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DESCRIPCIÓN

Producción de butanol a partir de monóxido de carbono mediante un microorganismo recombinante 

Campo

La presente invención se refiere a métodos para la producción de biocombustibles mediante fermentación 
microbiana y microorganismos modificados genéticamente adecuados para su uso en tales métodos.5

Antecedentes

El butanol es un importante producto químico a granel con una amplia gama de usos industriales que tiene una 
producción mundial de 4,5-5,5 millones de toneladas al año. Se utiliza como precursor para la producción de ésteres 
de acrilato y metacrilato (utilizados en revestimientos, plásticos, textiles, adhesivos, etc.), éteres de glicol 
(revestimientos, electrónica) y acetato de butilo (pinturas, tinta, revestimientos, aromas sintéticos de frutas) así como 10
las butilaminas (producción de pesticidas y productos farmacéuticos) y resinas amínicas. También tiene un uso 
directo como disolvente (en tinta, tintes, etc), un extractante (para la producción de fármacos y sustancias naturales 
tales como alcaloides, antibióticos, hormonas y vitaminas), y en fluidos de decapado, cosméticos y cromatografía.

El butanol también tiene potencial como biocombustible de segunda generación, y en este contexto se conoce como 
biobutanol (Köpke & Dürre, 2010). Tiene propiedades similares a la gasolina y propiedades superiores al etanol. 15
Específicamente, tiene mejores propiedades debido a una mayor densidad de energía, puede mezclarse con la 
gasolina a cualquier concentración (mientras que el etanol sólo puede mezclarse hasta el 85%) y no es higroscópico 
ni corrosivo.

Los biocombustibles para el transporte son reemplazos atractivos de la gasolina y están penetrando rápidamente en 
los mercados de combustible como mezclas a baja concentración. Los biocombustibles, derivados de fuentes 20
naturales de plantas, son más sostenibles desde el punto de vista medioambiental que los derivados de los recursos 
fósiles (tales como la gasolina), su uso permite una reducción en los niveles del denominado gas fósil de dióxido de 
carbono (CO2) que se libera a la atmósfera como resultado de la combustión del combustible. Además, los 
biocombustibles se pueden producir localmente en muchas geografías y pueden actuar para reducir la dependencia 
de los recursos energéticos fósiles importados.25

La gran mayoría de los biocombustibles se producen a través de procesos tradicionales de fermentación basados en 
levaduras que utilizan carbohidratos derivados de cultivos como la principal fuente de carbono y se conocen como 
biocombustibles de primera generación. Sin embargo, estos cultivos son necesarios para la alimentación y muchos 
cultivos también requieren altos insumos agrícolas en forma de fertilizantes. Estas limitaciones significan que los 
biocombustibles de primera generación se consideran insostenibles y las reducciones de gases de efecto 30
invernadero que se pueden lograr son limitadas. El objetivo de los biocombustibles de segunda generación es el uso 
sostenible de las partes no alimentarias de los actuales cultivos u otros residuos industriales para reducir las 
emisiones de gases de efecto invernadero y reducir la dependencia de los combustibles fósiles.

La producción reciente de 1-butanol ha sido principalmente por síntesis de oxo (Weißermel & Arpe, 2003). Los 
productos petroquímicos incluyendo el petróleo crudo se craquean para formar propileno que se usa durante la 35
síntesis de oxo. Sin embargo, el proceso de síntesis requiere el uso de recursos no renovables, así como el 
inconveniente de ser caros y no específicos en los productos formados.

El butanol también puede producirse mediante métodos de producción biológica, siendo el más común la 
fermentación con acetona-butanol-etanol (ABE) que se utiliza desde 1913 (Köpke & Dürre, 2010). Este método tiene 
el subproducto indeseado de la acetona que se produce usualmente a aproximadamente la mitad del volumen de 40
butanol, lo que reduce sustancialmente el rendimiento. Además, este método de fermentación está limitado por la 
toxicidad del butanol al microorganismo, lo que da lugar a que el crecimiento se inhiba casi completamente a 
concentraciones tan bajas de butanol como 1,5% (Köpke y Dürre 2010). Además, la fermentación ABE utiliza el 
azúcar de maíz, almidón, yuca y caña de azúcar como materia prima. Esto resulta en el uso indeseable de tierras de 
cultivo para producir combustible en lugar de alimentos. También puede exacerbar los problemas relacionados con 45
la deforestación y la desertificación.

Sólo se conocen unos pocos organismos que producen naturalmente butanol y ninguno de ellos produce butanol 
con un alto rendimiento de fuentes abundantes (tales como el monóxido de carbono - CO). Dos organismos 
conocidos por producir naturalmente butanol a partir de CO son Butyribacterium methylotrophicum (que sintetiza 
sólo trazas de butanol (Heiskanen et al, 2007)), y Clostridium carboxidivorans (que produce bajos rendimientos de 1-50
butanol como subproducto de los principales productos de fermentación etanol y acetato (Liou et al, 2005)).

Varios organismos han sido modificados genéticamente para producir 1-butanol incluyendo E. coli, Bacillus subtilis, 
Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas putida, o Lactobacillus brevis. Sin embargo, todos estos organismos 
todavía dependen del azúcar como materia prima (Köpke & Dürre, 2010). A pesar de que se conocen más de 250 
especies de Clostridium, sólo unas pocas son genéticamente accesibles. No existe una competencia natural 55
(captación de ADN extracelular del entorno de la célula) conocida en Clostridia y la electrotransformación o 
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conjugación son los únicos métodos disponibles para la transformación. Estos problemas presentan dificultades 
significativas para transformar eficazmente especies de Clostridia. La mayoría de los clostridios tienen uno o más 
sistemas de restricción/metilación para proteger contra ADN ajeno y fago, lo que significa que la transformación es 
particularmente difícil e impredecible.

Los detalles bibliográficos de las publicaciones a las que se hace referencia en el presente documento se recogen al 5
final de la descripción.

Es un objeto de la invención superar uno o más de los inconvenientes de la técnica anterior, o al menos proporcionar 
al público una alternativa útil a las tecnologías conocidas.

Resumen de la invención

De acuerdo con la invención, se ha descubierto que un microorganismo modificado genéticamente es capaz de usar 10
CO para producir 1-butanol o un precursor de éste como principal producto de fermentación.

En un primer aspecto, la invención proporciona un microorganismo recombinante que comprende ácidos nucleicos 
exógenos adaptados para expresar la tiolasa, la 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa exógena, la crotonasa 
exógena/crotonil-CoA hidratasa y la butiril-CoA deshidrogenasa exógena y las flavoproteínas A y B exógenas de 
transporte de electrones, en el que el microorganismo se selecciona del grupo que consiste en Clostridium 15
autoethanogenum, Clostridium Ijungdahlii, Clostridium ragsdalei y Clostridium coskatii, y el microorganismo produce 
al menos uno de 1-butanol y un precursor del mismo, en el que el microorganismo comprende además ácidos 
nucleicos exógenos adaptados para expresar la fosfotransbutirilasa y la butirato-quinasa exógena.

En un segundo aspecto, el microorganismo de acuerdo con el primer aspecto produce butiril-CoA.

En un tercer aspecto, el microorganismo de acuerdo con el primer aspecto produce butirato.20

En un cuarto aspecto, el microorganismo de acuerdo con el primer aspecto comprende además ácidos nucleicos 
exógenos adaptados para expresar aldehído oxidorreductasa dependiente de ferredoxina.

En un quinto aspecto, el microorganismo de acuerdo con el cuarto aspecto produce butiraldehído.

En un sexto aspecto, el microorganismo de acuerdo con el cuarto aspecto comprende además ácidos nucleicos 
exógenos adaptados para expresar butanol-deshidrogenasa.25

En un séptimo aspecto, el microorganismo de acuerdo con el sexto aspecto produce al menos 0,075 gramos de 1 
butanol por litro de caldo de fermentación.

En un octavo aspecto, la invención proporciona el microorganismo del primer aspecto, en el que la tiolasa está 
codificada por una secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO: 1, la 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa está 
codificada por una secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: la crotonasa/crotonil-CoA hidratasa está codificada 30
por una secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 3, la butiril-CoA deshidrogenasa está codificada por una 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 4; la flavoproteína A de transporte de electrones está codificada por una 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 5 y la flavoproteína B de transporte de electrones está codificada por 
una secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 6.

En un noveno aspecto, la invención proporciona el microorganismo del primer aspecto, en el que el microorganismo 35
es Clostridium autoethanogenum.

La invención también se puede decir ampliamente que consiste en las partes, elementos y características referidas o 
indicadas en la memoria descriptiva de la solicitud, individual o colectivamente, en cualquiera o en todas las 
combinaciones de dos o más de dichas partes, elementos o características , y cuando se mencionan en este 
documento números enteros específicos que tienen equivalentes conocidos en la técnica a la que se refiere la 40
invención, se considera que tales equivalentes conocidos se incorporan en la presente memoria descriptiva como si 
se establecieran individualmente.

Breve descripción de las figuras

Estos y otros aspectos de la presente invención, que deberían considerarse en todos sus nuevos aspectos, serán 
evidentes a partir de la siguiente descripción, que se da solo a modo de ejemplo, con referencia a las figuras 45
adjuntas, en las que:

La Figura 1 muestra la ruta de biosíntesis de butanol a partir de CO.

La Figura 2 muestra un ejemplo de plásmido de expresión que codifica genes implicados en la biosíntesis de 1-
butanol.
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La Figura 3 muestra los resultados de secuenciación de pMTL85245-thlA-crt-hbd que demuestran que los genes de 
la biosíntesis de 1-butanol encontrados en el plásmido de expresión estaban libres de mutaciones.

Las Figuras 4a, 4b y 4c muestran una alineación de nucleótidos de C. autoethanogenum (CAU), C. Ijungdahlii (CU), 
C. ragsdalei (CRA) y los genes diseñados de metiltransferasa (DMT).

La figura 4d muestra una alineación de aminoácidos de las metiltransferasas de C. autoethanogenum (CAU1+2), C. 5
Ijungdahlii (CU), C. ragsdalei (CRA1+2) y la metiltransferasa diseñada (DMT).

La Figura 5 muestra un ejemplo de un plásmido de metilación.

La Figura 6 muestra una imagen de electroforesis en gel de agarosa de ADN de plásmido aislado. Los carriles 1, 6, 
11, 16, 21 y 26 muestran una Escalera de ADN Plus de 100 pb. El carril 2-5 muestra la PCR con mezcla de plásmido 
metilado original como plantilla en el siguiente orden: ermB, ColE1, thlA, crt. Los carriles 7-10, 12-15, 17-20, 22-25 y 10
27-30 muestran la PCR con plásmidos aislados de 4 clones diferentes como plantilla, cada uno en el orden siguiente
ermB, ColEl, thIA, crt. El carril 32-35 muestra la preparación del plásmido de 4 clones diferentes. El carril 36 muestra 
la preparación del plásmido a partir del original C. autoethanogenum DSM23693.

La Figura 7 muestra los resultados de HPLC que muestran la producción de 1-butanol con C. autoethanogenum que 
contiene el plásmido de butanol pMTL85245-thlA-crt-hbd.15

La Figura 8 muestra un análisis de la expresión de más de 200 genes durante una fermentación típica con 
Clostridium autoethanogenum en condiciones estándar usando PCR en tiempo real para identificar regiones 
promotoras apropiadas para la expresión de genes heterólogos.

La Figura 9 muestra la secuencia de SEQ_ID nº 1, 2 y 3.

La Figura 10 muestra la secuencia para SEQ_ID No 4, 5 y 6.20

La Figura 11 muestra la secuencia para regiones promotoras codificadas por las SEQ_ID nº 7, 47, 48, 49 y 50.

La Figura 12 muestra la secuencia para SEQ_ID No 14

La Figura 13 muestra la secuencia para SEQ_ID No 15

La Figura 14 muestra la secuencia para SEQ_ID No 24 y 25

La Figura 15 muestra la secuencia para SEQ_ID No 2625

La Figura 16 muestra la secuencia para SEQ_ID No 27

La Figura 17 muestra la secuencia para SEQ_ID No 28

La Figura 18 muestra la secuencia para SEQ_ID No 29

La Figura 19 muestra el gen de 16s rRNA de C. autoethanogenum (Y18178, GI:7271109)

Las Figuras 20 y 21 muestran la secuencia para SEQ_ID No 3130

La Figura 22 muestra Seq. ID 39: Secuencia de ácido nucleotídico de butanol/butiraldehído deshidrogenasa
bifuncional de C. autoethanogenum

La Figura 23 muestra Seq. ID 40: Secuencia de ácido nucleotídico de butanol/butiraldehído deshidrogenasa 
bifuncional de C. autoethanogenum

La Figura 24 muestra Seq. ID 41: Secuencia de ácido nucleotídico de la butiraldehído deshidrogenasa de C. 35
autoethanogenum; y, Seq. ID 42: Secuencia de aminoácidos de la butiraldehído deshidrogenasa de C. 
autoethanogenum

La Figura 25 muestra Seq. ID 43: Secuencia de ácido nucleotídico de la butiraldehído deshidrogenasa de C. 
autoethanogenum; y, Seq. ID 44: Secuencia de aminoácidos de la butiraldehído deshidrogenasa de C. 
autoethanogenum40

La Figura 26 muestra Seq. ID 45: Secuencia de ácido nucleotídico de la butiraldehído deshidrogenasa de C. 
autoethanogenum

La Figura 27 muestra Seq. ID 46: Secuencia de aminoácidos de la butiraldehído deshidrogenasa de C. 
autoethanogenum; y, Seq. ID 119: Secuencia de ácido nucleotídico de la butanol-deshidrogenasa de C. 
autoethanogenum45
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La Figura 28 muestra Seq. ID 120: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum; 
y Seq. ID 121: Secuencia de ácido nucleotídico de la butanol-deshidrogenasa de C. autoethanogenum.

La Figura 29 muestra Seq. ID 122: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum; 
y, Seq. ID 51: Secuencia de ácido nucleotídico de la butanol-deshidrogenasa de C. autoethanogenum.

La Figura 30 muestra Seq. ID 52: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum; y, 5
Seq. ID 53: Secuencia de ácido nucleotídico de la butanol-deshidrogenasa de C. autoethanogenum

La Figura 31 muestra Seq. ID 54: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum; y, 
Seq. ID 55: Secuencia de ácido nucleotídico de la butanol-deshidrogenasa de C. autoethanogenum

La Figura 32 muestra Seq. ID 56: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum; y, 
Seq. ID 57: Secuencia de ácido nucleotídico de la butanol-deshidrogenasa de C. autoethanogenum.10

La Figura 33 muestra Seq. ID 58: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum; y 
Seq. ID 59: Secuencia de nucleótidos de fosfato acetil/butiril transferasa de C. autoethanogenum; y Seq. ID 60: 
Secuencia de aminoácidos de fosfato acetil/butiril transferasa de C. autoethanogenum.

La Figura 34 muestra Seq. ID 61: Secuencia de nucleótidos de acetato/butirato cinasa de C. autoethanogenum; y 
Seq. ID 62: Secuencia de aminoácidos de acetato/butirato-quinasa de C. autoethanogenum.15

La Figura 35 muestra Seq. ID 63: Secuencia de nucleótidos de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. 
autoethanogenum; y Seq. ID 64: Secuencia de aminoácidos de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. 
autoethanogenum.

La Figura 36 muestra Seq. ID 65: Secuencia de nucleótidos de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. 
autoethanogenum; y Seq. ID 66: Secuencia de ácido amínico de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. 20
autoethanogenum.

La Figura 37 muestra Seq. ID 67: Secuencia de ácido nucleotídico de butanol/butiraldehído deshidrogenasa 
bifuncional de C. Ijungdahlii

La Figura 38 muestra Seq. ID 68: Secuencia de aminoácidos de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de 
C. Ijungdahlii25

La Figura 39 muestra Seq. ID 69: Secuencia de ácido nucleotídico de butanol/butiraldehído deshidrogenasa 
bifuncional de C.Ijungdahlii

La Figura 40 muestra Seq. ID 70: Secuencia de aminoácidos de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de 
C. Ijungdahlii; y Seq. ID 71: Secuencia de ácido nucleotídico de la butiraldehído deshidrogenasa de C. Ijungdahlii.

La Figura 41 muestra Seq. ID 72: Secuencia de aminoácidos de la butiraldehído deshidrogenasa de C. Ijungdahlii; y 30
Seq. ID 73: Secuencia de ácido nucleotídico de la butiraldehído deshidrogenasa de C. Ijungdahlii; y Seq. ID 74: 
Secuencia de aminoácidos de la butiraldehído deshidrogenasa de C.Ijungdahlii.

La Figura 42 muestra Seq. ID 75: Secuencia de ácido nucleotídico de la butanol deshidrogenasa de C. Ijungdahlii; y 
Seq. ID 76: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. Ijungdahlii; y Seq. ID 77: Secuencia de 
ácido nucleotídico de la butanol deshidrogenasa de C.Ijungdahlii.35

La Figura 43 muestra Seq. ID 78: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. Ijungdahlii; y Seq. ID 
79: Secuencia de ácido nucleotídico de la butanol deshidrogenasa de C. Ijungdahlii; y Seq. ID 80: Secuencia de 
aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. Ijungdahlii.

La Figura 44 muestra Seq. ID 81: Secuencia de ácido nucleotídico de la butanol deshidrogenasa de C. Ijungdahlii; y 
Seq. ID 82: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. Ijungdahlii; y Seq. ID 83: Secuencia de 40
ácido nucleotídico de la butanol deshidrogenasa de C. Ijungdahlii.

La Figura 45 muestra Seq. ID 84: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. Ijungdahlii; y Seq. ID 
85: Secuencia de nucleótidos de fosfato acetil/butiril transferasa de C. Ijungdahlii; y Seq. ID 86: Secuencia de 
aminoácidos de fosfato acetil/butiril transferasa de C. Ijungdahlii; y Seq. ID 87: Secuencia de nucleótidos de 
acetato/butirato cinasa de C. Ijungdahlii.45

La Figura 46 muestra Seq. ID 88: Secuencia de aminoácidos de acetato/butirato-cinasa de C. Ijungdahlii; y Seq. ID 
89: Secuencia de nucleótidos de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. Ijungdahlii; y Seq. ID 90: Secuencia de 
aminoácidos de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. Ijungdahlii.

La Figura 47 muestra Seq. ID 91: Secuencia de nucleótidos de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. 
Ijungdahlii; y Seq. ID 92: Secuencia de aminoácidos de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. Ijungdahlii.50
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La Figura 48 muestra Seq. ID 93: Secuencia de ácido nucleotídico de butanol/butiraldehído deshidrogenasa 
bifuncional de C. ragsdalei

La Figura 49 muestra Seq. ID 94: Secuencia de aminoácidos de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de
C. ragsdalei

La Figura 50 muestra Seq. ID 95: Secuencia de ácido nucleotídico de butanol/butiraldehído deshidrogenasa 5
bifuncional de C. ragsdalei.

La Figura 51 muestra Seq. ID 96: Secuencia de aminoácidos de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de 
C. ragsdalei; y Seq. ID 97: Secuencia de ácido nucleótido de butiraldehído deshidrogenasa de C. ragsdalei.

La Figura 52 muestra Seq. ID 98: Secuencia de aminoácidos de la butiraldehído deshidrogenasa de C. ragsdalei; 
SEQ ID 99: Secuencia de ácido nucleotídico de butiraldehído deshidrogenasa de C. ragsdalei; y Seq. ID 100: 10
Secuencia de aminoácidos de la butiraldehído deshidrogenasa de C. ragsdalei.

La Figura 53 muestra Seq. ID 101: Secuencia de ácido nucleotídico de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei; y 
Seq. ID 102: Secuencia de aminoácidos de la butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei; y Seq. ID 103: Secuencia de 
ácido nucleotídico de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei.

La Figura 54 muestra Seq. ID 104: Secuencia de aminoácidos de la butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei; y Seq. 15
ID 105: Secuencia de ácido nucleotídico de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei; y Seq. ID 106: Secuencia de 
aminoácidos de la butanol-deshidrogenasa de C. ragsdolei.

La Figura 55 muestra Seq. ID 107: Secuencia de ácido nucleotídico de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei; y 
Seq. ID 108: Secuencia de aminoácidos de la butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei; y Seq. ID 109: Secuencia de 
ácido nucleotídico de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei.20

La Figura 56 muestra Seq. ID 110: Secuencia de aminoácidos de la butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei; y Seq. 
ID 111: Secuencia de nucleótidos de fosfato acetil/butiril transferasa de C. ragsdalei; y Seq. ID 112: Secuencia de 
aminoácidos de fosfato acetil/butiril transferasa de C. ragsdalei; y Seq. ID 113: Secuencia de nucleótidos de 
acetato/butirato cinasa de C. ragsdalei.

La Figura 57 muestra Seq. ID 114: Secuencia de aminoácidos de acetato/butirato cinasa de C. ragsdalei; y Seq. ID 25
115: Secuencia de nucleótidos de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. ragsdalei; y Seq. ID 116: Secuencia 
de aminoácidos de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. ragsdalei.

La Figura 58 muestra Seq. ID 117: Secuencia de nucleótidos de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. 
ragsdalei; y Seq. ID 118: Secuencia de aminoácidos de aldehído:ferredoxina oxidorreductasa de C. ragsdalei.

La Figura 59 muestra SEQ ID 136:  gen 16S rRNA de Clostridium Ijungdahlii (CP001666.1, GI:300433347).30

La Figura 60 muestra el patrón de expresión génica de (A) butanol/butiraldehído bifuncional deshidrogenasa (Seq ID 
39); (B) butiraldehído deshidrogenasa (Seq. ID 41); (C) butiraldehído deshidrogenasa (Seq. ID 45); (D) butanol 
deshidrogenasa (Seq. ID 53); (E) butanol deshidrogenasa (Seq. ID 57); (F) fosfato acetil/butiril transferasa (Seq. ID 
57); (G) acetato/butirato cinasa (Seq. ID 59); (H) aldehído:ferredoxina oxidorreductasa (Seq. ID 63); (OI) 
aldehído:ferredoxina oxidorreductasa (Seq. ID 65).35

Descripción detallada de la invención

A continuación se da una descripción de la presente invención, que incluye realizaciones generales de la misma, 
dadas en términos generales. La invención se elucida adicionalmente en la descripción dada bajo el encabezado 
"Ejemplos" a continuación en la presente memoria, que proporciona datos experimentales que respaldan la 
invención, ejemplos específicos de diferentes aspectos de la invención y medios ilustrativos de llevar a cabo la 40
invención.

Entre otros, se sabe que los microorganismos estrechamente relacionados C. autoethanogenum, C. Ijungdahlii, and
C. ragsdalei son útiles para la producción de etanol como biocombustible a partir de monóxido de carbono. Con el fin 
de producir 1-butanol como biocombustible a partir de un sustrato gaseoso, se ha desarrollado un sistema de 
transformación universal para estos organismos y se ha demostrado la producción de 1-butanol como principal 45
producto de fermentación a partir de CO.

Los inventores han encontrado que cuando se introducían genes particulares que codificaban proteínas en la ruta de 
biosíntesis de 1-butanol (figura 1) en microorganismos acetogénicos, dichos microorganismos podían utilizar un 
sustrato gaseoso para producir 1-butanol o un precursor de éste como principal producto de fermentación. Aunque 
se sabe que algunos microorganismos no modificados producen 1-butanol, el rendimiento de 1-butanol a partir del 50
CO producido por tales microorganismos no modificados es muy bajo. Como resultado, su utilidad para la 
producción de biocombustibles a partir de sustratos gaseosos es extremadamente limitada debido a su baja 
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eficiencia y posterior falta de viabilidad comercial. Clostridium autoethanogenum produce naturalmente etanol, 
acetato, 2,3-butandiol y ácido láctico, pero no se sabe que produzca 1-butanol.

Como se muestra en La Figura 1, la vía de Wood-Ljungdahl convierte CO en acetil-CoA. Este compuesto puede 
convertirse adicionalmente en 1-butanol en microorganismos acetogénicos por la acción de las enzimas tiolasa, 3-
hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa, crotonasa/crotonil-CoA hidratasa, butiril-CoA deshidrogenasa, butiraldehído 5
deshidrogenasa y butanol deshidrogenasa. En una realización particular de la invención, el microorganismo expresa 
las primeras cuatro enzimas que pueden ser codificadas por el ácido nucleico SEQ_ID Nos 1 a 4 o sus variantes 
funcionalmente equivalentes. La presente invención proporciona un microorganismo que facilita la conversión de 
acetil-CoA en 1-butanol mediante la acción de enzimas codificadas por ácidos nucleicos recombinantes así como 
enzimas naturales. La invención también proporciona el uso de microorganismos que expresan otras secuencias de 10
ácidos nucleicos recombinantes que codifican enzimas en otras etapas en las rutas de biosíntesis de Wood-
Ljungdahl o butanol. Los inventores han identificado también una serie de nuevas enzimas y ácidos nucleicos.

Dado que no existe competencia natural (captación de ADN extracelular del medio ambiente de la célula) conocida 
en Clostridia y la electrotransformación o conjugación son los únicos métodos disponibles para la transformación. 
Estas cuestiones plantean dificultades importantes para transformar especies de Clostridium. Además, los sistemas 15
de restricción/metilación encontrados en Clostridia protegen frente al ADN ajeno y de fago y dan como resultado una 
transformación genética suya particularmente problemática. Se demostró que la transformación de varias cepas de 
Clostridium (C. acetobutylicum ATCC824, C. cellulolyticum ATCC35319, C. botulinum ATCC25765, y C. difficile CD3 
y CD6) sólo es posible si el ADN es metilado in vivo en E. coli o metilado in vitro en un patrón específico antes de la 
transformación (Mermelstein et al, 1993; Herbert et al, 2003; Jennert et al, 2000; Davis et al, 2000). Sin embargo, la 20
determinación del patrón de metilación correcto a menudo no es posible debido a exonucleasas no específicas, etc. 
Además, muchas especies de Clostridium también poseen sistemas de restricción que digieren el ADN que está 
metilado en una posición específica ("incorrecta").

Los principales obstáculos mencionados anteriormente han sido superados por los inventores en el desarrollo de los 
microorganismos recombinantes de la presente invención. Se desarrolló un nuevo sistema de metilación que 25
comprendía un nuevo gen de metiltransferasa para eludir las barreras de restricción existentes naturalmente 
presentes en microorganismos nativos de la acetogénesis. Por consiguiente, el método de metilación y el gen de 
metiltransferasa se pueden aplicar a una serie de microorganismos compatibles que tienen barreras de restricción 
que impiden la introducción y expresión eficaces de ácidos nucleicos recombinantes deseables en microorganismos.

Definiciones30

Como se hace referencia en la presente memoria, los "precursores de 1-butanol" incluyen butiril CoA, butiril-fosfato, 
butirato y butiraldehído.

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

Como se hace referencia en la presente memoria, un "microorganismo lanzadera" es un microorganismo en el que 35
se expresa una enzima metiltransferasa y es distinta del microorganismo de destino.

Como se hace referencia en la presente memoria, un "microorganismo de destino" es un microorganismo en el que 
los genes incluidos en el constructo de expresión se expresan y son distintos del microorganismo lanzadera.

Como se hace referencia en la presente memoria, la expresión "producto de fermentación principal" pretende 
significar el producto de fermentación que se produce en la concentración y/o rendimiento más alto.40

Las expresiones "aumentar la eficacia", "aumentar la eficiencia" y similares, cuando se usan en relación con un 
proceso de fermentación, incluyen, pero no se limitan a, aumentar uno o más de la tasa de crecimiento de 
microorganismos que catalizan la fermentación, el volumen del producto deseado (tal como alcoholes) producido por 
el volumen de sustrato (tal como azúcar) consumido, la velocidad de producción o el nivel de producción del 
producto deseado y la proporción relativa del producto deseado producido en comparación con otros subproductos 45
de la fermentación.

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

La frase "sustrato gaseoso que comprende monóxido de carbono" y frases y términos similares, incluyen cualquier 50
gas que contiene un nivel de monóxido de carbono. En ciertas descripciones, el sustrato contiene al menos de 
aproximadamente 20% a aproximadamente 100% de CO en volumen, de 20% a 70% de CO en volumen, de 30% a 
60% de CO en volumen y de 40% a 55% de CO en volumen. En otras descripciones, el sustrato comprende 
aproximadamente 25%, o aproximadamente 30%, o aproximadamente 35%, o aproximadamente 40%, o 
aproximadamente 45%, o aproximadamente 50% CO, o aproximadamente 55% CO, o aproximadamente 60% CO 55
por volumen.
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Aunque no es necesario que el sustrato contenga hidrógeno, la presencia de H2 no debe ser perjudicial para la 
formación del producto de acuerdo con los métodos de la invención. En descripciones particulares, la presencia de 
hidrógeno da como resultado una eficacia total mejorada de producción de alcohol. Por ejemplo, el sustrato puede 
comprender una proporción aproximada de 2:1, o 1:1, o 1:2 de H2:CO. En una descripción, el sustrato comprende 
aproximadamente 30% o menos de H2 en volumen, 20% o menos de H2 en volumen, aproximadamente 15% o 5
menos de H2 en volumen o aproximadamente 10% o menos de H2 en volumen. En otras descripciones, la corriente 
de sustrato comprende concentraciones bajas de H2, por ejemplo menos de 5%, o menos de 4%, o menos de 3%, o 
menos de 2%, o menos de 1%, o está sustancialmente exenta de hidrógeno. El sustrato también puede contener 
algo de CO2, por ejemplo, tal como de aproximadamente 1% a aproximadamente 80% de CO2 en volumen, o de 1% 
a aproximadamente 30% de CO2 en volumen. En una realización, el sustrato comprende menos de o igual a 10
aproximadamente 20% de CO2 en volumen. En otras descripciones, el sustrato comprende menos de o igual a 
aproximadamente 15% de CO2 en volumen, menor o igual a aproximadamente 10% de CO2 en volumen, menor o 
igual a aproximadamente 5% de CO2 en volumen o sustancialmente ningún CO2.

Debe apreciarse que el sustrato gaseoso puede proporcionarse en formas alternativas. Por ejemplo, el sustrato 
gaseoso que contiene CO se puede proporcionar disuelto en un líquido. Esencialmente, se satura un líquido con un 15
gas que contiene monóxido de carbono y después se añade el líquido al biorreactor. Esto se puede lograr usando 
metodología convencional. A modo de ejemplo, se podría usar un generador de dispersión de microburbujas 
(Hensirisak et. al. "Scale-up of microbubble dispersion generator for aerobic fermentation"; Applied Biochemistry and 
Biotechnology, Volumen 101, Número 3 / Octubre, 2002). A modo de ejemplo adicional, el sustrato gaseoso que 
contiene CO se puede adsorber en un soporte sólido. Dichos métodos alternativos están englobados por el uso de la20
expresión "sustrato que contiene CO" y similares.

En descripciones particulares, el sustrato gaseoso que contiene CO es un gas industrial o residual. Los "gases 
residuales o de descarga industrial" deben considerarse de forma amplia que incluyen cualesquiera gases que 
comprenden CO producido por un procedimiento industrial, e incluyen gases producidos como resultados de la 
fabricación de productos metálicos ferrosos, fabricación de productos no ferrosos, procedimientos de refinado del 25
petróleo, gasificación de carbón, gasificación de biomasa, producción de energía eléctrica, producción de negro de 
humo y fabricación de coque. Se pueden proporcionar ejemplos adicionales en otra parte en la presente memoria.

Salvo que el contexto requiera otra cosa, las frases "fermentación", "procedimiento de fermentación" o "reacción de 
fermentación" y similares, como se usan en la presente memoria, se pretende que abarquen tanto la fase de 
crecimiento como la fase de biosíntesis de producto del procedimiento. Como se describirá además en la presente 30
memoria, el biorreactor puede comprender un primer reactor de crecimiento y un segundo reactor de fermentación. 
Como tal, la adición de metales o composiciones a la reacción de fermentación debe entenderse que incluye la 
adición a uno o ambos de estos reactores.

El término "biorreactor" incluye un dispositivo de fermentación que consiste en uno o más recipientes y/o torres o 
disposición de tuberías, que incluye el reactor de tanque agitado continuo (CSTR), el reactor celular inmovilizado 35
(ICR), reactor de rejilla (TBR), columna de burbujas, fermentador de gas, mezclador estático u otro recipiente u otro 
dispositivo adecuado para el contacto gas-líquido. Como se describe en lo sucesivo, el biorreactor puede 
comprender un primer reactor de crecimiento y un segundo reactor de fermentación. Como tal, cuando se menciona 
la adición de sustrato al biorreactor o reacción de fermentación debe entenderse que incluye adición a cualquiera o 
ambos de estos reactores donde sea apropiado.40

Los "ácidos nucleicos exógenos" son ácidos nucleicos que se originan fuera del microorganismo en el que se 
introducen. Los ácidos nucleicos exógenos pueden derivarse de cualquier fuente apropiada, incluyendo, pero no 
limitándose al microorganismo al que van a ser introducidos, cepas o especies de microorganismos que difieren del 
organismo al que han de ser introducidos, o pueden ser creados de forma artificial o recombinante. En una 
realización, los ácidos nucleicos exógenos representan secuencias de ácidos nucleicos naturalmente presentes 45
dentro del microorganismo al que han de ser introducidos, y se introducen para aumentar la expresión o para 
sobreexpresar un gen particular (por ejemplo, aumentando el número de copias de la secuencia (por ejemplo un 
gen)). En otra realización, los ácidos nucleicos exógenos representan secuencias de ácido nucleico que no se 
encuentran naturalmente dentro del microorganismo al que han de ser introducidas y permiten la expresión de un 
producto que no se encuentra naturalmente dentro del microorganismo o la mayor expresión de un gen nativo del 50
microorganismo (por ejemplo, en el caso de la introducción de un elemento regulador tal como un promotor). El 
ácido nucleico exógeno se puede adaptar para integrarlo en el genoma del microorganismo al que se va a introducir 
o para permanecer en un estado extracromosómico.

Debe apreciarse que la invención se puede poner en práctica usando ácidos nucleicos cuya secuencia varía de las 
secuencias específicamente ejemplificadas en este documento siempre que realicen sustancialmente la misma 55
función. Para secuencias de ácido nucleico que codifican una proteína o péptido esto significa que la proteína 
codificada, o el péptido, tiene sustancialmente la misma función. Para secuencias de ácido nucleico que representan 
secuencias promotoras, la secuencia variante tendrá la capacidad de promover la expresión de uno o más genes. 
Tales ácidos nucleicos se pueden denominar en la presente memoria variantes funcionalmente equivalentes". A 
modo de ejemplo, las variantes funcionalmente equivalentes de un ácido nucleico incluyen variantes alélicas, 60
fragmentos de un gen, genes que incluyen mutaciones (deleción, inserción, sustituciones de nucleótidos y similares) 
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y/o polimorfismos y similares. Los genes homólogos de otras bacterias capaces de la fermentación con ácido 
butírico o butanol también pueden considerarse como ejemplos de variantes funcionalmente equivalentes de las 
secuencias específicamente ejemplificadas en la presente memoria. Estos incluyen genes homólogos en especies 
tales como Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium tetani, Clostridium pasteurianum, 
Clostridium kluyveri, Clostridium cellulovorans, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Clostridium butyricum5
cepa DSM10702, Clostridium tyrobutyricum cepa ATCC 25755, Anaerococcus prevotii DSM 20548, 
Thermoanaerobacter tengcongensis, Brachyspira pilosicoli, Bacillus megaterium, Streptococcus pyogenes y 
Clostridium saccharoperbutylacetonicum, cuyos detalles están disponibles públicamente en sitios web como 
Genbank o NCBI. La frase variantes funcionalmente equivalentes" también debe considerarse que incluye ácidos 
nucleicos cuya secuencia varía como resultado de la optimización de codones para un organismo particular. "Las 10
variantes funcionalmente equivalentes" de un ácido nucleico de la presente invención tendrán preferiblemente una 
identidad de secuencia de ácido nucleico de al menos aproximadamente 70%, preferiblemente aproximadamente 
80%, más preferiblemente aproximadamente 85%, preferiblemente aproximadamente 90%, preferiblemente 
aproximadamente 95% o más con el ácido nucleico identificado. En una descripción particular, la variante 
funcionalmente equivalente del gen de la tiolasa como se define en este documento puede ser el gen atoAB en E. 15
coli (NC_000913.2; atoA = GeneID: 946719; atoB = GeneID: 946727). Pueden encontrarse variantes funcionalmente 
equivalentes del gen eftAB tal como se define en este documento en Tsai y Saier (1995).

También debe apreciarse que la invención se puede poner en práctica usando polipéptidos cuya secuencia varía a 
partir de las secuencias de aminoácidos específicamente ejemplificadas en la presente memoria. Estas variantes se 
pueden denominar en la presente memoria "variantes funcionalmente equivalentes". Una variante funcionalmente 20
equivalente de una proteína o un péptido incluye aquellas proteínas o péptidos que comparten al menos el 40%, 
preferiblemente el 50%, preferiblemente el 60%, preferiblemente el 70%, preferiblemente el 75%, preferiblemente el 
80%, preferiblemente el 85%, preferiblemente el 90%, preferiblemente el 95% o mayor de identidad de aminoácidos 
con la proteína o el péptido identificado y tiene sustancialmente la misma función que el péptido o la proteína de 
interés. Dichas variantes incluyen dentro de su alcance fragmentos de una proteína o un péptido en el que el 25
fragmento comprende una forma truncada del polipéptido en el que las deleciones pueden ser de 1 a 5, a 10, a 15, a 
20, a 25 aminoácidos, y pueden extenderse desde el resto 1 al 25 en cualquiera de los extremos del polipéptido, y 
en donde las supresiones pueden ser de cualquier longitud dentro de la región; o puede estar en un lugar interno. 
También se deben tomar variantes funcionalmente equivalentes de los polipéptidos específicos de la presente 
invención para incluir polipéptidos expresados por genes homólogos en otras especies de bacterias, por ejemplo 30
como se ejemplifica en el párrafo anterior.

"Sustancialmente la misma función" como se usa en la presente memoria, pretende significar que el ácido nucleico o 
polipéptido es capaz de realizar la función del ácido nucleico o polipéptido del que es una variante. Por ejemplo, una 
variante de una enzima de la invención será capaz de catalizar la misma reacción que esa enzima. Sin embargo, no 
debe entenderse que la variante tiene el mismo nivel de actividad que el polipéptido o ácido nucleico del que es una 35
variante.

Se puede evaluar si una variante funcionalmente equivalente tiene sustancialmente la misma función que el ácido 
nucleico o polipéptido del que es una variante usando cualquier número de métodos conocidos. Sin embargo, a 
modo de ejemplo, los métodos descritos en Inui et al (2008) pueden usarse para evaluar la actividad enzimática.

La "sobre-expresividad", "sobre-expresión" y las expresiones y frases similares cuando se usan en relación con la 40
invención deben tomarse ampliamente para incluir cualquier incremento en la expresión de una o más proteínas en 
comparación con el nivel de expresión de la proteína de un microorganismo parental bajo las mismas condiciones. 
No debe entenderse que significa que la proteína se expresa a un nivel particular.

Un "microorganismo original" es un microorganismo usado para generar un microorganismo recombinante de la 
invención. El microorganismo original puede ser uno que aparezca en la naturaleza (es decir, un microorganismo de 45
tipo salvaje) o uno que ha sido previamente modificado pero que no expresa o sobreexpresa una o más de las 
enzimas objeto de la presente invención. Por consiguiente, los microorganismos recombinantes de la invención se 
han modificado para expresar o sobreexpresar una o más enzimas que no se expresaron o se sobreexpresaron en 
el microorganismo original.

Los términos "construcciones" o "vectores" de ácido nucleico y términos similares, debe considerarse de forma 50
amplia que incluyen cualquier ácido nucleico (incluyendo ADN o ARN) adecuado para usar como un vehículo para 
transferir material genético a una célula. Se debe considerar que los términos incluyen plásmidos, virus (incluyendo 
bacteriófagos), cósmidos y cromosomas artificiales. Las construcciones o vectores pueden incluir uno o más 
elementos reguladores, un origen de replicación, un sitio de multiclonación y/o un marcador seleccionable, entre 
otros elementos, sitios y marcadores. En una descripción, las construcciones o vectores están adaptados para 55
permitir la expresión de uno o más genes codificados por la construcción o el vector. Los constructos o vectores de 
ácido nucleico incluyen ácidos nucleicos desnudos así como ácidos nucleicos formulados con uno o más agentes 
para facilitar el suministro a una célula (por ejemplo, ácido nucleico conjugado con liposomas, un organismo en el 
que está contenido el ácido nucleico).
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Debe apreciarse que los ácidos nucleicos de la invención pueden estar en cualquier forma apropiada, incluyendo 
ARN, ADN o ADNc, incluyendo ácidos nucleicos de cadena doble y monocatenarios.

En un aspecto, la invención proporciona microorganismos modificados genéticamente capaces de utilizar CO para 
producir 1-butanol y/o un precursor del mismo como principal producto de fermentación. El microorganismo es 
preferiblemente un microorganismo recombinante acetogénico que produce 1-butanol y/o un precursor del mismo 5
como principal producto de fermentación. En una realización particular, el microorganismo recombinante 
acetogénico es capaz de producir 1-butanol o un precursor del mismo por fermentación a partir de un sustrato que 
comprende CO a una concentración de más de aproximadamente 1 mM o 0,075 g/l de butanol por litro de caldo de 
fermentación.

En una realización particular, el microorganismo comprende uno o más ácidos nucleicos exógenos adaptados para 10
expresar o sobreexpresar una o más enzimas en la ruta de biosíntesis de butanol. En una realización, el 
microorganismo está adaptado para expresar una o más enzimas en la ruta de biosíntesis de butanol que no está 
naturalmente presente en el microorganismo original del que se deriva, o para sobreexpresar una o más enzimas en 
la ruta de biosíntesis de butanol que están naturalmente presentes en el microorganismo original.

El microorganismo puede adaptarse para expresar o sobreexpresar una o más enzimas mediante cualquier número 15
de métodos recombinantes, incluyendo, por ejemplo, la expresión creciente de genes nativos dentro del 
microorganismo (por ejemplo, introduciendo un promotor más fuerte o constitutivo para dirigir la expresión de un 
gen), incrementando el número de copias de un gen que codifica una enzima particular mediante la introducción de 
ácidos nucleicos exógenos que codifican y se adaptan para expresar la enzima, introduciendo un ácido nucleico 
exógeno que codifica y se adapta para expresar una enzima que no se encuentra naturalmente dentro del 20
microorganismo original.

En ciertas realizaciones, el microorganismo original puede transformarse para proporcionar una combinación de 
aumento o sobreexpresión de uno o más genes nativos del microorganismo original y la introducción de uno o más 
genes no nativos al microorganismo original

Preferiblemente, el microorganismo comprende uno o más ácidos nucleicos exógenos que codifican una o más de 25
las enzimas elegidas del grupo que consiste en: Tiolasa; 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa; Crotonasa/crotonil-
CoA hidratasa; Butiril-CoA deshidrogenasa; Flavoproteina A de transferencia de electrones; y, Flavoproteina B de 
transferencia de electrones. En una realización, uno o más ácidos nucleicos que codifican una o más enzimas se 
eligen de los ácidos nucleicos SEQ ID NO. de 1 a SEQ ID NO. 6 o sus variantes funcionalmente equivalentes.

En una realización, el microorganismo recombinante está adaptado para expresar uno o más de los genes que 30
codifican las enzimas tiolasa (nomenclatura enzimática IUBMB EC: 2.3.1.9) (thlA), 3-hidroxibutiril-CoA 
deshidrogenasa (EC:1.1.1.157) (hbd), crotonasa/crotonil-CoA hidratasa (EC:1.1.1.157) (crt o cch) y/o butiril-CoA 
deshidrogenasa (EC4.2.1.55) (bcd). En una realización, el microorganismo está adaptado para expresar todas estas 
enzimas. En una realización adicional, los genes corresponden a una o más de las secuencias de ácido nucleico 
seleccionadas entre las SEQ_ID Nos 1 y 4 o sus variantes funcionalmente equivalentes. El microorganismo 35
recombinante de la invención puede contener también dos proteínas de transferencia de electrones. En una 
realización, las proteínas de transferencia de electrones son flavoproteínas de transferencia de electrones 
(EC1.3.99.2) (etfAB) codificadas por SEQ_ID Nos 5 y 6, o variantes funcionalmente equivalentes de las mismas. El 
uso de estas flavoproteínas que transfieren electrones aumenta la eficiencia del microorganismo en la producción de 
1-butanol. Las flavoproteínas proporcionan un complejo estable que se requiere para la actividad de Bcd.40

En una descripción, el microorganismo comprende uno o más ácidos nucleicos exógenos que codifican cada uno de 
la tiolasa, 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa, crotonasa, butiril-CoA deshidrogenasa, flavoproteína A de 
transferencia electrónica y flavoproteína B de transferencia electrónica.

En una realización, el microorganismo comprende un plásmido que codifica uno o más de tiolasa, 3-hidroxibutiril-
CoA deshidrogenasa, crotonasa, butiril-CoA deshidrogenasa, flavoproteína A de transferencia de electrones y 45
flavoproteína B de transferencia de electrones.

En una realización, el microorganismo comprende alternativamente o adicionalmente ácidos nucleicos exógenos 
adaptados para expresar una o más de las enzimas elegidas del grupo que consiste en: Fosfotransbutirilasa; butirato 
quinasa; aldehído oxidorreductasa dependiente de ferredoxina (o en otras palabras aldehido:ferredoxina 
oxidorreductasa); butanol deshidrogenasa.50

En una realización, el microorganismo comprende ácidos nucleicos exógenos adaptados para expresar butanol 
deshidrogenasa. Preferiblemente, el microorganismo comprende ácidos nucleicos exógenos que codifican la butanol 
deshidrogenasa.

En una realización, el microorganismo comprende ácidos nucleicos exógenos adaptados para expresar uno o más 
de fosfotransbutirilasa, butirato-quinasa, aldehído oxidorreductasa dependiente de ferredoxina y butanol-55
deshidrogenasa. Preferiblemente, el microorganismo comprende uno o más ácidos nucleicos exógenos que 
codifican uno o más de fosfotransbutirilasa, butirato-quinasa, aldehído oxidorreductasa dependiente de ferredoxina y 
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butanol-deshidrogenasa. En realizaciones particulares, el microorganismo comprende ácidos nucleicos exógenos 
adaptados para expresar cada una de fosfotransbutirilasa, butirato-quinasa, aldehído oxidorreductasa dependiente 
de ferredoxina y butanol-deshidrogenasa.

En una descripción, el microorganismo comprende uno o más ácidos nucleicos adaptados para expresar al menos 
dos de las enzimas en la ruta de la biosíntesis del 1-butanol, al menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al 5
menos 7, al menos, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, o al menos 12 de las enzimas.

En una descripción, el microorganismo comprende además un promotor de fosfotransacetilasa/acetato-quinasa 
exógena, aunque pueden usarse otros promotores. Preferiblemente, el promotor corresponde a la SEQ_ID No. 7 o 
una variante funcionalmente equivalente de la misma. Preferiblemente, el promotor está contenido en una 
construcción que codifica una o más de las enzimas a las que se hace referencia en este documento anteriormente.10

Preferiblemente, el microorganismo original se selecciona del grupo de bacterias acetogénicas carboxidotróficas. En 
ciertas realizaciones, el microorganismo se selecciona del grupo que comprende Clostridium autoethanogenum, 
Clostridium Ijungdahlii, y Clostridium ragsdalei.

En una realización particular, el microorganismo original se selecciona del grupo de Clostridios etanologénicos, 
acetogénicos que comprenden las especies C. autoethanogenum, C. Ijungdahlii, y C. ragsdalei y los aislados 15
relacionados. Estos incluyen pero no se limitan a cepas C. autoethanogenum JAI-1T (DSM10061) [Abrini J, Naveau 
H, Nyns E-J: Clostridium autoethanogenum, sp. nov., an anaerobic bacterium that produces ethanol from carbon 
monoxide. Arch Microbiol 1994, 4: 345-351], C. autoethanogenum LBS1560 (DSM19630) [Simpson SD, Forster RL, 
Tran PT, Rowe MJ, Warner IL: Novel bacteria and methods thereof. Acetogenic Species in Clostridial rRNA 
Homology Group I. Int J Syst Bacteriol 1993, 43: 232-236; Abrini J, Naveau H, Nyns E-J: Clostridium 20
autoethanogenum, sp. nov., an anaerobic bacterium that produces ethanol from carbon monoxide. Arch Microbiol 
1994, 4: 345-351; Huhnke RL, Lewis RS, Tanner RS: Isolation and Characterization of novel Clostridial Species. 
patente internacional 2008, WO 2008/028055]. La producción de indol se observó también con las tres especies. Sin 
embargo, las especies se diferencian en el uso de sustratos de diferentes azúcares (p. ej. ramnosa, arabinosa), 
ácidos (p. ej. gluconato, citrato), aminoácidos (p. ej. arginina, histidina), u otros sustratos (p. ej. betaína, butanol). 25
Además, se encontró que algunas de las especies eran auxotróficas para ciertas vitaminas (por ejemplo, tiamina, 
biotina), mientras que otras no.

En una realización, el microorganismo produce fosfotransbutirilasa, butirato-quinasa, aldehído oxidorreductasa 
dependiente de ferredoxina y butanol-deshidrogenasa tanto antes como después de la introducción de un ácido 
nucleico exógeno.30

En una realización, el microorganismo produce butanol deshidrogenasa tanto antes como después de la introducción 
de un ácido nucleico exógeno.

En una realización particular, el microorganismo es Clostridium autoethanogenum.

El microorganismo recombinante de la invención puede tener las características definitorias del microorganismo 
depositado en la DSMZ (Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, 35
Alemania) bajo el número de entrada DSM24138.

El uno o más ácidos nucleicos exógenos se pueden suministrar a un microorganismo original como ácidos nucleicos 
desnudos o se pueden formular con uno o más agentes para facilitar el proceso de transformación (por ejemplo, 
ácido nucleico conjugado con liposoma, un organismo en el que está contenido el ácido nucleico). El uno o más 
ácidos nucleicos pueden ser ADN, ARN o combinaciones de los mismos, si es adecuado.40

Los microorganismos de la invención se pueden preparar a partir de un microorganismo original y uno o más ácidos 
nucleicos exógenos usando cualquier número de técnicas conocidas en la materia para la producción de 
microorganismos recombinantes. A título de ejemplo solamente, la transformación (incluida la transducción o 
transfección) puede conseguirse mediante electroporación, conjugación, o competencia química y natural. Las 
técnicas de transformación adecuadas se describen por ejemplo en Sambrook et al, 1989.45

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

Se describe un método para producir un microorganismo recombinante que comprende las siguientes etapas:

a. Introducción en un microorganismo lanzadera de (i) una construcción de expresión y (ii) una construcción de 50
metilación que comprende un gen de metiltransferasa;

b. expresión del gen de metiltransferasa;

c. aislamiento de una o más construcciones del microorganismo lanzadera; e,
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d. introducción de una o más construcciones en un microorganismo de destino; en el que la construcción de 
expresión comprende uno o más genes que codifican enzimas que se expresan en el organismo de destino.

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

El microorganismo lanzadera es un microorganismo, preferiblemente un microorganismo de restricción negativa, que 5
facilita la metilación de las secuencias de ácido nucleico que forman el constructo de expresión. En una realización 
particular, el microorganismo lanzadera es una E. coli, Bacillus subtillis o Lactococcus lactis de restricción negativa.

Una vez que la construcción de expresión y la construcción de metilación se introducen en el microorganismo 
lanzadera, se expresa el gen de metiltransferasa presente en la construcción de metilación. Cuando debe inducirse 
la expresión, la inducción puede ser por cualquier sistema promotor adecuado. La construcción de metilación puede 10
comprender un promotor lac inducible (preferiblemente codificado por SEQ_ID NO 28) y ser inducido por la adición 
de lactosa o un análogo del mismo, más preferiblemente isopropil-β-D-tio-galactósido (IPTG). Otros promotores 
adecuados incluyen los sistemas ara, tet o T7. Alternativamente, el promotor del constructo de metilación es un 
promotor constitutivo.

En una descripción, el promotor de la construcción de expresión es un promotor constitutivo que es preferentemente 15
altamente activo bajo condiciones de fermentación apropiadas. Sin embargo, podría usarse un promotor inducible. 
En otras descripciones, el promotor del constructo de expresión se selecciona del grupo que comprende el promotor 
de operón de fosfotransacetilasa/acetato quinasa, piruvato:ferredoxina oxidorreductasa (SEQ_ID nº 48), el grupo de 
genes Wood-Ljungdahl (SEQ_ID nº 47), operón nf (SEQ_ID nº 49 ) o el operón de ATP sintasa ((SEQ_ID nº 50). 
Preferiblemente, el promotor del operón de fosfotransacetilasa/acetato quinasa corresponde a SEQ_ID Nº 7 o una 20
variante funcionalmente equivalente de la misma. La Figura 8 muestra que la expresión de genes operativamente 
ligados a estos promotores tiene un alto nivel de expresión en Clostridium autoethanogenum bajo condiciones 
estándar.

En una realización particular, el constructo de metilación tiene un origen de replicación específico para la identidad 
del microorganismo lanzadera de manera que cualquier gen presente en el constructo de metilación se expresa en 25
el microorganismo lanzadera. Preferiblemente, el constructo de expresión tiene un origen de replicación específico 
para la identidad del microorganismo de destino de modo que cualquier gen presente en el constructo de expresión 
se expresa en el microorganismo de destino.

La expresión de la enzima metiltransferasa da como resultado la metilación de los genes presentes en el constructo 
de expresión. El constructo de expresión puede aislarse a continuación del microorganismo lanzadera de acuerdo 30
con cualquiera de una serie de métodos conocidos. A modo de ejemplo solamente, la metodología descrita en la 
sección de Ejemplos descrita a continuación puede usarse para aislar el constructo de expresión.

En una descripción particular, ambas construcciones están aisladas concurrentemente. El constructo de expresión 
puede introducirse en el microorganismo de destino utilizando cualquier número de métodos conocidos. Sin 
embargo, a modo de ejemplo, se puede usar la metodología descrita en la sección de ejemplos en lo sucesivo. Dado 35
que el constructo de expresión está metilado, las secuencias de ácido nucleico presentes en el constructo de 
expresión pueden ser incorporadas al microorganismo de destino y expresadas con éxito.

Se describe un método para producir un microorganismo recombinante que comprende:

a. metilación de una construcción de expresión in vitro por una metiltransferasa, preferiblemente de acuerdo con 
SEQ_ID nº 28 o una variante funcionalmente equivalente de la misma; e,40

b. introducción de un constructo de expresión, preferiblemente de acuerdo con el quinto aspecto, en un 
microorganismo de destino;

en el que la construcción de expresión comprende uno o más genes que codifican enzimas que se expresan en el 
microorganismo de destino.

Se prevé que un gen de metiltransferasa de la invención, preferiblemente de acuerdo con la SEQ_ID nº 27 o una 45
variante funcionalmente equivalente de la misma, se pueda introducir en un microorganismo lanzadera y 
sobreexpresarse. La enzima metiltransferasa resultante se puede recoger utilizando métodos conocidos y se usa in 
vitro para metilar un constructo de expresión, preferiblemente, el constructo de expresión es como se define en el 
quinto aspecto. El constructo de expresión puede entonces introducirse en el microorganismo de destino para la 
expresión. Preferiblemente, el microorganismo recombinante produce 1-butanol y/o un precursor del mismo como 50
principal producto de fermentación.

Se describe un método para producir un microorganismo recombinante que comprende:

a. introducción en el genoma de un microorganismo lanzadera de un gen de metiltransferasa, preferiblemente de 
acuerdo con SEQ_ID nº 27 o una variante funcionalmente equivalente de la misma;
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b. introducción de un constructo de expresión en el microorganismo lanzadera;

c. aislamiento de una o más construcciones del microorganismo lanzadera; e,

d. introducción de por lo menos la construcción de expresión en un microorganismo de destino;

en el que la construcción de expresión comprende uno o más genes que codifican enzimas que se expresan en el 
microorganismo de destino.5

Se utilizan métodos estándar para la introducción de un gen de metiltransferasa, preferiblemente de acuerdo con 
SEQ_ID nº 27, en el genoma del microorganismo lanzadera. La metiltransferasa puede ser expresada 
constitutivamente por el microorganismo y dar como resultado la producción de una enzima metiltransferasa, 
preferiblemente de acuerdo con SEQ_ID nº 28 o una variante funcionalmente equivalente de la misma. Una 
construcción de expresión se metila, se aisla e introduce en el microorganismo de destino, que preferiblemente 10
produce 1-butanol y/o un precursor de la misma como principal producto de fermentación.

La descripción también incluye microorganismos que comprenden un gen de metiltransferasa recombinante o un 
constructo de metilación como se describe en este documento.

La presente descripción también proporciona un gen híbrido de metiltransferasa (SEQ_ID NO 28) desarrollado 
después del análisis de secuencias de ácidos nucleicos de metiltransferasa y sistemas de barrera de restricción de 15
C. autoethanogenum, C. Ijungdahlii, y C. ragsdalei.

El gen de metiltransferasa se expresa en un microorganismo lanzadera que da como resultado la producción de una 
enzima metiltransferasa que metila la secuencia del constructo de expresión. El gen de metiltransferasa puede estar 
presente en un constructo o estar integrado en el genoma del microorganismo lanzadera. El gen híbrido de la 
metiltransferasa está optimizado con codon para E. coli y puede incorporarse en una construcción de metilación 20
(figura 5). El gen de metiltransferasa puede optimizarse con codones para su uso en otra especie de 
microorganismo cuando sea apropiado, por ejemplo en Bacillus subtillus. Los métodos para la optimización con 
codones son estándar y son conocidos por cualquier experto en la técnica (Carbone et al, 2003). También se 
incorporan dentro del alcance de la descripción genes de metiltransferasa que tienen una identidad de secuencia de 
ácido nucleico de al menos 70%, preferiblemente 75%, preferiblemente 80%, preferiblemente 85%, preferiblemente 25
90%, preferiblemente 95% o mayor con SEQ_ID NO 28 y expresan un polipéptido que es capaz de metilar el ADN.

Cualquier experto en la técnica apreciará que el método de metilación y el gen de metiltransferasa tendrán utilidad 
en todo un rango de microorganismos. En una descripción, el microorganismo de destino se selecciona del grupo 
que comprende Clostridium autoethanogenum, Clostridium Ijungdahlii, Clostridium ragsdalei, Clostridium 
carboxidivorans, Clostridium drakei, Clostridium scatologenes, Butyribacterium limosum, Butyribacterium 30
methylotrophicum, Acetobacterium woodii, Alkalibaculum bacchii, Blautia producta, Eubacterium limosum, Moorella 
thermoacetica, Moorella thermautotrophica, Oxobacter pfennigii, y Thermoanaerobacter kiuvi. En una realización 
particular, el microorganismo de destino se selecciona del grupo que consiste en Clostridium autoethanogenum, 
Clostridium Ijungdahlii y Clostridium ragsdalei. En una realización particular, el microorganismo de destino es 
Clostridium autoethanogenum.35

La invención también proporciona diversos ácidos nucleicos o construcciones de ácido nucleico como se esbozan en 
el aspecto 8 de la invención descrito en este documento anteriormente.

En otra descripción, hay una construcción de expresión que comprende uno o más ácidos nucleicos que codifican 
una o más enzimas elegidas entre la tiolasa, la 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa, la crotonasa, la butiril-CoA 
deshidrogenasa y una proteína de transferencia de electrones o una variante funcionalmente equivalente de la 40
misma. Preferentemente, la proteína de transferencia de electrones es Flavoproteína A de Transferencia Electrónica 
o Flavoproteína B de Transferencia Electrónica. En una realización particular, tanto la Flavoproteína A de 
Transferencia Electrónica como la Flavoproteína B de Transferencia Electrónica están incluidas en el constructo de 
expresión.

Se proporciona información de la secuencia ejemplar para cada gen y enzima equivalente en GenBank como se 45
detalla en la Tabla 1 de este documento después. Las personas cualificadas apreciarán fácilmente genes y enzimas 
alternativos que pueden ser utilizados. En una realización, las enzimas están codificadas por el ácido nucleico 
SEQ_ID nº 1 a 6 que puede estar presente en cualquier orden en el constructo o en el orden mostrado en la figura 2. 
SEQ_ID Nos. 8 a 13 y SEQ_ID Nos. 16 a 23 son nuevas secuencias usadas para clonar y secuenciar los genes 
mencionados en el párrafo inmediatamente anterior.50

Con el fin de obtener 1-butanol a partir de un precursor la actividad de uno o más de alcohol deshidrogenasa (EC 
1.1.1.1), fosfotransbutirilasa (EC 2.3.1.19), butirato-quinasa (EC 2.7.2.7), aldehído:ferredoxina oxidorreductasa (EC 
1.2.7.5) y alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1) puede ser requerida. La alcohol deshidrogenasa de la invención es 
una butanol deshidrogenasa. En ciertas descripciones, se requiere la alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1), o 
fosfotransbutirilasa (EC 2.3.1.19), butirato-quinasa (EC 2.7.2.7), aldehído:ferredoxina oxidorreductasa (EC 1.2.7.5) y 55
alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1), o una combinación de ambos conjuntos de enzimas. Estas diversas enzimas 
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se muestran en la ruta de biosíntesis de butanol representada en la figura 1. En algunos microorganismos la butanol 
deshidrogenasa, la fosfotransbutirilasa, la butirato-quinasa y/o la aldehído:ferredoxina oxidorreductasa son 
expresadas naturalmente por el microorganismo y por lo tanto catalizan la conversión de butiril-CoA en 1-butanol.

Por consiguiente, en una realización, la construcción de expresión comprende ácidos nucleicos que codifican una o 
más de fosfotransbutirilasa, butirato-quinasa, aldehído oxidorreductasa dependiente de ferredoxina y una butanol-5
deshidrogenasa además de o en alternativa a una más de tiolasa, 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa, crotonasa, 
butiril-CoA deshidrogenasa, y una proteína de transferencia de electrones.

Ejemplos de enzimas apropiadas y de la información de la secuencia de aminoácidos y de ácidos nucleicos incluyen, 
pero no se limitan a: butanol deshidrogenasa, tal como BdhB de C. acetobutylicum (NP_349891, GI:15896542); una 
fosfotransbutirilasa tal como Ptb de C. acetobutylicum (NP_348368); butirato cinasa tal como Buk de C. 10
acetobutylicum (AAK81015.1); aldehído:ferredoxina oxidorreductasa AOR de C. acetobutylicum (NP_348637). Los 
expertos en la técnica a los que se refiere la invención pueden apreciar fácilmente ejemplos alternativos de enzimas 
apropiadas de uso en la invención. Los inventores han identificado también una serie de nuevas enzimas y genes 
que pueden usarse en la invención, cuyos detalles se proporcionan en este documento después en la sección de 
Ejemplos (en particular véanse las tablas 7 a 10).15

La inclusión de uno o más de estos genes puede ayudar a evitar la coproducción completa de butirato, aumentando 
la eficiencia de la producción de 1-butanol. La invención también proporciona microorganismos recombinantes que 
comprenden uno o más ácidos nucleicos adaptados para expresar o aumentar la expresión de una o más de estas 
enzimas.

En una descripción, el o los ácidos nucleicos codifican una enzima seleccionada del grupo de enzimas enumeradas 20
en las tablas 7 a 10 de la presente memoria y equivalentes funcionales de uno o más de los mismos. En una 
descripción particular, los ácidos nucleicos se eligen del grupo de ácidos nucleicos enumerados en las tablas 7 a 10 
de la presente memoria y equivalentes funcionales de uno o más de los mismos.

En una descripción, la construcción de expresión codifica al menos 2 enzimas en la ruta de biosíntesis de butanol, al 
menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11 o al 25
menos 12 de las enzimas.

Preferiblemente, el constructo de expresión comprende además un promotor adecuado como se ha descrito 
anteriormente. En una realización, el promotor es un promotor de fosfotransacetilasa/acetato-quinasa. 
Preferiblemente, el promotor corresponde a la SEQ_ID No. 7 o una variante funcionalmente equivalente de la 
misma.30

En una realización preferida, la construcción de expresión comprende un ácido nucleico que codifica todas las 
enzimas mencionadas. Cualquier experto en la técnica apreciará que la construcción de expresión puede 
comprender ácidos nucleicos que codifican proteínas de transferencia de electrones alternativas.

Los genes que se han de expresar en el microorganismo recombinante pueden ensamblarse en el constructo de 
expresión bajo el control de cualquier promotor apropiado. El promotor permite la expresión sustancialmente 35
constitutiva de los genes bajo su control. En una descripción particular, el promotor es un promotor de 
fosfotransacetilasa/acetato cinasa (SEQ_ID NO 7). Otros promotores que pueden encontrar uso en la invención 
incluyen los de C. autoethanogenum (o C. Ijungdahlii). Los inventores han identificado también una serie de otros 
promotores que están operativamente ligados a genes que se expresaron altamente en condiciones de fermentación 
típicas en Clostridium autoethanogenum (figura 8). El análisis de la expresión de más de 200 genes durante las 40
condiciones típicas de fermentación utilizando PCR en tiempo real identificó una serie de promotores apropiados. 
Estos incluyen piruvato:ferredoxina oxidorreductasa (SEQ_ID nº 48), el grupo de genes Wood-Ljungdahl (SEQ_ID nº 
47), operón Rnf (SEQ_ID nº 49) y el operón ATP sintasa (SEQ_ID nº 50). Los expertos en la técnica apreciarán que 
otros promotores que pueden dirigir la expresión, preferiblemente un alto nivel de expresión en condiciones de 
fermentación apropiadas, serían eficaces como alternativas.45

En una realización, la invención comprende un constructo, microorganismo recombinante o una secuencia de ácido 
nucleico que comprende el ácido nucleico SEQ_ID Nº 1 a 6 en el orden mostrado en la figura 2. Sin embargo, 
cualquier experto en la materia apreciará que la invención puede tener todavía la utilidad deseada cuando las 
secuencias de ácido nucleico se presentan en cualquier orden y con una o más de las secuencias ausentes.

Otra descripción comprende un ácido nucleico que comprende la secuencia promotora representada por la SEQ ID 50
Nº 7, o una variante funcionalmente equivalente de la misma, una construcción que comprende dicho promotor y 
microorganismos recombinantes que la comprenden.

Se apreciará que una construcción de expresión puede contener cualquier número de elementos reguladores 
además del promotor así como genes adicionales adecuados para la expresión de otras proteínas si se desea. En 
una descripción, la construcción incluye un promotor. En otra descripción, la construcción incluye dos o más 55
promotores. En una descripción particular, la construcción incluye un promotor para cada gen a expresar. En una 
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descripción, la construcción incluye uno o más sitios de unión ribosómicos, preferiblemente un sitio de unión 
ribosómico para cada gen a expresar.

Los expertos en la técnica apreciarán que las secuencias de ácidos nucleicos y las secuencias de construcción 
definidas en la presente memoria pueden contener nucleótidos enlazadores convencionales tales como los 
requeridos para los sitios de unión a ribosomas y/o los sitios de restricción. Tales secuencias enlazadoras no deben 5
ser interpretadas como requeridas y no proporcionan una limitación en las secuencias definidas.

Cuando el constructo de expresión se expresa en un microorganismo acetogénico, el microorganismo produce 1-
butanol o un precursor del mismo como principal producto de fermentación. Se prevé que otros genes que codifican 
enzimas que catalizan diferentes etapas de las vías de biosíntesis de Wood-Ljungdahl o butanol también se pueden 
incorporar en la construcción de expresión para producir 1-butanol como principal producto de fermentación.10

Se prevé que el constructo de expresión y la construcción de metilación como se ha definido anteriormente se 
pueden combinar para proporcionar una composición de materia. Dicha composición tiene particular utilidad para 
eludir los mecanismos de barrera de restricción en una amplia variedad de microorganismos.

Los ácidos nucleicos y las construcciones de ácido nucleico, incluyendo las construcciones de expresión, se pueden 
construir usando cualquier número de técnicas estándar en la técnica. Por ejemplo, se pueden usar técnicas de 15
síntesis química o recombinante. Tales técnicas se describen, por ejemplo, en Sambrook et al. (1989). Se describen 
técnicas de ejemplo adicionales en la sección de ejemplos en lo sucesivo. Esencialmente, los genes individuales y 
los elementos reguladores estarán operativamente unidos entre sí de tal manera que los genes se puedan expresar 
para formar las proteínas deseadas. Los expertos en la técnica apreciarán los vectores adecuados para usar en la 
invención. Sin embargo, a modo de ejemplo, los siguientes vectores pueden ser adecuados: vectores lanzadera 20
pMTL80000, pIMP1, pJIR750 y los plásmidos ejemplificados en la sección de Ejemplos en este documento después.

En la medida en que la descripción proporciona nuevos ácidos nucleicos y vectores de ácidos nucleicos, también 
proporciona ácidos nucleicos que son capaces de hibridarse con al menos una porción de un ácido nucleico descrito 
en este documento, un ácido nucleico complementario a cualquiera de los mismos o una variante equivalente 
funcional de cualquiera de los mismos. Tales ácidos nucleicos se hibridarán preferiblemente a tales ácidos 25
nucleicos, un ácido nucleico complementario a cualquiera de los mismos, o una variante funcionalmente equivalente 
de cualquiera de los mismos, bajo condiciones de hibridación rigurosas. "Condiciones de hibridación rigurosas" 
significa que el ácido nucleico es capaz de hibridarse con una plantilla diana en condiciones de hibridación estándar 
tales como las descritas en Sambrook et al (1989). Se apreciará que el tamaño mínimo de tales ácidos nucleicos es 
un tamaño que es capaz de formar un híbrido estable entre un ácido nucleico dado y la secuencia complementaria a 30
la que está diseñado para hibridarse. Por consiguiente, el tamaño depende de la composición del ácido nucleico y 
del porcentaje de homología entre el ácido nucleico y su secuencia complementaria, así como de las condiciones de 
hibridación que se utilizan (por ejemplo, temperatura y concentraciones de sal). En una realización, el ácido nucleico 
tiene al menos 10 nucleótidos de longitud, al menos 15 nucleótidos de longitud, al menos 20 nucleótidos de longitud, 
al menos 25 nucleótidos de longitud, o al menos 30 nucleótidos de longitud.35

Debe apreciarse que los ácidos nucleicos de la invención pueden estar en cualquier forma apropiada, incluyendo 
ARN, ADN o ADNc, incluyendo ácidos nucleicos de cadena doble y monocatenarios.

La descripción también proporciona organismos hospedadores, particularmente microorganismos, e incluyendo 
virus, bacterias y levaduras, que comprenden uno o más de los ácidos nucleicos descritos en la presente memoria.

La descripción proporciona un método de producción de 1-butanol y/o un precursor del mismo mediante 40
fermentación microbiana que comprende fermentar un sustrato gaseoso que comprende CO usando un 
microorganismo recombinante. En ciertas realizaciones, 1-butanol o un precursor del mismo se co-produce con otro 
producto de fermentación (por ejemplo, etanol). En una realización, el 1-butanol o un precursor del mismo es el 
producto de fermentación principal. En una realización, el microorganismo recombinante es como se ha descrito 
anteriormente.45

En una realización, el 1-butanol se produce con un rendimiento de aproximadamente 0,075 gramos por litro de caldo 
de fermentación (g/l) a aproximadamente 20 g/l. En una descripción, el rendimiento es de aproximadamente 0,15 g/l 
a aproximadamente 1,54 g/l. En otras descripciones, el rendimiento es de aproximadamente 10 g/l, 
aproximadamente 5 g/l, o aproximadamente 2 g/l. Preferiblemente, el rendimiento de 1-butanol es hasta el límite al 
cual el butanol se vuelve tóxico para las bacterias.50

Preferiblemente, la fermentación comprende las etapas de fermentación anaeróbica de un sustrato en un biorreactor 
para producir 1-butanol y/o un precursor del mismo utilizando microorganismos recombinantes como se describe en 
la presente memoria.

Cuando se hace referencia al precursor de 1-butanol en la presente memoria, se prevé que se puede convertir 
opcionalmente en 1-butanol en presencia de butanol deshidrogenasa, fosfotransbutirilasa, butirato-quinasa y/o 55
aldehído oxidorreductasa dependiente de ferredoxina. Preferiblemente, el microorganismo produce una o más de 
estas enzimas tanto antes como después de la introducción de un ácido nucleico recombinante.
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En una descripción, el sustrato gaseoso fermentado por el microorganismo es un sustrato gaseoso que contiene CO. 
El sustrato gaseoso puede ser un gas residual que contiene CO obtenido como un subproducto de un procedimiento 
industrial, o de alguna otra fuente tal como de humos de escape de automóvil. El proceso industrial se selecciona del 
grupo que consiste en la fabricación de productos de metales ferrosos, tales como una acería, fabricación de 
productos no ferrosos, procesos de refinación de petróleo, gasificación de carbón, producción de energía eléctrica, 5
producción de negro de humo, producción de amoniaco, producción de metanol y fabricación de coque. En estas 
descripciones, el gas que contiene CO puede capturarse del procedimiento industrial antes de emitirse a la 
atmósfera, usando cualquier método conveniente. El CO puede ser un componente de gas de síntesis (gas que 
comprende monóxido de carbono e hidrógeno). El CO producido a partir de procesos industriales es normalmente 
quemado para producir CO2 y, por lo tanto, la descripción tiene una utilidad particular de reducción de las emisiones 10
de gases de efecto invernadero de CO2 y la producción de butanol para su uso como biocombustible. Dependiendo 
de la composición del sustrato que contiene CO gaseoso, puede ser conveniente tratarlo para eliminar cualquier 
impureza indeseada, tal como partículas de polvo antes de introducirlo a la fermentación. Por ejemplo, el sustrato 
gaseoso se puede filtrar o depurar por métodos conocidos.

Se apreciará que para que se produzca el crecimiento de las bacterias y la fermentación de CO-a-1-butanol, además 15
del gas sustrato que contiene CO, se necesitará alimentar con un medio nutriente líquido al biorreactor. Un medio 
nutriente contendrá vitaminas y minerales suficientes para permitir el crecimiento del microorganismo usado. Los 
medios anaeróbicos adecuados para la fermentación para producir butanol usando CO son conocidos en la técnica. 
Por ejemplo, se describen medios adecuados en Biebel (2001). En una realización de la invención, el medio es 
como se describe en la sección de Ejemplos que sigue a continuación.20

La fermentación se llevará a cabo deseablemente en condiciones apropiadas para que se produzca la fermentación 
de CO-a-butanol. Las condiciones de reacción que deberían considerase incluyen presión, temperatura, caudal de 
gas, caudal de líquido, pH del medio, potencial redox del medio, velocidad de agitación (si se usa un reactor de 
tanque agitado continuo), nivel de inóculo, concentraciones de sustrato gaseoso máximo para asegurar que el CO 
en la fase líquida no se convierte en limitante, y concentraciones de producto máximas para evitar la inhibición de 25
producto.

Además, a menudo es conveniente aumentar la concentración de CO de una corriente de sustrato (o presión parcial 
de CO en un sustrato gaseoso) y por lo tanto aumentar la eficacia de las reacciones de fermentación cuando el CO 
es un sustrato. El funcionamiento a presiones incrementadas permite un aumento significativo en la velocidad de 
transferencia de CO desde la fase gaseosa a la fase líquida, donde puede ser absorbido por el microorganismo 30
como una fuente de carbono para la producción de butanol. Esto a su vez significa que el tiempo de retención 
(definido como el volumen líquido en el biorreactor dividido entre el caudal de gas de entrada) se puede reducir 
cuando los biorreactores se mantienen a presión elevada en lugar de a presión atmosférica. Las condiciones de 
reacción óptimas dependerán en parte del microorganismo particular de la invención usado. Sin embargo, en 
general, se prefiere que la fermentación se lleve a cabo a presión mayor que la presión ambiente. Además, dado 35
que una tasa de conversión de CO-a-butanol dada es en parte una función del tiempo de retención del sustrato, y 
lograr un tiempo de retención deseado, a su vez, dicta el volumen requerido de un biorreactor, el uso de sistemas 
presurizados puede reducir enormemente el volumen del biorreactor requerido, y consecuentemente el coste de 
capital del equipo de fermentación. Según los ejemplos dados en la patente de EE.UU. nº 5.593.886, el volumen del 
reactor se puede reducir en proporción lineal a los aumentos de la presión de trabajo del reactor, es decir, los 40
biorreactores que trabajan a 10 atmósferas de presión necesitan solo una décima parte del volumen de los que 
trabajan a 1 atmósfera de presión.

Los beneficios de llevar a cabo una fermentación de gas a etanol a presiones elevadas se han descrito en otra parte. 
Por ejemplo, el documento WO 02/08438 describe fermentaciones de gas a etanol realizadas a presiones de 2,11 
kg/cm2 (30 psig) y 5,27 kg/cm2 (75 psig), dando productividades de etanol de 150 g/l/día a 369 g/l/día 45
respectivamente. Sin embargo, se encontró que fermentaciones de ejemplo realizadas usando medios y 
composiciones de gas de entrada similares a presión atmosférica, producen entre 10 y 20 veces menos etanol por 
litro por día.

La composición de las corrientes de gas usadas para alimentar una reacción de fermentación puede tener un 
impacto importante en la eficacia y/o en los costes de esta reacción. Por ejemplo, el O2 puede reducir la eficacia de 50
un proceso de fermentación anaerobio. El procesamiento de gases no deseados o innecesarios en etapas de un 
proceso de fermentación antes o después de la fermentación, puede aumentar la carga en dichas etapas (p. ej., 
donde la corriente de gas es comprimida antes de entrar en un biorreactor, se puede usar energía innecesaria para 
comprimir gases que no son necesarios en la fermentación). Por consiguiente, puede ser conveniente tratar las 
corrientes de sustrato, en particular corrientes de sustrato obtenidas de fuentes industriales, para separar 55
componentes no deseados y aumentar la concentración de los componentes convenientes.

En algunas descripciones, un cultivo de una bacteria de la invención se mantiene en un medio de cultivo acuoso. 
Preferiblemente, el medio de cultivo acuosos es un medio de crecimiento microbiano anaerobio mínimo. Los medios 
adecuados son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. nº 5.173.429 y 
5.593.886 y el documento WO 02/08438, y como se describe en la sección de Ejemplos más adelante en este 60
documento.
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El butanol, o una corriente de alcohol mixto que contiene butanol y uno o más alcoholes, puede recuperarse del 
caldo de fermentación por métodos conocidos en la técnica, tales como destilación o evaporación fraccionada, 
pervaporación y fermentación extractiva, incluyendo por ejemplo extracción líquido-líquido. Los subproductos tales 
como los ácidos que incluyen butirato también pueden recuperarse del caldo de fermentación usando métodos 
conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede usar un sistema de adsorción que implica un filtro de carbón activado 5
o electrodiálisis. Alternativamente, también se puede usar separación de gas continua.

En ciertas descripciones, se recuperan butanol y subproductos del caldo de fermentación mediante la eliminación 
continua de una porción del caldo del biorreactor, separando las células microbianas del caldo (convenientemente 
por filtración) y recuperando el butanol y opcionalmente el ácido del caldo. Los alcoholes se pueden recuperar 
convenientemente por ejemplo por destilación, y los ácidos se pueden recuperar, por ejemplo, por adsorción sobre 10
carbón activado. Las células microbianas separadas preferiblemente se devuelven al biorreactor de fermentación. El 
permeado libre de células que queda después de que se hayan eliminado el(los) alcohol(es) y el(los) ácido(s) es 
también preferiblemente devuelto al biorreactor de fermentación. Se pueden añadir nutrientes adicionales (tales 
como vitamina B) al permeado exento de células para recargar el medio nutriente antes de devolverlo al biorreactor.

Además, si el pH del caldo se ajustó como se ha descrito antes para potenciar la absorción de ácido acético en el 15
carbón activado, el pH debería reajustarse a un pH similar al del caldo en el biorreactor de fermentación, antes de 
devolverlo al biorreactor.

En una descripción, el butanol se recupera de la reacción de fermentación utilizando procedimientos de fermentación 
extractiva en los que el butanol se recupera en una fase oleosa en el reactor. Las personas cualificadas conocerán 
fácilmente las técnicas para lograr este objetivo.20

Ejemplos:

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

Las modificaciones genéticas se llevaron a cabo utilizando un plásmido que contenía un operón sintético que 
consistía en un fuerte promotor nativo de C. autoethanogenum que controlaba genes de una tiolasa, 3-hidroxibutiril-
CoA deshidrogenasa, crotonasa, butiril-CoA deshidrogenasa y 2 flavoproteínas transferidoras de electrones de C. 25
acetobutylicum (Fig. 1-2). Este plásmido se metiló in vivo utilizando una nueva metiltransferasa y luego se 
transformó en C. autoethanogenum DSM23693. La producción de 1-butanol como producto de fermentación 
principal se mostró en diferentes corrientes de gas industriales (gas residual de acero, gas de síntesis).

Construcción del plásmido de expresión:

En esta invención se usaron ADN recombinante estándar y técnicas de clonación molecular y se describen en 30
Sambrook et al, 1989 y Ausubel et al, 1987. Se obtuvieron secuencias de ADN de los genes biosintéticos de butanol 
de Clostridium acetobutylicum ATCC824 de NCBI (Tabla 1). Se secuenció el promotor del operón de 
fosfotransacetilasa/acetato-quinasa de C. autoethanogenum DSM10061 y se usó para la expresión de genes diana 
(Tabla 1). Los experimentos RT-PCR mostraron que este promotor se expresa constitutivamente a un nivel alto 
(figura 8).35

Tabla 1: Fuentes de genes de la ruta 1-butanol

Gen/Promotor Referencia GenBank
SEQ 
ID 
NO:

Tiolasa (thlA)
NC_003030 Clostridium acetobutylicum ATCC 824, genoma completo; 
GI:15896127; GeneID:1119056 genoma completo; GI:15896127; 
GeneID:1119056

1

3-hidroxibutiril-CoA 
deshidrogenasa (hbd)

NC_003030 Clostridium acetobutylicum ATCC 824, genoma completo; 
GI:15895965; GeneID:1118891

2

Crotonasa (crt)
NC_003030 Clostridium acetobutylicum ATCC 824, genoma completo; 
GI:15895969; GeneID:1118895

3

butiril-CoA deshidrogenasa 
(bcd)

NC_003030 Clostridium acetobutylicum ATCC 824, genoma completo; 
GI:15895968; GeneID:1118894

4

Flavoproteina A Transferente NC_003030 Clostridium acetobutylicum ATCC 824, genoma completo; 5
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Gen/Promotor Referencia GenBank
SEQ 
ID 
NO:

de Electrones (etfA) GI:15895966; GeneID:1118892

Flavoproteina B Transferente 
de Electrones (etfB)

NC_003030 Clostridium acetobutylicum ATCC 824, genoma completo; 
GI:15895967; GeneID:1118893

6

promotor de 
fosfotransacetilasa/acetato 
quinasa (Ppta-ack)

Clostridium autoethanogenum DSM10061 7

El ADN genómico de Clostridium acetobutylicum ATCC824 y Clostridum autoethanogenum DSM10061 se aisló 
usando un método modificado por Bertram y Dürre (1989). Se recogió un cultivo de 100 ml de toda la noche (6000 
xg, 15 min, 4ºC), se lavó con tampón de fosfato de potasio (10 mM, pH 7,5) y se suspendió en 1,9 ml de tampón 
STE (Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM , Sacarosa 200 mM; pH 8,0). Se añadieron 300 µl de lisozima (∼100,000 U) y la 5
mezcla se incubó a 37ºC durante 30 min, seguido de la adición de 280 µl de una solución de SDS al 10% (p/v) y otra 
incubación durante 10 min. El ARN se digirió a temperatura ambiente mediante la adición de 240 μl de una solución 
de EDTA (0,5 M, pH 8), 20 μI de Tris-HCl (1 M, pH 7,5) y 10 μI de RNasa A (Fermentas). A continuación, se 
añadieron 100 μI de proteinasa K (0,5 U) y se produjo la proteolisis durante 1-3 horas a 37ºC. Finalmente, se 
añadieron 600 μI de perclorato de sodio (5 M), seguido de una extracción con fenol-cloroformo y una precipitación de 10
isopropanol. La cantidad y calidad de ADN se inspeccionaron espectrofotométricamente.

Los genes de la biosíntesis de butanol y el promotor de fosfotransacetilasa/acetato-quinasa se amplificaron por PCR 
con oligonucleótidos en la tabla 2 usando iProof High Fidelity DNA Polymerase (Bio-Rad Laboratories) y el siguiente 
programa: desnaturalización inicial a 98ºC durante 30 segundos, seguido de 32 ciclos de desnaturalización (98ºC 
durante 10 segundos), recocido (50-62ºC durante 30-120 segundos) y alargamiento (72ºC durante 45 segundos), 15
antes de una etapa de extensión final (72ºC durante 10 minutos).

Tabla 2: Oligonucleótidos para la clonación

Diana
Nombre del 
oligonucleótido

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

Ppta-ack Ppta-ack-Notl-F GAGCGGCCGCAATATGATATTTATGTCC 8

Ppta-ack Ppta-ack-Ndel-R TTCCATATGTTTCATGTTCATTTCCTCC 9

THlA ThlA-Cac-Ndel-F GTTCATATGAAAGAAGTTGTAATAGC 10

THlA ThlA-Cac-EcoRI-R CAAGAATTCCTAGCACTTTTCTAGC 11

operón crt-bcd-etfB-etfA-hbd Crt-Cac-Kpnl-F AAGGTACCTTAGGAGGATTAGTCATGG 12

operón crt-bcd-etfB-etfA-hbd Crt-hbd-Cac-BamHI-R GAGGATCCGGATTCTTGTAAACTTATTTTG 13

La región promotora de 498 pb amplificada del operón fosfotransacetilasa/acetato cinasa (Pptaack) se clonó en el
vector lanzadera de E. coli-Clostridium pMTL 85141 (Seq. ID 14; FJ797651.1; Nigel Minton, University of 20
Nottingham; Heap et al., 2009) utilizando sitios de restricción NotI y NdeI y la cepa DH5α-T1

R
(Invitrogen). El 

plásmido creado pMTL85145 y el producto de PCR de 1,194 pb del gen de la tiolasa fueron cortados con NdeI y
EcoRI. Una ligación se transformó en E. coli XL1-Blue MRF' Kan (Stratagene) dando como resultado el plásmido 
pMTL85145-thlA. Posteriormente, el fragmento de PCR amplificado de 4,764 pb del operón crt-bcd-etfB-etfA-hbd de 
C. acetobutylicum ATCC 824 se clonó en este vector usando Kpnl y BamHI y ABLE K de E. coli (Stratagene), 25
creando el plásmido pMTL85145-thlA-crt-hbd. Finalmente, el casete de resistencia a antibióticos se cambió de 
cloranfenicol a claritromicina. Por lo tanto, se liberó un casete ermB del vector pMTL82254 (Seq. ID 15; FJ797646.1; 
Nigel Minton, University of Nottingham; Heap et al., 2009) usando las enzimas de restricción PmeI y FseI e 
intercambiadas con el casete catP del plásmido pMTL85145-thlA-crt-hbd. El inserto del plásmido de expresión 
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resultante pMTL85245-thlA-crt-hbd (SEQ_ID No. 31) se secuenció completamente usando los oligonucleótidos 
dados en la tabla 3 y los resultados confirmaron que los genes de la biosíntesis de butanol estaban sin mutaciones 
(Figura 3).

Tabla 3: Oligonucleótidos para la secuenciación

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

seq-ThlA-hbd-3562-4162 CAGAGGATGTTAATGAAGTC 16

seq-ThlA-hbd-4163-4763 GCATCAGGATTAAATGACTG 17

seq-ThlA-hbd-4764-5364 ATAGCGAAGTACTTG 18

seq-ThlA-hbd-5365-5965 GATGCAATGACAGCTTTC 19

seq-ThlA-hbd-5966-6566 GGAACAAAAGGTATATCAGC 20

seq-ThlA-hbd-7168-7768 CGGAGCATTTGATAAAGAA 21

seq-ThlA-hbd-7769-8369 GCTGATTGTACATCACTTGA 22

seq-ThlA-hbd-8370-8870 CCAGAATTAATAGCTCAAGT 23

5

Metilación del ADN:

Se diseñó un gen híbrido de metiltransferasa fusionado a un promotor lac inducible (Seq. ID 28), por alineación de 
genes de metiltransferasa de C. autoethanogenum (SEQ_ID No. 24), C. Ijungdahlii (SEQ_ID No. 25), y C. ragsdalei
(SEQ_ID No. 26) (figura 4a, 4b y 4c). La expresión del gen de metiltransferasa dio como resultado la producción de 
una enzima metiltransferasa de acuerdo con SEQ_ID No. 28. Los datos de alineación de las secuencias de 10
aminoácidos de metiltransferasa se muestran en la figura 4d. El gen híbrido de metiltransferasa (SEQ_ID No. 27) se 
sintetizó químicamente y se clonó en el vector pGS20 (Seq. ID 29; ATG:biosynthetics GmbH, Merzhausen, 
Alemania) usando EcoRI (Fig. 5). El plásmido de metilación resultante pGS20-metiltransferasa se transformó 
doblemente con el plásmido de expresión pMTL85245-thlA-crt-hbd en el E. coli XL1-Blue MRF' Kan de restricción 
negativa (Stratagene). La metilación in vivo se indujo mediante la adición de IPTG 1 mM, y los plásmidos metilados 15
se aislaron usando el Kit PureLink ™ HiPure Plasmid Maxiprep (Invitrogen). La composición de plásmidos metilados 
resultante se usó para la transformación de C. autoethanogenum DSM23693.

Transformación:

Durante el experimento de transformación completo, se cultivaron C. autoethanogenum DSM23693 y C. Ijundahlii
(DSM13528) en medio PETC (Tab. 4) con 10 g/l de fructosa y gas residual de molino de acero de 30 psi (recogido 20
del sitio New Zealand Steel en Glenbrook, NZ; composición: 44% de CO, 32% de N2, 22% de CO2, 2% de H2) como 
fuente de carbono a 37ºC utilizando técnicas anaeróbicas estándar descritas por Hungate (1969) y Wolfe (1971).

Tabla 4: Medio PETC (medio ATCC 1754; http://www.atcc.org/Attachments/2940.pdf)

Componente del medio Concentración por 1,0 litro de medio

NH4Cl 1 g

KCl 0,1 g

MgSO4.7H2O 0,2 g

NaCl 0,8 g

KH2PO4 0,1 g
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Componente del medio Concentración por 1,0 litro de medio

CaCl2 0,02 g

Solución de metales traza 10 ml

Solución de vitaminas de Wolfe 10 ml

Extracto de levadura 1 g

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

NaHCO3 2 g

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

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

Solución de vitaminas de Wolfe por litro de solución madre

Biotina 2 mg

Ácido fólico 2 mg

Hidrocloruro de piridoxina 10 mg

Tiamina.HCl 5 mg

Riboflavina 5 mg

Ácido nicotínico 5 mg

D-(+)-Pantotenato de calcio 5 mg

Vitamina B12 0,1 mg

Ácido p-aminobenzoico 5 mg

Ácido tióctico 5 mg

Agua destilada hasta 1 litro

Solución de metales traza por litro de solución madre

Ácido nitrilotriacético 2 g

MnSO4.H2O 1 g

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

CoCl2.6H2O 0,2 g

ZnSO4.7H2O 0,2 mg
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Solución de metales traza por litro de solución madre

CuCl2.2H2O 0,02 g

NaMoO4.2H2O 0,02 g

Na2SeO3 0,02 g

NiCl2.6H2O 0,02 g

Na2WO4.2H2O 0,02 g

Agua destilada hasta 1 litro

solución madre de agente reductor por 100 ml de solución madre

NaOH 0,9 g

Cisteína.HCl 4 g

Na2S 4 g

Agua destilada Hasta 100 ml

Para preparar células competentes, se subcultivó un cultivo de 50 ml de C. autoethanogenum DSM23693 y un 
cultivo de 50 ml de C. Ijundahlii DSM13528 en medio fresco durante 3 días consecutivos. Estas células se usaron 
para inocular 50 ml de medio PETC que contenía DL-treonina 40 mM a una OD600nm de 0,05. Cuando el cultivo 
alcanzó una OD600nm de 0,4, las células se transfirieron a una cámara anaeróbica y se recuperaron a 4,700 x g y 5
4ºC. El cultivo se lavó dos veces con tampón de electroporación enfriado con hielo (sacarosa 270 mM, MgCl2 1 mM, 
fosfato sódico 7 mM, pH 7,4) y finalmente se suspendió en un volumen de 600 µl de tampón de electroporación de 
nueva aportación. Esta mezcla se transfirió a una cubeta de electroporación previamente enfriada con un espacio de 
electrodos de 0,4 cm que contenía 1 μg de la mezcla de plásmidos metilada (y en el caso del inhibidor de restricción 
de tipo I 1µl de C. Ijundahlii (Epicentre Biotechnologies)) e inmediatamente se pulsó usando el sistema de 10
electroporación Gene Pulsador Xcell (Bio-Rad) con los siguientes ajustes: 2,5 kV, 600 Ω y 25 µF. Se lograron 
constantes de tiempo de 3,7-4,0 ms. El cultivo se transfirió a 5 ml de medio fresco. La regeneración de las células se 
controló a una longitud de onda de 600 nm usando un espectrofotómetro Spectronic Helios Epsilon (Thermo) 
equipado con un tubo de objetivo. Después de una caída inicial en la biomasa, las células comienzan a crecer de 
nuevo. Una vez que la biomasa se ha duplicado desde ese punto, las células se recuperaron, se suspendieron en 15
200 μI de medio fresco y se pusieron en placas PETC selectivas (que contenían Bacto™ Agar (BD)) al 1,2% con 4 
µg/µl de claritromicina. Después de 4-5 días de inoculación con gas de acero de 30 psi a 37°C, se observaron 
claramente 15-80 colonias por placa.

Las colonias se usaron para inocular 2 ml de medios de PETC que contenían 4 µg/µl de claritromicina. Cuando se 
produjo el crecimiento, el cultivo se elevó a 5 ml y más tarde a 50 ml de medio PETC que contenía 4 μg/μl de 20
claritromicina y 30 psi de gas de molino de acero como única fuente de carbono.

Conformación de la transformación satisfactoria:

C. autoethanogenum: Para verificar la transferencia de ADN, se realizó una mini preparación de plásmido a partir de 
10 ml de volumen de cultivo utilizando el Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). Debido a la actividad de la 
exonucleasa clostridial (Burchhardt y Dürre, 1990), el ADN plasmídico aislado de 4 clones analizados se degradó 25
parcialmente y sólo dio lugar a un frotis en un gel de agarosa, mientras que un aislamiento de plásmido de la cepa 
original de C. autoethanogenum DSM23693 no dio como resultado ninguna señal en absoluto (Fig. 6). Sin embargo, 
la calidad del ADN del plásmido aislado fue suficiente para llevar a cabo una PCR de control usando 4 grupos de 
cebadores, cubriendo todas las regiones diferentes relevantes del plásmido (Tabla 5). La PCR se realizó con 
muestras de PCR illustra PuReTaq Ready-To-Go™ (GE Healthcare) usando condiciones estándar (95ºC durante 5 30
min; 32 ciclos de 95ºC durante 30 s, 50ºC durante 30 s, y 72ºC ° C durante 1 min; 72 ° C durante 10 min). La PCR 
de los 4 transformantes analizados dio como resultado las mismas señales que con la mezcla de plásmido metilado 
original como molde (Fig. 6). Como control adicional, se volvieron a transformar 1 μl de cada uno de los plásmidos 
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aislados parcialmente degradados en E. coli XL1-Blue MRF' Kan (Stratagene), de donde los plásmidos se pudieron 
aislar de forma limpiamente y verificarse mediante digestiones de restricción.

Para confirmar la identidad de los 4 clones, se aisló ADN genómico (véase más arriba) a partir de 40 ml de cada 
cultivo y se realizó una PCR contra el gen 16S rRNA (Tab. 5; Weisberg et al., 1991) usando muestras PCR illustra 
PuReTaq Ready-To-Go™ (GE Healthcare) y condiciones estándar (95ºC durante 5 min; 32 ciclos de 95ºC durante 5
30 s, 50ºC durante 30 s, y 72ºC ° C durante 1 min; 72 ° C durante 10 min). Los respectivos productos de PCR se 
purificaron y secuenciaron. Las secuencias de todos los clones mostraron al menos 99,9% de identidad frente al gen 
16S rRNA de C. autoethanogenum (Seq. ID 30; Y18178, GI:7271109).

Una cepa respectiva se depositó en DSMZ (Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
Braunschweig, Alemania) con el número de entrada DSM24138 el 26 de octubre de 2010.10

C. Ijungdahlii: Los transformantes de Clostridium Ijungdahlii se confirmaron utilizando el mismo método y los 
conjuntos de cebadores. La secuenciación del gen 16S rRNA dio como resultado un 100% de coincidencia con el 
gen 16S de Clostridium Ijungdahlii (Seq. ID 119; CP001666, GI:300433347).

Tabla 5: Oligonucleótidos para la confirmación por PCR del plásmido y especie

Región diana
Nombre del 
oligonucleótido

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

gen de ARNr 16s fD1 135

gen de ARNr 16s rP2 32

Casete de resistencia a antibióticos 
(ermB)

ermB-F TTTGTAATTAAGAAGGAG 33

Casete de resistencia a antibióticos 
(ermB)

ermB-R GTAGAATCCTTCTTCAAC 34

Inserto 1 (thlA) ThlA-Cac-NdeI-F GTTCATATGAAAGAAGTTGTAATAGC 10

Inserto 1 (thlA) ThlA-Cac-EcoRI-R CAAGAATTCCTAGCACTTTTCTAGC 11

Inserto 2 (crt-bcd-etfAB-hbd) Crt-conservado-F GCTGGAGCAGATAT 35

Inserto 2 (crt-bcd-etfAB-hbd) Crt-conservado-R GCTGTCATTCCTTC 36

Origen de replicación (ColE1) ColE1-F CGTCAGACCCCGTAGAAA 37

Origen de replicación (ColE1) ColE1-R CTCTCCTGTTCCGACCCT 38

15

Producción de 1-butanol:

Para demostrar la producción de 1-butanol a partir de CO como única fuente de energía y de carbono, se prepararon 
medios de PETC sin extracto de levadura y fructosa y se inocularon con las nuevas cepas de C. autoethanogenum y 
C. Ijungdahlii que albergaban el plásmido de butanol pMTL85245-thlA-crt-hbd. Las botellas se presurizaron con 30 
psi de una corriente de gas que contenía CO de dos fuentes industriales, gas residual de molino de acero (recogido 20
del sitio de New Zealand Steel en Glenbrook, NZ; composición: 44% de CO, 32% de N2, 22% de CO2, 2% de H2) y 
gas de síntesis (Range Fuels Inc., Broomfield, CO; composición: 29% de CO, 45% de H2, 13% de CH4, 12% de CO2,
1% de N2). La producción de 1-butanol podría demostrarse con ambas cepas y ambas mezclas de gas durante 
varios períodos de subcultivos. También se observó coproducción de butirato. Ni el 1-butanol ni el butirato se 
detectaron en muestras de cepas no modificadas de C. autoethanogenum DSM23693 y C. Ijungdahlii DSM13528 en 25
las mismas condiciones.

El análisis de los metabolitos se realizó por HPLC usando un sistema de HPLC Agilent Serie 1100 equipado con un 
RID operado a 35ºC (Refractive Index Detector) y una columna de ácido orgánico Alltech IOA-2000 (150 x 6,5 mm, 
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tamaño de partícula 5 µm) mantenido a 60 °C. Se usó agua ligeramente acidificada (H2SO4 0,005 M) como fase 
móvil, con un caudal de 0,7 ml/min. Para separar las proteínas y otros residuos celulares, se mezclaron muestras de 
400 µl con 100 µl de un ácido 5-sulfosalicílico al 2% (p/v) y se centrifugó a 14.000 x g durante 3 min para separar los 
restos precipitados. Después se inyectaron 10 µl del líquido sobrenadante en el HPLC para el análisis.

En experimentos con botellas de suero, se observó la producción de 1-butanol más alta en dos cultivos estáticos de 5
C. autoethanogenum que contenían el plásmido de butanol pMTL85245-thlA-crt-hbd. En estos cultivos, el 1-butanol 
fue el producto final de fermentación principal observado con 1,54 g/l (25,66 mM) (Tabla 6, Fig. 7). La producción de 
los otros metabolitos se redujo en comparación con la cepa original C. autoethanogenum DSM23693, que sólo 
produjo etanol, acetato y 2,3-butandiol. Aunque el flujo de carbono se desplazó hacia la producción de 1-butanol, la 
cantidad de carbono total incorporada en los productos finales metabólicos permanece casi igual (Tabla 6). Es 10
probable que el ligero aumento del 20% sea el resultado de una descarga de equivalentes de reducción adicional al 
producir 1-butanol y butirato en comparación con etanol y acetato respectivamente. La producción de 2,3-butandiol 
que usualmente actúa como sumidero de electrones, fue completamente disminuida.

Tabla 6: Producción de metabolitos y balance de carbono de C. autoethanogenum que albergaba el plásmido de 
butanol pMTL85245-thlA-crt-hbd en comparación con el original C. autoethanogenum DSM2369315

Original C. autoethanogenum
DSM23693

C. autoethanogenum DSM23693 + 
pMTL85245-thlA-crt-bcd

Producto
M 
[g/mol]

P 
[g/cm 
3]

Átomos
de 
carbono 

Producto 
[g/l]

Producto 
[mmol/l]

Carbono 
[mmol/l]

Producto 
[g/l]

Producto 
[mmol/l]

Carbono 
[mmol/l]

Etanol 46.08 0.789 2 1.02 28.06 56.11 0.37 10.18 20.35

Acetato 60.05 1.049 2 1.87 29.69 59.37 0.30 4.76 9.52

2,3-
butandiol

90.12 0.987 4 0.18 2.02 8.09 0 0 0

1-butanol 74.12 0.810 4 0 0 0 1.54 25.66 102.63

Butirato 88.11 0.960 4 0 0 0 0.31 3.67 14.67

Total 123,58 147,17

También se observó la producción de 1-butanol en cultivos de C. Ijungdahlii DSM13528 que albergaba el plásmido 
de butanol pMTL85245-thlA-crt-hbd en cantidades significativas de hasta 0,36 g/L (6 mM), aunque menor en 
comparación con C. autoethanogenum DSM23693 que portaba el mismo plásmido. Esto puede explicarse ya que C. 
autoethanogenum DSM23693 es una cepa con mejor producción de alcohol y como consecuencia, la cepa no 20
modificada de C. autoethanogenum DSM23693 produce más etanol y menos acetato que la cepa no modificada de 
C. Ijungdahlii DSM13528 (ambas cepas no producen ni butanol ni tampoco butirato).

C. Ijungdahlii que albergaba el plásmido de butanol pMTL85245-thlA-crt-hbd tenía una relación de 1-butanol:butirato 
inferior a C. autoethanogenum. Sin embargo, la relación de 1-butanol a butirato puede ser alterada por las 
condiciones del proceso. Esto permite la producción de 1-butanol como principal producto de fermentación, pero 25
también la producción de butirato como principal producto de fermentación en ambas cepas C. autoethanogenum y 
C. Ijungdahlii. En experimentos con botellas de suero, se observaron relaciones molares de 1-butanol:butirato entre 
50:1 y 1:30 con C. autoethanogenum y entre 20:1 y 1:30 con C. Ijungdahlii. Los cultivos que se incubaron bajo 
agitación produjeron niveles de butirato generalmente más altos y menores niveles de 1-butanol en comparación con 
cultivos estáticos. Se encontró que la concentración de CO (y H2) en el espacio de cabeza tenía un efecto sobre la 30
relación 1-butanol:butirato. En cultivos con menos CO en el espacio de cabeza, la producción de butirato fue más 
favorecida y pudo ser producido como el principal producto de fermentación. En consecuencia, se observaron títulos 
de 1-butanol más altos en el gas de molino de acero más rico en CO (44% de CO) que en el gas de síntesis de CO 
(29% de CO) en experimentos realizados con botellas de suero. Se observó un máximo de 1,08 g/l (12,8 mM) de 
butirato con Clostridium autoethanogenum que albergaba el plásmido pMTL.85245-thlA-crt-hbd y un nivel de 1,03 35
g7L (12,5 mM) con C. Ijungdahlii que portaba el mismo plásmido. Este efecto se puede explicar por el carbono 
adicional que entra en el sistema y también la energía reductora adicional generada por la oxidación del CO por la 
monóxido de carbono deshidrogenasa (CODH).
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Conversión de butiril-CoA en butirato y butanol:

El plásmido de expresión contiene únicamente los genes necesarios para la producción de butiril-CoA a partir de 
acetil-CoA. Butiril-CoA puede entonces convertirse directamente en butanol mediante la acción de una butiraldehído 
deshidrogenasa y butanol deshidrogenasa (Fig. 1). Una segunda posibilidad es que el butiril-CoA se convierta en 
butirato a través de una fosfotransbutirilasa y butirato-quinasa (Fig. 1), en cuyo caso el ATP se obtiene mediante la 5
fosforilación del nivel de sustrato (SLP). Dado que la operación de la ruta Wood-Ljungdahl requiere ATP, las células 
acetogénicas dependen de ATP de SLP, lo que también se refleja en el hecho de que todas las bacterias 
acetogénicas conocidas producen acetato (Drake et al., 2006). Sin embargo, la célula recombinante ahora también 
puede generar ATP vía SLP también produciendo butirato. El butirato puede reducirse posteriormente a 
butiraldehído a través de un aldehído:ferredoxinoxidoreductasa (AOR) (Fig. 1). Esta reacción podría ser impulsada 10
por la ferredoxina reducida, proporcionada por la oxidación de CO a través de la monóxido de carbono 
deshidrogenasa (CO + Fdred -> CO2 + Fdox), el paso inicial en la ruta de Wood-Ljungdahl. El butiraldehído puede 
entonces ser convertido al butanol vía una butanol deshidrogenasa (Fig. 1). Se ha demostrado la conversión de 
butirato añadido externamente a butanol mediante un cultivo de C. autoethanogenum (documento WO2009/113878).

Los inventores han identificado genes/enzimas respectivos con actividad de butiraldehído deshidrogenasa, butanol 15
deshidrogenasa, fosfotransbutirilasa, butirato cinasa y aldehído:ferredoxina oxidorreductasa en C. 
autoethanogenum, C. Ijungdahlii, and C. ragsdalei (Tab. 7-10). Los genes y enzimas potenciales se predijeron por 
comparación con genes y enzimas caracterizados usando bases de datos BLAST (Altschul et al, 1990), COG 
(Tatusov et al, 2003) y TIGRFAM (Haft et al, 2002). Los motivos escaneados se realizaron frente a las bases de 
datos PROSITE (Hulo et al., 2008) Pfam (Finn et al., 2010). Los genomas de C. autoethanogenum, C. Ijungdahlii, y20
C. ragsdalei contienen varios genes que codifican enzimas con actividad de alcohol y aldehído deshidrogenasa. 
Como se indica en las tablas 7 a 10, se encontró que algunas de ellas tenían una alta homología de más del 70% 
con butiraldehído y butanol deshidrogenasas caracterizadas de C. acetobutylicum, C. beijerinckii, o C. 
saccharobutylicum, mientras que otras tenían al menos aproximadamente un 40% de identidad con estas enzimas. 
Los tres genomas codifican exactamente una enzima con actividad de fosfato acetil/butiril transferasa y una con 25
actividad de acetato/butirato cinasa. C. autoethanogenum, C. Ijungdahlii, y C. ragsdalei cada uno posee 2 genes de 
aldehído:ferredoxina oxidorreductasa.

Tabla 7: Genes de C. autoethanogenum que potencialmente confieren actividad de butiraldehído y butanol 
deshidrogenasa

Secuencia Descripción Identidad (proteína) para las enzimas caracterizadas

SEQ ID 
39-40

Butanol/butiraldehído 
deshidrogenasa 
bifuncional

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (Identidades = 644/861 (75%), Positivos = 748/861 (87%), e-valor = 
0,0)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 594/858 (70%), Positivos = 730/858 (86%), e-valor 
= 0,0)

SEQ ID 
41-42

Butiraldehído 
deshidrogenasa

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (Identidades = 367/504 (73%), Positivos = 437/504 (87%), e-valor = 
0,0)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (354/504 (71%), Positivos = 440/504 (88%), e-valor = 0,0)

SEQ ID 
43-44

Butiraldehído 
deshidrogenasa

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 173/352 (50%), Positivos = 236/352 (68%), e-valor 
= 1e-91)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (Identidades = 160/374 (43%), Positivos = 234/374 (63%), e-valor = 5e-
87)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE1 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 158/366 (44%), Positivos = 235/366 (65%), e-valor 
= 5e-82)
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Secuencia Descripción Identidad (proteína) para las enzimas caracterizadas

• Butiraldehído deshidrogenasa Ald de C. beijerinckii NCIMB8052 (Identidades 
= 110/354 (32%), Positivos = 184/354 (52%), e-valor = 9e-44)

• Butiraldehído deshidrogenasa de C. saccharoperbutylacetonicum (111/354 
(32%), Positivos = 182/354 (52%), e-valor = 2e-44)

SEQ ID 
45-46

Butiraldehído 
deshidrogenasa

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (Identidades = 188/477 (40%), Positivos = 270/477 (57%), e-valor = 9e-
84)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 164/428 (39%), Positivos = 256/428 (60%), e-valor 
= 1e-79)

SEQ ID 
119-120

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente de C. saccharobutylicum
(Identidades = 285/388 (74%), Positivos = 334/388 (87%), e-valor = 7e-177)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 163/396 (42%), Positivos = 237/396 (60%), e-valor 
= 4e-80)

SEQ ID 
121-122

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente de C. saccharobutylicum
(Identidades = 271/388 (70%), Positivos = 328/388 (85%), e-valor = 3e-168)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 169/403 (42%), Positivos = 240/403 (60%), e-valor 
= 3e-83)

SEQ ID 
51-52

Butanol 
deshidrogenasa

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (246/315 (79%), Positivos = 287/315 (92%), e-valor = 1e-153)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (208/312 (67%), Positivos = 260/312 (84%), e-valor = 4e-128)

SEQ ID 
53-54

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente de C. saccharobutylicum
(Identidades = 264/388 (69%), Positivos = 326/388 (85%), e-valor = 5e-163)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii
NCIMB8052 (Identidades = 169/410 (42%), Positivos = 246/410 (60%), e-
valor = 5e-82)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 162/402 (41%), Positivos = 240/402 (60%), e-valor 
= 2e-78)

SEQ ID 
55-56

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADH-dependiente BdhA de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 161/388 (42%), Positivos = 243/388 (63%), e-valor 
= 7e-92)

• Butanol deshidrogenasa NADH-dependiente BdhB de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 155/389 (40%), Positivos = 242/389 (63%), e-valor 
= 4e-85)

SEQ ID 
57-58

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente AdhE2 de C. 
saccharobutylicum (Identidades = 156/385 (41%), Positivos = 236/385 (62%), 
e-valor = 1e-72)
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Secuencia Descripción Identidad (proteína) para las enzimas caracterizadas

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 154/412 (38%), Positivos = 233/412 (57%), e-valor 
= 8e-70)

SEQ ID 
59-60

Fosfato acetil/butiril 
transferasa

• fosfato butiriltransferasa de C. acetobutylicum ATCC 824 (Identidades = 
85/338 (26%), Positivos = 146/338 (44%), e-valor = 2e-12)

Seq ID 
61-62

Acetato/butirato cinasa • butirato cinasa de C. acetobutylicum ATCC 824 (Identidades = 49/175 (28%), 
Positivos = 78/175 (45%), e-valor 5e-08)

Seq ID 
63-64

Aldehído:ferredoxin 
oxidoreductasa

• Aldehído:ferredoxin oxidoreductasa de C. acetobutylicum ATCC 824 
(Identidades = 183/618 (30%), Positivos = 311/618 (51%), e-valor = 6e-72)

Seq ID 
65-66

Aldehído:ferredoxin 
oxidoreductasa

• Aldehído:ferredoxin oxidoreductasa de C. acetobutylicum ATCC 824 
(Identidades = 191/633 (31%), Positivos = 308/633 (49%), e-valor = 2e-70)

Tabla 8: Genes de C. Ijungdahlii que confieren potencialmente actividad de butiraldehído y butanol deshidrogenasa

Secuencia Descripción Identidad a enzimas caracterizadas

SEQ ID 
67-68

Butanol/butiraldehído 
deshidrogenasa 
bifuncional

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (Identidades = 644/862 (75%), Positivos = 751/862 (88%), e-valor = 0,0)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 592/858 (69%), Positivos = 729/858 (85%), e-valor 
= 0,0)

SEQ ID 
69-70

butanol bifuncional/ • aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB

Butiraldehído 
deshidrogenasa

8052 (Identidades = 636/860 (74%), Positivos = 752/860 (88%), e-valor = 0,0)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 585/858 (69%), Positivos = 733/858 (86%), e-valor 
= 0,0)

SEQ ID 
71-72

Butiraldehído 
deshidrogenasa

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 209/429 (49%), Positivos = 286/429 (67%), e-valor 
= 4e-111)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (Identidades = 196/467 (42%), Positivos = 286/467 (62%), e-valor = 1e-
102)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE1 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 193/443 (44%), Positivos = 283/443 (64%), e-valor 
= 7e-100)

• Butiraldehído deshidrogenasa Ald de C. beijerinckii NCIMB8052 (Identidades 
= 125/409 (31%), Positivos = 206/409 (51%), e-valor = 3e-49)

• Butiraldehído deshidrogenasa de C. saccharoperbutylacetonicum (124/409 
(31%), Positivos = 204/409 (50%), e-valor = 2e-48)
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Secuencia Descripción Identidad a enzimas caracterizadas

SEQ ID 
73-74

Butiraldehído 
deshidrogenasa

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (Identidades = 188/477 (40%), Positivos = 270/477 (57%), e-valor = 9e-
84)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 164/428 (39%), Positivos = 256/428 (60%), e-valor 
= 1e-79)

SEQ ID 
75-76

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente de C. saccharobutylicum
(Identidades = 285/388 (74%), Positivos = 335/388 (87%), e-valor = 9e-177)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 164/396 (42%), Positivos = 238/396 (61%), e-valor 
= 1e-80)

SEQ ID 
77-78

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente de C. saccharobutylicum
(Identidades = 281/388 (73%), Positivos = 327/388 (85%), e-valor = 2e-173)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 169/403 (42%), Positivos = 240/403 (60%), e-valor 
= 3e-83)

SEQ ID 
79-80

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente de C. saccharobutylicum
(Identidades = 264/388 (69%), Positivos = 326/388 (85%), e-valor = 5e-163)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii
NCIMB8052 (Identidades = 169/410 (42%), Positivos = 246/410 (60%), e-
valor = 4e-82)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 162/402 (41%), Positivos = 240/402 (60%), e-valor 
= 2e-78)

SEQ ID 
81-82

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente BdhA de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 161/388 (42%), Positivos = 243/388 (63%), e-valor 
= 7e-92)

• Butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente BdhB de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 155/389 (40%), Positivos = 242/389 (63%), e-valor 
= 4e-85)

SEQ ID 
83-84

Butanol 
deshidrogenasa

• Butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente de C. saccharobutylicum
(Identidades = 150/389 (39%), Positivos = 233/389 (60%), e-valor = 7e-73)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 154/412 (38%), Positivos = 233/412 (57%), e-valor 
= 8e-70)

SEQ ID 
85-86

Fosfato acetil/butiril 
transferasa

• fosfato butiriltransferasa de C. acetobutylicum ATCC 824 (91/340 (27%), 
Positivos = 156/340 (46%), e-valor = 1e-16)

Seq ID 
87-88

Acetato/butirato cinasa • butirato cinasa de C. acetobutylicum ATCC 824 (49/162 (31%), Positivos = 
77/162 (48%), e-valor 5e-08)

Seq ID 
89-90

Aldehído:ferredoxin 
oxidoreductasa

• Aldehído:ferredoxin oxidoreductasa de C. acetobutylicum ATCC 824 (188/631 
(30%), Positivos = 318/631 (51%), e-valor = 3e-11)
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Secuencia Descripción Identidad a enzimas caracterizadas

Seq ID 
91-92

Aldehído:ferredoxin 
oxidoreductasa

• Aldehído:ferredoxin oxidoreductasa de C. acetobutylicum ATCC 824 
(Identidades = 191/633 (31%), Positivos = 308/633 (49%), e-valor = 2e-70)

Tabla 10: Genes de C. ragsdalei que confieren potencialmente actividad de butiraldehído y butanol deshidrogenasa

Secuencia Descripción Identidad a enzimas caracterizadas

SEQ ID 
93-94

Butanol/butiraldehído 
deshidrogenasa 
bifuncional

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (Identidades = 645/861 (75%), Positivos = 751/861 (88%), e-valor = 
0,0)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 591/858 (69%), Positivos = 731/858 (86%), e-valor 
= 0,0)

SEQ ID 
95-96

Butanol/butiraldehído 
deshidrogenasa 
bifuncional

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (Identidades = 639/860 (75%), Positivos = 752/860 (88%), e-valor = 
0,0)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 591/858(69%), Positivos = 735/858 (86%), e-valor = 
0,0)

SEQ ID 
97-98

Butiraldehído 
deshidrogenasa

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 214/457 (47%), Positivos = 294/457 (65%), e-valor 
= 5e-111)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (Identidades = 200/457 (44%), Positivos = 283/457 (62%), e-valor = 1e-
103)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE1 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 198/457 (44%), Positivos = 289/457 (64%), e-valor 
= 4e-101)

• Butiraldehído deshidrogenasa Ald de C. beijerinckii NCIMB8052 (Identidades 
= 125/409 (31%), Positivos = 206/409 (51%), e-valor = 3e-49)

• Butiraldehído deshidrogenasa de C. saccharoperbutylacetonicum
(Identidades =123/409 (31%), Positivos = 205/409 (51%), e-valor = 1e-48)

SEQ ID 
99-100

Butiraldehído 
deshidrogenasa

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii NCIMB 
8052 (Identidades = 188/477 (40%), Positivos = 270/477 (57%), e-valor = 9e-
84)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 164/428 (39%), Positivos = 256/428 (60%), e-valor 
= 1e-79)

SEQ ID 
101-102

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente de C. saccharobutylicum
(Identidades = 285/388 (74%), Positivos = 335/388 (87%), e-valor = 9e-177)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 164/396 (42%), Positivos = 238/396 (61%), e-valor 
= 1e-80)
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Secuencia Descripción Identidad a enzimas caracterizadas

SEQ ID 
103-104

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente de C. saccharobutylicum
(Identidades = 281/388 (73%), Positivos = 327/388 (85%), e-valor = 2e-173)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 169/403 (42%), Positivos = 240/403 (60%), e-valor 
= 3e-83)

SEQ ID 
105-106

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente de C. saccharobutylicum
(Identidades = 264/388 (69%), Positivos = 326/388 (85%), e-valor = 5e-163)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. beijerinckii
NCIMB8052 (Identidades = 169/410 (42%), Positivos = 246/410 (60%), e-
valor = 4e-82)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 162/402 (41%), Positivos = 240/402 (60%), e-valor 
= 2e-78)

SEQ ID 
107-108

Butanol 
deshidrogenasa

• NADPH-dependiente butanol deshidrogenasa BdhA de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 162/388 (42%), Positivos = 243/388 (63%), e-valor 
= 3e-92)

• NADPH-dependiente butanol deshidrogenasa BdhB de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 155/389 (40%), Positivos = 242/389 (63%), e-valor 
= 6e-85)

SEQ ID 
109-110

Butanol 
deshidrogenasa

• butanol deshidrogenasa NADPH-dependiente de C. saccharobutylicum
(Identidades = 147/389 (38%), Positivos = 227/389 (59%), e-valor = 3e-71)

• aldehído/alcohol deshidrogenasa AdhE2 bifuncional de C. acetobutylicum
ATCC824 (Identidades = 155/412 (38%), Positivos = 233/412 (57%), e-valor 
= 2e-70)

SEQ ID 
111-112

fosfato acetil/butiril 
transferasa

• fosfato butiriltransferasa de C. acetobutylicum ATCC 824 87/325 (27%), 
Positivos = 148/325 (46%), e-valor = 2e-16)

Seq ID 
113-114

Acetato/butirato cinasa • butirato cinasa de C. acetobutylicum ATCC 824 (Identidades = 49/162 (31%), 
Positivos = 77/162 (48%), e-valor 4e-11)

Seq ID 
115-116

Aldehído:ferredoxin 
oxidoreductasa

• Aldehído:ferredoxin oxidoreductasa de C. acetobutylicum ATCC 824 
(Identidades = 187/633 (30%), Positivos = 319/633 (51%), e-valor = 3e-74)

Seq ID 
117-118

Aldehído:ferredoxin 
oxidoreductasa

• Aldehído:ferredoxin oxidoreductasa de C. acetobutylicum ATCC 824 
(Identidades = 187/633 (30%), Positivos = 302/633 (48%), e-valor = 1e-69)

Estudios de expresión génica

Se realizaron estudios de expresión génica para confirmar la expresión exitosa de los genes introducidos de tiolasa, 
3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa, crotonasa, butiril-CoA deshidrogenasa, flavoproteína A transferente de 
electrones y flavoproteína B transferente de electrones en C. autoethanogenum que albergaba el plásmido de 5
butanol pMTL85245-thlA-crt-hbd. Además, también se encontró que una selección de los genes putativos de 
butaraldehído, butanol deshidrogenasa, fosfato acetil/butiril transferasa, acetato/butirato cinasa, aldehído:ferredoxina 
oxidorreductasa identificados en el genoma de C. autoethanogenum (Tabla 7) se expresaron en condiciones de 
fermentación estándar (Figura 60).

Se recogió una muestra por centrifugación (6,000 x g, 5 min, 4 °C). Se aisló el ARN suspendiendo el sedimento 10
celular en 100 μl de solución de lisozima (50.000 U de lisozima, 0,5 μl de SDS al 10%, 10 mM de Tris-HCl, 0,1 mM 
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de EDTA; pH 8). Después de 5 minutos, se añadieron 350 μl de tampón de lisis (que contenía 10 μl de 2-
mercaptoetanol. La suspensión de células se interrumpió mecánicamente pasando cinco veces a través de una 
aguja calibre 18-21. El ARN se aisló a continuación usando el kit PureLink™ RNA Mini (Invitrogen) y se eluyó en 100 
μl de agua sin RNasa. El ARN se comprobó mediante PCR y electroforesis en gel y se cuantificó 
espectrofotométricamente, y se trató con DNasa I (Roche) cuando fue necesario. Se verificó la calidad e integridad 5
del ARN usando un BioAnalyzer (Agilent Technologies). La etapa de transcripción inversa se llevó a cabo utilizando 
el kit de transcriptasa inversa Superscript III (Invitrogen). Las reacciones de RT-PCR se realizaron en el sistema de 
detección de PCR en tiempo real MyiQ Single Colour (Bio-Rad Laboratories) en un volumen de reacción de 15 μl 
con 25 ng de plantilla de cDNA, 67 nM de cada cebador (Tab. 11), y 1x iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad 
Labratories, Hercules, CA 94547, EE.UU.). La guanilato quinasa y la formiato tetrahidrofolato ligasa se usaron como 10
genes de mantenimiento y se incluyeron controles no moldeados. Las condiciones de reacción fueron 95ºC durante 
3 min, seguido de 40 ciclos de 95ºC durante 15 s, 55ºC durante 15 s y 72ºC durante 30 s. Se realizó un análisis de la 
curva de fusión inmediatamente después de completar la RT PCR (38 ciclos de 58ºC a 95ºC a 1ºC/s), para la 
detección de la dimerización del cebador u otros artefactos de amplificación.

El mRNA para todos los genes heterólogos con éxito pudo ser detectado mostrando que los genes se expresaban. 15
La señal para todos los genes estaba en un nivel similar.

Tab. 11: Oligonucleótidos para qRT-PCR

Diana
Nombre del 
oligonucleótido

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

Guanilato quinasa

GnK-F TCAGGACCTTCTGGAACTGG 131

GnK-R ACCTCCCCTTTTCTTGGAGA 132

Formiato tetrahidrofoliato ligasa

FoT4L-F CAGGTTTCGGTGCTGACCTA 133

FoT4L-R AACTCCGCCGTTGTATTTCA 134

Tiolasa

thlA-RT-F TTGATGAAATGATCACTGACGGATT 123

thlA-RT-R GAAATGTTCCATCTCTCAGCTATGT 124

3-hidroxibutiril-CoA hdb-RT-F CATCACTTTCAATAACAGAAGTGGC 125

deshidrogenasa hbd-RT-R TACCTCTACAAGCTTCATAACAGGA 126

butiril-CoA deshidrogenasa

bcd-RT-F AAAATGGGTCAGTATGGTATGATGG 127

bcd-RT-R TGTAGTACCGCAAACCTTTGATAAT 128

Transferencia electrónica etfA-RT-F CAAGTTTACTTGGTGGAACAATAGC 129

Flavoproteina A etfA-RT-R GAGTTGGTCTTACAGTTTTACCAGT 130

bifuncional butanol/ butiraldehído adhE-RT-F CGGCTGCTCAAAAGAAATTTTCTAGC 137

deshidrogenasa(Seq. ID 39) adhE-RT-R CCAGAACTCCGCAGGTCTTTTCACCC 138

butiraldehído Bld1-RT-F GGCAGTAGAAGAAAGCGGAATGG 139

deshidrogenasa(Seq. ID 41) Bld1-RT-R AAAGCCTGCATCTCTCTCTAAAACTCC 140

Butiraldehído deshidrogenasa(Seq. ID 
45)

Bld2-RT-F 141
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Diana
Nombre del 
oligonucleótido

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

Bld2-RT-R TCCGATTTCTTCCGCCATACG 142

Butanol deshidrogenasa (Seq. ID 53)

BDH1-RT-F 143

BDH1-RT-R CACAGACGGATCTGGTTCAACACC 144

Butanol deshidrogenasa (Seq. ID 57)

BDH2-RT-F 145

BDH2-RT-R CAACGGAACTTATTCCAGCTTTGC 146

fosfato acetil/butiril transferasa (Seq. ID 
59)

Pta-RT-F 147

Pta-RT-R TGAAACCAATCCATCTGCATCTCC 148

Acetato/butirato cinasa (Seq. ID 61)

Ack-RT-F 149

Ack-RT-R ACTTTGTGGTCTTCCATTGGTTGC 150

Aldehído:ferredoxin oxidoreductasa (Seq. 
ID 63)

AOR1-RT-F CTTCAACAGGAAACAGATTCGAGAGC 151

AOR1-RT-R CCAACACCACCACGTCCTGC 152

Aldehído:ferredoxin oxidoreductasa (Seq. 
ID 65)

AOR2-RT-F 153

AOR2-RT-R GTAACTTTTCCCCAAAGCTGTGACG 154

La invención se ha descrito en la presente memoria con referencia a determinadas realizaciones preferidas, con el 
fin de permitir que el lector lleve a la práctica la invención sin excesiva experimentación. Sin embargo, un experto en 
la técnica reconocerá fácilmente que se pueden variar o modificar muchos de los componentes y parámetros en 
cierta medida o sustituirlos por equivalentes conocidos sin salirse del alcance de la invención. Debe apreciarse que 5
tales modificaciones y equivalentes se incorporan en este documento como si se establecieran individualmente. Los 
títulos, encabezamientos o similares se proporcionan para aumentar la comprensión del lector de este documento, y 
no deben leerse como limitantes del alcance de la presente invención.

La referencia a las solicitudes, patentes y publicaciones en esta memoria descriptiva no es ni debe ser tomada como 
un reconocimiento o cualquier forma de sugerencia de que constituyen una técnica anterior válida o forman parte del 10
conocimiento común general en cualquier país del mundo.

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

Referencias:15

Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ (1990) Basic local alignment search tool J Mol Biol 215: 403-
410.

Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA, Struhl K (1987) Current protocols in 
molecular biology. John Wiley & Sons, Ltd., Hoboken, NJ.

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



32

Bertram J, Dürre P (1989) Conjugal transfer and expression of streptococcal transposons in Clostridium 
acetobutylicum. Arch Microbiol 151: 551-557.

Biebel (2001). Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology 27, 18-26.

Burchhardt G and Dürre P (1990) Isolation and characterization of DNase-deficient mutants of Clostridium 
acetobutylicum. Curr Microbiol 21: 307-311.5

Carbone A, Zinovyev A and Kepes F (2003) Codon adaptation index as measure of dominating codon bias. 
Bioinformatics 19: 2005-2015.

Drake HL, Küsel K, Matthies C, Acetogenic prokariotes. In: Dworkin M, Rosenberg E, Schleifer KH, Stackebrandt E 
The Prokaryotes, 3rd edition, vol. 2 (Ecophysiology and Biochemistry). Springer, NY: 354-420.

Finn RD, Mistry J, Tate J, Coggill P, Heger A, Pollington JE, Gavin OL, Gunasekaran P, Ceric G, Forslund K, Holm L, 10
Sonnhammer EL, Eddy SR, Bateman A (2010) The Pfam protein families database. Nucleic Acids Res 38: D211-222.

Haft DH, Selengut DH, White O (2003) The TIGRFAMs database of protein families. Nucleic Acids Res 31: 371-373.

Heap JT, Pennington OJ, Cartman ST, and Minton NP (2009) A modular system for Clostridium shuttle plasmids. J 
Microbiol Methods 78: 79-85.

Hulo N, Bairoch A, Bulliard V, Cerutti L, Cuche BA, de Castro E, Lachaize C, Langendijk-Genevaux PS, Sigrist CJ 15
(2008) The 20 years of PROSITE Nucleic Acids Res 36: D245-249.

Hungate RE (1969) A roll tube method for cultivation of strict anaerobes, in Norris JR and Ribbons DW (eds.), 
Methods in Microbiology, vol. 3B. Academic Press, New York, NY: 117-132. Inui, et al. Appl Microbiol Biotechnol 
(2008) 77:1305-1316

Köpke M, Dürre P (2010) Biochemical production of biobutanol, in Luque R, Campelo J, Clark JH (Eds.): Handbook 20
of biofuel production - Processes and technologies, Woodhead Publishing, Camebridge, UK: 221-257.

Liou JS, Balkwill DL, Drake GR, Tanner RS (2010) Clostridium carboxidivorans sp. nov., a solvent-producing 
clostridium isolated de an agricultural settling lagoon, and reclassification of the acetogen Clostridium scatologenes 
strain SL1 as Clostridium drakei sp. nov. Int J Syst Evol Microbiol. 55: 2085-2091.

Mermelstein LD, Papoutsakis ET (1993) In vivo methylation in Escherichia coli by the Bacillus subtilis phage Φ3TI to 25
protect plasmids de restriction upon transformation of Clostridium acetobutylicum ATCC 824. Appl Environ Microbial 
59:1077-1081.

Noack S, Köpke M, Dürre P (2009) Microbially produced fuels and other biofuels, in Wright JH, Evans DA (Eds.): 
New research on Biofuels, Nova Publishers, Haupage, NY: 17-30.

Heiskanen H, Virkajärvib I, Viikarib L (2007) The effect of syngas composition on the growth and product formation of 30
Butyribacterium methylotrophicum. Enz Microbial Technol 41: 362-367.

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989) Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbour Labrotary 
Press, Cold Spring Harbour, NY.

Tatusov RL, Fedorova ND, Jackson JD, Jacobs AR, Kiryutin B, Koonin EV, Krylov DM, Mazumder R, Mekhedov SL, 
Nikolskaya AN, Rao BS, Smirnov S, Sverdlov AV, Vasudevan S, Wolf YI, Yin JJ, Natale DA (2003) The COG 35
database: an updated version includes eukaryotes. BMC Bioinformatics 4: 41.

Tsai MH and Saier Jr. MH (1995) Phylogenetic characterization of the ubiquitous electron transfer flavoprotein 
famliles ETF-α and ETF-β. Res. Microbio.l 146: 397-404.

Weisburg WG, Barns SM, Pelletier DA, Lane DJ (1991). J Bacteriol. 173: 697-703.

Weißermel K, Arpe HJ (2003) Industrial organic chemistry, 4th edition, Wiley-VCH Verlag, GmbH & Co. KGaA, 40
Weinheim, Germany.

Wolfe RS (1971) Microbial formation of methane. Adv Microb Physiol 6: 107-146.

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



33
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<110> LanzaTech New Zealand Limited
KOEPKE, Michael
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10

<150> Documento de EE.UU. 61/405.871
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<160> 154

<170> PatentIn versión 3.5
20

<210> 1
<211> 1179
<212> ADN
<213> C. acetobutylicum

25
<400> 1

<210> 230
<211> 849
<212> ADN
<213> C. acetobutylicum
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<400> 2

<210> 35
<211> 786
<212> ADN
<213> C. acetobutylicum

<400> 310

<210> 415
<211> 1140
<212> ADN
<213> C. acetobutylicum

<400> 420
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<210> 5
<211> 1011
<212> ADN5
<213> C. acetobutylicum

<400> 5

10

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



36

<210> 6
<211> 780
<212> ADN5
<213> C. acetobutylicum

<400> 6

10

<210> 7
<211> 498
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum15

<400> 7

20
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<210> 8
<211> 28
<212> ADN5
<213> Cebador sintético

<400> 8

gagcggccgc aatatgatat ttatgtcc 2810

<210> 9
<211> 28
<212> ADN
<213> Cebador sintético15

<400> 9

ttccatatgt ttcatgttca tttcctcc 28
20

<210> 10
<211> 26
<212> ADN
<213> Cebador sintético

25
<400> 10

gttcatatga aagaagttgt aatagc 26

<210> 1130
<211> 25
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 1135

caagaattcc tagcactttt ctagc 25

<210> 12
<211> 2740
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 12
45

aaggtacctt aggaggatta gtcatgg 27

<210> 13
<211> 30
<212> ADN50
<213> Cebador sintético

<400> 13

gaggatccgg attcttgtaa acttattttg 3055

<210> 14
<211> 2963
<212> ADN

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



38

<213> E. coli

<400> 14

5

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



39

<210> 15
<211> 5935
<212> ADN5
<213> E. coli

<400> 15

10

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



40

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



41

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



42

<210> 16
<211> 20
<212> ADN5
<213> Cebador sintético

<400> 16

cagaggatgt taatgaagtc 2010

<210> 17
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador sintético15

<400> 17

gcatcaggat taaatgactg 20
20

<210> 18
<211> 15
<212> ADN
<213> Cebador sintético

25
<400> 18

atagcgaagt acttg 15

<210> 1930
<211> 18
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 1935

gatgcaatga cagctttc 18

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



43

<210> 20
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador sintético

5
<400> 20

ggaacaaaag gtatatcagc 20

<210> 2110
<211> 19
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 2115

cggagcattt gataaagaa 19

<210> 22
<211> 2020
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 22
25

gctgattgta catcacttga 20

<210> 23
<211> 20
<212> ADN30
<213> Cebador sintético

<400> 23

ccagaattaa tagctcaagt 2035

<210> 24
<211> 1764
<212> ADN
<213> C. Ljungdahlii40

<400> 24

45

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



44

<210> 25
<211> 1693
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 25

10

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



45

<210> 26
<211> 1805
<212> ADN5
<213> C. ragsdalei

<400> 26

10

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



46

<210> 27
<211> 1940
<212> ADN5
<213> oligonucleótido sintético

<400> 27

10

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



47

<210> 28
<211> 601
<212> PRT5
<213> proteína sintética

<400> 28

10

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



48

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



49

<210> 29
<211> 2781
<212> ADN5
<213> Plásmido sintético

<400> 29

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



50

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



51

<210> 30
<211> 1460
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 30

10

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



52

<210> 31
<211> 9459
<212> ADN5
<213> Plásmido sintético

<400> 31

10

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



53

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



54

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



55

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



56

<210> 32
<211> 375
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 32
10

cccgggatcc aagcttacgg ctaccttgtt acgactt 37

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



57

<210> 33
<211> 18
<212> ADN
<213> Cebador sintético5

<400> 33

tttgtaatta agaaggag 18
10

<210> 34
<211> 18
<212> ADN
<213> Cebador sintético

15
<400> 34

gtagaatcct tcttcaac 18

<210> 3520
<211> 14
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 3525

gctggagcag atat 14

<210> 36
<211> 1430
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 36
35

gctgtcattc cttc 14

<210> 37
<211> 18
<212> ADN40
<213> Cebador sintético

<400> 37

cgtcagaccc cgtagaaa 1845

<210> 38
<211> 18
<212> ADN
<213> Cebador sintético50

<400> 38

ctctcctgtt ccgaccct 18
55

<210> 39
<211> 2688
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

60
<400> 39

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



58

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



59

<210> 40
<211> 895
<212> PRT5
<213> C. autoethanogenum

<400> 40

10

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



60

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



61

E11834686
24-05-2017ES 2 626 448 T3

 



62

<210> 41
<211> 2613
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 41

10

ES 2 626 448 T3

 



63

ES 2 626 448 T3

 



64

<210> 42
<211> 508
<212> PRT
<213> C. autoethanogenum

5
<400> 42

ES 2 626 448 T3

 



65

ES 2 626 448 T3

 



66

<210> 43
<211> 1554
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

5
<400> 43

10

<210> 44
<211> 517
<212> PRT
<213> C. autoethanogenum15

<400> 44

ES 2 626 448 T3

 



67

ES 2 626 448 T3

 



68

<210> 45
<211> 14465
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

<400> 45
10

ES 2 626 448 T3

 



69

<210> 46
<211> 481
<212> PRT5
<213> C. autoethanogenum

<400> 46

ES 2 626 448 T3

 



70

ES 2 626 448 T3

 



71

<210> 47
<211> 490
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 47

10

ES 2 626 448 T3

 



72

<210> 48
<211> 500
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 48

10

<210> 49
<211> 200
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum15

<400> 49

20
<210> 50
<211> 300
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

25
<400> 50

30

ES 2 626 448 T3

 



73

<210> 51
<211> 2613
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

5
<400> 51

ES 2 626 448 T3

 



74

<210> 52
<211> 324
<212> PRT5
<213> C. autoethanogenum

<400> 52

10

ES 2 626 448 T3

 



75

<210> 53
<211> 1194
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 53

10

ES 2 626 448 T3

 



76

<210> 54
<211> 397
<212> PRT5
<213> C. autoethanogenum

<400> 54

10

ES 2 626 448 T3

 



77

<210> 555
<211> 1191
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

<400> 5510

ES 2 626 448 T3

 



78

<210> 56
<211> 3965
<212> PRT
<213> C. autoethanogenum

<400> 56
10

ES 2 626 448 T3

 



79

ES 2 626 448 T3

 



80

<210> 57
<211> 1149
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 57

10

<210> 58
<211> 307
<212> PRT
<213> C. autoethanogenum15

<400> 58

ES 2 626 448 T3

 



81

ES 2 626 448 T3

 



82

<210> 59
<211> 993
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

5
<400> 59

<210> 6010
<211> 330
<212> PRT
<213> C. autoethanogenum

<400> 6015

ES 2 626 448 T3

 



83

ES 2 626 448 T3

 



84

<210> 61
<211> 1197
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 61

10

<210> 62
<211> 398
<212> PRT
<213> C. autoethanogenum15

<400> 62

ES 2 626 448 T3

 



85

ES 2 626 448 T3

 



86

<210> 63
<211> 1767
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 63

10

ES 2 626 448 T3

 



87

<210> 64
<211> 588
<212> PRT5
<213> C. autoethanogenum

<400> 64

10

ES 2 626 448 T3

 



88

ES 2 626 448 T3

 



89

<210> 65
<211> 1824
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 65

10

ES 2 626 448 T3

 



90

<210> 66
<211> 607
<212> PRT5
<213> C. autoethanogenum

<400> 66

10

ES 2 626 448 T3

 



91

ES 2 626 448 T3

 



92

<210> 675
<211> 2634
<212> ADN
<213> c. ljungdahlii

ES 2 626 448 T3

 



93

<400> 67

5

ES 2 626 448 T3

 



94

<210> 68
<211> 877
<212> PRT5
<213> c. ljungdahlii

<400> 68

10

ES 2 626 448 T3

 



95

ES 2 626 448 T3

 



96

ES 2 626 448 T3

 



97

<210> 69
<211> 2613
<212> ADN5
<213> c. ljungdahlii

<400> 69

10

ES 2 626 448 T3

 



98

ES 2 626 448 T3

 



99

<210> 70
<211> 870
<212> PRT5
<213> c. ljungdahlii

<400> 70

10

ES 2 626 448 T3

 



100

ES 2 626 448 T3

 



101

ES 2 626 448 T3

 



102

<210> 71
<211> 1554
<212> ADN5
<213> c. ljundahlii

<400> 71

10

ES 2 626 448 T3

 



103

<210> 72
<211> 517
<212> PRT5
<213> c. ljungdahlii

<400> 72

10

ES 2 626 448 T3

 



104

ES 2 626 448 T3

 



105

<210> 73
<211> 1497
<212> ADN5
<213> c. ljungdahlii

<400> 73

10

ES 2 626 448 T3

 



106

<210> 74
<211> 498
<212> PRT5
<213> c. ljungdahlii

<400> 74

10

ES 2 626 448 T3

 



107

ES 2 626 448 T3

 



108

<210> 75
<211> 1167
<212> ADN5
<213> c. ljungdahlii

<400> 75

10

<210> 76
<211> 388
<212> PRT
<213> c. ljundahlii15

<400> 76

ES 2 626 448 T3

 



109

ES 2 626 448 T3

 



110

<210> 77
<211> 1167
<212> ADN5
<213> c. ljundahlii

<400> 77

10

ES 2 626 448 T3

 



111

<210> 78
<211> 388
<212> PRT5
<213> c. ljundahlii

<400> 78

10

ES 2 626 448 T3

 



112

<210> 79
<211> 1167
<212> ADN5
<213> c. ljundahlii

<400> 79

10

ES 2 626 448 T3

 



113

<210> 80
<211> 388
<212> PRT5
<213> c. ljungdahlii

<400> 80

10

ES 2 626 448 T3

 



114

<210> 81
<211> 11765
<212> ADN
<213> c. ljundahlii

ES 2 626 448 T3

 



115

<400> 81

<210> 825
<211> 391
<212> PRT
<213> c. ljundahlii

<400> 8210

ES 2 626 448 T3

 



116

ES 2 626 448 T3

 



117

<210> 83
<211> 1149
<212> ADN5
<213> c. ljungdahlii

<400> 83

10

<210> 84
<211> 38215
<212> PRT
<213> c. lungdahlii

ES 2 626 448 T3

 



118

<400> 84

ES 2 626 448 T3

 



119

<210> 85
<211> 1002
<212> ADN5
<213> c. ljungdahlii

<400> 85

10

ES 2 626 448 T3

 



120

<210> 86
<211> 333
<212> PRT5
<213> c. ljungdahlii

<400> 86

10

ES 2 626 448 T3

 



121

<210> 87
<211> 1197
<212> ADN5
<213> c. ljungdahlii

<400> 87

10

ES 2 626 448 T3

 



122

<210> 88
<211> 398
<212> PRT5
<213> c. ljungdahlii

<400> 88

10

ES 2 626 448 T3

 



123

<210> 89
<211> 1824
<212> ADN5
<213> c. ljungdahlii

<400> 89

10

ES 2 626 448 T3

 



124

<210> 90
<211> 607
<212> PRT5
<213> c. ljungdahlii

<400> 90

10

ES 2 626 448 T3

 



125

ES 2 626 448 T3

 



126

<210> 915
<211> 1824
<212> ADN
<213> c. ljungdahlii

ES 2 626 448 T3

 



127

<400> 91

5

<210> 92
<211> 607
<212> PRT10
<213> c. lungdahlii

<400> 92

ES 2 626 448 T3

 



128

ES 2 626 448 T3

 



129

ES 2 626 448 T3

 



130

<210> 93
<211> 2697
<212> ADN5
<213> C. ragsdalei

<400> 93

10

ES 2 626 448 T3

 



131

<210> 94
<211> 898
<212> PRT5
<213> C. ragsdalei

<400> 94

ES 2 626 448 T3

 



132

ES 2 626 448 T3

 



133

ES 2 626 448 T3

 



134

ES 2 626 448 T3

 



135

<210> 95
<211> 2613
<212> ADN5
<213> C. ragsdalei

<400> 95

10

ES 2 626 448 T3

 



136

<210> 96
<211> 870
<212> PRT5
<213> C. ragsdalei

<400> 96

10

ES 2 626 448 T3

 



137

ES 2 626 448 T3

 



138

ES 2 626 448 T3

 



139

<210> 975
<211> 1569
<212> ADN
<213> C. ragsdalei

ES 2 626 448 T3

 



140

<400> 97

5
<210> 98
<211> 522
<212> PRT
<213> C. ragsdalei

10
<400> 98

ES 2 626 448 T3

 



141

ES 2 626 448 T3

 



142

<210> 995
<211> 1446
<212> ADN
<213> C. ragsdalei

<400> 9910

ES 2 626 448 T3

 



143

<210> 100
<211> 4815
<212> PRT
<213> C. ragsdalei

<400> 100
10

ES 2 626 448 T3

 



144

ES 2 626 448 T3

 



145

<210> 101
<211> 1167
<212> ADN5
<213> C. ragsdalei

<400> 101

10

ES 2 626 448 T3

 



146

<210> 102
<211> 388
<212> PRT5
<213> C. ragsdalei

<400> 102

10

ES 2 626 448 T3

 



147

<210> 1035
<211> 1167
<212> ADN
<213> C. ragsdalei

<400> 10310

ES 2 626 448 T3

 



148

<210> 104
<211> 388
<212> PRT5
<213> C. ragsdalei

<400> 104

10

ES 2 626 448 T3

 



149

ES 2 626 448 T3

 



150

<210> 105
<211> 1359
<212> ADN5
<213> C. ragsdalei

<400> 105

10

ES 2 626 448 T3

 



151

<210> 106
<211> 452
<212> PRT
<213> C. ragsdalei

5
<400> 106

ES 2 626 448 T3

 



152

<210> 107
<211> 1176
<212> ADN5
<213> C. ragsdalei

<400> 107

ES 2 626 448 T3

 



153

<210> 108
<211> 391
<212> PRT5
<213> C. ragsdalei

<400> 108

10

ES 2 626 448 T3

 



154

ES 2 626 448 T3

 



155

<210> 109
<211> 1149
<212> ADN
<213> C. ragsdalei

5
<400> 109

<210> 11010
<211> 382
<212> PRT
<213> C. ragsdalei

<400> 11015

ES 2 626 448 T3

 



156

ES 2 626 448 T3

 



157

<210> 111
<211> 993
<212> ADN5
<213> C. ragsdalei

<400> 111

10

<210> 112
<211> 330
<212> PRT
<213> C. ragsdalei15

<400> 112

ES 2 626 448 T3

 



158

ES 2 626 448 T3

 



159

<210> 113
<211> 1197
<212> ADN5
<213> C. ragsdalei

<400> 113

10

<210> 114
<211> 39815
<212> PRT
<213> C. ragsdalei

ES 2 626 448 T3

 



160

<400> 114

ES 2 626 448 T3

 



161

<210> 115
<211> 1824
<212> ADN5
<213> C. ragsdalei

<400> 115

10

ES 2 626 448 T3

 



162

<210> 116
<211> 607
<212> PRT5
<213> C. ragsdalei

<400> 116

10

ES 2 626 448 T3

 



163

ES 2 626 448 T3

 



164

<210> 117
<211> 1824
<212> ADN5
<213> C. ragsdalei

<400> 117

ES 2 626 448 T3

 



165

<210> 118
<211> 607
<212> PRT5
<213> C. ragsdalei

<400> 118

ES 2 626 448 T3

 



166

ES 2 626 448 T3

 



167

ES 2 626 448 T3

 



168

<210> 119
<211> 1167
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 119

10

<210> 120
<211> 388
<212> PRT
<213> C. autoethanogenum15

<400> 120

ES 2 626 448 T3

 



169

ES 2 626 448 T3

 



170

<210> 121
<211> 1167
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 121

10

ES 2 626 448 T3

 



171

<210> 122
<211> 388
<212> PRT5
<213> C. autoethanogenum

<400> 122

10

ES 2 626 448 T3

 



172

<210> 123
<211> 25
<212> ADN5
<213> Cebador sintético

<400> 123

ttgatgaaat gatcactgac ggatt 2510

<210> 124
<211> 25
<212> ADN
<213> Cebador sintético15

<400> 124

gaaatgttcc atctctcagc tatgt 25
20

<210> 125

ES 2 626 448 T3

 



173

<211> 25
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 1255

catcactttc aataacagaa gtggc 25

<210> 126
<211> 2510
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 126
15

tacctctaca agcttcataa cagga 25

<210> 127
<211> 25
<212> ADN20
<213> Cebador sintético

<400> 127

aaaatgggtc agtatggtat gatgg 2525

<210> 128
<211> 25
<212> ADN
<213> Cebador sintético30

<400> 128

tgtagtaccg caaacctttg ataat 25
35

<210> 129
<211> 25
<212> ADN
<213> Cebador sintético

40
<400> 129

caagtttact tggtggaaca atagc 25

<210> 13045
<211> 25
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 13050

gagttggtct tacagtttta ccagt 25

<210> 131
<211> 2055
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 131
60

tcaggacctt ctggaactgg 20

<210> 132
<211> 20
<212> ADN65
<213> Cebador sintético

ES 2 626 448 T3

 



174

<400> 132

acctcccctt ttcttggaga 20
5

<210> 133
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador sintético

10
<400> 133

caggtttcgg tgctgaccta 20

<210> 13415
<211> 20
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 13420

aactccgccg ttgtatttca 20

<210> 135
<211> 3725
<212> ADN
<213> Cebador sintético

<400> 135
30

ccgaattcgt cgacaacaga gtttgatcct ggctcag 37

<210> 136
<211> 1461
<212> ADN35
<213> c. ljungdahlii

<400> 136

40

<210> 137

ES 2 626 448 T3

 



175

<211> 26
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

<400> 1375

cggctgctca aaagaaattt tctagc

<210> 138
<211> 2610
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

<400> 138
15

ccagaactcc gcaggtcttt tcaccc

<210> 139
<211> 23
<212> ADN20
<213> C. autoethanogenum

<400> 139

ggcagtagaa gaaagcggaa tgg25

<210> 140
<211> 27
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum30

<400> 140

aaagcctgca tctctctcta aaactcc
35

<210> 141
<211> 28
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

40
<400> 141

taatgatttg ctctccatcc aagaatcc

<210> 14245
<211> 21
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

<400> 14250

tccgatttct tccgccatac g

<210> 143
<211> 2855
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

<400> 143
60

agctgtagta gttgttggag gaggatcc

<210> 144
<211> 24
<212> ADN65
<213> C. autoethanogenum

ES 2 626 448 T3

 



176

<400> 144

cacagacgga tctggttcaa cacc
5

<210> 145
<211> 32
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

10
<400> 145

gaatctattc aacttttaga gcaagtcact gg

<210> 14615
<211> 24
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

<400> 14620

caacggaact tattccagct ttgc

<210> 147
<211> 3125
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

<400> 147
30

gatgcttttt atgaattgag aaagaagaag g

<210> 148
<211> 24
<212> ADN35
<213> C. autoethanogenum

<400> 148

tgaaaccaat ccatctgcat ctcc40

<210> 149
<211> 27
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum45

<400> 149

tgcaagatga aagtgttgta gcaaagg
50

<210> 150
<211> 24
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

55
<400> 150

actttgtggt cttccattgg ttgc

<210> 15160
<211> 26
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

<400> 15165
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cttcaacagg aaacagattc gagagc

<210> 152
<211> 20
<212> ADN5
<213> C. autoethanogenum

<400> 152

ccaacaccac cacgtcctgc10

<210> 153
<211> 32
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum15

<400> 153

ggttgggata tgataatagt agaggataag gc
20

<210> 154
<211> 25
<212> ADN
<213> C. autoethanogenum

25
<400> 154

gtaacttttc cccaaagctg tgacg

30
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante que comprende ácidos nucleicos exógenos adaptados para expresar tiolasa, 3-
hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa exógena, crotonasa/crotonil-CoA hidratasa exógena y butiril-CoA deshidrogenasa 
exógena y las flavoproteínas A y B del transporte de electrones exógenas, en donde el microorganismo se 
selecciona del grupo que consiste en Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium ragsdalei,5
and Clostridium coskatii, y el microorganismo produce al menos uno de 1-butanol y un precursor del mismo, en el 
que el microorganismo comprende además ácidos nucleicos exógenos adaptados para expresar la 
fosfotransbutirilasa y la butirato-quinasa exógena.

2. El microorganismo de la reivindicación 1, en el que el microorganismo produce butiril-CoA.

3. El microorganismo de la reivindicación 1, en el que el microorganismo produce butirato.10

4. El microorganismo de la reivindicación 1, en el que el microorganismo comprende además ácidos nucleicos 
exógenos adaptados para expresar la aldehído oxidorreductasa dependiente de ferredoxina.

5. El microorganismo de la reivindicación 4, en el que el microorganismo produce butiraldehído.

6. El microorganismo de la reivindicación 4, en el que el microorganismo comprende además ácidos nucleicos 
exógenos adaptados para expresar a la butanol deshidrogenasa.15

7. El microorganismo de la reivindicación 6, en el que el microorganismo produce al menos 0,075 gramos de 1-
butanol por litro de caldo de fermentación.

8. El microorganismo de la reivindicación 1, en el que la tiolasa está codificada por una secuencia de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 1, la 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa está codificada por una secuencia de ácido nucleico de 
SEQ ID NO: la crotonasa/crotonil-CoA hidratasa está codificada por una secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 20
3, la butiril-CoA deshidrogenasa está codificada por una secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 4; la 
flavoproteína A de transporte de electrones está codificada por una secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 5 y 
la flavoproteína B de transporte de electrones está codificada por una secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 6.

9. El microorganismo de la reivindicación 1, en el que el microorganismo es Clostridium autoethanogenum.

25
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Ruta Wood-
Ljungdahl

2-acetil-CoA

tioalasa

3-hidroxibutiril-CoA-
deshidrogenasa

crotonasa

butiril-CoA-
deshidrogenasa

acetoacetil-CoA

3-hidroxibutiril-CoA

crotonil-CoA

butiril-CoA
butiraldehído deshidrogenasa

fosfotransbutirilasa

butirato quinasa

butanol deshidrogenasa

Aldehído:ferredoxin 
oxidorreductasa

butiraldehído 

butirato

Figura 1 

ES 2 626 448 T3

 



180

Figura 2
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Figura 4a 
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Figura 4a 
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Figura 4a 
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Figura 4a 
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Figura 4b
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Figura 4b
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Figura 4b
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Figura 5
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Figura 6

Figura 7
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Figura 8

Grupo de Wood Ljungdahl

Piruvato:ferredoxin oxidorreductasa

Operón del complejo Rnf

Operón de la ATP sintasa
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Gen de tiolasa ATCC824 de Clostridium acetobutylicum (thlA):

Gen de 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa ATCC824 de Clostridium acetobutylicum (hbd):

Crotonasa ATCC824 de Clostridium acetobutylicum (crt):

Figura 9
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Figura 10

Butiril-CoA deshidrogenasa ATCC824 de Clostridium acetobutylicum (bcd):

Flavoproteína de transferencia de electrones ATCC824 de Clostridium acetobutylicum (etfA): 

Flavoproteína de transferencia de electrones ATCC824 de Clostridium acetobutylicum (etfB): 

ES 2 626 448 T3

 



196

Figura 11

SEQ. ID 46: Región del promotor de fosfotransacetilasa/acetato quinasa DSM10061 de Clostridium 
autoethanogenum(Ppta-ack):

SEQ. ID 47: Promotor del grupo Wood-Ljungdahl:

SEQ. ID 48: Promotor de piruvato:ferredoxin oxidorreductasa:

SEQ. ID 49: Promotor del operón Rnf:

SEQ. ID 50: Promotor del operón de ATP sintasa:
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Figura 12

SEQ. ID 14: Vector lanzadera de E-coli-Clostridium pMTL 85141:
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Figura 13

SEQ. ID 15: Vector lanzadera de E-coli-Clostridium pMTL 82254:
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Figura 14

SEQ. ID 24: Grupo del gen de metiltransferasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 25: Grupo del gen de metiltransferasa de C. autoethanogenum:
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Figura 16

SEQ. ID 26: Grupo del gen de metiltransferasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 27: Secuencia de nucleótidos del nuevo gen de metiltransferasa con un promotor lac inducible:

Figura 15
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Figura 18

Figura 17

SEQ. ID 28: Secuencia de proteínas de nueva metiltransferasa:

SEQ. ID 29: Plásmido pGS20:
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Figura 19

SEQ. ID 30: Gen de 16s ARNr de C. autoethanogenum (Y18178, GI:7271109):
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Figura 20 (secuencia continuada en la figura 21)

SEQ. ID 31: Plásmido de expresión de butanol pMTL85245-thlA-crt-hbd:
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Figura 21
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Figura 22

Figura 23

SEQ. ID 39: Butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de ácido nucleótido de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 40: Butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de secuencia de aa de C. autoethanogenum:
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Figura 24

SEQ. ID 41: Secuencia de ácido nucleótido de butiraldehído deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 42: Secuencia de aminoácidos de butiraldehído deshidrogenasa de C. autoethanogenum:
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Figura 25

Figura 26

SEQ. ID 44: Secuencia de aminoácidos de butiraldehído deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 43: Secuencia de ácido nucleótido de butiraldehído deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 45: Secuencia de ácido nucleótido de butiraldehído deshidrogenasa de C. autoethanogenum:
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Figura 27

Figura 28

SEQ. ID 46: Secuencia de aminoácido de butiraldehído deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 119: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 120: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 121: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:
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Figura 29

SEQ. ID 122: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 51: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:
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Figura 30

Figura 31

SEQ. ID 52: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 53: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 54: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 55: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:
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Figura 32

Figura 33

SEQ. ID 56: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 57: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 58: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 59: Nucleótido de fosfato acetil/butiril transferasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 60: Secuencia de aminoácidos de fosfato acetil/butiril transferasa de C. autoethanogenum:
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Figura 34

SEQ. ID 61: Secuencia de nucleótidos de acetato/butirato quinasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 62: Secuencia de aminoácidos de acetato/butirato quinasa de C. autoethanogenum:
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Figura 35

SEQ. ID 63: Secuencia de nucleótidos de aldehído/ferredoxin oxidoreductasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 64: Secuencia de aminoácidos de aldehído/ferredoxin oxidorreductasa de C. autoethanogenum:
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Figura 36

SEQ. ID 65: Secuencia de nucleótidos de aldehído/ferredoxin oxidorreductasa de C. autoethanogenum:

SEQ. ID 66: Secuencia de aminoácidos de aldehído/ferredoxin oxidorreductasa de C. autoethanogenum:
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Figura 37

Figura 38

SEQ. ID 67: Secuencia de ácido nucleótido de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 68: Secuencia de aminoácidos de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de C. ljungdahlii:

ES 2 626 448 T3

 



216

Figura 39

SEQ. ID 69: Secuencia de ácido nucleótido de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de C. ljungdahlii:
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Figura 40

SEQ. ID 70: Secuencia de aminoácidos de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 71: Secuencia de ácido nucleótido de butiraldehído deshidrogenasa de C. ljungdahlii:
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Figura 41

SEQ. ID 72: Secuencia de aminoácidos de butiraldehído deshidrogenasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 73: Secuencia de ácido nucleótido de butiraldehído deshidrogenasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 74: Secuencia de aminoácidos de butiraldehído deshidrogenasa de C. ljungdahlii:
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Figura 42

SEQ. ID 75: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 76: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 77: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. ljungdahlii:
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Figura 43

SEQ. ID 78: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 79: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 80: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. ljungdahlii:
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Figura 44

SEQ. ID 81: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 82: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 83: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. ljungdahlii:

ES 2 626 448 T3

 



222

Figura 45

SEQ. ID 84: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa bifuncional de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 85: Secuencia de nucleótidos de fosfato acetil/butiril transferasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 86: Secuencia de aminoácidos de fosfato acetil/butiril transferasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 87: Secuencia de nucleótidos de acetato/butirato quinasa de C. ljungdahlii:
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Figura 46

SEQ. ID 88: Secuencia de aminoácidos de acetato/butirato quinasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 89: Secuencia de nucleótidos de aldehído/ferredoxin oxidorreductasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 90: Secuencia de aminoácidos de aldehído/ferredoxin oxidorreductasa de C. ljungdahlii:

ES 2 626 448 T3

 



224

Figura 47

SEQ. ID 91: Secuencia de nucleótidos de aldehído/ferredoxin oxidorreductasa de C. ljungdahlii:

SEQ. ID 92: Secuencia de aminoácidos de aldehído/ferredoxin oxidorreductasa de C. ljungdahlii:
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Figura 48

Figura 49

SEQ. ID 93: Secuencia de ácido nucleótido de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de C. ragsdalei:

SEQ. ID 94: Secuencia de aminoácidos de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de C. ragsdalei:
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Figura 50

SEQ. ID 95: Secuencia de ácido nucleótido de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de C. ragsdalei:
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Figura 51

SEQ. ID 96: Secuencia de aminoácidos de butanol/butiraldehído deshidrogenasa bifuncional de C. ragsdalei:

SEQ. ID 97: Secuencia de ácido nucleótido de butiraldehído deshidrogenasa de C. ragsdalei:
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Figura 52

SEQ. ID 98: Secuencia de aminoácidos de butiraldehído deshidrogenasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 99: Secuencia de ácido nucleótido de butiraldehído deshidrogenasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 100: Secuencia de aminoácidos de butiraldehído deshidrogenasa de C. ragsdalei:
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Figura 53

SEQ. ID 101: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 102: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 103: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei:
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Figura 54

SEQ. ID 104: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 105: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 106: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei:

ES 2 626 448 T3

 



231

Figura 55

SEQ. ID 107: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 108: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 109: Secuencia de ácido nucleótido de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei:
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Figura 56

SEQ. ID 110: Secuencia de aminoácidos de butanol deshidrogenasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 111: Secuencia de nucleótidos de fosfato acetil/butiril transferasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 112: Secuencia de aminoácidos de fosfato acetil/butiril transferasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 113: Secuencia de nucleótidos de acetato/butirato quinasa de C. ragsdalei:
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Figura 57

SEQ. ID 114: Secuencia de aminoacidos de acetato/butirato quinasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 115: Secuencia de nucleótidos de aldehído/ferredoxin oxidorreductasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 116: Secuencia de aminoácidos de aldehído/ferredoxin oxidorreductasa de C. ragsdalei:
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Figura 58

SEQ. ID 117: Secuencia de nucleótidos de aldehído/ferredoxin oxidorreductasa de C. ragsdalei:

SEQ. ID 118: Secuencia de aminoácidos de aldehído/ferredoxin oxidorreductasa de C. ragsdalei:
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Figura 59

SEQ. ID 136: Gen de 16S ARNr de Clostridium ljungdahlii (CP001666.1, GI:300433347)
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Figura 60

Días después de la inoculación

Días después de la inoculaciónDías después de la inoculación

Días después de la inoculación Días después de la inoculación

Días después de la inoculación Días después de la inoculación

Días después de la inoculación Días después de la inoculación
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