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DESCRIPCIÓN 
 
Producción de ácido mucónico a partir de microorganismos modificados genéticamente 

 
La presente invención se encuentra en el campo de la producción de materias primas químicas renovables utilizando 5 
biocatalizadores que han sido modificados genéticamente para aumentar su capacidad de convertir recursos de 
carbono renovables en compuestos útiles. Más específicamente, la presente invención proporciona un 
microorganismo modificado genéticamente que produce ácido cis,cis-mucónico a partir de una fuente de carbono no 
aromática, que comprende un gen que codifica una enzima shikimato deshidrogenasa con pérdida de función parcial 
"leaky", en donde dicha enzima shikimato deshidrogenasa con pérdida de función parcial confiere prototrofia para 10 
aminoácidos y vitaminas aromáticos, pero sin conducir a una secreción significativa de compuestos aromáticos. 
 
El ácido adípico es un producto químico de gran volumen utilizado en la fabricación de Nylon 66. Actualmente, el 
ácido adípico se prepara a partir de productos petroquímicos, pero la síntesis no es respetuosa con el medio 
ambiente (Niu et al., 2002). Alternativamente, el ácido adípico puede prepararse a partir de cualquiera de los tres 15 
isómeros del ácido mucónico (cis,cis; cis,trans; trans,trans) mediante hidrogenación química. Sería deseable 
producir ácido mucónico a partir de recursos renovables por fermentación con un microorganismo, seguido de 
hidrogenación a ácido adípico, ya que tal ruta al ácido adípico sería más ecológica que la ruta petroquímica 
tradicional. 
 20 
Los esfuerzos actuales hacia la producción microbiana de ácido mucónico se pueden agrupar bajo tres categorías, a 
saber: (1) Una ruta de degradación aromática para la producción de ácido mucónico, en la que se alimentan varios 
compuestos aromáticos y la porción de anillo benceno de los compuestos aromáticos se abre mediante escisión 
oxidativa; (2) Una ruta de acumulación de muconato, en la que la cadena principal de ácido mucónico se forma a 
partir de diversos compuestos C2, C3, C4 o lisina; y (3) Una ruta de ácido mucónico biosintético de aminoácidos 25 
aromáticos, en la que el ácido mucónico se construye a partir de 3-deshidroshikimato, un intermedio en la ruta 
biosintética de aminoácidos aromáticos en muchos organismos. 
 
Muchos microorganismos son capaces de degradar compuestos aromáticos que contienen un anillo de benceno, 
tales como fenol, catecol y ácido benzoico, utilizando vías que escinden el anillo aromático para proporcionar 30 
compuestos terminales o intermedios que son compuestos no aromáticos tales como el ácido cis,cis-mucónico, o el 
ácido 3-carboxi-cis,cis-mucónico (Niu et al., 2002; Pérez-Pantoja et al., 2008). En el pasado, varios grupos han 
intentado explotar esta capacidad de los microbios en la producción de ácido cis,cis-mucónico a nivel industrial 
(Mizuno et al., 1988; Yoshikawa et al., 1990; Choi et al, 1997). A finales de la década de 1980, Celgene Corporation 
de EE. UU. y Mitsubishi Chemical Industries de Japón participaron activamente en el desarrollo de un procedimiento 35 
para fabricar ácido mucónico a partir de tolueno y ácido benzoico, respectivamente, como lo demuestran varias 
patentes de Estados Unidos y Japón concedidas en esta área. 
 
Se ha informado que varios organismos microbianos producen ácido cis,cis-mucónico utilizando tolueno, ácido 
benzoico, benceno o catecol. Por ejemplo, con el catecol como fuente de carbono, se puede lograr la producción de 40 
ácido cis,cis-mucónico con un rendimiento de conversión casi 100% molar utilizando células de E. coli 
recombinantes que expresan el gen el catA, que codifica la catecol 1,2-dioxigenasa mt-2 de Pseudomonas putida  
responsable de catalizar la escisión en posición orto de catecol, como biocatalizador (Kaneko et al, 2011). Se han 
descrito biorreactores para la producción continua de ácido mucónico utilizando este sistema. 
 45 
Este enfoque de producción microbiana de ácido cis,cis-mucónico utilizando compuestos de carbono C6 cíclicos 
nunca se convirtió en una realidad comercial; sin embargo, ha habido un interés académico continuo en la 
comprensión del funcionamiento de las enzimas en la ruta de degradación para la producción de ácido mucónico en 
microbios. 
 50 
Una solicitud de patente internacional publicada recientemente (WO 2011/017560) reivindica biocatalizadores que 
tienen una ruta de muconato y un método para producir ácido mucónico utilizando estos biocatalizadores. En 
resumen, esta solicitud de patente publicada describe cuatro vías diferentes para producir ácido mucónico. La 
primera ruta para la producción de ácido mucónico comienza con succinil-CoA y acetil-CoA. La segunda ruta para la 
producción de ácido mucónico comienza con semialdehído piruvato y malonato. La tercera ruta para la producción 55 
de ácido mucónico comienza con piruvato y semialdehído succínico. La cuarta ruta para la producción de ácido 
mucónico comienza con la lisina. Todas estas vías para la producción de ácido mucónico propuestas en esta 
solicitud de patente se basan en el modelado informático y aún no se ha visto si tales biocatalizadores se podrían 
crear alguna vez con una productividad y rendimiento comercialmente aceptables para el ácido mucónico. 
 60 
Una ruta de fermentación hacia el ácido cis,cis-mucónico utilizando un sistema de E. coli modificado genéticamente 
ha sido descrita en la bibliografía científica (Niu et al., 2002) y en la bibliografía de patentes (documento US 
5.616.496; US 5.487.987; WO 2011/085311 A1), pero los procedimientos de la técnica anterior deben mejorarse 
sustancialmente con respecto al título, el rendimiento y la idoneidad para la producción comercial a gran escala para 
que sean económicamente atractivos. Ha habido dos informes de levaduras de Saccharomyces cerevisiae que 65 
fueron modificadas genéticamente para producir ácido cis,cis-mucónico a partir de glucosa, pero los títulos 
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publicados fueron solo de 1,5 mg/L y 140 mg/L (Weber et al., 2012; Curran et al., 2012). Con estos títulos, ninguno 
de estos procedimientos con levadura sería atractivo para la producción comercial. En la presente memoria se 
describe un procedimiento para producir ácido cis,cis-mucónico o ácido cis,trans-mucónico, mediante fermentación 
que se mejora sustancialmente en comparación con los procedimientos publicados bien conocidos en la técnica con 
respecto a la idoneidad para la producción comercial a gran escala. 5 
 
Uno de los objetivos de la invención descrita aquí es producir ácido cis,cis-mucónico por fermentación de un 
microorganismo partiendo de una fuente de carbono no aromática, renovable, tal como un azúcar u otro compuesto 
de carbono simple que puede derivarse de plantas fotosintéticas, utilizando un organismo modificado genéticamente 
que sea adecuado para la producción comercial a gran escala.  10 
 
En 2002, Niu et al. publicaron una ruta "libre de benceno" para producir ácido adípico que utilizaba un procedimiento 
de fermentación para producir ácido cis,cis-mucónico y a continuación un procedimiento químico catalítico para 
convertir el ácido cis,cis-mucónico en ácido adípico. Este procedimiento fue patentado, pero por lo que saben los 
presentes inventores, este procedimiento no ha sido comercializado, (documentos US 5.487.987; US 5.616.496). La 15 
porción de fermentación de este procedimiento publicado utilizó cepas modificadas genéticamente de E. coli, el 
mejor de las cuales fue denominada WN1/pWN2.248. La ruta utiliza una porción de la ruta biosintética del 
aminoácido aromático nativo (también conocida como la "vía del ácido shikímico", la "vía del shikimato", la "vía del 
corismato", la "vía aromática común", la "vía aromática central", o simplemente la "vía aromática", parte de la cual se 
ilustra en la Figura 1. En esta memoria descriptiva, se considera que cualquier etapa bioquímica aguas abajo de una 20 
fuente de carbono alimentada a un organismo, por ejemplo glucosa, y que conduce directa o indirectamente al 
corismato es parte de la ruta del ácido shikímico, incluyendo, por ejemplo, las etapas catalizadas por Glf, Glk, Zwf, 
TktA, TalB y Pps. Además, el procedimiento publicado utiliza tres enzimas heterólogas que convierten el 3-
deshidroshikimato (un intermediario en la ruta aromática) al ácido cis,cis-mucónico a través de los intermedios 
protocatecuato y catecol. La cepa anfitriona modificada genéticamente es un derivado de E. coli K-12 que tiene un 25 
genotipo de aroE353, serA:: (aroB, aroZ), lacZ:: (tktA, aroZ), dónde aroB codifica la 3-deshidroquinato sintasa (en lo 
sucesivo denominada AroB), tktA codifica transcetolasa, y aroZ es un gen heterólogo de Klebsiella pneumoniae que 
codifica 3-deshidrosiquimato deshidrogenasa (denominada en lo sucesivo "AroZ"). La cepa diseñada contiene un 
plásmido multicopia, pWN2.248, que deriva de pBR322 y contiene casetes de genes para expresar catA, catx, aroY, 
aroF (resistente a la retroalimentación), serA, lacI

q
, y resistencia a la ampicilina. Los genes heterólogos catA y catX 30 

eran de Acinetobacter calcoaceticus y codifican catecol 1,2-dioxigenasa (denominada en lo sucesivo "CatA") y una 
proteína ("CatX") de función desconocida que podría potenciar la actividad de CatA. En la bibliografía, el gen catX 
también se denomina "orfl" (Neidle y Ornston, 1986). En esta memoria descriptiva de patente, los autores de la 
presente invención se referirán al par de genes catA más catX de Acinetobacter como "catAX". El gen heterólogo 
aroY era de Klebseilla pneumoniae y codifica protocatecuato descarboxilasa (denominado en lo sucesivo "AroY"). 35 
 
Se ha publicado una solicitud de patente más reciente, relacionada con las patentes expedidas anteriormente, 
(documento WO 2011/085311 A1) En esta solicitud, se usó la misma cepa mencionada anteriormente, 
WN1/pWN2.248, para producir ácido cis,cis-mucónico, que a continuación se isomerizó a ácido cis,trans-mucónico, 
 40 
Sin embargo, la cepa WN1/pWN2.248 no es adecuada para la producción comercial a gran escala, por lo que es 
necesario un procedimiento mucho mejor. La presente invención proporciona biocatalizadores mejorados para la 
producción fermentativa de ácido cis,cis-mucónico. 
 
El procedimiento descrito en el documento WO 2011/085311 A1 tiene muchas otras características que lo hacen 45 
poco práctico para la implementación a gran escala comercial. La mutación aroE353 que se incluyó en el 
biocatalizador WN1/pWN2.248 utilizado en la producción fermentativa de funciones de ácido cis,cis-mucónico para 
bloquear el flujo de carbono en la parte inferior de la ruta de shikimato para maximizar el flujo a la ruta deseada a 
ácido cis,cis-mucónico. Sin embargo, la mutación aroE es una mutación "nula" (una mutación que hace que el gen 
sea inactivo para todos los fines prácticos), que tiene el efecto de convertir la cepa en un auxótrofo para los 50 
aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina y triptófano) y vitaminas aromáticas o intermedios de tipo vitamina 
preparados a partir de la ruta del shikimato (ácido p-hidroxibenzoico, ácido p-aminobenzoico y ácido 2,3-
dihidroxibenzoico). Los aminoácidos aromáticos son relativamente costosos, y su requerimiento añadiría una gran 
carga al coste de producir ácido cis,cis-mucónico. Por lo tanto, también existe la necesidad de un procedimiento que 
no requiera la adición de estos costosos nutrientes al medio de crecimiento. 55 
 
Otro problema más asociado con el biocatalizador actualmente disponible para la producción de ácido cis,cis-
mucónico está relacionado con la necesidad de mantener un plásmido multicopia para expresar algunos de los 
genes necesarios (Niu et al., 2002). Los plásmidos multicopia a menudo son demasiado inestables para ser 
utilizados en procedimientos industriales a gran escala. Además, al menos uno de los genes en los plásmidos se 60 
expresa a partir de un promotor, Ptac, que requiere isopropiltiogalactósido (IPTG) o lactosa para la inducción, y esos 
dos productos químicos son demasiado costosos para permitir un procedimiento económicamente atractivo. Por lo 
tanto, existe una necesidad de cepas más estables que tengan casetes de expresión integrados de manera estable 
en el cromosoma de la cepa de producción, y existe la necesidad de altos niveles de expresión de promotores 
constitutivos para aliviar la necesidad de inductores químicos para los promotores. 65 
La presente invención se refiere a los siguientes artículos: 
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1. Un microorganismo modificado genéticamente que produce ácido cis,cis-mucónico a partir de una fuente de 
carbono no aromático, que comprende un gen que codifica una enzima shikimato deshidrogenasa, en donde 
dicha enzima shikimato deshidrogenasa con pérdida de función parcial confiere prototrofia a los aminoácidos 
aromáticos y vitaminas, pero sin conducir a una secreción significativa de compuestos aromáticos. 5 
 
2. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, en donde dicho microorganismo 
modificado genéticamente es una bacteria. 
 
3. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, en donde dicho microorganismo 10 
modificado genéticamente es Escherichia coli. 
 
4. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, que comprende adicionalmente uno o 
más genes exógenos seleccionados de un grupo que consiste en aroZ, qa-4, asbF, aroY, quiC y catAX, en 
donde dichos genes exógenos codifican proteínas funcionales en una ruta del ácido mucónico. 15 
 
5. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, que comprende adicionalmente uno o 
más genes exógenos seleccionados de un grupo que consiste en aroB, aroD, aroF, aroG, aroH, tktA, talB, rpe, 
y rpi, donde dichos genes exógenos codifican proteínas funcionales en una ruta del ácido shikímico. 
 20 
6. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, en donde la actividad de una proteína 
reguladora negativa de la biosíntesis de aminoácidos aromáticos codificada por un gen tyrR o su homólogo se 
reduce o elimina sustancialmente. 
 
7. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, que comprende adicionalmente un 25 
gen aroG*que codifica una enzima DAHP sintasa que es sustancialmente resistente a la inhibición por 
fenilalanina. 
 
8. Un organismo modificado genéticamente del apartado 7, que comprende un gen aroG*que codifica una 
enzima DAHP sintasa que se selecciona de un grupo que consiste en aroG*20-893, AroG*20-897 aroG*20-30 
899, agog*20-901, aroG*111, agog*211, agog*272, aroG*311, aroG*312, aroG*411, aroG*412 , y aroG*511. 
 

La presente invención proporciona microorganismos modificados por ingeniería genética que producen ácido cis,cis-
mucónico a partir de fuentes de carbono no aromáticas de acuerdo con el apartado 1 anterior. Los microorganismos 
modificados genéticamente no necesitan contener plásmidos exógenos para producir ácido mucónico, aunque 35 
tienen ciertos genes exógenos o heterólogos necesarios para lograr el fenotipo deseado. Los genes exógenos 
introducidos en los microorganismos se integran de forma estable en el ADN cromosómico. Como resultado de esta 
integración en el ADN cromosómico de los genes exógenos, se elimina por completo la necesidad del uso de 
antibióticos u otros métodos selectivos para mantener los plásmidos que portan ADN exógeno. Además, se utilizan 
promotores fuertes que no requieren inductores químicos para expresar los genes necesarios para la ruta desde la 40 
fuente de carbono, tal como glucosa, a ácido cis,cis-mucónico. 
 
En una realización de la presente invención, se modifica genéticamente la actividad de un regulador negativo de la 
biosíntesis de aminoácidos aromáticos. En un aspecto de la presente invención, la actividad del regulador negativo 
TyrR se reduce sustancialmente mediante el control de la expresión del gen tyrR que codifica la proteína TyrR. En 45 
otro aspecto de la presente invención, la actividad del regulador negativo TyrR se elimina por completo eliminando o 
inactivando el tyrR gen del ADN cromosómico del microorganismo. 
 
En otra realización de la presente invención, la inhibición por retroalimentación de ciertas enzimas en la ruta de 
aminoácidos aromáticos debido a ciertos metabolitos se supera mediante manipulaciones genéticas. En la mayoría 50 
de las cepas de E. coli de tipo salvaje, desoxiarabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) sintasa se produce en forma 
de tres diferentes isozimas que se sabe que están codificadas por tres genes diferentes, a saber aroG, aroF y aroH. 
Las proteínas codificadas por cada uno de estos tres genes están sujetas a la inhibición por retroalimentación de 
uno o más metabolitos de la ruta del ácido shikímico responsable de la biosíntesis de aminoácidos aromáticos. En 
un aspecto de la presente invención, el gen aroG de tipo salvaje es reemplazado por un gen aroG modificado que 55 
codifica una proteína AroG que es resistente a la inhibición por retroalimentación por uno o más metabolitos de la 
ruta de aminoácidos aromáticos dentro de la célula microbiana. En otro aspecto de la presente invención, el gen 
aroF de tipo salvaje es reemplazado por un gen aroF que codifica una proteína AroF que es resistente a la inhibición 
por retroalimentación por uno o más metabolitos de la ruta de aminoácidos aromáticos dentro de la célula 
microbiana. En otro aspecto más de la presente invención, el gen aroH de tipo salvaje es reemplazado por un gen 60 
aroH que codifica una proteína AroH que es resistente a la inhibición por retroalimentación por uno o más 
metabolitos de la ruta de aminoácidos aromáticos dentro de la célula microbiana. En otra realización más de la 
presente invención, el biocatalizador seleccionado para la producción comercial de ácido cis,cis-mucónico puede 
tener más de una isozima resistente a la retroalimentación para desoxiarabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) 
sintasa. 65 
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En otra realización de la presente invención, se potencia la actividad de una o más de las enzimas implicadas en el 
flujo de carbono a través de la ruta de aminoácidos aromáticos dentro de la célula microbiana. En un aspecto de la 
presente invención, la mejora de la actividad de una o más enzimas implicadas en el funcionamiento de una ruta de 
aminoácidos aromáticos y/o una ruta del ácido mucónico se lleva a cabo mediante manipulación genética. En una 
realización preferida de la presente invención, se potencia la expresión de uno o más de los genes que codifican 5 
enzimas o proteínas AroF, AroG, AroH, AroB, TktA, TalB, AroZ, QutC, qa-4, asbF, QuiC, AroY, Rpe , Rpi, Pps, CatA 
y CatX o sus homólogos o análogos dando lugar al aumento de actividad de dichas enzimas. Rpe es una ribulosa-5-
fosfato epimerasa, Rpi es una ribulosa-5-fosfato isomerasa, y Pps es una fosfoenol piruvato sintetasa ((Neidhardt y 
Curtiss, 1996). Si la cepa anfitriona es una levadura, por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, o un hongo 
filamentoso, por ejemplo, Neurospora crassa, varias de las enzimas que catalizan reacciones en la ruta del shikimato 10 
se pueden combinar en una gran proteína o polipéptido, denominados Aro1p, codificados por el gen ARO1 en el 
caso de S. cerevisiae. Aro1p combina las funciones de AroB, AroD, AroE, AroK (o AroL) y AroA). Como tal, para los 
propósitos de esta invención, Aro1p, y ARO1, o una porción de los mismos, se pueden usar como un sustituto, o 
además de, AroB, AroD, AroE, AroK, y/o AroA. 
 15 
En otra realización más de la presente invención, el flujo a través de la eritrosa-4-fosfato dentro de la célula 
bacteriana se potencia por medio de enzimas que expresan en exceso en el funcionamiento de la ruta de la pentosa 
fosfato. En un aspecto de la presente invención se modifica genéticamente la producción en exceso de la enzima 
transaldolasa codificada por el gen talB o talA. En otro aspecto de la presente invención, la expresión de los genes 
que codifican ambas enzimas transaldolasa y transcetolasa se potencia mediante manipulaciones genéticas. En otro 20 
aspecto más de la presente invención, la expresión de los genes que codifican cualquiera o ambas ribulosa-5-fosfato 
epimerasa y ribulosa-5-fosfato isomerasa se potencia mediante manipulaciones genéticas. 
 
En otra realización de la presente invención, la PEP (fosfoenol piruvato) disponible para el funcionamiento de la ruta 
de aminoácidos aromáticos se incrementa a través de la manipulación genética. En un aspecto de la presente 25 
invención, la competición por la reserva de PEP disminuye por eliminación y/o complementación del sistema de 
fosfotransferasa (PTS) dependiente de PEP para la captación de glucosa con un sistema independiente de PEP 
para la captación de glucosa. En otra realización más de la presente invención, la disponibilidad de PEP aumenta al 
aumentar la expresión de un gen que codifica una PEP sintetasa, tal como pps. 
Las figuras muestran: 30 
 

FIG. 1. Vía para la biosíntesis de aminoácidos aromáticos en E. coli. 
 
FIG. 2. Vía para la producción de ácido mucónico en E. coli. 

 35 
FIG. 3. Cromatografía que muestra los patrones utilizados para el análisis de HPLC de ácido mucónico total e 
intermedios bioquímicos. 
 
FIG. 4. Cromatografía que muestra los estándares utilizados para el análisis por HPLC de isómeros de ácido 
mucónico. 40 
 
FIG. 5. Título para la producción de DHS en el cepa MYR34 de E. coli transformada con plásmidos 
pCP32AMP, pCP14 y pCP54. La cepa MYR34 de E. coli tiene una deleción en el gen aroE. El plásmido 
pCP32AMP expresa el gen aroG que codifica la DAHP sintasa. El plásmido pCP14 expresa el gen aroB que 
codifica DHQ sintasa. El plásmido pCP54 expresa ambos genes aroB y aroG. 45 
 
FIG. 6. Título para la producción de DHS en las cepas MYR34 y MYR170 de E. coli transformadas con 
plásmidos pCP32AMP y pCP54. La variedad MYR34 de E. coli tiene una deleción del gen aroE. La cepa 
MYR170 tiene una deleción del gen aroE y una segunda copia del gen aroB bajo el control del promotor P15 
integrado en el locus ack del ADN cromosómico del anfitrión. El plásmido pCP32AMP expresa el gen aroG que 50 
codifica la DAHP sintasa. El plásmido pCP54 expresa ambos genes aroB y aroG. 
 
FIG. 7. Título para la producción de ácido cis,cis-mucónico en las cepas MYR34 y MYR170 de E. coli 
transformadas con el plásmido pMG37 solo o con ambos plásmidos pMG37 y pCP32AMP. La cepa MYR34 de 
E. coli tiene una deleción del gen aroE. La cepa MYR170 tiene una deleción del gen aroE y una segunda copia 55 
del gen aroB bajo el control del promotor P15 integrado en el locus ack del ADN cromosómico del anfitrión. El 
plásmido pCP32AMP expresa el gen aroB que codifica la DAHP sintasa. El plásmido pMG37 expresa los 
genes aroZ, aroY, y catAX, que codifican proteínas funcionales en la ruta del ácido mucónico. 
FIG. 8. Título para la producción de DHS en la cepa MYR170 de E. coli transformada con un plásmido que 
expresa el gen aroG solo (pCP32AMP) o los genes aroG y tktA simultáneamente (pCP50). La cepa MYR170 60 
tiene una deleción del gen aroE y una segunda copia del gen aroB bajo el control del promotor P15 integrado 
en el locus ack del ADN cromosómico del anfitrión. 
 
FIG. 9. Rendimiento de DHS de las tinciones MYR34 y MYR170 de E. coli transformada con plásmidos 
pCP32AMP y pCP50. El rendimiento de DHS se calcula como gramos de DHS producidos por gramo de 65 
glucosa consumida. El plásmido pCP32AMP expresa el gen aroG mientras que pCP50 expresa aroG y tktA. La 

ES 2 663 445 T3

 

5



cepa bacteriana MYR34 tiene una deleción en el gen aroE. La cepa MYR170 de E. coli se obtiene de MYR34 y 
tiene un gen aroB adicional integrado en el locus ack en el ADN cromosómico. 
 
FIG. 10. Título de DHS de las cepas MYR170 y MYR261 de E. coli transformada con plásmidos pCP32AMP y 
pCP50. El plásmido pCP32AMP expresa el gen aroG, mientras que pCP50 expresa los genes aroB y tktA. La 5 
cepa MYR170 tiene una deleción del gen aroE y una segunda copia del gen aroB bajo el control del promotor 
P15 integrado en el locus ack del ADN cromosómico del anfitrión. La cepa MYR261 de E. coli se obtiene de la 
cepa MYR170 de E. coli. La cepa Mar261 de E. coli tiene una segunda copia del gen tktA con su promotor 
nativo integrado en el locus poxB del ADN cromosómico. 
 10 
FIG. 11. Producción de ácido mucónico y ácido acético en cepas MYR170, MYR261 y MYR305 de E. coli 
transformadas con el plásmido pCP32AMP que expresa aroG que codifica DAHP sintasa en la ruta biosintética 
del ácido shikímico el plásmido pMG37 que expresa los genes aroZ, aroY y catAX que codifican proteínas 
funcionales en la ruta del ácido mucónico. La cepa MYR170 tiene una deleción en el gen aroE y una copia 
adicional del gen aroB bajo el control del promotor P15 insertado en locus ack en el ADN cromosómico del 15 
anfitrión. MYR261 y MYR305 son derivados de la cepa MYR170. MYR261 tiene una copia adicional de gen 
tktA integrado en el locus poxB en el ADN cromosómico del anfitrión, mientras que MYR305 tiene una deleción 
en el locus poxB en el ADN cromosómico del anfitrión. 
 
FIG. 12. Conversión de DHS endógeno producido por la cepa MYR34 de E. coli en ácido mucónico. La cepa 20 
MYR34 de E. coli tiene una deleción en el gen aroE que codifica shikimato deshidrogenasa. Como resultado, 
hay una acumulación de DHS. Cuando la cepa MYR34 se transforma con un plásmido que expresa aroZ, aroY 
y catAX, los genes que codifican proteínas funcionales en la ruta del ácido mucónico, hay conversión de DHS 
en ácido mucónico. Sin embargo, no se produce conversión de DHS en ácido mucónico cuando la cepa 
MYR34 es transformada con el vector plasmídico vacío (pCL1921) sin ningún gen exógeno. 25 
 
FIG.13. Comparación de homólogos de AroZ por su capacidad para desviar DHS en la ruta del ácido 
mucónico. Se clonaron tres diferentes homólogos de aroZ, a saber quiC de Acinetobacter sp. ADP1, asbF de 
Bacillus thuringiensis, y qa-4 de Neurospora crassa bajo el promotor P26 en un plásmido de bajo número de 
copias que también expresaba los genes catAX y aroY de los promotores P15 y lambda PR respectivamente. 30 
Estas tres construcciones de plásmidos diferentes se expresaron en MYR34 mediante transformación y se 
midió la cantidad de ácido mucónico producido. 
 
FIG. 14. Copias únicas de catAX, aroY y quiC se integraron cromosómicamente en la cepa MYR170 de E. coli 
(ΔaroE, Δack::P15-aroB) dando como resultado MYR352 (SEQ ID No. 41). MYR170 también se transformó con 35 
plásmido pMG37 de bajo número de copias que portaba todos los genes necesarios para el funcionamiento de 
la ruta del ácido mucónico que conduce a la cepa MYR219. Tanto MYR352 como MYR219 se transformaron 
con YEp24 (vector vacío de número de copias medio) o pCP32AMP (plásmido que expresa aroG de número 
de copias medio) o pCP50 (plásmido que expresa aroG y tktA de número de copias medio) y la cantidad de 
PCA, catecol y ácido mucónico producidos se cuantificaron utilizando el método de HPLC. 40 
 
FIG. 15. Eliminación de la acumulación de catecol en MYR352 mediante el aumento de la expresión de catAX. 
MYR352 se transformó con un plásmido que expresaba aroY solo (pMG27) o un plásmido que expresaba quiC 
solo (pMG39) o un plásmido que expresaba los tres genes de la ruta del ácido mucónico a saber catAX, aroY y 
quiC (pMG37) o un plásmido que expresaba solo dos genes en la ruta del ácido mucónico a saber catAX y 45 
aroY (pMG33). La expresión en exceso de catAX solo fue suficiente para evitar la acumulación de catecol. 
 
FIG. 16. Crecimiento de cepas utilizando diferentes sistemas para importar glucosa. La deleción de ptsHI y 
galP (MYR31) conduce a la falta de crecimiento en medio mínimo de glucosa, mientras que la instalación de 
genes glf y glk (MYR217) devuelve el crecimiento. La cepa de control MYR34 es ΔaroE, pero por otra parte de 50 
tipo salvaje. Los tres aminoácidos aromáticos y tres vitaminas aromáticas se añadieron al medio para permitir 
el crecimiento de las cepas auxótrofas. 
 
FIG. 17. Producción de DHS en cepas MYR34 y MYR217 de E. coli. Cuando se transformó con plásmidos que 
conducen a la producción de DHS, MYR217, que utiliza glf-glk para la importación de glucosa, produjo un título 55 
más alto de DHS que los transformantes de MYR34, que utiliza el sistema de fosfotransferasa (PTS). 
FIG. 18. Producción de ácido mucónico por la cepa MYR428 de E. coli en un fermentador de 7 litros. La cepa 
MYR261 de E. coli con un genotipo de ΔroE ΔackA::PAG15-aroB ΔpoxB aktA se transformó con los plásmidos 
pCP32AMP y pMG37 para generar la cepa MYR428 de E. coli. 

 60 
Según se utiliza en esta solicitud de patente, la frase "por ejemplo" o "tal como" pretende indicar que hay más de un 
método, enfoque, solución o composición de la materia para el tema en cuestión, y no se pretende que el ejemplo 
proporcionado se limite a ese ejemplo. 
 
El término "heterólogo" se refiere a un gen o proteína que no se encuentra de forma natural o nativa en un 65 
organismo, pero que puede introducirse en un organismo mediante ingeniería genética, tal como mediante 
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transformación, apareamiento o transducción. Un gen heterólogo puede integrarse (insertarse) en un cromosoma o 
estar contenido en un plásmido. El término "exógeno" se refiere a un gen o proteína que se ha introducido o alterado 
en un organismo con el fin de aumentar, disminuir o eliminar una actividad mediante ingeniería genética, tal como 
mediante transformación, apareamiento, transducción o mutagénesis. Un gen o proteína exógenos pueden ser 
heterólogos, o pueden ser un gen o proteína que son nativo del organismo anfitrión, pero alterado por uno o más 5 
métodos, por ejemplo, mutación, deleción, cambio de promotor, cambio de terminador, duplicación, o la inserción de 
una o más copias adicionales en el cromosoma o en un plásmido. Así, por ejemplo, si se inserta una segunda copia 
del gen aroB en un sitio en el cromosoma que es distinto del sitio nativo, la segunda copia sería exógena. 
 
El término "microorganismo" según se utiliza en la presente invención incluye bacterias, arqueas, levaduras, algas y 10 
hongos filamentosos que pueden usarse para la producción comercial de ácido cis,cis-mucónico a través de un 
procedimiento de fermentación. 
 
Para la nomenclatura, un gen o región codificante suele nombrarse con letras minúsculas en cursiva, por ejemplo 
"aroZ", mientras que la enzima o proteína codificada por un gen puede nombrarse con las mismas letras, pero con la 15 
primera letra en mayúscula y sin cursivas, por ejemplo "AroZ" o "Aro1p", el último de los cuales es un ejemplo de la 
convención utilizada en levaduras para designar una enzima o proteína. La "p" es una abreviatura de proteína, 
codificada por el gen designado. La enzima o proteína también se puede denominar con un nombre más descriptivo, 
por ejemplo, AroZ también se puede denominar 3-deshidroxishikimato deshidratasa. Un gen o región codificante que 
codifica un ejemplo de una enzima que tiene una actividad catalítica particular puede tener varios nombres 20 
diferentes debido a orígenes históricamente diferentes, o debido a que el gen proviene de diferentes especies. Por 
ejemplo, el gen que codifica la 3-deshidroshikimato deshidratasa de Bacilus thuringiensis o Bacillus Anthracis puede 
ser denominado asbF en lugar de aroZ, el gen relacionado de Aspergillus nidulans puede ser denominado qutC, el 
gen relacionado de Neurospora crassa puede ser denominado qa-4, y el gen relacionado de Acinetobacter baylyi 
(también conocido como Acinetobacter calcoaceticus y Acinetobacter Sp. ADP1) puede ser denominado quiC. 25 
 
Un "plásmido" significa una molécula de ADN circular o lineal que es sustancialmente más pequeña que un 
cromosoma, separada del cromosoma o cromosomas de un microorganismo, y que se replica por separado del 
cromosoma o los cromosomas. Un "plásmido" puede estar presente en aproximadamente una copia por célula o en 
más de una copia por célula. El mantenimiento de un plásmido dentro de una célula microbiana en general requiere 30 
una selección con antibiótico, pero también se puede usar la complementación de una auxotrofia. 
 
El término "cromosoma" o "ADN cromosómico" según se utiliza en esta invención en el contexto de una célula 
bacteriana es una molécula circular de ADN que es sustancialmente más grande que un plásmido y no requiere 
ninguna selección con antibióticos. 35 
 
Un "casete de expresión" significa una secuencia de ADN que puede ser parte de un cromosoma o plásmido que 
contiene al menos un promotor y un gen o región que codifica una enzima u otra proteína, de modo que la región 
codificante es expresada por el promotor y la enzima o proteína es producida por una célula anfitriona que contiene 
la secuencia de ADN. Un "casete de expresión" puede ser al menos parcialmente sintético, o construirse por 40 
métodos de ingeniería genética, de modo que la región codificante se expresa a partir de un promotor que no está 
asociado de forma natural con la región codificante. Opcionalmente, el "casete de expresión" puede contener un 
terminador de la transcripción que puede ser o no un terminador que está asociado de forma natural con la región 
codificante. Un "casete de expresión" puede tener regiones codificantes para más de una proteína, en cuyo caso 
puede denominarse operón, o un operón sintético. 45 
 
"Expresión en exceso" de un gen o región codificante significa hacer que la enzima o proteína codificada por ese gen 
o región codificante se produzca en un microorganismo anfitrión a un nivel que es más alto que el nivel encontrado 
en la versión de tipo salvaje del microorganismo anfitrión bajo condiciones de crecimiento iguales o similares. Esto 
se puede lograr, por ejemplo, mediante uno o más de los siguientes métodos: 1) instalar un promotor más fuerte, 2) 50 
instalar un sitio de unión al ribosoma más fuerte, tal como una secuencia de ADN 5'-AGGAGG, situada entre cuatro 
y diez bases aguas arriba del codón de inicio de la traducción, 3) instalar un terminador o un terminador más fuerte, 
4) mejorar la elección de codones en uno o más sitios en la región codificante, 5) mejorar la estabilidad del ARNm, y 
6) aumentar el número de copias del gen, ya sea introduciendo copias múltiples en el cromosoma o colocando el 
casete en un plásmido multicopia. Se dice que una enzima o proteína producida a partir de un gen que está 55 
expresado en exceso se "produce en exceso". Un gen que está siendo "expresado en exceso" o una proteína que 
está siendo "producida en exceso" puede ser una que es nativa de un microorganismo anfitrión, o puede ser una que 
ha sido trasplantada por métodos de ingeniería genética de un organismo diferente a un microorganismo anfitrión, 
en cuyo caso, la enzima o proteína y el gen o región codificante que codifican la enzima o proteína se denominan 
"foráneos" o "heterólogos". Los genes y proteínas foráneos o heterólogos están, por definición, expresados en 60 
exceso y producidos en exceso, ya que no están presentes en el organismo anfitrión no modificado genéticamente. 
 
Un "homólogo" de un primer gen, secuencia de ADN o proteína es un segundo gen, ADN. secuencia, o proteína que 
realiza una función biológica similar a la de dicho primer gen, secuencia de ADN o proteína, y que tiene al menos 
25% de identidad de secuencia (cuando se comparan secuencias de proteínas o se compara la secuencia de 65 
proteína derivada de secuencias de genes) con dicho primer gen o proteína, según se determina mediante el 
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programa informático BLAST para la comparación de secuencias (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997), y que 
permite supresiones e inserciones. Un ejemplo de un homólogo del gen aroG de E. coli sería el gen aroG de 
Salmonella typhimurium. 
 
Un "análogo" de un primer gen, secuencia de ADN o proteína es un segundo gen, secuencia de ADN o proteína que 5 
desempeña una función biológica similar a la de dicho primer gen, secuencia de ADN o proteína, pero cuando hay 
menos de 25% de identidad de secuencia (cuando se comparan secuencias de proteína o se compara la secuencia 
de proteína derivada de secuencias de gen) con dicho primer gen, secuencia de ADN o proteína, según se 
determina por el programa informático BLAST para comparación de secuencia (Altschul et al., 1990; Altschul et al. , 
1997), y permite supresiones e inserciones. Un ejemplo de un análogo de la proteína AroZ de Klebsiella pneumoniae 10 
sería la proteína QutC de Aspergillus nidulans, ya que ambas proteínas son enzimas que catalizan la reacción de 
deshidroxiquimato deshidratasa 3, pero no existe una homología de secuencia significativa entre las dos enzimas o 
sus respectivos genes. Un científico conocedor de la técnica sabrá que muchas enzimas y proteínas que tienen una 
función biológica concreta, por ejemplo, la DAHP sintasa o la 3-deshidroshikimato deshidratasa, se pueden 
encontrar en muchos organismos diferentes, ya sea como homólogos o análogos, y dado que los miembros de 15 
dichas familias de enzimas o proteínas comparten la misma función, aunque pueden ser de estructura ligera o 
sustancialmente diferente, en muchos casos se pueden usar diferentes miembros de la misma familia para realizar la 
misma función biológica utilizando los métodos actuales de ingeniería genética. Por lo tanto, por ejemplo, la enzima 
AroZ y la enzima QutC catalizan la misma reacción, DHS deshidratasa, por lo que una de ellas dará como resultado 
la producción de ácido cis,cis-mucónico en el contexto adecuado, y la elección de cuál usar en última instancia se 20 
puede realizar eligiendo la que conduce a un título más alto de ácido cis,cis-mucónico bajo condiciones de 
fermentación similares. 
 
Una "fuente de carbono no aromática" o un "compuesto no aromático" es un compuesto que contiene carbono que 
puede usarse para alimentar a un microorganismo de la invención como fuente de carbono y/o energía, en la cual el 25 
compuesto no contiene un anillo de seis miembros relacionado con el benceno. Los ejemplos de fuentes de carbono 
no aromáticas incluyen glucosa, xilosa, lactosa, glicerol, acetato, arabinosa, galactosa, manosa, maltosa o sacarosa. 
Un "compuesto aromático" es un compuesto que contiene uno o más anillos de seis miembros relacionados con el 
benceno. Un ejemplo de un compuesto aromático es catecol, o 1,2-dihidroxibenceno. 
 30 
Un "promotor constitutivo fuerte" es una secuencia de ADN que normalmente se encuentra aguas arriba (en el lado 
5' de un gen cuando se representa en la orientación 5' a 3' convencional) de una secuencia de ADN o un gen que se 
transcribe mediante una ARN polimerasa, y que causa que dicha secuencia o gen de ADN se exprese por 
transcripción mediante una ARN polimerasa a un nivel que se detecta fácilmente directa o indirectamente mediante 
cualquier procedimiento de ensayo apropiado. Los ejemplos de los procedimientos de ensayo apropiados incluyen 1) 35 
transcriptasa inversa cuantitativa más PCR, 2) ensayo enzimático de una enzima codificada, 3) gel de proteína 
teñido con azul Coomassie, o 4) producción medible de un metabolito que se produce indirectamente como 
resultado de dicha transcripción, y tal transcripción medible que se produce independientemente de la presencia o 
ausencia de una proteína que regula específicamente el nivel de transcripción, un metabolito o un químico inductor. 
Un ejemplo de un promotor que no es un "promotor constitutivo fuerte" es el promotor Plac de E. coli, ya que está 40 
reprimido por un represor en ausencia de lactosa o del inductor IPTG. Utilizando métodos bien conocidos en la 
técnica, se puede usar un "promotor constitutivo fuerte" para reemplazar un promotor nativo (un promotor que de 
otro modo existiría naturalmente aguas arriba de una secuencia o gen de ADN), dando como resultado un casete de 
expresión que puede colocarse en un plásmido o cromosoma y que proporciona un nivel de expresión de una 
secuencia o gen de ADN deseado a un nivel que es mayor que el nivel del promotor nativo. Un promotor constitutivo 45 
fuerte puede ser específico para una especie o género, pero a menudo un promotor constitutivo fuerte de una 
bacteria puede funcionar bien en una bacteria distantemente relacionada. Por ejemplo, un promotor de Bacillus 
subtilis o un fago que normalmente crece en B. subtilis puede funcionar bien en E. coli. Un "promotor constitutivo 
fuerte" es sustancialmente diferente de los promotores inducibles, como Ptac, que se han usado en la producción de 
la técnica anterior de ácido cis,cis-mucónico y típicamente requieren un costoso cambio químico u otro cambio 50 
ambiental para el nivel deseado de función (Niu et al., 2002). Ejemplos de promotores constitutivos fuertes son P15, 
P26, de fago SP01 de Bacillus subtilis y colifago lambda PR (SEQ ID NO. 1, 2 y 3). 
Una "ruta mucónica" o "ruta de ácido mucónico" se refiere a una ruta bioquímica de DHS a PCA a catecol a cis, 
ácido cis-mucónico, y un "gen de la ruta mucónica" o "gen de la ruta del ácido mucónico" es un gen que codifica una 
enzima que catalizan una etapa en una ruta mucónica, o codifica una función auxiliar que sirve para potenciar la 55 
actividad de una de dichas enzimas, por ejemplo, aroZ, aroY, catA, catX, y qutC. DHS es una abreviatura de 3-
deshidroshikimato, y PCA es una abreviatura de ácido protocatecuico. Un "plásmido mucónico" es un plásmido que 
contiene uno o más genes de la ruta mucónica. 
 
Algunas de las manipulaciones genéticas utilizadas en la presente invención se centran en la ruta común para la 60 
biosíntesis de aminoácidos aromáticos presente en las células bacterianas como se muestra en la Figura 1. La ruta 
común para la biosíntesis de aminoácidos aromáticos como se representa en la Figura 1 de DAHP sintasa a 
corismato sintasa también se conoce como la "vía del ácido shikímico". 
 
Existe un volumen sustancial de trabajos publicados sobre ingeniería genética de microorganismos para la 65 
producción de aminoácidos aromáticos, fenilalanina, tirosina y triptófano (documentos US 4.681.852, US 4.753.883, 
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US 6.180.373, Solicitud de Patente Europea 86300748.0). Los enfoques incluyen el uso de diversas combinaciones 
de enzimas resistentes a la retroalimentación (AroF, AroG, PheA, TyrA), desregulación de la represión de la 
transcripción (TyrR), aumento de la fuerza del promotor (Ptac, Plac) y aumento del número de copias de uno o más 
genes (tktA). Sin embargo, no se probaron muchas combinaciones específicas de los enfoques anteriores, ya sea 
porque había demasiadas combinaciones para intentar sin excesiva experimentación, o porque no se conocían 5 
cuáles serían las mejores combinaciones. Más importante aún, todavía no se conoce la idoneidad de cualquiera de 
estas combinaciones de manipulaciones genéticas para desarrollar un biocatalizador para la producción comercial 
de ácido mucónico utilizando fuentes de carbono renovables y no aromáticas. 
 
La ruta biosintética de los aminoácidos aromáticos es bien conocida para muchos microorganismos, especialmente 10 
para E. coli (Neidhardt y Curtiss, 1996). En una célula de tipo salvaje, la ruta está estrechamente regulada por la 
inhibición de la retroalimentación y la represión de la transcripción. La primera etapa comprometida está catalizada 
por deoxi-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) sintasa, de las cuales hay tres isoenzimas codificadas por aroF, 
aroG y aroH. Las tres isozimas, AroF, AroG y AroH, inhiben la retroalimentación de los productos de la ruta amino 
biosintética aromática, a saber, mediante tirosina, fenilalanina y triptófano, respectivamente. Los mutantes 15 
resistentes a la retroalimentación de los tres son bien conocidos (Draths et al., 1992; Lutke-Eversloh y 
Stephanopoulos, 2007; Hu et al., 2003; Shumilin et al., 1999). Un aspecto de la presente invención implica el uso de 
alelos resistentes a la retroalimentación de los genes AroF, aroG, y aroH para expresar proteínas enzimáticas AroF, 
AroH y AroH que son resistentes a la inhibición por retroalimentación por los productos de la ruta biosintética de los 
aminoácidos aromáticos. La transcripción de varios de los operones implicados en la ruta aromática está regulada 20 
por el represor codificado por el gen tyrR o el represor codificado por el gen trpR, o ambos (Neidhardt et al., 1996). 
De particular importancia es la regulación negativa de la transcripción de aroG y aroF por la proteína TyrR cuando se 
une con uno o más de los aminoácidos aromáticos. Un aspecto de la presente invención implica la eliminación de la 
regulación negativa por genes tyrR o typR mediante la eliminación de estos genes del cromosoma de la cepa 
bacteriana del anfitrión. 25 
 
El objeto de esta invención es la creación de nuevas combinaciones de casetes modificado genéticamente con 
nuevos elementos modificados genéticamente con el fin de aumentar los parámetros de fermentación y la idoneidad 
para la producción comercial a gran escala de una cepa productora de ácido cis,cis-mucónico. En particular, la 
técnica anterior para la producción de ácido cis,cis-mucónico no ilustra ciertas combinaciones de elementos 30 
genéticos, por ejemplo, pero sin limitación, diversas combinaciones de un AroG resistente a la retroalimentación 
producido en exceso, un AroF resistente a la retroalimentación producido en exceso, un tktA expresado en exceso, 
un TalA expresado en exceso, casetes integrados cromosómicamente para expresar un aroZ, aroY, y un catAX (o 
análogos u homólogos de los mismos) de promotores constitutivos fuertes, y un alelo de aroE con pérdida de función 
parcial, que los autores de la presente invención definen como un gen que codifica una enzima AroE que confiere 35 
prototrofia a los aminoácidos aromáticos y vitaminas, pero sin producir una secreción significativa de compuestos 
aromáticos. 
 
Todos los ejemplos específicos de construcciones de cepas descritas en la presente memoria derivan de una cepa 
C de E. coli de tipo salvaje (ATCC 8739), o Cepas K-12 de E. coli (YMC9 o MM294) pero los elementos genéticos 40 
descritos en la presente memoria se pueden ensamblar en cualquier otra cepa de E. coli, y los casetes de expresión 
o análogos y homólogos apropiados de los elementos genéticos descritos en la presente memoria pueden 
ensamblarse en cualquier otro microorganismo adecuado, tales como otras especies de bacterias, arqueas, 
levaduras, algas y hongos filamentosos que puedan usarse para la producción comercial de ácido cis,cis-mucónico a 
través de un procedimiento de fermentación. 45 
 
En E. coli, la ruta de biosíntesis de aminoácidos aromáticos de la glucosa comienza con la rama no oxidativa de la 
ruta de la pentosa fosfato (PPP). Cuatro enzimas clave en la ruta de la pentosa fosfato no oxidante son 
transcetolasa, transaldolasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y ribulosa-5-fosfato isomerasa. Estas enzimas catalizan 
las reacciones que conducen a la formación de eritrosa 4-fosfato (E4P) a partir de azúcares de hexosa o pentosa. 50 
Para aumentar la disponibilidad de E4P en E. coli, el gen tktA que codifica la transcetolasa puede expresarse en 
exceso (Niu et al., 2002). Del mismo modo, también se espera que la expresión en exceso del gen de la 
transaldolasa aumente la disponibilidad de E4P en algunas circunstancias (Bongaerts et al., 2001). En otro aspecto 
más de la presente invención, la expresión de los genes de la transcetolasa y transaldolasa se potencia mediante 
manipulaciones genéticas que conducen a un aumento en la actividad de las enzimas transcetolasa y transaldolasa. 55 
En otro aspecto más de la invención, el flujo a través de la rama no oxidativa de la PPP aumenta al producir en 
exceso ribulosa-5-fosfato epimerasa y ribulosa-5-fosfato isomerasa. 
 
La primera etapa comprometida y la reacción más estrictamente regulada en la ruta común de los aminoácidos 
aromáticos es la condensación de fosfoenolpiruvato (PEP) y E4P para producir desoxiarabino-heptulosonato 7-60 
fosfato (DAHP) por DAHP sintasa (codificada por aroG, aroF, y aroH). La D-glucosa consumida por E. coli se lleva a 
la biosíntesis aromática en parte a través de la PPP, y en parte a través de la glucólisis. El flujo de glucosa en la ruta 
aromática aumenta en gran medida cuando la transcetalosa (tktA) y una isozima de DAHP sintasa (aroG) se 
amplifican a través de la transformación con un plásmido que aumenta su expresión al aumentar su número de 
copias (Niu et al., 2002). En un aspecto preferido de la presente invención, los genes aroG y tktA exógenos se 65 
integran en el ADN cromosómico con el fin de amplificar las actividades de las enzimas transcetolasa y DAHP 
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sintasa. 
 
En otra realización de la presente invención, el flujo a través de PEP dentro de la célula microbiana se potencia 
aumentando el PEP disponible para la síntesis de DAHP. Muchos géneros de células bacterianas consumen PEP en 
el transporte de glucosa a través de la membrana celular utilizando un sistema de fosfotransferasa (PTS) en el que 5 
se consume una molécula de PEP por cada molécula de glucosa transportada a través de la membrana bacteriana 
externa. Al reemplazar o complementar el PTS dependiente de PEP con mecanismos de captación de glucosa no 
dependientes de PEP (independientes de PEP), es posible aumentar el tamaño de la reserva de PEP disponible 
para la ruta biosintética de aminoácidos aromáticos dentro de la célula microbiana. Por ejemplo, el sistema PTS para 
la absorción de azúcar puede ser reemplazado o complementado por un sistema de captación de azúcar basado en 10 
GalP o el sistema transportador de azúcar basado en proteínas Glf/Glk (Chandran et al., 2003; Yi et al., 2003). En un 
aspecto preferido de la presente invención además de eliminar el sistema PTS para la captación de azúcar con el fin 
de conservar la reserva de PEP dentro de la célula microbiana, el sistema de captación de azúcar basado en GalP 
también se inactiva con el fin de conservar el ATP dentro de la célula microbiana. En una célula microbiana que es 
defectuosa en el funcionamiento del sistema PTS y un sistema de captación de azúcar basado en Gal-P 15 
(ΔPTS/ΔgalP), la captación de azúcar puede lograrse mediante la introducción de un gen exógeno que codifica Glf, 
o genes exógenos que codifican proteínas Glf (proteína de difusión facilitada por glucosa) y Glk (glucoquinasa). 
Según se utiliza en la presente invención, la expresión proteína de difusión facilitada por glucosa se refiere a 
cualquier proteína Glf así como a cualquier otra proteína que sea funcionalmente equivalente a Glf y a funciones 
para transportar azúcares a las células microbianas por difusión facilitada. En un aspecto de la presente invención, 20 
el gen que codifica la proteína facilitadora de glucosa Glf se introduce en la célula microbiana que es ΔPTS/ΔgalP y 
la glucosa transportada a la célula microbiana es fosforilada por la glucosa cinasa endógena. En otro aspecto de la 
presente invención, los genes que codifican las proteínas Glf y Glk se introducen en una célula microbiana que es 
ΔPTS/ΔgalP. En un aspecto preferido de la presente invención, los genes glf y glk exógeno introducidos en la célula 
microbiana se integran en el ADN cromosómico del anfitrión. 25 
 
En otra realización de la presente invención, cuando la fuente de carbono para el crecimiento y la energía requiere 
gluconeogénesis (por ejemplo, si la fuente de carbono es acetato o succinato), la reserva de PEP puede aumentarse 
al aumentar la actividad de las enzimas carboxilantes ya presentes en la célula. por ejemplo, PEP carboxiquinasa, 
que está codificada por pck en E. coli o introduciendo una enzima carboxilante exógena. En una realización 30 
preferida, el gen exógeno introducido que codifica una enzima carboxilante está integrado de manera estable en el 
cromosoma anfitrión. Los genes que codifican la enzima carboxilante pueden derivar de una variedad de especies 
microbianas. Los genes que codifican las enzimas carboxilantes pueden someterse adicionalmente a 
manipulaciones genéticas de modo que la expresión de la enzima carboxilante dentro del biocatalizador para la 
producción de ácido cis,cis-mucónico se potencia significativamente. 35 
 
En otra realización más de la presente invención, la reserva de PEP dentro de la célula microbiana se incrementa 
disminuyendo o eliminando la actividad de las enzimas piruvato quinasas tales como PykA y PykF que utilizan PEP 
como sustrato. 
 40 
A partir de DAHP, la ruta de aminoácidos aromáticos procede a través de varios compuestos intermedios a 
corismato (CHA), un punto de ramificación para la biosíntesis de tres aminoácidos aromáticos, a saber, L-Tirosina (L-
Tyr), L-Fenilalanina (L-Phe), y L-Triptófano (L-Trp). 
 
En las etapas iniciales de la ruta común de aminoácidos aromáticos, la 3-deshidroquinato (DHQ) sintasa (AroB) 45 
elimina el grupo fosfato de DAHP, lo que conduce a la formación de DHQ. La enzima DHQ deshidratasa (AroD) 
elimina una molécula de agua de DHQ lo que lleva a la formación de 3-deshidroshikimato (DHS) que posteriormente 
se reduce a shikimato (SHK) por la shikimato deshidrogenasa (AroE). La shikimato quinasa I/II (AroK, AroL) fosforila 
shikimato a shikimato 3-fosfato (S3P). Hay una condensación de S3P con PEP que conduce a la formación de 5-
enolpiruvoilshikimato 3-fosfato (EPSP). La formación de EPSP está mediada por la EPSP sintasa (AroA). Un grupo 50 
fosfato de EPSP es eliminado por la corismato sintasa (AroC) lo que conduce a la formación de corismato (CHA). 
 
Como se muestra en la Figura 2, la ruta de aminoácidos aromáticos se puede bloquear a nivel de conversión de 3-
deshidroxiquimato (DHS) en shikimato (SHK) debido a una mutación en el gen aroE que conduce a la acumulación 
de DHS (Niu et al., 2002). La introducción de un gen aroZ exógeno funciona convirtiendo DHS en protocatecuato 55 
(PCA). El PCA se convierte posteriormente en catecol a través de una reacción de descarboxilación mediada por 
una enzima AroY. El catecol se convierte finalmente en ácido cis-cis mucónico (ccMuA) mediante la acción de un 
producto del gen catA. El ccMuA puede ser utilizado por la maleil acetoacetato isomerasa para producir ácido 
mucónico trans-trans (ttMuA). La ruta biosintética de DHS a ccMuA y ttMuA se denomina ruta del ácido mucónico. 
Los tres genes diferentes responsables de la conversión de DHS en ccMuA se pueden obtener a partir de diversas 60 
especies microbianas y se pueden introducir en un microorganismo seleccionado para la producción de ácido 
mucónico tal como Escherichia coli. En una realización preferida de la presente invención, los genes exógenos que 
codifican las proteínas implicadas en la ruta del ácido mucónico se integran en el ADN cromosómico del anfitrión. 
 
Al redirigir la ruta de aminoácidos aromáticos a la producción de ácido cis,cis-mucónico la mutación del gen aroE es 65 
crítica. El gen aroE puede ser completamente inactivado y conducir a un bloqueo total en la biosíntesis de 
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aminoácidos aromáticos como se hizo con la cepa WN1/pWN2.248 de E. coli descrita para la producción de ácido 
mucónico (Niu et al., 2002). Un inconveniente importante con la cepa WN1/pWN2.248 de E. coli y cepas 
relacionadas es que debido a la inactivación completa del gen aroE, esta cepa se ha vuelto auxótrofa para los ácidos 
aromáticos como la fenilalanina, la tirosina y el triptófano, y las vitaminas aromáticas o los compuestos similares a 
las vitaminas mencionados anteriormente. Como resultado, esta cepa durante su crecimiento para la producción de 5 
ácido cis,cis-mucónico requiere la adición exógena de estos seis compuestos (o un intermediario común tal como el 
shikimato), lo que aumenta sustancialmente el coste de la producción comercial de ácido cis,cis-mucónico utilizando 
tal cepa. Un enfoque novedoso para superar esta dependencia de una fuente exógena de aminoácidos aromáticos 
es utilizar una cepa con una mutación de pérdida de función parcial en aroE. El mutante aroE permitiría un flujo 
limitado de carbono a ácido shikímico a la vez que se acumularían cantidades significativas de DHS que a 10 
continuación estarían disponibles para la conversión en PCA mediante la acción de una enzima AroZ. Por lo tanto, el 
uso de una forma mutante con pérdida de función parcial de aroE eliminaría la dependencia de los aminoácidos 
aromáticos exógenos, al mismo tiempo que desviaría el flujo de carbono a ácido cis,cis-mucónico. 
 
Los genes que codifican la síntesis de las proteínas AroZ, AroY y CatA esenciales para la conversión de DHS en 15 
ácido cis,cis-mucónico pueden derivarse de muchas especies microbianas. En una realización, estos genes 
exógenos se integran en el cromosoma anfitrión del biocatalizador que se está desarrollando. En una realización 
preferida, la expresión de estos genes exógenos dentro del biocatalizador es impulsada por un promotor constitutivo 
sin la necesidad de ningún inductor. 
 20 
La enzima 3-deshidroshikimato deshidratasa (AroZ; EC 4.2.1.118) es necesaria para la biosíntesis del 
protocatecuato intermedio. En esta especificación, "AroZ" se referirá a cualquier enzima que catalice la reacción de 
3-deshidroshikimato deshidratasa. En la técnica anterior, esta enzima se expresa a partir del gen aroZ de Klebsiella 
pneumoniae cepa A170-40 (ATCC25597) (Niu et al., 2002, Draths y Frost, 1995). Sin embargo, la actividad 
específica de AroZ varía ampliamente entre organismos, de 0,1 a 261 micromoles/min/mg (Wheeler et al., 1996; Fox 25 
et al., 2008; Pfleger et al, 2008), por lo que puede obtenerse una mejora significativa expresando un gen aroZ 
también conocido como asbF (Fox et al., 2008; Pfleger et al, 2008), qutC (Wheeler et al, 1996), qa-4 (Rutledge, 
1984), y quiC, de un organismo que tiene una actividad específica más alta que K. pneumoniae, por ejemplo 
Acinetobacter baylyi, Aspergillus nidulans (Wheeler et al, 1996), ahora también conocido como Emericella nidulans, 
o Neurospora crassa, (Rutledge, 1984; Stroman et al, 1978), o Podospora anserina, también conocida como 30 
Podospora pauciseta (Hansen et al, 2009). 
 
Como ejemplo concreto, la secuencia de codificante para el gen qa-4 de N. crassa que codifica 3-deshidroxiquimato 
deshidratasa se puede obtener mediante cualquiera de diversos métodos bien conocidos, por ejemplo, síntesis de 
ADN de gen completo, clonación de ADNc, o mediante una combinación de clonación de ADN genómico y PCR o 35 
síntesis del conector de ADN sintético. Como no hay intrones en el gen qa-4, la región codificante puede obtenerse 
por PCR a partir de ADN genómico (Rutledge, 1984). La secuencia proteica de la enzima qa-4 (SEQ ID No. 4) y la 
secuencia de DNA del gen nativo (SEQ ID No. 5) son conocidas. 
 
Alternativamente, se puede construir un casete de expresión para la 3-deshidroshikimato deshidratasa de A. 40 
nidulans. La secuencia codificante para la enzima QutC de A. nidulans puede obtenerse mediante cualquiera de 
varios métodos bien conocidos, por ejemplo, síntesis de ADN de gen completo, clonación de ADNc, o mediante una 
combinación de clonación de ADN genómico y PCR o síntesis del conector de ADN sintético. Se conocen la 
secuencia proteica de QutC (SEQ ID NO. 6) y la secuencia de ADN del gen nativo, que no contiene intrones (SEQ ID 
NO. 7; número de acceso GenBank M77665.1). Se puede obtener un casete de expresión mediante síntesis de 45 
ADN, o mediante una combinación de clonación genómica y PCR, para que la enzima QutC pueda producirse con 
precisión en E. coli. Al expresar una secuencia codificante para QutC de un promotor fuerte y constitutivo en E. coli, 
se puede obtener expresión suficiente de una o dos copias del gen integrado en el cromosoma, obviando la 
necesidad de mantener más de dos copias del casete de expresión en un plásmido multicopia como se ha descrito 
en la técnica anterior (Niu et al., 2002). ), y que puede conducir a inestabilidad. El método descrito anteriormente 50 
puede usarse en general para obtener una secuencia de ADN que codifica una enzima deseada, y esa secuencia 
codificante puede usarse a continuación para construir un casete de expresión diseñado para funcionar en E. coli u 
otro organismo anfitrión microbiano apropiado. 
 
La actividad específica de AroZ también puede mejorarse utilizando la secuencia de proteína de la técnica anterior 55 
(Niu et al., 2002) pero construyendo un casete de expresión mejorado, por ejemplo, en donde se ha instalado un 
promotor más fuerte y/o sitio de unión a ribosoma (RBS) en frente de la región codificante, como se describe en el 
Ejemplo 4. 
 
El gen aroZ que codifica AroZ (3-deshidroshikimato deshidratasa) de la cepa A170-40 de Klebsiella pneumoniae se 60 
puede obtener como se describe en la técnica anterior. La secuencia de ADN del gen y el ADN circundante se 
puede determinar por métodos bien conocidos en la técnica. Un gen heterólogo de la invención tal como aroZ puede 
integrarse en un casete de expresión utilizando una secuencia de ADN nativa o puede sintetizarse con una 
secuencia con codones optimizados para el organismo anfitrión deseado. Un gen aroZ se puede clonar como se 
describe (Draths y Frost, 1995) a partir de cualquier otro microbio que contenga un gen aroZ activo, por ejemplo la 65 
cepa 342 de K. pneumoniae, Acinetobacer Sp. ADP1 (Acinetobacter baylyi ADP1), Bacillus thuringiensis, Emericella 
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nidulans, Erwinia amylovora, Pseudomonas putida W619, y muchos otros. 
 
La enzima protocatecuato descarboxilasa (AroY; EC 4.1.1.63) es necesaria para la biosíntesis del catecol 
intermedio. En esta memoria descriptiva, "AroY" se referirá a cualquier enzima que catalice la reacción de 
protocatecuato descarboxilasa. En el estado de la técnica, esta enzima se expresa a partir del gen aroY de la cepa 5 
A170-40 de Klebsiella pneumoniae (ATCC25597) en un plásmido multicopia (Niu et al., 2002). Sin embargo, una vez 
más puede obtenerse una mejora en el procedimiento produciendo suficiente enzima a partir de una o dos copias de 
un casete de expresión integrado en el cromosoma del organismo anfitrión. Esto se puede lograr obteniendo un gen 
aroY de un organismo que produce naturalmente una enzima AroY que tiene una actividad específica más alta que 
la de la enzima AroY de K. pneumoniae de la técnica anterior, o aumentando el nivel de expresión de AroY de K. 10 
pneumoniae construyendo un casete de expresión que, por ejemplo, utiliza un promotor constitutivo fuerte y/o RBS 
fuerte como se describió anteriormente en el Ejemplo 4. La secuencia de proteína para AroY de la cepa A170-40  de 
K. pneumoniae se proporciona en el SEQ ID NO. 8. El gen correspondiente, aroY, se puede clonar como se ha 
descrito anteriormente (Draths y Frost, 1995), o basándose en la secuencia de la proteína, se puede sintetizar con 
codones optimizados para el organismo anfitrión deseado. 15 
 
El gen aroY puede obtenerse a partir de cualquier otro microorganismo que contenga un homólogo o análogo, por 
ejemplo, la cepa NCTC418 de K. pneumoniae (ATCC15380), Klebsiella pneumoniae 342, y Arxula adeninivorans 
(Sietmann et al, 2010). La secuencia de ADN del gen aroY de Klebsiella pneumoniae 342 y el ADN circundante se 
proporciona como SEQ ID NO. 9. 20 
 
La enzima catecol 1,2-dioxigenasa (CatA; EC 1.13.11.1) es necesaria para la última etapa de la biosíntesis del ácido 
cis,cis-mucónico. En esta memoria descriptiva, "CatA" se referirá a cualquier enzima que catalice la reacción de 
catecol 1,2-dioxigenasa. En la técnica anterior, esta enzima se expresa a partir del gen catA de la cepa ADP1 de 
Acinetobacter calcoaceticus en un plásmido multicopia (Niu et al., 2002). La cepa fuente, cepa ADP1 de 25 
Acinetobacter calcoaceticus, aparentemente ha sido renombrada Acinetobacter Sp. ADP1 y Acinetobacter baylyi 
ADP1 (Neidle y Ornston, 1986; Barbe et al., 2004; de Berardinis et al, 2008). En este ejemplo de la técnica anterior, 
el gen catA se expresó desde un promotor Ptac, que requiere lactosa o IPTG (isopropiltiogalactósido) como inductor. 
Estos compuestos son demasiado costosos para su uso en fermentaciones comerciales, por lo que de nuevo, se 
necesitan mejoras significativas en el procedimiento, tanto para eliminar la necesidad de un inductor costoso como 30 
para crear una cepa más estable integrando el casete de expresión en el cromosoma. Esto se puede lograr 
construyendo un casete de expresión para el gen catA que utiliza un promotor constitutivo fuerte, RBS fuerte y/o 
ARNm más estable como se ha descrito anteriormente en los otros Ejemplos. 
 
La secuencia de ADN del gen catA y secuencias circundantes de Acinetobacter baylyi ADP1 se proporciona en SEQ 35 
ID NO. 10. La secuencia de proteína para CatA de la misma cepa se proporciona en SEQ ID NO. 11. En una 
realización preferida, el casete de expresión para catA contiene uno o dos marcos de lectura abiertos adicionales 
que existen naturalmente aguas abajo de catA, para aumentar el nivel de expresión del gen catA (Schirmer y Hillen, 
1998). Muchos otros organismos pueden ser una fuente de gen catA, por ejemplo Pseudomonas arvilla, 
Pseudomonas_fluorescens (Nakazawa et al., 1967; Kojima et al, 1967), Cepa 2065 de Streptomyces Sp. (Iwagami et 40 
al, 2000), Cupriavidus necator 335T, y muchos otros (Pérez-Pantoja et al, 2008). 
 
Con el fin de mejorar el flujo de carbono hacia el ácido cis,cis-mucónico, es necesario bloquear otras rutas que se 
ramifican fuera de la ruta de aminoácidos aromáticos, además de reducir el flujo de carbono de DHS a shikimato 
(SHK) mediante el uso de un mutante aroE con pérdida de función parcial. Algunas bacterias, por ejemplo en el 45 
género Acinetobacter y Pseudomonas, contener un gen llamado pobA, que codifica una enzima, p-hidroxibenzoato 
hidroxilasa, que convierte el DHS en ácido gálico. Aunque no se ha encontrado un homólogo o análogo de PobA en 
E. coli, cepas de E. coli modificadas genéticamente para producir DHS secretan cantidades medibles de ácido gálico 
(Li y Frost, 1999), por lo que es probable que tal enzima exista en E. coli. Además, el PCA derivado de DHS se 
puede convertir en ácido gálico mediante la acción de la enzima p-hidroxibenzoato hidroxilasa (PobA) codificada por 50 
el gen pobA. El ácido gálico así producido puede convertirse posteriormente en pirogalol. Una forma de bloquear el 
flujo de carbono a ácido gálico y pirogalol en el biocatalizador seleccionado para un ácido cis,cis-mucónico mejorado 
es bloquear o disminuir la actividad de la proteína p-hidrobenzoato hidroxilasa (PobA) a través de manipulaciones 
genéticas. Del mismo modo, DHQ, el precursor de DHS también puede ser activado por la shikimato deshidrogenasa 
codificada por aroE conduciendo a la producción de ácido quinico. En una realización de la presente invención, la 55 
enzima mutante AroE con pérdida de función parcial se selecciona o escruta adicionalmente para determinar su 
incapacidad o reducción de capacidad para convertir DHQ en ácido quinánico. 
 
Existen varias ventajas en la producción de ácido trans,trans-mucónico en lugar de ácido cis,cis-mucónico. Se 
prefiere el ácido trans,trans-mucónico sobre el ácido cis,cis-mucónico en la reacción de Diels Alder con etileno para 60 
la producción de ácido tereftálico. Un biocatalizador con una ruta aromática manipulada genéticamente produce 
ácido cis,cis-mucónico que se puede convertir en ácido trans,trans-mucónico fuera de la célula utilizando 
procedimientos de conversión química. Por otro lado, mediante la introducción de una enzima maleilacetoacetato 
isomerasa o isomerasa similar en el biocatalizador, es posible convertir el ácido cis,cis-mucónico en ácido 
trans,trans-mucónico dentro del biocatalizador bacteriano. 65 
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La memoria descriptiva de esta solicitud de patente proporciona diversos aspectos diferentes de la invención 
relacionados con la construcción de una cepa microbiana para la producción eficaz de ácido mucónico. Un experto 
en la técnica puede compilar varios aspectos diferentes de la presente invención para construir un biocatalizador con 
una eficacia muy alta para la producción de ácido mucónico. 
 5 
Sección experimental 
 
Observaciones generales 
 

Preparaciones de cepas e inóculos: En la Tabla 1 se proporciona una lista de las cepas bacterianas y los plásmidos 10 
utilizados en la presente memoria. Todos los ejemplos específicos de construcciones de cepas descritos en la 
presente memoria derivan de una Cepa C de E. coli de tipo salvaje. (ATCC 8739), o cepas K-12 de E. coli (YMC9 o 
MM294) pero los elementos genéticos descritos en la presente memoria se pueden ensamblar en cualquier otra 
cepa adecuada de E. coli, y los casetes de expresión o análogos y homólogos apropiados de los elementos 
genéticos descritos en la presente memoria pueden ensamblarse en cualquier otro microorganismo adecuado, como 15 
otras especies de bacterias, arqueas, levaduras, algas y hongos filamentosos que puedan utilizarse para la 
producción comercial de ácido cis,cis-mucónico a través de un procedimiento de fermentación. 
 
E. coli C es capaz de fermentar glucosa al 10% en medios minerales AM1. El medio AM1 contiene 2,63 g/L de 
(NH4)2HPO4, 0,87 g/L de NH4H2PO4, MgSO4 1,5 mM, betaína  1,0 mM y 1,5 mL/L de elementos traza. Los elementos 20 
traza se preparan como una provisión de partida 1000X y contienen los siguientes componentes: 1,6 g/L de FeCl3, 
0,2 g/L de CoCl2•6 H2O, 0.1 g/L de CuCl2, 0,2 g/L de ZnCl2•4H2O, 0,2 g/L de NaMoO4, 0,05 g/L de H3BO3 y 0,33 g/L 
de MnCl2•4H2O. El pH del caldo de fermentación se mantiene a 7,0 con KOH 1,0 - 10,0 M o hidróxido de amonio 1,0 
- 9,0 M. 
 25 
Fermentaciones: Las fermentaciones se iniciaron haciendo un aislamiento en una placa de NBS-glucosa al 2% 
(Jantama et al., 2008a) de nueva aportación a partir de una provisión de partida de glicerol al 40% de una cepa de E. 
coli modificada genéticamente y almacenada en un congelador a -80°C. Los plásmidos, si están presentes, se 
retienen incluyendo los antibióticos apropiados en las placas de agar y los medios líquidos. La ampicilina (sal de 
sodio) se utiliza a 150 mg/L, espectinomicina HCL a 100 mg/L, tetraciclina HCl a 15 mg/L y sulfato de kanamicina a 30 
50 mg/L. Después de 24 a 48 horas (37°C), se recoge una sola colonia en 25 mL del mismo medio en un matraz 
oscilante. Después de oscilar a 200 rpm a 37°C hasta que las células hayan crecido a una DO600 de 
aproximadamente 1,0, el cultivo se enfría sobre hielo y se agrega un volumen igual de glicerol estéril al 80%. Se 
congelan alícuotas de 2 mL a -80°C para su uso como inóculos para las fermentaciones. 
 35 
Crecimiento celular: La masa celular se estimó midiendo la densidad óptica a 550 nm (DO550) o 600 nm (DO600) 
utilizando un espectrofotómetro Thermo Electronic Spectronic 20. 
 
Análisis de compuestos intermedios en la ruta del ácido shikímico y las rutas del ácido mucónico: El ácido mucónico 
total producido en caldos de fermentación, que incluye ácido cis,cis-mucónico y ácido cis,trans-mucónico, y otros 40 
intermedios bioquímicos se analizaron mediante HPLC con un aparato Waters Alliance y verificando la absorbancia 
a 210 nm o el índice de refracción a 45°C, utilizando patrones adquiridos a Sigma-Aldrich. La columna era una 
BioRad Aminex HPX-87H ejecutada a 50°C con ácido sulfúrico 8 mM como fase móvil a un caudal de 0,6 mL/min 
durante 40 minutos. En la Figura 3 se muestra un cromatógrafo de patrones adquiridos (Sigma-Aldrich). Para 
preparar la HPLC, las muestras de fermentación se diluyen 10 o 100 veces en tampón de fosfato de potasio 0,05 M, 45 
pH 7,0, para preservar la forma cis,cis del ácido mucónico de la isomerización a la forma cis,trans. 
 
Para separar los isómeros del ácido mucónico, las muestras preparadas como anteriormente se ejecutaron en un 
segundo sistema de HPLC. El aparato era un HPLC Agilent 1200, la columna era una Eclipse XDB-C18 de Agilent, 
4,6 x 150 mm ejecutada a 30 grados centígrados con una fase móvil de KH2PO4 50 mM en metanol del 30% 50 
ajustado a pH 3,0 con ácido fosfórico. El caudal fue de 1 mL/min durante 4 minutos, con detección mediante 
absorbancia a 278 nm. El patrón de ácido cis,trans-mucónico se creó disolviendo el ácido cis,cis-mucónico en agua y 
permitiendo que experimentara isomerización espontánea catalizada por ácido durante aproximadamente 2 horas a 
temperatura ambiente, hasta que el pico de HPLC se hubo desplazado completamente a una nueva posición. Los 
otros patrones fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. En la Figura 4 se muestra un cromatógrafo que muestra los 55 
patrones. 
 
Composición del medio de producción de ácido mucónico para el procedimiento de fermentación: Cada litro de 
medio de fermentación contiene 50 mL/L de KH2PO4 1M, 10 mL de ácido cítrico de 200 g/L + citrato férrico de 25 
g/L, 1,2 mL de ácido sulfúrico al 98% y una gota de Antifoam 204. Estos componentes se mezclaron con suficiente 60 
agua para dejar espacio para la adición de otros componentes a continuación. Después del tratamiento en 
autoclave, se agregaron los siguientes componentes: 10, 20, 30 o 40 mL de glucosa al 50% (para proporcionar 5, 
10, 15 o 20 g/L final), 2 mL de MgSO4 1M, 1 mL de CaCl2 0,1 M , 10 mL de elementos 1000X Trace (Jantama et al., 
2008a), 1, 2, 4 u 8 mL de fenilalanina de 50 g/L + tirosina de 50 g/L + triptófano de 50 g/L (para obtener 0,5, 0,1, 0,2, 
o 0,4 g/L final), 10 mL de ácido p-hidroxibenzoico de 1 g/L + ácido p-aminobenzoico de 1 g/L de + ácido 2,3-65 
dihidroxilbenzoico de 1 g/L, y, según sea necesario, 1 mL de ampicilina (sal sódica) de 150 mg/ml y/o 1 mL de 
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Espectinomicina HCl de 100 mg/ml. 
 
Para las fermentaciones de alimentación discontinua, el frasco de alimentación contenía 600 g/L de glucosa anhidra 
y 32 mL/L de fenilalanina de 50 g/L + tirosina de 50 g/L + triptófano de 50 g/L. Se utilizó NH4OH 9M como base para 
mantener el pH del medio de fermentación. 5 
 
Para los matraces oscilantes, se sustituyeron las sales de NBS (Jantama et al., 2008a) más tampón MOPS 0,2 M, 
pH 7,4, por la mezcla pre-autoclave descrita anteriormente, pero la glucosa y los otros aditivos fueron los mismos. 
 
Las fermentaciones de alimentación discontinua se realizaron en fermentadores científicos New Brunswick de 7L con 10 
pH, OD, temperatura, glucosa y velocidad de alimentación controlados por controladores DCU o soporte lógico 
Biocommand. La temperatura se mantuvo a 37°C, el pH se mantuvo a 7,0 con agua amoniacal 9 N y el oxígeno 
disuelto (OD) se mantuvo a 30% de saturación de aire mientras se aumentaba la velocidad del impulsor de 750 rpm 
a 1200 rpm. La concentración de glucosa inicial en el medio deseado fue de aproximadamente 5 a 25 g/L. Se añadió 
una solución de glucosa al fermentador cuando la concentración de glucosa se redujo por debajo de 5 g/L, y la 15 
velocidad de alimentación de glucosa se controló mediante el nivel de oxígeno disuelto. El tiempo de fermentación 
total fue de 48 horas y el título final fue de 16 g/L de ácido mucónico. 
 
Construcción de plásmidos que expresan genes de la ruta del ácido mucónico: Los tres genes heterólogos 
requeridos para la conversión de DHS en ácido mucónico se clonaron individualmente o combinados en un plásmido 20 
de bajo número de copias, pCL1921 (Lerner e Inouye, 1990). La secuencia de ADN de pCL1921 se proporciona en 
SEC ID NO. 20 en la Tabla 3. En resumen, las secuencias codificante de los análogos u homólogos de catAX, aroY 
y aroZ fueron sometidos a optimización de codones para determinar la expresión en E. coli y sintetizados 
comercialmente (GeneArt, Invitrogen). A continuación, estas secuencias se amplificaron mediante PCR utilizando un 
cebador directo que porta un único sitio de unión al ribosoma y un cebador inverso que porta una secuencia 25 
terminadora única para cada gen. El fragmento de PCR resultante se digirió con enzimas de restricción y se clonó 
aguas abajo de una secuencia promotora constitutiva única mediante procedimientos de clonación molecular 
convencionales. Las secuencias promotoras se clonaron mediante amplificación por PCR a partir de las secuencias 
de ADN de origen descritas previamente (Solicitud de Patente de los Estados Unidos. 20090191610; Patente de 
Estados Unidos 7244593) seguido de digestión de restricción y clonación molecular convencional. La secuencia de 30 
promotor-RBS-secuencia codificante-terminador constituía conjuntamente un casete de expresión. A continuación, 
se combinaron casetes de expresión individuales para generar plásmidos que expresaban uno, dos o los tres genes 
de la ruta del ácido mucónico. 
 
Ejemplo 1 35 
 
Aumento de la expresión de aroG y aroF. 
 
El gen tyrR de E. coli puede mutarse mediante cualquiera de una serie de métodos bien conocidos, tal como 
mutagénesis química o por radiación y escrutinio (por ejemplo, mediante PCR y secuenciación de ADN) o selección 40 
para determinar la resistencia a análogos (por ejemplo, resistencia a 4-fluorotirosina), mutagénesis por 
transposones, mutagénesis por bacteriófago Mu, o transformación. En una realización preferida, la mutación en el 
gen tyrR es una mutación nula (una mutación que no deja actividad detectable), y en una realización más preferible, 
se elimina al menos una porción del gen tyrR. Esto se puede lograr, por ejemplo, utilizando un método de 
transformación en dos etapas que utiliza moléculas de ADN lineal (Jantama et al, 2008a, Jantama et al, 2008b). En 45 
la primera etapa, se integra un casete cam

R
, sacB en el locus tyrR para reemplazar la mayoría o la totalidad del 

marco de lectura abierto de tyrR mediante doble recombinación y seleccionando mediante resistencia al 
cloranfenicol. En la segunda etapa, un ADN lineal que comprende una versión del gen tyrR con deleción se integra 
mediante doble recombinación, seleccionando mediante resistencia a sacarosa al 5% en un medio rico tal como LB. 
Las eliminaciones correctas se identifican y confirman mediante la reacción en cadena de la polimerasa de 50 
diagnóstico (PCR). El propósito de la deleción de tyrR es aumentar la expresión de aroG y aroF. Un enfoque 
alternativo que logra un resultado similar es reemplazar el promotor nativo en frente de aroG y/o aroF con un 
promotor constitutivo fuerte y añadir, si fuera necesario, un terminador de transcripción. En el Ejemplo 4 de más 
abajo se proporcionan más detalles sobre cómo se logra esto en general. 
 55 
El último de los dos enfoques descritos anteriormente para superar la represión de las actividades AroG y AroF por 
la proteína TyrR es preferible, ya que la deleción de tyrR puede causar una expresión en exceso no deseada de 
genes tales como aroLM (Neidhardt y Curtiss, 1996). En el Ejemplo 4 de más abajo se proporcionan más detalles 
sobre cómo se logra esto en general.  
 60 
Ejemplo 2 
 
AroG y AroF resistentes a la retroalimentación  
 

Las mutaciones en el gen aroG que conducen a una enzima AroG resistente a la retroalimentación (3-desoxi-D-65 
arabinoheptulosonato-7-fosfato sintasa o DAHPS) son bien conocidas en la técnica (Shumilin et al., 1999, Kikuchi et 
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al., 1997, Shumilin et al., 2002). También son bien conocidos los métodos para crear, identificar y caracterizar tales 
mutaciones (Ger et al., 1994, Hu et al., 2003). Una mutación preferible es aquella que conduce a la resistencia 
completa a la inhibición por fenilalanina. Se puede introducir cualquiera de las mutaciones resistentes a la 
retroalimentación conocidas publicadas en un gen aroG contenido en el cromosoma o en un plásmido mediante 
cualquiera de varios métodos bien conocidos, un ejemplo de los cuales es la PCR mutagénica en la que se sintetiza 5 
la mutación deseada como parte de un oligonucleótido cebador de PCR (Hu et al., 2003). La correcta instalación de 
la mutación se confirma mediante la secuenciación del ADN. La secuencia del gen aroG de tipo salvaje de E. coli C 
se proporciona en SEQ ID NO. 18. Una mutación preferida es una mutación puntual que cambia el aminoácido 150 
de AroG de prolina a leucina, por ejemplo cambiando el codón 150 de CCA a CTA (Hu et al., 2003). En una 
realización más preferida, el codón 150 se cambia de CCA a CTG, que es un codón preferido en E. coli. Este alelo 10 
particular de aroG es preferible, ya que la DAHP sintasa codificada es completamente resistente a la inhibición por 
fenilalanina hasta 3 mM, y tiene una actividad específica similar a la enzima de tipo salvaje (Hu et al., 2003). 
 
Se pueden obtener alelos de aroG resistentes a la retroalimentación adicionales mediante mutagénesis y selección 
para determinar la resistencia a uno o más análogos de fenilalanina, tales como beta-2-tienilalanina, p-15 
fluorofenilalanina, p-clorofenilalanina, o-fluorofenilalanina y o-clorofenilalanina, y a continuación demostrar que la 
mutación que causa la resistencia está vinculada al gen aroG (Ger et al., 1994; Patente de Estados Unidos Núm. 
4.681.852). El enlace a aroG se puede demostrar directamente mediante secuenciación de ADN o ensayo 
enzimático en presencia y ausencia de fenilalanina, (Ger et al., 1994) o indirectamente mediante transducción y 
selección mediada por fago para un marcador genético en o cerca del locus aroG que se puede seleccionar, ya sea 20 
a favor o en contra (Patente de Estados Unidos Núm. 4.681.852). Tal marcador genético puede ser una deleción o 
mutación puntual en el propio gen aroG, o una mutación en cualquier gen adecuado estrechamente relacionado, tal 
como nadA en caso de E. coli. Como un ejemplo en E. coli, después de la mutagénesis y la selección para 
determinar  la resistencia al análogo de fenilalanina, se pueden utilizar mutantes individuales o grupos de mutantes 
como donantes para la transducción mediada por P1 en un receptor no sometido a tratamiento previo en el que se 25 
han suprimido los tres genes de DAHP sintasa, aroG, aroF, y aroH, y seleccionar para crecer en un medio mínimo 
apropiado. Los transductantes se enriquecerán a continuación en mutaciones en el gen o los genes deseados. 
Alternativamente, después de la mutagénesis y la selección de la resistencia análoga, se pueden utilizar mutantes 
individuales o grupos de mutantes como donantes para la transducción mediada por P1 en una cepa receptora no 
sometida a tratamiento previo que contiene una mutación nula en el gen nadA, seleccionando de nuevo para 30 
determinar el crecimiento en un medio mínimo apropiado que carece de nicotinamida. Otro enfoque es seleccionar 
mutantes resistentes en un fondo de cepa que contiene un transposón, por ejemplo Tn10, inserción cerca del gen 
aroG, tal como en el gen nadA. La transducción de P1 de mutantes resistentes análogos a un fondo de cepa que no 
contenga dicho transposón y la selección con tetraciclina u otra resistencia adecuada a antibióticos producirá el 
enriquecimiento en las mutaciones aroG deseadas. En todos estos enfoques, la resistencia a la retroalimentación se 35 
confirma finalmente mediante el ensayo enzimático y la secuenciación del ADN del gen. Los autores de la presente 
invención se referirán a los alelos de aroG que son resistentes a la inhibición por retroalimentación como aroG*. 
 
La cepa WM191 (ΔtyrR, ΔaroF) se obtuvo de YMC9 (ATCC 33927). El método de reemplazo de genes de dos 
etapas (Jantama et al., 2008a) se utilizó para instalar deleciones limpias tanto en tyrR como en aroF, para 40 
proporcionar la cepa WM191. A continuación, se transdujo un alelo nadA::Tn10 de CAG12147 (CGSC 7351, Coli 
Genetic Stock Center, Yale University) para proporcionar la cepa WM189 (Δtyr-R, ΔaroF, nadA::Tn10). La selección 
fue en LB más tetraciclina HCl (15 mg/L). La cepa RY890 (ΔtyrR::kan, aroF363) se obtuvo de MM294 (ATCC 33625) 
en tres etapas mediante transducción de P1. Las cepas donantes, por orden, fueron JW1316-1 (CGSC 9179, Coli 
Genetic Stock Center, Universidad de Yale), NK6024 (CGSC 6178, Coli Genetic Stock Center, Universidad de Yale) 45 
y AB3257 (CGSC 3257, Coli Genetic Stock Centre, Yale University), y las tres selecciones, en orden, fueron LB más 
sulfato de kanamicina (50 mg/L), LB más hidrocloruro de tetraciclina (15 mg/L) y glucosa mínima de NBS (Jantama 
et al., 2008a) con tiamina HCl (5 mg/L). 
 
WM189 se mutagenizó con luz UV a aproximadamente 20% de supervivencia y se sembró en medio de glucosa 50 
mínimo NBS (Jantama et al., 2008a) que contenía o-fluorofenilalanina (1 mM), tiamina (5 mg/L) y nicotinamida (1 
mM). Las colonias de cada una de varias placas se recogieron en grupos separados, y se realizaron productos 
lisados de P1vir en cada grupo. Estos productos lisados se utilizaron para transducir WM191 a resistencia a 
tetraciclina (15 mg/L) en medio LB, y las colonias obtenidas se replicaron en placas con medio de glucosa mínimo 
NBS que contenía o-fluorofenilalanina 1 mM, tiamina (5 mg/L) y nicotinamida (1 mM). Se supuso que las réplicas de 55 
colonias que sobrevivieron tanto a la tetraciclina como al análogo contenían una mutación resistente a la 
retroalimentación en aroG. Se eligieron ocho colonias individuales de 5 grupos independientes para la secuenciación 
del ADN. Las regiones codificantes de aroG se amplificaron mediante reacción en cadena de la polimerasa y se 
secuenciaron. Los resultados, que se muestran en la Tabla 4, revelaron que cada una de las ocho cepas contenía 
una mutación puntual en su gen aroG. Algunos de los alelos eran idénticos a los alelos publicados, pero algunos 60 
eran novedosos. 
 
Se usó un producto lisado de P1vir de uno de los grupos descritos anteriormente para transducir RY890 (que tiene 
un alelo de tipo salvaje de aroG) a resistencia a tetraciclina y resistencia a o-fluorofenilalanina (0,3 mM) mediante 
siembra de placas por duplicado tal como se describió anteriormente. Se seleccionaron cuatro colonias, 65 
denominadas RY893, RY897, RY899 y RY901, para la secuenciación del ADN (Tabla 4), y nuevamente, dos de los 
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alelos fueron idénticos a un alelo publicado, pero dos fueron nuevos. La cepa RY902, que es isogénica para las 
últimas cuatro cepas, pero contiene un gen aroG de tipo salvaje, se construyó como control, por transducción de 
CAG12147. Estas cinco cepas se cultivaron durante la noche en matraces oscilantes en 25 mL de glucosa mínima 
NBS (15 g/L) más tiamina HCl (5 mg/L) y nicotinamida (1 mM). Las células resultantes se recogieron mediante 
centrifugación, se resuspendieron para enjuagarlas con 10 mL de agua, se centrifugaron nuevamente y se 5 
resuspendieron en 0,5 mL de fosfato de potasio 50 mM, pH 7,0. Las células suspendidas se lisaron mediante 
agitación vorticial con tres gotas de cloroformo, y el producto lisado bruto se sometió a ensayo para determinar la 
actividad de DAHP sintasa utilizando un método similar al descrito en la bibliografía (Hu et al., 2003), con las 
siguientes modificaciones. El tampón de fosfato era 50 mM (concentración final), pH 7,0, la concentración final de 
eritrosa-4-fosfato era 2 mM, la concentración final de fosfoenol piruvato era 5 mM, la temperatura de incubación era 10 
30°C y la reacción se detuvo a los 10 minutos. Los autores de la presente invención definieron 1 mU como la 
actividad que produjo 1 nMol de DAHP por minuto por miligramo de proteína. Para someter a ensayo la resistencia a 
la retroalimentación, cada producto lisado bruto se sometió a ensayo con o sin fenilalanina a una concentración final 
18 mM. Los resultados del ensayo se muestran en la Tabla 5. Las enzimas mostraron actividad específica y 
resistencia a la fenilalanina variables, pero todas las versiones de mutantes seleccionados que se sometieron a 15 
ensayo fueron significativamente más resistentes que los controles de tipo salvaje. 
 
Los alelos de aroG de RY893, RY899, RY901 y RY902, descritos anteriormente, se introdujeron en un fondo de 
cepa que produce ácido mucónico de la siguiente manera. Se utilizaron P1vir lisados de las cepas donantes aroG* y 
aroGwt para transducir MYR219 (E. coli C, ΔaroE, Δack::P15-aroB, pMG37) a resistencia a tetraciclina HCl (15 mg/L), 20 
para proporciona nuevas cepas RY903, RY909, RY911 y RY912, respectivamente. Cada una de estas cepas se 
transdujo a continuación a resistencia a sulfato de kanamicina (50 mg/L) utilizando un producto lisado de P1vir de 
JW1316-1, para introducir el alelo ΔtyrR::kan, para proporcionar las cepas RY913, RY919, RY921 y RY922, 
respectivamente. La selección con espectinomicina se mantuvo durante todo el tiempo para mantener el plásmido 
mucónico. Las cuatro cepas resultantes se cultivaron durante 48 horas a 37°C en matraces oscilantes en 25 mL de 25 
medio mínimo NBS (Jantama et al., 2008a) que contenía suplementos de 20 g/L de glucosa, tampón MOPS 0,2 M, 
pH 7,4, nicotimamida (1 mM), fenilalanina (100 mg/L), tirosina (100 mg/L), triptófano (100 mg/L), ácido p-
hidroxibenzoico (1 mg/L), ácido p-aminobenzoico (1 mg/L), ácido 2,3-dihidroxibenzoico (1 mg/L), rojo fenol (10 mg/L) 
y sulfato de amonio (1 g/L). El pH se mantuvo próximo a 7 según se estimó a simple vista a partir del color del rojo 
fenol, frente a un patrón de pH 7,0, mediante la adición manual de alícuotas de 1 mL de KOH 1,0 M a demanda a los 30 
matraces oscilantes. El ácido mucónico producido se analizó mediante HPLC como se describió anteriormente, y los 
resultados se muestran en la Tabla 6. Las tres cepas que contenían un alelo de aroG* resistente a la 
retroalimentación produjeron más ácido mucónico que la cepa isogénica que contiene el alelo de aroG de tipo 
salvaje. En un experimento separado descrito en la presente memoria, cepa MYR205, que contenla aroG en el 
plásmido multicopia pCP32AMP, produjo 1,5 g/L de ácido mucónico en un matraz oscilante. Por lo tanto, los autores 35 
de la presente invención han demostrado que la combinación de ΔtyrR y aroG* de copia única cromosómica puede 
funcionar bien en comparación con un plásmido aroG isogénico que contiene cepa para producir ácido mucónico en 
matraces oscilantes. La estabilidad genética superior inherente de los alelos cromosómicos en comparación con los 
alelos plasmídicos, más la atenuación de la necesidad de un medio selectivo para mantenerse en un plásmido, hace 
que las nuevas cepas descritas en la presente memoria sean más adecuadas para fermentaciones comerciales a 40 
gran escala. Adicionalmente, no se requirió ningún inductor químico para la expresión de los genes de la ruta del 
ácido mucónico. Por lo tanto, las cepas de la presente invención descrita anteriormente se mejoran con respecto a 
las de la técnica anterior (Niu et al., 2002), todas las cuales contienen el gen para la expresión en exceso de DAHP 
sintasa en un plásmido multicopia no deseable. 
 45 
De forma similar a la descrita anteriormente para AroG, una mutación que conduce a una isozima AroF o AroH que 
es resistente a la inhibición por retroalimentación mediante tirosina puede instalarse en un plásmido o en el 
cromosoma. Una mutación preferida es una mutación puntual que cambia el aminoácido 148 de AroF de prolina a 
leucina, por ejemplo cambiando el codón 148 de CCG a CTG (Weaver et al., 1990), para proporcionar un gen 
llamado aroF*. Otros alelos de aroF* pueden aislarse por resistencia a análogos de tirosina (por ejemplo, o-50 
fluorotirosina, m-fluorotirosina, p-fluorofenilalanina, etc.) de forma análoga a la descrita anteriormente para los alelos 
de aroG*. Los alelos aroF* pueden seleccionarse, enriquecerse y transducirse mediante unión a un transposón o a 
una inserción de resistencia a kanamicina, por ejemplo, en un ΔyfiR::kan estrechamente ligado como en una cepa 
como JW2584 (CGSC 10051, Coli Genetic Stock Center, Universidad de Yale). 
 55 
Ejemplo 3 
 
Deleción de aroE a partir del ADN cromosómico y producción de ácido mucónico 
 
En este ejemplo, se investigó el efecto de la expresión en exceso de aroB y aroG en plásmidos multicopia así como 60 
en la expresión de genes que codifican proteínas funcionales en la ruta del ácido mucónico. Se utilizó la cepa 
MYR34 que contiene una deleción en el gen aroE que codifica la shikimato deshidrogenasa como cepa parental en 
estos estudios. La eliminación de la copia cromosómica de aroE se llevó a cabo de una manera similar a la descrita 
anteriormente en el Ejemplo 1. Cuando MYR34 se transformó con el plásmido pCP32AMP que expresaba en exceso 
el gen aroG que codificaba la proteína DAHP sintasa funcional en la ruta del ácido shikímico, hubo un aumento 65 
significativo en la acumulación de DHS. Cuando MYR34 se transformó con el plásmido que expresa aroB de un 
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promotor constitutivo, no se observó un aumento significativo de acumulación de DHS. Sin embargo, cuando la cepa 
MYR34 de E. coli se transformó con el plásmido que expresa ambos genes aroB y aroG, hubo un aumento de 
acumulación de DHS que se observó con MYR34 transformada con aroG solo, lo que sugiere que aroB es un cuello 
de botella secundario en la producción de DHS (Figura 5). 
 5 
En los experimentos presentados en la Figura 6, se examinó efecto de una copia adicional del gen aroB integrado en 
el ADN cromosómico del anfitrión. En la cepa MYR170 de E. coli derivada de MYR34, una copia adicional del gen 
aroB bajo el control del promotor P15 se integró en el cromosoma del anfitrión en el locus ack. Cuando la cepa 
MYR170 se transformó con el plásmido pCP32AMP, hubo un ligero aumento de la acumulación de DHS en 
comparación con la acumulación de DHS detectada en la cepa MYR34 transformada con el mismo plásmido. Este 10 
ligero aumento de la acumulación de DHS en MYR170 se puede atribuir a una copia adicional del gen aroB 
integrado en el ADN cromosómico del anfitrión. Cuando MYR170 se transformó con pCP54 expresando ambos 
genes aroB y aroG, hubo un aumento adicional de la acumulación de DHS sugiriendo que aroB es un cuello de 
botella secundario en la producción de DHS. 
 15 
La Figura 7 proporciona los resultados sobre la producción de ácido mucónico con las cepas MYR34 y MYR170 de 
E. coli. Habiendo establecido que en las cepas MYR34 y MYR170 de deleción de aroE, con la expresión en exceso 
de los genes aroB y aroG hay una acumulación de DHS, se hicieron esfuerzos para ver si la expresión de los genes 
de "ruta mucónica" que codifican las proteínas funcionales en la ruta de producción de ácido mucónico conduciría a 
la conversión de DHS en ácido cis,cis-mucónico. En estos experimentos, las cepas de E. coli MYR34 y MYR170 se 20 
transformaron con el plásmido pMG37 solo o con ambos plásmidos pMG37 y pCP32AMP. El plásmido pMG37 
expresa los genes aroZ, aroY y catAX que codifican proteínas funcionales en la ruta del ácido mucónico. La 
producción de ácido mucónico tanto en MYR34 como en MYR170 aumentó cuando estas cepas bacterianas se 
transformaron con los plásmidos pCP32AMP y pMG37 en comparación con la producción de ácido mucónico en 
estas dos cepas transformadas solo con el plásmido pMG37, lo que sugiere que en estas cepas la expresión de 25 
aroB es el cuello de botella para la producción de ácido cis,cis-mucónico. 
 
Ejemplo 4 
 
Expresión en exceso de tktA 30 
 

La transcetolasa codificada por tktA es una enzima clave en la ruta de la pentosa fosfato y se cree que es limitante 
para la producción de eritrosa-4-fosfato, uno de los productos intermedios clave en la producción de ácido mucónico. 
Se sabe que la expresión en exceso de tktA, que codifica la transcetolasa, instalando el gen con su promotor nativo 
en un plásmido multicopia (Sprenger et al, 1995, 1995a), mejora el flujo en la ruta aromática (Draths et al., 1992). Sin 35 
embargo, tales plásmidos son inestables, y a menudo requieren selección con antibióticos para su mantenimiento. 
Otro enfoque en la técnica anterior era añadir una copia adicional del gen tktA al cromosoma de la cepa anfitriona 
(Niu et al., 2002). Sin embargo, una copia adicional de tktA con su promotor nativo no es suficiente para saturar la 
ruta aromática con eritrosa-4-fosfato, ya que su promotor nativo no está muy cerca del ideal. Como tal, el 
procedimiento necesita una mejora sustancial. 40 
 
Se puede obtener una potenciación de la expresión en exceso de tktA, por ejemplo, sustituyendo el promotor tktA 
nativo en el cromosoma por un promotor constitutivo fuerte, por ejemplo un promotor P15 o P26 del fago SPO1 de 
Bacillus subtilis (SEQ ID NO. 1 y SEQ ID NO. 2, respectivamente), o el PR promotor del bacteriófago lambda (SEQ 
ID NO. 3). Esto se lleva a cabo en dos etapas como se describe en el Ejemplo 1, excepto que se utiliza el casete 45 
cam

R
, sacB para reemplazar el promotor de tktA cromosómico nativo en la primera etapa. En la segunda etapa, el 

promotor constitutivo fuerte se instala transformando con un ADN lineal que comprende el promotor constitutivo 
fuerte, flanqueado por al menos 50 bases del extremo 5' de la región codificante de tktA en el lado de aguas abajo y 
al menos 50 pares de bases de homología inmediatamente aguas arriba del promotor nativo de tktA en el lado 
aguas arriba del promotor constitutivo fuerte, y seleccionando mediante resistencia a la sacarosa. La expresión 50 
mejorada a partir de dicho casete de expresión también se consigue aumentando la estabilidad del ARNm que se 
transcribe a partir del casete de expresión. La mejora de la estabilidad del ARNm se logra al agregar una estructura 
tallo-bucle en el extremo 5' del ARNm, en el extremo 3' del ARNm o en ambos. Una estructura tallo-bucle está a 
menudo presente al final de un ARNm que está terminado naturalmente con un terminador de transcripción 
independiente de rho, pero si no lo es, se puede añadir un terminador de transcripción independiente de rho a la 55 
secuencia de ADN por medio de métodos de modificación genéticas bien conocidos (ligación, PCR, etc.). Tal 
terminador puede estar compuesto por una repetición invertida de entre 4 y 20 bases en cada repetición, separada 
por un "bucle" de 3 o más bases, y seguida de una región de una o más bases que se enriquece en T 
(desoxitimidina). Las repeticiones invertidas son ricas en G y C (desoxiguanidina y desoxicitidina). De manera 
similar, se puede construir un tallo-bucle en el extremo 5' de un ARNm insertando una secuencia de ADN 60 
inmediatamente aguas abajo desde el punto de inicio de la transcripción, pero antes del sitio de unión al ribosoma, 
que contiene un tallo-bucle como se describió anteriormente, pero sin la región enriquecida en T. Un ejemplo de esto 
se proporciona en asociación con el promotor P15 (SEQ ID NO. 1). 
 
En el análisis del efecto de la expresión en exceso del gen tktA en el flujo de carbono a través de la ruta del ácido 65 
shikímico, se utilizó la cepa MYR170 de E. coli como cepa parental. MYR170 tiene una deleción en el gen aroE que 
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codifica la enzima shikimato deshidrogenasa y una copia adicional del gen aroB en el locus ack. 
 
En los experimentos descritos en las Figuras 8, 9 y 10, se utilizaron dos plásmidos diferentes, a saber, pCP32AMP y 
pCP50. El plásmido pCP32AMP expresa solo el gen aroG de la DAHP sintasa a partir de su promotor nativo y el 
plásmido pCP50 expresa el gen tktA de la transcetolasa a partir de su promotor nativo junto con el gen aroG. 5 
MYR170, que tenía una deleción de aroE y una copia adicional del gen aroB bajo el control del promotor P15 
integrado en el locus ack del ADN cromosómico, se transformó individualmente con los plásmidos pCP32AMP y 
pCP50. Como se muestra en la Figura 8, la acumulación de DHS se incrementó adicionalmente con la expresión del 
gen aroG junto con el gen tktA en comparación con las células de E. coli que expresan solo el gen aroG. 
 10 
La Figura 9 proporciona datos sobre el rendimiento de DHS en dos cepas diferentes, a saber, MYR34, MYR170 
transformadas con el plásmido pCP32AMP o pCP50. La cepa MYR34 que tiene la deleción del gen aroE produjo 0,1 
gramos de DHS por gramo de glucosa consumida. El rendimiento de DHS en el MYR34 aumentó a 0,15 gramos de 
DHS por gramo de glucosa consumida cuando esta cepa se transformó con el plásmido pCP32AMP con expresión 
en exceso del gen aroG. MYR170 tiene una copia adicional de aroB gen insertada en el locus ack. Como resultado 15 
de la presencia de esta copia adicional del gen aroB, el rendimiento para la producción de DHS en la cepa MYR170 
transformada con pCP32AMP fue ligeramente mayor que el rendimiento de DHS observado en la cepa MYR34 
transformada con pCP32AMP. Por lo tanto, la presencia de una copia adicional de aroB en MYR170 causó un 
aumento del flujo de carbono a través de la ruta del ácido shikímico. Se observó un aumento adicional de 
rendimiento de DHS cuando la cepa MYR170 se transformó con el plásmido pCP50 que expresa ambos genes aroG 20 
y tktA. Por lo tanto, la presencia de una copia adicional de tktA representó un aumento del flujo de carbono a través 
de la ruta del ácido shikímico. Más específicamente, el efecto de la presencia de los genes aroB y tktA causó un 
efecto aditivo sobre el rendimiento de DHS. 
 
MYR261 utilizada en los experimentos descritos en la Figura 10 fue diseñada para integrar una copia adicional del 25 
gen tktA en el ADN cromosómico de MYR170 en el locus poxB. El reemplazo del gen deseado (poxB::tktA) en la 
cepa MYR261 se confirmó mediante PCR. MYR261 se transformó con el plásmido pCP32AMP (expresión en exceso 
de aroG) o el plásmido pCP50 (expresión en exceso aroG y tktA). Como control, MYR170 se transformó con el 
plásmido pCP32AMP. Como indica el resultado mostrado en la Figura 10, la presencia de una copia adicional del 
gen tktA en el ADN cromosómico de MYR261 aumentó el título para la producción de DHS con el plásmido 30 
pCP32AMP cuando se comparó con el título para la producción de DHS observado en la cepa MYR170 
transformada con el mismo plásmido. Un aumento adicional en el nivel de transcetolasa en la cepa MYR261 cuando 
se transformó con el plásmido pCP50 que expresa en exceso transcetolasa condujo a un aumento adicional del 
título para la producción de DHS. La enzima codificada por poxB, PoxB, o piruvato oxidasa, produce acetato como 
producto de reacción. Como tal, la eliminación de poxB que resulta de la inserción de tktA como se describe en la 35 
presente memoria, elimina una ruta potencialmente activa para la producción de acetato. Del mismo modo, la 
inserción simultánea de P15aroB y eliminación de ackA, que codifica AckA o acetato-quinasa, como se describe más 
adelante en el Ejemplo 12 siguiente, elimina otra ruta potencialmente activa para el acetato. La producción de 
acetato generalmente no es deseable en las fermentaciones (Jantama et al., 2008b). Como tales, estas deleciones 
pueden ser útiles para reducir la producción de acetato. 40 
 
La Figura 11 proporciona el título para la producción de ácido mucónico y ácido acético en las cepas MYR170, 
MYR261 y MYR305 de E. coli después de la transformación con los plásmidos pCP32AMP y pMG37. MYR305 se 
obtiene de MYR170 mediante eliminación del gen poxB del ADN cromosómico, mientras que MYR261 es un 
derivado MYR170 en donde el gen poxB ha sido desactivado mediante la inserción de una copia adicional del gen 45 
tktA. Como se mencionó anteriormente, el plásmido pCP32AMP expresa el gen aroG que codifica el gen para la 
proteína DAHP sintasa que funciona en la ruta biosintética del ácido shikímico que conduce a la acumulación de 
DHS debido a la eliminación del gen aroE en las cepas MYR170, MYR261 y MYR305 de E. coli. Con la expresión de 
los genes de la ruta mucónica a saber aroZ, aroY y catAX en el plásmido pMG37, el DHS se convierte en ácido 
cis,cis-mucónico como se ilustra en la Figura 2. Con la presencia de una copia adicional del gen aroB y el gen tktA 50 
en la cepa MYR261, hubo un ligero aumento en la producción de ácido mucónico acompañado de una disminución 
de la acumulación de ácido acético. 
 
Ejemplo 5 
 55 
Expresión en exceso de talA o talB 
 
El gen talB codifica la transaldolasa predominante en E. coli, pero el gen talA también codifica una transaldolasa 
menor. Se sabe que la producción en exceso de transaldolasa mejora el flujo en la ruta aromática (Lu y Liao, 1997; 
Sprenger, 1995; Sprenger et al, 1995b). En la técnica anterior, esto se logró mediante la expresión en exceso del 60 
gen tal (ahora conocido como gen talB) en un plásmido multicopia de su promotor nativo (Lu et al., 1997, Sprenger 
et al., 1995b). Sin embargo, tales plásmidos son inestables y requieren selección con antibióticos para su 
mantenimiento. Por lo tanto, existe la necesidad de un procedimiento mejorado. Se puede obtener la potenciación de 
la expresión de talB, por ejemplo, sustituyendo el promotor de talB nativo en el cromosoma por un promotor 
constitutivo fuerte, por ejemplo un promotor P15 o P26 del fago SPO1 de Bacillus subtilis (SEQ ID NO. 1 y SEQ ID 65 
NO. 2, respectivamente), o el promotor PR del bacteriófago lambda (SEQ ID NO. 3). Esto se lleva a cabo en dos 
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etapas como se describe en el Ejemplo 1, excepto que se utiliza el casete cam
R
, sacB para reemplazar el promotor 

cromosómico de talB nativo en la primera etapa. En la segunda etapa, el promotor constitutivo fuerte se instala 
mediante transformación con un ADN lineal que comprende el promotor constitutivo fuerte, flanqueado por al menos 
50 bases del extremo 5' de la región codificante de talB en el lado de aguas abajo y al menos 50 pares de bases de 
homología inmediatamente aguas arriba del promotor de talB nativo en el lado aguas arriba del promotor constitutivo 5 
fuerte, y seleccionando para la resistencia a la sacarosa. El gen talA también puede ser expresado en exceso por un 
método similar, pero se prefiere expresar en exceso el gen talB, ya que codifica la actividad predominante 
(Sprenger, 1995; Sprenger et al, 1995b). Véase el Ejemplo 4 para más detalles sobre la construcción del casete de 
expresión diseñado para la expresión en exceso. 
 10 
Ejemplo 6 
 
Expresión de los genes aroZ, aroY y catAX  
 
Para demostrar la conversión de DHS endógeno producido por E. coli en ácido mucónico, se clonaron los genes 15 
heterólogos catAX de Acinetobacter sp. ADP1, aroY de Klebsiella pneumoniae, y quiC de Acinetobacter sp. ADP1, 
bajo promotores constitutivos fuertes (P15, PR, y P26, respectivamente) en un plásmido de bajo número de copias, 
pCL1921 (Lerner e Inouye, 1990) para generar un "plásmido mucónico" pMG37. Los derivados de la cepa MYR34 
que portan el vector vacío (pCL1921) o pMG37 se cultivaron a 37°C durante 17 h. en un medio de matraz oscilante 
(medio mínimo NBS con un suplemento de aminoácidos aromáticos y vitaminas) que contenía glucosa al 2%. Los 20 
sobrenadantes se recogieron y analizaron mediante HPLC. A diferencia de MYR34/pCL1921 que muestra 
acumulación de DHS, MYR34/pMG37 muestra producción de ácido mucónico (Figura 12). No se detectaron 
cantidades significativas de DHS o productos intermedios, tales como PCA y catecol, de la última cepa, lo que 
sugiere que los genes heterólogos expresados a partir de pMG37 eran funcionales y suficientes. 
 25 
Ejemplo 7 
 
Comparación de homólogos de AroZ  
 
Se compararon tres homólogos y análogos de aroZ diferentes (Figura 13) para determinar su capacidad para desviar 30 
DHS en la ruta de producción de ácido mucónico. Se informa de que quiC de Acinetobacter sp. ADP1, asbF de 
Bacillus thuringiensis, y qa-4 de Neurospora crassa, que codifican proteínas que tienen actividad similar a AroZ 
(Elsemore y Ornston, 1995; Fox et al, 1995; Rutledge, 1984). Cada uno de estos genes se había sometido a 
optimización de codones para su expresión en E. coli y sintetizado por GeneArt (Invitrogen), y clonado bajo un 
promotor P26 constitutivo fuerte en un 'plásmido mucónico' de bajo número de copias que también expresa los genes 35 
catAX y aroY a partir de los promotores P15 y PR, respectivamente. Se cultivaron MYR34/pCL1921, MYR34/pMG37 
(plásmido mucónico con quiC como aroZ), MYR34/pMG47 (plásmido mucónico con asbF como aroZ), y 
MYR34/pMG70 (plásmido mucónico con qa-4 como aroz) a 37°C durante 48 h. en matraces oscilantes con medio 
mínimo que contenía glucosa al 2%, los aminoácidos aromáticos y vitaminas aromáticas. Los sobrenadantes se 
recogieron y analizaron mediante HPLC. Como era de esperar, MYR34 transformada con el vector vacío acumuló 40 
DHS y no produjo ácido mucónico. Los dos homólogos de aroZ y el único análogo examinados fueron funcionales 
para desviar DHS hacia la producción de ácido mucónico, pero en un grado variable. El derivado MYR34 que 
expresa el gen quiC fue el más robusto y mostró casi 100% de conversión de DHS en ácido mucónico con una 
cantidad insignificante de retención de DHS. El derivado MYR34 que expresa el homólogo de aroZ fúngico, qa-4, 
seguía de cerca con aproximadamente 80% de conversión de DHS en ácido mucónico y 20% de retención de DHS. 45 
Por último, el derivado MYR34 que expresa el gen asbF mostró solo 50% de conversión de DHS en ácido mucónico 
y 50% de retención de DHS. Tomados en conjunto, bajo condiciones de ensayo de matraz oscilante de los autores 
de la presente invención, la expresión y/o actividad del gen quiC parecían ser las más altas en comparación con los 
otros homólogos de AroZ. 
 50 
Ejemplo 8 
 
Integración cromosómica de catAX, aroY y quiC 
 

El ácido mucónico puede ser producido por cepas que contienen solo copias únicas integradas cromosómicamente 55 
de catA-X, aroY y quiC expresados a partir de promotores constitutivos en el locus adhE. 
 
MYR170 (ΔaroE, Δack::P15-aroB), una gran productora de DHS, fue la cepa anfitriona utilizada para integrar los 
genes de la ruta del ácido mucónico en el locus adhE en el cromosoma (SEQ ID NO. 41). La cepa MYR352 
resultante se transformó con los plásmidos YEp24 (número medio de copias, vector vacío), pCP32AMP (número 60 
medio de copias, aroB expresado a partir del promotor nativo), o pCP50 (número medio de copias, aroG y tktA 
expresados por sus respectivos promotores nativos) para generar cepas derivadas. Los dos últimos plásmidos se 
utilizaron para aumentar la producción de DHS. Las cepas se cultivaron a 37°C durante 72 h. en medio de matraz 
oscilante que contenía glucosa al 2% como se describió anteriormente. Los sobrenadantes se recogieron a las 72 h. 
y se analizaron mediante HPLC. Como se esperaba, los derivados de MYR352 transformados con aroG y aroG/tktA 65 
mostraron un aumento global en la formación total del producto en comparación con un control de vector vacío 
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(Figura 14). Todos los transformantes de MYR352 produjeron títulos medibles de ácido mucónico, demostrando por 
primera vez que el ácido mucónico puede ser producido por una cepa que contiene solo genes de la "vía mucónica" 
integrados y sin suministro de un inductor químico de la expresión génica. 
 
No todo el DHS que se produjo en cualquiera de estas cepas derivadas de MYR352 se convirtió en el ácido 5 
mucónico producto final. En cambio, hubo una cantidad significativa de acumulación de catecol (Figura 14), lo que 
sugiere que la expresión o actividad de catAX es limitante cuando se expresa a partir de una única copia en el 
cromosoma. Dado que el intermedio de acumulación principal era el catecol, es probable que la expresión génica y/o 
la actividad de quiC y aroY sean suficientes en el fondo de la cepa MYR352 para la síntesis de ácido mucónico. 
 10 
Los derivados de la cepa MYR352 se compararon en paralelo con derivados análogos de la cepa MYR219. La cepa 
MYR219 es la misma que la cepa MYR170 pero contiene una copia del plásmido pMG37 que expresa los genes de 
la ruta del ácido mucónico. Por lo tanto, la principal diferencia entre las cepas MYR352 y MYR219 es con referencia 
a la dosificación de los genes de la ruta del ácido mucónico (1 copia frente a aproximadamente 5 copias, 
respectivamente). A diferencia de las cepas derivadas de MYR352, las cepas derivadas de MYR219 mostraron muy 15 
poca acumulación de catecol u otros compuestos intermedios, y produjeron con éxito el ácido mucónico producto 
final. En conjunto, estos resultados indican la necesidad de aumentar la actividad de catAX en cepas tales como 
MYR352. 
 
Ejemplo 9 20 
 
Expresión de catAX 
 

La acumulación de catecol y la producción ineficaz de ácido mucónico en la cepa MYR352 se debe a la limitación de 
la dosis y/o la actividad del producto o productos génicos de catAX. Como se describió anteriormente, MYR352 25 
contiene ΔaroE, Δack::P15-aroB y copias únicas integradas cromosómicamente de los genes catAX, aroY y quiC bajo 
promotores constitutivos fuertes. Esta cepa se transformó con control de vector vacío (YEp24) de número medio de 
copias o plásmido de expresión de aroG/tktA (pCP50) para aumentar el flujo de carbono en la ruta de síntesis de 
aminoácidos aromáticos y producir grandes cantidades de DHS. El crecimiento de cepas transformadas a 37°C 
durante 72 horas en medio de matraz oscilante complementado con glucosa al 2% como se describió anteriormente 30 
dio como resultado la acumulación de catecol intermedio. Este resultado sugiere que la actividad de catAX puede 
ser insuficiente en MYR352. Para confirmar esta hipótesis, se sometió a ensayo la capacidad de uno o más genes 
de la ruta del ácido mucónico expresados a partir del plásmido de bajo número de copias para aliviar la acumulación 
de catecol en MYR352/pCP50 (Figura 15). Específicamente, MYR352/pCP50 se transformó adicionalmente con 
control de vector vacío de bajo número de copias (pCL1921) o plásmidos que expresan los tres genes, dos genes o 35 
un gen de la ruta de producción de ácido mucónico. Las cepas derivadas se analizaron en un experimento de matraz 
oscilante como se describió anteriormente. Si bien el aumento de la dosificación de aroY solo (a partir de pMG27) o 
quiC solo (a partir de pMG39) no aliviaba la acumulación de catecol, la expresión de todos los genes de la ruta del 
ácido mucónico (a partir de pMG37) o catAX y aroY juntos (a partir de pMG33), dio como resultado una conversión 
satisfactoria de catecol en ácido mucónico. Además, la expresión de catAX solo (a partir de pMG31) fue suficiente 40 
para la producción de ácido mucónico y para evitar la acumulación de catecol. 
 
Ejemplo 10 
 
Construcción de una mutación de aroE con pérdida de función parcial 45 
 

En el procedimiento de la técnica anterior para producir ácido cis,cis-mucónico, la cepa anfitriona contiene una 
mutación en el gen aroE denominada aroE353, que es una mutación nula. Como resultado, la cepa requiere el 
suministro de los aminoácidos aromáticos (fenilalanina, tirosina y triptófano) y vitaminas aromáticas elaboradas a 
partir de la ruta del shikimato (ácido p-hidroxibenzoico, ácido p-aminobenzoico y ácido 2,3-dihidroxibenzoico). Los 50 
aminoácidos aromáticos son demasiado costosos para ser suministrados en un procedimiento comercialmente 
atractivo. Como tal, el procedimiento de la técnica anterior necesita una mejora sustancial. Esto se puede lograr 
instalando una versión del gen aroE con pérdida de función parcial, que los autores de la presente invención 
denominarán aroE*. Las mutaciones con pérdida de función parcial se obtienen generando en primer lugar una 
mutación sin sentido que cambia un aminoácido en la secuencia codificante de aroE que da como resultado un 55 
fenotipo nulo. Esto se puede lograr mediante cualquier forma de mutagénesis y escrutinio para auxotrofía simultánea 
para los seis compuestos aromáticos enumerados anteriormente. Un método preferido es crear un conjunto de 
mutantes de genes aroE mediante mutagénesis por PCR propensa a errores, utilizando ADN polimerasa Taq, 
utilizando ADN genómico de tipo salvaje de E. coli C como molde, y utilizando cebadores oligonucleotídicos de PCR 
que hibridan con aproximadamente 1000 pares de bases aguas arriba y 1000 pares de bases aguas abajo de la 60 
región codificante de aroE. El conjunto resultante de moléculas de ADN lineal se utiliza para transformar un derivado 
de E. coli C que produce ácido cis,cis-mucónico y que contiene un casete integrado cam

R, sacB que ha reemplazado 
la región codificante de aroE (véase el Ejemplo 4 para un ejemplo relacionado), y seleccionar para la resistencia a la 
sacarosa. Los transformantes se escrutan a continuación para detectar auxótrofos que han perdido la resistencia al 
cloranfenicol y requieren los seis compuestos aromáticos enumerados anteriormente. Se recogen varios auxótrofos 65 
independientes y se someten a ensayo para comprobar su capacidad de reproducción sembrando aproximadamente 
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107, 108 o 109 células (enjuagadas en medio mínimo de glucosa) en una placa de glucosa mínima sin los seis 
compuestos aromáticos. Los revertientes que dan lugar a colonias en las placas se recogen y se someten a ensayo 
para la producción de ácido cis,cis-mucónico, pero sin producción de niveles sustanciales de aminoácidos 
aromáticos. Entre dichos revertientes habrá cepas que porten una o más mutaciones en el gen aroE, de manera que 
la enzima AroE proporciona suficientes aminoácidos aromáticos y vitaminas para el crecimiento, pero no un 5 
excedente de estos compuestos aromáticos. Otro método para obtener un mutante aroE con pérdida de función 
parcial es instalar uno de los mutantes de aroE revertibles clásicos, tales como aroE353 y aroE24 (ambos 
disponibles en el Coli Genetic Stock Center en la Universidad de Yale, New Haven, CT, EE.UU.), en una cepa 
productora de ácido cis,cis-mucónico, y seleccionar para revertientes como se describió anteriormente. 
 10 
Ejemplo 11 
 
Importación de glucosa mediante difusión facilitada 
 

Uno de los sustratos en la primera etapa comprometida de la ruta aromática es el fosfoenolpiruvato (PEP). El PEP 15 
también es la fuente de fosfato y energía para importar glucosa y algunos otros azúcares mediante el sistema de 
fosfotransferasa bacteriana (PTS). Por lo tanto, cuando una bacteria crece con un azúcar dependiente de PTS, 
existe competencia entre la PTS y la ruta aromática para PEP. Como tal, se puede lograr una mejora significativa en 
el flujo creciente a la ruta aromática eliminando la PTS y proporcionando una ruta alternativa para la captación de 
azúcar. Una solución a este problema es reemplazar la PTS por permeasa GalP de E. coli, un simportador de 20 
protones que funciona razonablemente bien para la captación de glucosa (Patente de Estados Unidos Núm. 
6.692.794). Sin embargo, el simportador de protones todavía utiliza energía para mantener el gradiente de protones 
que es necesario para conducir la permeasa. Como tal, existe la necesidad de una mejora adicional del en el 
procedimiento. 
 25 
Algunos azúcares, tales como la xilosa, pueden ser importados por una proteína transportadora que obtiene energía 
de la hidrólisis del ATP (trifosfato de adenosina). Una vez más, si el transportador dependiente de energía puede ser 
reemplazado por un transportador que requiere menos energía, se puede realizar una mejora, ya que la energía 
inherente al ATP se puede conservar para otros usos beneficiosos. 
 30 
Se puede obtener una mejora significativa utilizando un transportador de difusión facilitada, que no gasta energía 
para la importación del azúcar (Parker et al, 1995; Snoep et al, 1994). Por ejemplo, el facilitador de glucosa de 
Zynaomonas mobilis, codificado por el gen glf, puede utilizarse en lugar de, o además de, la PTS en cepas 
productoras de 3-deshidroshikimato (DHS) (Yi et al., 2003). Sin embargo, estas cepas aún dependen, al menos 
parcialmente, de GalP para la importación de glucosa. Puesto que GalP requiere energía en forma de un gradiente 35 
de protones para la importación de glucosa, es necesario mejorar la eficiencia de la importación de glucosa para las 
cepas productoras mucónicas. 
 
Un casete para la expresión de glf más un gen de glucoquinasa, glk, también de Z. mobilis, se puede ensamblar con 
un promotor constitutivo fuerte, por ejemplo P26. Este casete puede integrarse a continuación en el genoma de una 40 
cepa anfitriona en una ubicación que no interferirá con la producción del compuesto deseado, que en este caso es 
ácido cis,cis-mucónico. Un ejemplo de tal ubicación en el cromosoma de E. coli es el operón de degradación de 
treonina, tdcABCDEFG. Si el medio de crecimiento no contiene treonina, este operón no es necesario ni expresado, 
por lo que la inserción de un casete de expresión en ese operón no interfiere en el metabolismo. 
 45 
Para lograr la mejora descrita anteriormente, se eliminan uno o más de los genes que codifican una función PTS, 
utilizando un método similar al descrito en el Ejemplo 1. Por ejemplo, se pueden suprimir uno o más de ptsH, ptsI, 
crr, o ptsG. Después se suprime galP. A continuación se puede instalar el casete P26-glf, glk en dos etapas, similares 
a las descritas en el Ejemplo 1. En la primera etapa, se integra un casete cam

R
, sacB en el operón tdc, utilizando un 

ADN lineal derivado de pAC21 (SEC ID NO. 15), con selección para la resistencia al cloranfenicol (30 mg/L). En la 50 
segunda etapa, el casete P26-glf, glk se integra en el operón tdc, utilizando un ADN lineal derivado de pAC19 (SEC 
ID NO. 15), con selección para la resistencia a la sacarosa y escrutinio para determinar la sensibilidad al 
cloranfenicol, y en este caso, mejora del crecimiento en un medio de glucosa mínimo. 
 
Para someter a ensayo si la difusión facilitada de glucosa podría sustituir los sistemas convencionales de 55 
importación de glucosa en E. coli, se suprimieron los genes ptsHI y el gen galP de MYR34 (ΔaroE), y a continuación 
el casete P26-glf, glk se integró en el operón tdc, utilizando un ADN lineal derivado de pAC19 (SEC ID NO. 14), para 
proporcionar la cepa MYR217. MYR217 crece razonablemente bien en un medio de glucosa mínimo complementado 
con los tres aminoácidos aromáticos requeridos y tres compuestos aromáticos similares a las vitaminas (Figura 16). 
Sin embargo, la cepa MYR31, que contiene deleciones de ptsHI y galP, pero no contiene el casete glf, glk no mostró 60 
ningún crecimiento medible (Figura 16). Por lo tanto, la difusión facilitada es suficiente para reemplazar los dos 
sistemas convencionales de importación de glucosa en nuestro fondo de cepa. 
 
Para someter a ensayo si la difusión facilitada es útil para producir compuestos derivados de la ruta aromática, 
MYR34 y MYR217 se transformaron con pCP54 (aroG, aroB) y pCP55 (aroG, aroB, tktA). Se comparó la producción 65 
del intermedio 3-deshidroxiquitrato aromático (DHS) en matraces oscilantes para estas dos cepas (Figura 17). Con 
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pCP54 o pCP55, la cepa que utiliza difusión facilitada produjo tanto o más DHS que las cepas que utilizan los 
sistemas convencionales de importación de glucosa. La producción de DHS es un buen indicador de la producción 
de ácido mucónico en cepas E. coli modificadas genéticamente, por lo que los autores de la presente invención 
pueden concluir que la difusión facilitada de glucosa es una mejora útil para la producción de ácido mucónico. 
 5 
Ejemplo 12 
 
Expresión en exceso del gen aroB 
 
Se informa de que la expresión del gen aroB limita la velocidad de producción de ácido cis,cis-mucónico (Niu et al., 10 
2002). En la técnica anterior, esto se resolvió supuestamente integrando una segunda copia del gen aroB con su 
promotor nativo. Sin embargo, esto es insuficiente para aliviar la limitación de aroB, ya que el promotor nativo y el 
sitio de unión al ribosoma del gen aroB están lejos de ser ideales. Como tal, el procedimiento necesita una mejora 
sustancial. 
 15 
La potenciación de la expresión en exceso de aroB se puede obtener, por ejemplo, reemplazando el promotor de 
aroB en el cromosoma por un promotor constitutivo fuerte, por ejemplo un promotor P15 o P26 del fago SPO1 de 
Bacillus subtilis (SEQ ID NO. 1 y SEQ ID NO. 2, respectivamente), o el promotor PR del bacteriófago lambda (SEQ 
ID NO. 3). Esto se logra en dos etapas como se describe en el Ejemplo 4, excepto que se utiliza el casete cam

R
, 

sacB para reemplazar el promotor de aroB cromosómico nativo y/o el sitio de unión al ribosoma en la primera etapa. 20 
En la segunda etapa, se instala el promotor constitutivo fuerte mediante transformación con un ADN lineal que 
comprende el promotor constitutivo fuerte, seguido de un sitio de unión al ribosoma y al menos 50 bases desde el 
extremo 5' de la secuencia codificante de aroB, incluyendo el codón de inicio ATG, en el lado aguas abajo, y al 
menos 50 pares de bases de homología inmediatamente aguas arriba del promotor de aroB nativo en el lado aguas 
arriba del promotor constitutivo fuerte, y mediante selección para la resistencia a la sacarosa. Además de, o en lugar 25 
de, instalar un promotor más fuerte, utilizando un método similar, se puede instalar un sitio de unión al ribosoma más 
fuerte, por ejemplo, AGGAGG, de 4 a 10 pares de bases aguas arriba del codón de inicio de la traducción ATG de 
aroB. Una copia de dicho casete sintético, por ejemplo, un casete PAG15-aroB, se puede integrar en el cromosoma 
en un locus distinto del locus aroB nativo, por ejemplo en el locus ack. La deleción simultánea del gen ack, así como 
la deleción del gen poxB como en el Ejemplo 4 puede ayudar a reducir la formación de acetato no deseado durante 30 
las fermentaciones. 
 
Ejemplo 13 
 
Disminución del flujo a través de la rama oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato 35 
 

La eritrosa-4-fosfato que se necesita para la primera etapa comprometida en la ruta aromática se obtiene a partir de 
la porción no oxidativa de la ruta de las pentosas fosfatos (PPP). Existen dos rutas diferentes mediante las cuales el 
carbono puede ingresar a la PPP. La primera es a partir de glucosa-6-fosfato por las enzimas glucosa-6-fosfato 
deshidrogenasa (codificada por el gen zwf), 6-fosfogluconolactonasa (codificada por el gen pgl) y 6-fosfogluconato 40 
deshidrogenasa (codificada por el gen gnd), para proporcionar ribulosa-5-fosfato. En la última de estas tres etapas, 
se pierde un carbono en forma de CO2. Esta ruta hacia la PPP se denomina rama oxidativa de la PPP. La ribulosa-5-
fosfato a continuación se convierte en una variedad de otros azúcares fosfato por la acción de isomerasas, 
epimerasas, transcetolasas y transaldolasas. Este grupo de reacciones reversibles, que comienza con ribulosa-5-
fosfato, se denomina rama no oxidativa de la PPP. La segunda ruta por la cual el carbono puede ingresar en la PPP 45 
es a través de la fructosa-6-fosfato y la gliceraldehído-3-fosfato (ambas provienen de la ruta Embden-Myerhoff, 
también conocida como glicólisis), que se combinan y se reordenan mediante transaldolasa y transcetolasa para 
proporcionar la variedad de otros azúcares fosfato, uno de los cuales es la eritrosa-4-fosfato. Si el carbono entra en 
la PPP a través de esta segunda ruta, no se pierde CO2. Con el fin de mejorar el rendimiento del ácido cis,cis-
mucónico de la glucosa, la pérdida de CO2 puede prevenirse mediante el bloqueo de la rama oxidativa de la PPP, de 50 
modo que todo el carbono que ingrese a la PPP tenga que pasar por una ruta no oxidativa a partir de fructosa-6-
fosfato y gliceraldehído-3-fosfato. El bloqueo de la rama oxidativa de la PPP se lleva a cabo eliminando el gen zwf, 
utilizando un método de dos etapas similar al descrito en el Ejemplo 1 para eliminar el gen tyrR. 
 
Ejemplo 14 55 
 
Aumento del flujo hacia y a través de PEP a la ruta aromática 
 

Es deseable asegurar que la PEP no sea un intermedio limitante de la velocidad en la ruta al ácido cis,cis-mucónico. 
Esto se logra, por ejemplo, aumentando el reciclaje de piruvato a PEP mediante la enzima PEP sintetasa, que se 60 
logra al integrar un casete de expresión en exceso del gen pps como se describió anteriormente en otros ejemplos. 
Otro enfoque es limitar el consumo de PEP por la piruvato quinasa, que en E. coli está codificada por los genes pykA 
y pykF. En este caso, el enfoque es disminuir la actividad de la enzima o enzimas. Esto se logra eliminando uno o 
más genes que codifican piruvato quinasa (como se describe en el Ejemplo 1 para tyrR), o reduciendo la fuerza de 
expresión de uno o más de estos genes, por ejemplo, mutando el promotor, el sitio de unión al ribosoma, o la 65 
secuencia codificante, de manera que el nivel de actividad de piruvato quinasa disminuya. Por ejemplo, el RBS 
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frente al gen pykA de E. coli es 5'CGGAGTATTACATG. El codón de inicio de traducción ATG está subrayado. Esta 
secuencia puede mutarse a CaGAGTATTACATG, CaaAGTATTACATG, CaatGTATTACATG, CaataTATTACATG, 
etcétera, de modo que la secuencia de RBS se hace menos parecida al RBS consenso de AGGAGG por un cambio 
de base a la vez. Cada versión mutada se introduce a continuación en el cromosoma en el locus pykA, 
reemplazando el tipo salvaje, y se miden los niveles de producción de ácido cis,cis-mucónico para determinar la 5 
mejora. 
 
Ejemplo 15 
 
Conferir crecimiento en sacarosa 10 
 
Las cepas derivadas de E. coli C no crecen con sacarosa como única fuente de carbono. Sin embargo, pueden 
modificarse genéticamente para hacerlo tal como se describe en la Solicitud de Patente PCT PCT/US11/064598. 
Como tal, una cepa productora de ácido cis,cis-mucónico se puede modificar mediante ingeniería genética para que 
crezca en sacarosa como se describe en la solicitud mencionada anteriormente. 15 
 
Ejemplo 16 
 
Un productor mejorado de ácido cis,cis-mucónico 
 20 
Todas las características descritas en los Ejemplos 1 - 15 se pueden combinar en una cepa de E. coli instalando las 
características una tras otra. La cepa resultante comprende un productor mejorado de ácido cis,cis-mucónico. La 
cepa resultante puede mejorarse adicionalmente integrando una segunda copia de cada casete de expresión en 
exceso descrito anteriormente, uno cada vez, en una ubicación separada de la ubicación de la primera copia. Un 
ejemplo de una ubicación conveniente y segura es un sitio de restricción BsrB1 inmediatamente aguas abajo del 25 
terminador de rrfF, que codifica un ARN ribosomal. El casete deseado se liga en forma de un ADN lineal romo en el 
único sitio BsrB1 del plásmido pMH17F (SEQ ID NO. 17). Un ejemplo es la ligadura del casete de expresión catAX 
para proporcionar un plásmido denominado pcatAX. En paralelo, se liga un casete cam

R, SacB en forma de un 
fragmento romo en pMH17F para proporcionar pMH28F (SEQ ID NO. 19). Se utiliza un ADN lineal derivado de 
pMH28 mediante PCR o mediante corte con enzimas de restricción para depositar el casete cam

R
, sacB en el sitio 30 

rrfF. A continuación, se utiliza un ADN lineal derivado de pcatAX mediante PCR o mediante corte con enzimas de 
restricción para instalar la segunda copia del casete catAX en el locus rrfF, utilizando selección en sacarosa. La cepa 
resultante se compara a continuación con su cepa abuela para la producción de ácido cis,cis-mucónico para 
determinar que catAX era una etapa limitante. Mediante un método similar, cada casete de los Ejemplos 2 - 15 se 
somete a ensayo para determinar una etapa limitadora de la velocidad. Si se encuentra que una etapa es limitante 35 
de la velocidad, se integran una o más copias adicionales del casete relevante en otras ubicaciones apropiadas en el 
cromosoma, lo que lleva a mejoras adicionales en la producción de ácido cis,cis-mucónico, sin la necesidad para 
plásmidos o promotores inducibles. 
 
Ejemplo 17 40 
 
Producción de ácido cis,cis-mucónico por fermentación 
 

El ácido cis,cis-mucónico puede ser producido por microorganismos modificados genéticamente descritos en los 
ejemplos 1-15 anteriores. El medio de crecimiento puede variar ampliamente y puede ser cualquier medio que 45 
soporte un crecimiento adecuado del microorganismo. Un medio preferido es un medio mínimo que contiene sales 
minerales y una fuente de carbono no aromático, tal como glucosa, xilosa, lactosa, glicerol, acetato, arabinosa, 
galactosa, manosa, maltosa o sacarosa (véase más arriba un ejemplo de un medio de crecimiento mínimo 
preferido). Para cada combinación de microorganismo y medio de cultivo, las condiciones apropiadas para producir 
ácido cis,cis-mucónico se determinan mediante experimentos rutinarios en los que los parámetros de fermentación 50 
se cambian sistemáticamente, tal como temperatura, pH, tasa de aireación y compuesto o compuestos utilizados 
para mantener el pH. A medida que se produce el ácido cis,cis-mucónico, se deben introducir uno o más 
compuestos en el fermentador para evitar que el pH disminuya demasiado. Los compuestos preferidos para 
neutralizar el ácido incluyen sales alcalinas tales como óxidos, hidróxidos, carbonatos y bicarbonatos de amonio, 
sodio, potasio, calcio, magnesio o una combinación de dos o más de tales sales alcalinas. 55 
 
Producción de ácido mucónico por la cepa MYR428 de E. coli en un fermentador de 7 litros se muestra en la Figura 
18. La cepa MYR261 de E. coli con un genotipo ΔaroE ΔackA::PAG15-aroBΔpoxB::tktA se transformó con los 
plásmidos pCP32AMP y pMG37 para generar MYR428. MYR428 se hizo crecer en un fermentador de 7 litros como 
se describió anteriormente con alimentación de glucosa durante 48 horas. El título final de ácido mucónico fue de 16 60 
g/L (ver Figura 18). 
 
Una vez completada la fermentación, las células se eliminan mediante floculación, centrifugación y/o filtración, y el 
ácido cis,cis-mucónico se purifica a partir del caldo clarificado mediante una combinación de una o más etapas 
posteriores, por ejemplo precipitación, cristalización, electrodiálisis, cromatografía (intercambio iónico, afinidad 65 
hidrófoba y/o tamaño), microfiltración, nanofiltración, ósmosis inversa y evaporación. 
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Tabla 1. Cepas bacterianas y plásmidos utilizados en la presente memoria 

Cepa bacteriana/Plásmido Características 

Cepas bacterianas 

ATCC8739 Escherichia coli "C" de tipo salvaje 

MYR34 ATCC8739 ΔaroE 

MYR170 ATCC8739 ΔaroE, ΔackA::P15aroB 

MYR261 ATCC8739 ΔaroE, ΔackA::P15aroB, ΔpoxB::tktA 

MYR305 ATCC8739 ΔaroE, ΔackA::PAG15aroB, ΔpoxB 

MYR31 ATCC8739 ΔptsHI, ΔgalP 

MYR217 ATCC8739 ΔptsHI, ΔgalP, Δtdc::glf-glk, ΔaroE 

MYR352 ATCC8739 ΔaroE, ΔackA::P15aroB, ΔadhE::P15-catAX, PR-aroY, P26-quiC 

RY903 ΔaroE, ΔackA::P15aroB, pMG37, aroG*20-893 

RY909 ΔaroE, ΔackA::P15aroB, pMG37, aroG*20-899 

RY911 ΔaroE, ΔackA::P15aroB, pMG37, aroG*20-901 

RY912 ΔaroE, ΔackA::P15aroB, pMG37, aroGwt 

RY913 ΔaroE, ΔackA::P15aroB, pMG37, aroG*20-893, ΔtyrR::kan 

RY919 ΔaroE, ΔackA::P15aroB, pMG37, aroG*20-899, ΔtyrR::kan 

RY921 ΔaroE, ΔackA::P15aroB, pMG37, aroG*20-901, ΔtyrR::kan 

RY922 ΔaroE, ΔackA::P15aroB, pMG37, aroGwt, ΔtyrR::kan 

Plásmidos 

YEp24 2μ origen de levadura, URA3, TcR, replicón pMB1, ApR 

pCP32AMP 2μ origen de levadura, URA3, TcR, replicón pMB1, ApR, aroG 

pCP14 2μ origen de levadura, URA3, TcR, replicón pMB1, ApR, PAG15aroB 

pCP54 2μ origen de levadura, URA3, TcR, replicón pMB1, ApR, PAG15aroB, aroG 

pCP50 2μ origen de levadura, URA3, TcR, replicón pMB1, ApR, aroG, tktA 

pCP55 2μ origen de levadura, URA3, TcR, replicón pMB1, ApR, aroG, aroB, tktA 

pCL1921 replicón pSC101, SpcR 

pMG27 replicón pSC101, SpcR, PAGR-aroY 

pMG31 replicón pSC101, SpcR, PAG15-catAX 

pMG33 replicón pSC101, SpcR, PAG15-catAX, PR-aroY 

pMG37 replicón pSC101, SpcR, PAG15-catA-CatX, PR-aroY, P26-quiC 

pMG39 replicón pSC101, SpcR, PAG26-quiC 

pMG47 replicón pSC101, SpcR, PAG15-catAX, PR-aroY, P26-asbF 

pMG70 replicón pSC101, SpcR, PAG15-catAX, PR-aroY, P26-qa-4 
 

Tabla 2 Información de secuencia 

Núm. Nombre Descripción 

1 SEQ ID NO. 1 El promotor P15 del fago SP01 de Bacillus subtilis, con un tallo y un bucle añadido 
inmediatamente aguas abajo del sitio de inicio de la transcripción. 

2 SEQ ID NO. 2 El promotor P26 del fago SP01 de Bacillus subtilis  

3 SEQ ID NO. 3 El promotor PR del fago de Escherichia coli  
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Tabla 2 Información de secuencia 

Núm. Nombre Descripción 

4 SEQ ID NO. 4 Secuencia proteica de 3-deshidroshikimato deshidratasa de Neurospora crassa 
codificada por el gen qa-4. 

5 SEQ ID NO. 5 Secuencia de ADN genómico del gen qa-4 de Neurospora crassa más secuencias 
circundantes. 

6 SEQ ID NO. 6 Secuencia proteica de 3-deshidroshikimato deshidratasa de Aspergillus nidulans. 
codificada por el gen qutC 

7 SEQ ID NO. 7 Secuencia de ADN genómico del gen qutC de Aspergillus nidulans más secuencias 
circundantes 

8 SEQ ID NO. 8 Secuencia proteica de protocatecuato descarboxilasa (AroY) de Klebsiella pneumoniae 
ATCC25597 

9 SEQ ID NO. 9 Secuencia de ADN del gen aroY de Klebsiella pneumoniae 342 más 2 kilobases de 
secuencias de ADN circundantes 

10 SEQ ID NO. 10 Secuencia de ADN del gen catA de Acinetobacter baylyi ADP1, incluidas 410 bases de 
secuencia aguas arriba y dos marcos de lectura abiertos aguas abajo 

11 SEQ ID NO. 11 Secuencia proteica de CatA (catecol 1,2-dioxigenasa) de Acinetobacter baylyi ADP1 

12 SEQ ID NO. 12 Secuencia de ADN del gen quiC (3-deshidroshikimato deshidratasa) de Acinetobacter 
sp. ADP1 

13 SEQ ID NO. 13 Secuencia de ADN con optimización de codones del quiC (3-deshidroshikimato 
deshidratasa) de Acinetobacter sp. ADP1 

14 SEQ ID NO. 14 Secuencia proteica de QuiC (3-deshidroshikimato deshidrogenasa) de Acinetobacter 
sp. ADP1 

15 SEQ ID NO. 15 Secuencia de ADN del plásmido pAC21 

16 SEQ ID NO. 16 Secuencia de ADN del plásmido pAC19 

17 SEQ ID NO. 17 Secuencia de ADN del plásmido pMH17F 

18 SEQ ID NO. 18 Secuencia de ADN de la región codificante del gen aroG de tipo salvaje  

19 SEQ ID NO. 19 Secuencia de ADN del plásmido pMH28F 
 

Tabla 3. Información de secuencia - cont. 

Núm. Nombre Descripción 

20 SEQ ID NO. 20 Secuencia de ADN del plásmido pCL1921 

21 SEQ ID NO. 21 Secuencia de ADN del plásmido pMG27 

22 SEQ ID NO. 22 Secuencia de ADN del plásmido pMG31 

23 SEQ ID NO. 23 Secuencia de ADN del plásmido pMG33 

24 SEQ ID NO. 24 Secuencia de ADN del plásmido pMG37 

25 SEQ ID NO. 25 Secuencia de ADN del plásmido pMG39 

26 SEQ ID NO. 26 Secuencia de ADN del plásmido pMG47 

27 SEQ ID NO. 27 Secuencia de ADN del plásmido pMG70 

28 SEQ ID NO. 28 Secuencia de ADN del plásmido pCP32AMP 

29 SEQ ID NO. 29 Secuencia de ADN del plásmido pCP14 

30 SEQ ID NO. 30 Secuencia de ADN del plásmido pCP50 

31 SEQ ID NO. 31 Secuencia de ADN del plásmido pCP54 

32 SEQ ID NO. 32 Secuencia de ADN del plásmido pCP55 

33 SEQ ID NO. 33 Secuencia de ADN del plásmido YEP24 
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Tabla 3. Información de secuencia - cont. 

Núm. Nombre Descripción 

34 SEQ ID NO. 34 Secuencia de ADN de la región aroE suprimida 

35 SEQ ID NO. 35 Secuencia de ADN del casete Δack::P15aroB integrado 

36 SEQ ID NO. 36 Secuencia de ADN de la región ΔpoxB  

37 SEQ ID NO. 37 Secuencia de ADN del casete ΔpoxB::tktA integrado 

8 SEQ ID NO. 38 Secuencia de ADN de la región ΔptsHI  

39 SEQ ID NO. 9 Secuencia de ADN del casete Δtdc::glf-glk integrado 

40 SEQ ID NO. 40 Secuencia de ADN de la región ΔgalP  

41 SEQ ID NO. 41 MYR352 ΔadhE::P15-catAX, PR-aroY, P26-quiC 
 

Tabla 4. Alelos mutantes de aroG* que conducen a la resistencia a la inhibición por retroalimentación de fenilalanina 

Cepa Número de alelo Mutación de nucleótido Mutación de aminoácido 

RY893 aroG*20-893 C449T Pro150Leu 

RY897 aroG*20-897 C449T Pro150Leu 

RY899 aroG*20-899 T538C Ser180Pro 

RY901 aroG*20-901 C438T Pro150Ser 

MYR450 aroG*111 C55T Pro19Ser 

MYR451 aroG*211 G533A Gly178Glu 

MYR452 aroG*212 C540T Ser180Phe 

MYR453 aroG*311 Deleción del par de bases 36 a 44 pb Deleción de Glu-Ile-Lys 

MYR454 aroG*312 C632T Ser211Phe 

MYR455 aroG*411 T29A Ile10Asn 

MYR456 aroG*412 G533A Gly178Glu 

MYR457 aroG*511 C448T Pro150Ser 
 

Tabla 5. Medición de la actividad de AroG en extracto bruto de diversas cepas de E. coli recombinantes 

Cepa Alelo aroG* Actividad específica mU (Una mU = un nM de producto 
preparado por miligramo de proteína por minuto) 

% de actividad resistente a 
la fenilalanina 

RY893 aroG*20-893 62 34 

RY897 aroG*20-397 55 77 

RY899 aroG*20-899 92 113 

RY901 aroG*20-901 78 76 

RY902 AroG tipo 
salvaje 

38 6 

RY890 AroG tipo 
salvaje 

54 7 

 

Tabla 6. Producción de ácido mucónico en matraces oscilantes por cepas que contienen alelos aroG* resistentes a 
la retroalimentación 

Cepa Título de ácido mucónico g/L 

RY913 3,04 
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Tabla 6. Producción de ácido mucónico en matraces oscilantes por cepas que contienen alelos aroG* resistentes a 
la retroalimentación 

Cepa Título de ácido mucónico g/L 

RY919 3,11 

RY921 2,99 

RY922 1,45 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un microorganismo modificado genéticamente que produce ácido cis,cis-mucónico a partir de una fuente de 
carbono no aromático, que comprende un gen que codifica una enzima shikimato deshidrogenasa con pérdida de 
función parcial, en donde dicha enzima shikimato deshidrogenasa con pérdida de función parcial confiere prototrofia 5 
a los aminoácidos aromáticos y vitaminas, pero sin conducir a una secreción significativa de compuestos aromáticos. 
  
2. Un microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho microorganismo 
modificado genéticamente es una bacteria. 
  10 
3. Microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicación 1, en donde dicho microorganismo 
modificado genéticamente es Escherichia coli. 
  
4. Un microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende adicionalmente 
uno o más genes exógenos seleccionados de un grupo que consiste en aroZ, qa-4, asbF, aroY, quiC y catAX, en 15 
donde dichos genes exógenos codifican proteínas funcionales en una ruta del ácido mucónico. 
  
5. Un microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende adicionalmente 
uno o más genes exógenos seleccionados de un grupo que consiste en aroB, aroD, aroF, aroG, aroH, tktA, talB, rpe, 
y rpi, donde dichos genes exógenos codifican proteínas funcionales en una ruta del ácido shikímico. 20 
  
6. Un microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la actividad de una 
proteína reguladora negativa de la biosíntesis de aminoácidos aromáticos codificada por un tyrR gen o su homólogo 
se reduce o elimina sustancialmente. 
  25 
7. Un microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicación 1, que comprende adicionalmente 
un gen aroG* que codifica una enzima DAHP sintasa que es sustancialmente resistente a la inhibición por 
fenilalanina. 
  
8. Un organismo de ingeniería genética de la reivindicación 7, que comprende un gen aroG* que codifica una enzima 30 
DAHP sintasa que se selecciona de un grupo que consiste en aroG*20-893, aroG*20-897 aroG*20-899, aroG*20-
901, aroG*111, aroG*211, aroG*212, aroG*311, aroG*312, aroG*411, aroG*412 , y aroG*511. 
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