comprende serina, cisteina, glicina y alanina en la posicion de la secuencia de aminoacidos que corresponde a
Gly230 de la transaminasa de Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (cédigo de banco de datos NP_901695).

7.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, llevandose a cabo el paso b) y/o paso c) se lleva a cabo
en presencia de una alanindeshidrogenasa aislada o recombinante, y una fuente de nitrégeno inorganica.

8.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 7, siendo recombinante al menos un enzima del grupo que
comprende alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD(P)", transaminasa, monooxigenasa Yy
alanindeshidrogenasa, y poniéndose a disposicion en forma de un catalizador de célula completa, que presenta el
correspondiente enzima.

9.- Procedimiento segun la reivindicacion 8, poniéndose a disposicion todos los enzimas en forma de un o mas de
un catalizador de célula completa, y presentando preferentemente un catalizador de célula completa todos los
enzimas necesarios.

10.- Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 9, estando presente en el paso b), preferentemente en el
paso b) y c), un codisolvente organico, que presenta un logP de mas de -1,38, preferentemente 0 a 1,2.
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11.- Procedimiento segun la reivindicacion 10, seleccionandose el codisolvente a partir del grupo que comprende
acidos grasos insaturados, preferentemente acido oleico.

12.- Procedlmlento segun Ia reivindicacion 10, tratandose en el caso del codisolvente, de un compuesto de la
formula R O - (CH2)x - O - R*, seleccionandose R® y R* respectivamente, y de modo |ndepend|ente entre si, a partir
del grupo que comprende metllo etilo, propilo y butilo, y siendo x 1 a 4, siendo preferentemente R® y R* metilo en
cada caso, y siendo x 2.

13.- Empleo de un catalizador de célula completa que presenta una alcohol deshidrogenasa dependiente de
NAD(P)", preferentemente con al menos un atomo de cinc como cofactor, una transaminasa, opcionalmente una
monooxigenasa, y opcionalmente una alanlndeshldrogenasa tratandose, en el caso de los en2|mas de enzimas
recomblnantes para la oxidacion y aminacién de un alcohol prlmarlo de la férmula HO - (CHa)x - -R', selecmonandose
R'a partir del grupo que comprende -OH, -SH, -NH; y -COOR?, siendo x al menos 3, y selecmonandose R?a partir
del grupo que comprende H, alquilo y arilo.

14.- Empleo segun la reivindicacion 13, que comprende ademas la presencia de un codisolvente organico, que
presenta un logP de mas de -1,38, preferentemente 0 a 1,2.

15.- Empleo segun la reivindicacion 14, seleccionandose el codisolvente a partir del grupo que comprende acidos
grasos insaturados, preferentemente acido oleico.
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