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DESCRIPCION
Bacteria productora de alcohol isopropilico que tiene una productividad mejorada por destruccion de GntR
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una Escherichia coli productora de alcohol isopropilico y a un método para
producir alcohol isopropilico usando Escherichia coli.

Antecedentes de la técnica

El propileno es una materia prima béasica importante para las resinas sintéticas como el polipropileno y para
productos petroquimicos, y se usa ampliamente, como parachoques de automodviles, envases de alimentos,
peliculas e instrumentos médicos.

El alcohol isopropilico producido a partir de materias primas procedentes de plantas puede convertirse en propileno
a través de un proceso de deshidratacion. Por lo tanto, el alcohol isopropilico es una prometedora materia prima
para el propileno neutra en cuanto a emisiones de carbono. La acetona también se usa ampliamente como
disolventes y materias primas para plasticos. El Protocolo de Kyoto hizo un llamamiento para que las naciones
industrializadas reduzcan sus emisiones totales de diéxido de carbono de los niveles de 1990 en un 5 por ciento en
el periodo 2008-2012. Por lo tanto, el propileno neutro en cuanto a emisiones de carbono es actualmente
extremadamente importante debido a su versatilidad, en vista del panorama global.

Ya se conocen bacterias que asimilan las materias primas procedentes de plantas y producen alcohol isopropilico.
Por ejemplo, el documento WO 2009/008377 divulga una bacteria que se modifica para producir alcohol isopropilico
usando glucosa como materia prima, y describe que la bacteria tiene excelentes propiedades como biocatalizador
para la produccion industrial debido a su alta selectividad para el alcohol isopropilico.

En el caso de la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico, debido a que la materia prima para el alcohol
isopropilico es la glucosa, una gran cantidad de compuestos formados por la glucdlisis y el catabolismo pueden ser
subproductos. Sin embargo, estos compuestos son sustancias esenciales para el crecimiento de Escherichia coli en
algunos casos, y, por lo tanto, la cantidad de glucosa consumida por estas reacciones secundarias no puede
eliminarse por completo. Por consiguiente, se han llevado a cabo diversos estudios con el fin de minimizar los
subproductos y aumentar la cantidad de alcohol isopropilico producido.

Por ejemplo, el documento WO 2009/008377 divulga una bacteria productora de alcohol isopropilico en la que se
han introducido los genes de la acetoacetato descarboxilasa, la alcohol isopropilico deshidrogenasa, la CoA
transferasa y la tiolasa, y que es capaz de producir alcohol isopropilico a partir de una materia prima procedente de
plantas. Se describe que la capacidad de la bacteria productora de alcohol isopropilico proporciona una tasa de
produccion de 0,6 g/l/h y una cantidad de acumulacion de 28,4 g/l.

El documento WO 2009/049274 y Appl. Environ. Biotechnol., 73(24), pp.7814-7818, (2007) divulga una variante de
Escherichia coli en la que se han introducido los genes de la acetil-CoA acetiltransferasa, la acetoacetil-CoA
transferasa, la acetoacetato descarboxilasa y la alcohol deshidrogenasa secundaria, y que produce alcohol
isopropilico. Se describe que la capacidad de las bacterias proporciona una tasa de produccién de 0,4 g/l/h, un
rendimiento de 43,5 % y una cantidad de acumulaciéon de 4,9 g/l.

El documento WO 2009/028582 divulga una variante de Escherichia coli en la que se han introducido los genes de la
acetoacetato descarboxilasa, la alcohol isopropilico deshidrogenasa, la acetil CoA:acetato CoA-transferasa y la
acetil-CoA acetiltransferasa, y que produce alcohol isopropilico. Se describe que la capacidad de la bacteria
proporciona una cantidad de acumulacién de 9,7 g/l.

En Appl. Microbiol. Biotechnol., 77 (6), pp.1219-1224, (2008) divulga una variante de Escherichia coli en la que se
han introducido los genes de la tiolasa, la CoA-transferasa, la acetoacetato descarboxilasa y la alcohol
deshidrogenasa primaria-secundaria, y que produce alcohol isopropilico. Se describe que la capacidad de la bacteria
proporciona una tasa de produccién de 0,6 g/l/h, un rendimiento del 51 % y una cantidad de acumulacion de 13,6 g/l.

El documento WO 2009/103026 divulga una variante de Escherichia coli en la que se han introducido los genes de la
acetoacetato descarboxilasa, la acetil CoA:acetato CoA-transferasa, la acetil-CoA acetiltransferasa y la alcohol
isopropilico deshidrogenasa, y que es capaz de producir alcohol isopropilico. Se describe que se espera que la
bacteria tenga una capacidad que proporcione un rendimiento del 50 %, una tasa de produccion de 0,4 g/l/h y una
cantidad de produccion final de 14 g/l.

El documento WO 2009/247217 desvela una variante de Escherichia coli en la que se han introducido los genes de
la acetoacetato descarboxilasa, la CoA transferasa, la tiolasa y la 2-propil alcohol deshidrogenasa, y que es capaz
de producir alcohol isopropilico. Se describe que la capacidad de la bacteria proporciona una cantidad de produccion
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final de 2 g/l.

Aqui, la alcohol isopropilico deshidrogenasa, la alcohol deshidrogenasa secundaria, la alcohol deshidrogenasa
primaria-secundaria y la 2-propil alcohol deshidrogenasa son enzimas que tienen diferentes nombres pero catalizan
la misma reaccién. La CoA transferasa, la acetoacetil-CoA transferasa, la acetil CoA:acetato CoA-transferasa y la
CoA transferasa son enzimas que tienen diferentes nombres pero que catalizan la misma reaccién. La acido
acetoacético descarboxilasa y la acetoacetato descarboxilasa son enzimas que tienen diferentes nombres pero que
catalizan la misma reaccion. La tiolasa y la acetil-CoA acetiltransferasa son enzimas que tienen diferentes nombres
pero que catalizan la misma reaccién. En consecuencia, aunque la productividad de las variantes de Escherichia coli
productoras de alcohol isopropilico divulgadas en estos documentos varia, las enzimas utilizadas para producir
alcohol isopropilico son equivalentes a los cuatro tipos de enzimas de acetoacetato descarboxilasa, alcohol
isopropilico deshidrogenasa, CoA transferasa y tiolasa, que se describen en el documento WO 2009/008377. En
este caso en el que se desea mejorar la productividad o el rendimiento, hasta el momento se han examinado estos
cuatro tipos de enzimas.

La Solicitud de patente japonesa abierta a inspeccién publica (JP-A) N.° 5-260979 describe que, en Bacillus subtillis,
la alteracion del gen GntR poseido por Escherichia coli mejora la produccién de D-ribosa.

Ademas, con respecto a un método para convertir alcohol isopropilico en acetona, en los documentos JP-A N.° 7-
53433 y JP-A N.° 11-335315 se utiliza un catalizador a base de cobre como catalizador sélido para la produccion de
acetona a través de la deshidrogenacion del alcohol isopropilico. Ademas, en la Patente del Reino Unido N.°
GB665376 se utiliza un catalizador obtenido por mezcla fisica de particulas finas de 6xido de zinc y particulas finas
de Oxido de zirconio. Se sabe que cuando se produce una sustancia usando un microorganismo generalmente hay
presente impurezas. En este sentido, ninguna de estas técnicas es un método de produccion que utilice
microorganismos y, por lo tanto, no describe que el isopropanol que contiene impurezas se use como materia prima.

La acetona se puede convertir facilmente en isopropanol por hidrogenacion. Se ha propuesto un proceso (véase, por
ejemplo, el documento JP-A N.° 2-174737) que incluye la obtencidn de propileno a partir del isopropanol a través de
una reaccion de deshidratacion, y posteriormente obtener cumeno permitiendo que el propileno reaccione con el
benceno, es decir, un proceso en el cual la acetona se reutiliza como materia prima para el método del cumeno al
convertirse en propileno mediante reacciones en dos etapas.

En la reutilizacion tal como se describié anteriormente, existe la necesidad de establecer un método industrial y
practico para producir propileno a partir de acetona con alta selectividad. También se conoce un método (véase, por
ejemplo, la Patente de Alemania Oriental N.°© DD84378) que incluye llevar a cabo una reaccion de hidrogenacion de
acetona a 400 °C en presencia de un catalizador de Cu (25 %) - 6xido de zinc (35 %) - 6xido de aluminio (40 %) para
obtener propileno. Sin embargo, aunque la temperatura de reaccidn en este método es alta (400 °C), la tasa de
conversion de acetona es baja (89 %). Ademas, dado que en el método se produce una reaccién secundaria que
genera propano a través de la hidrogenacion de propileno, la selectividad del propileno también es insuficiente (89
%).

Sumario de lainvencion
Problema técnico

Sin embargo, ninguna de las variantes de Escherichia coli descritas anteriormente capaces de producir alcohol
isopropilico tienen una capacidad de produccidon completamente satisfactoria. Mejorar la eficiencia en la produccion
de alcohol isopropilico en la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico ha sido un objetivo importante para
lograr. Ademas, también se ha deseado la provisién de un método para la utilizacion eficaz del alcohol isopropilico
obtenido.

Un objeto de la presente invencién es proporcionar una Escherichia coli que tenga una eficiencia significativa de
produccién de alcohol isopropilico, un método de produccion de alcohol isopropilico y un método de produccién de
acetona que utiliza la Escherichia coli, asi como un método de produccién de propileno a partir de alcohol
isopropilico que contenga acetona y que se obtenga utilizando la Escherichia coli

Solucién al problema

La presente invencidn se realizé a la vista de las circunstancias descritas anteriormente. Una Escherichia coli
productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencion, un método de produccion de alcohol isopropilico de
acuerdo con la invencion, y un método de produccion de acetona de acuerdo con la presente invencién son como se
describe a continuacion.

[1] Una Escherichia coli productora de alcohol isopropilico que comprende un sistema de produccién de alcohol
isopropilico, en el que se inactiva una actividad del represor transcripcional GntR para mejorar la eficacia de la
produccién de alcohol isopropilico y la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico comprende un grupo de
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enzimas auxiliares que tienen un patrén de expresién de la actividad enzimatica con el que se mantiene o
aumenta la capacidad de produccién de alcohol isopropilico conseguida mediante la inactivacién de la actividad
de GntR, seleccionandose el patron de actividad enzimatica del grupo de enzimas auxiliares del grupo que
consiste en:

(1) mantenimiento de las actividades de tipo silvestre de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi), la
actividad glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) y la actividad fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd);

(2) inactivacion de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) y aumento de la actividad glucosa-6-fosfato-
1-deshidrogenasa (Zwf); e

(3) inactivacién de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi), aumento de la actividad glucosa-6-fosfato-
1-deshidrogenasa (Zwf) e inactivacion de la actividad fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd), y

en el que el sistema de produccion de alcohol isopropilico esta constituido por genes de las enzimas
acetoacetato descarboxilasa, alcohol isopropilico deshidrogenasa, CoA transferasa y tiolasa.

[2] La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con [1], en la que la actividad glucosa-6-
fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) es una actividad glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa codificada por un gen de la
glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa de una bacteria del género Escherichia.

[3] La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con [1] o [2], en la que:

(a) el gen de la enzima acetoacetato descarboxilasa es un gen de la acetoacetato descarboxilasa de un
procariota seleccionado del grupo que consiste en una bacteria del género Clostridium, una bacteria del
género Bacillus y una bacteria del género Escherichia,

(b) el gen de la enzima alcohol isopropilico deshidrogenasa es un gen de la alcohol isopropilico
deshidrogenasa de un procariota seleccionado del grupo que consiste en una bacteria del género Clostridium,
una bacteria del género Bacillus y una bacteria del género Escherichia,

(c) el gen de la enzima de la CoA transferasa es un gen de la CoA transferasa de un procariota seleccionado
del grupo que consiste en una bacteria del género Clostridium, una bacteria del género Bacillus y una
bacteria del género Escherichia, y

(d) el gen de la enzima tiolasa es un gen de la tiolasa de un procariota seleccionado del grupo que consiste
en una bacteria del género Clostridium, una bacteria del género Bacillus y una bacteria del género
Escherichia.

[4] La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con [1] o [3], en la que:

(a) la actividad acetoacetato descarboxilasa es una actividad acetoacetato descarboxilasa codificada por un
gen que codifica la acetoacetato descarboxilasa de Clostridium acetobutylicum,

(b) la actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa es una actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa
codificada por un gen que codifica la alcohol isopropilico deshidrogenasa procedente de Clostridium
beijerinckii,

(c) la actividad CoA transferasa es una actividad CoA transferasa codificada por un gen que codifica la CoA
transferasa de Escherichia coli, y

(d) la actividad tiolasa es una actividad tiolasa codificada por un gen que codifica la tiolasa de Escherichia
coli.

[5] La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con [1], en la que:

(a) la actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa es una actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa
codificada por un gen que codifica la alcohol isopropilico deshidrogenasa introducida como un gen
modificado, y/o

(b) la actividad acetoacetato descarboxilasa es una actividad la acetoacetato descarboxilasa codificada por
un gen que codifica la acetoacetato descarboxilasa introducida como un gen modificado.

[6] La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con [5], en la que el gen modificado de la
alcohol isopropilico deshidrogenasa tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO: 40, y el gen modificado de la
acetoacetato descarboxilasa tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO: 43.

[7] La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con cualquiera de [1] y [3] a [6], que
comprende ademas al menos un gen de sacarosa hidrolasa de entre los genes de sacarosa no PTS.

[8] Un método de produccion de alcohol isopropilico, que comprende la produccion de alcohol isopropilico a partir
de una materia prima procedente de plantas usando la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico
cualquiera de [1] a [7].

[9] Un método para producir acetona, que comprende:

obtener alcohol isopropilico a partir de una materia prima procedente de plantas utilizando la Escherichia coli
productora de alcohol isopropilico de cualquiera de [1] a [7]; y

poner en contacto el alcohol isopropilico obtenido con un éxido complejo como catalizador que incluye 6xido
de zinc y al menos un 6xido que contiene un elemento del Grupo 4, y que se prepara por coprecipitacion.
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[10] Un método para producir propileno, que comprende:

obtener alcohol isopropilico que contiene acetona a partir de una materia prima procedente de plantas
utilizando la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de cualquiera de [1] a [7]y

poner en contacto el alcohol isopropilico con una sustancia acida sélida y un catalizador de hidrogenacion
gue contiene Cu como catalizadores, a una temperatura de reaccién dentro de un intervalo de 50 a 300 °C.

[11] ElI método para producir propileno de acuerdo con [10], en el que el catalizador de hidrogenacién que
contiene Cu es un catalizador que incluye ademas al menos un elemento seleccionado del grupo que consiste en
elementos del Grupo 6, Grupo 12 y Grupo 13.

[12] EI método para producir propileno de acuerdo con [10] u [11], en el que la sustancia acida sélida es zeolita.

Efecto ventajoso de lainvencion

De acuerdo con la presente invencion, se puede proporcionar una Escherichia coli que tiene una eficiencia
significativa de produccién de alcohol isopropilico, un método de produccién de alcohol isopropilico y un método de
produccién de acetona que utilizan la Escherichia coli, asi como un método de produccién de propileno a partir de
alcohol isopropilico que contiene acetona y que se obtiene utilizando la Escherichia coli.

Descripcion de las realizaciones

Una Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de la presente invencion es un Escherichia coli productora de
alcohol isopropilico que comprende un sistema de produccién de alcohol isopropilico, en el que la actividad del
represor transcripcional GntR se inactiva para mejorar la eficacia de la produccion de alcohol isopropilico y la
Escherichia coli productora de alcohol isopropilico comprende un grupo de enzimas auxiliares que tienen un patron
de actividad enzimatica con el que se mantiene o aumenta la capacidad de produccién de alcohol isopropilico
conseguida mediante la inactivacion de la actividad GntR.

En la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencién, la inactivacion de la actividad
GntR en combinaciéon con la posesion de un grupo de enzimas auxiliares que tienen el patron de actividad
enzimatica especificado permite una alta produccion de alcohol isopropilico.

Es decir, como resultado de diversos estudios que apuntan a mejorar la eficacia de la produccion de alcohol
isopropilico, la invencion ha descubierto que la inactivacion de la actividad de GntR, que es un regulador negativo
del metabolismo del gluconato, mejora la eficacia de la produccion de alcohol isopropilico por la Escherichia coli.

Ademas, también se encontré6 que hay enzimas que afectan a la capacidad mejorada de produccién de alcohol
isopropilico lograda por la inactivacion de la actividad GntR. La capacidad mejorada de produccion de alcohol
isopropilico conseguida por la inactivacion de GntR se mantiene o aumenta, dependiendo del patrén de actividad de
estas enzimas.

Como se usa en la invencion, la expresion “grupo de enzimas auxiliares” se refiere a enzimas que afectan a la
capacidad de produccion de alcohol isopropilico. Ademas, la actividad de enzimas incluidas en el grupo de enzimas
auxiliares se inactiva, activa o aumenta, y la frase “patrén de actividad enzimética del grupo de enzimas auxiliares”
como se usa en la invencion se refiere a un patrén de actividad enzimatica de las enzimas que es capaz de
mantener o aumentar la cantidad de produccion mejorada de alcohol isopropilico conseguida mediante la
inactivacion de la actividad de GntR sola. El patrén de actividad enzimatica se selecciona del grupo que consiste en:

(1) mantenimiento de las actividades de tipo silvestre de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi), actividad
glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) y actividad fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd);

(2) inactivacion de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) y aumento de la actividad glucosa-6-fosfato-1-
deshidrogenasa (Zwf); e

(3) inactivacion de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi), aumento de la actividad glucosa-6-fosfato-1-
deshidrogenasa (Zwf) e inactivacion de la actividad fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd).

El grupo de enzimas auxiliares puede ser un grupo de enzimas compuesto solo de enzimas nativas excepto que se
proporciona un sistema de produccién de alcohol isopropilico constituido por genes de las enzimas acetoacetato
descarboxilasa, alcohol isopropilico deshidrogenasa, CoA transferasa y tiolasa, y que la actividad GntR esta
inactivada (en la invencion, los factores que no muestran actividad enzimatica por si mismos también se incluyen en
el alcance de “enzimas”, a menos que se indique especificamente que se excluyen).

El alcance de la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico descrito anteriormente abarca, por ejemplo:
la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico en la que no se realiza ninguna alteracion artificial, excepto

gue se proporciona el sistema de produccién de alcohol isopropilico que ejerce la capacidad de produccion de
alcohol isopropilico predeterminada, y que GntR se inactivd mediante tecnologia de recombinacién génica; y
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la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico en la que no se realiza ninguna alteracion artificial, excepto
que se proporciona el sistema de produccion de alcohol isopropilico modificado para mejorar la capacidad de
produccién de alcohol isopropilico, y que GntR se inactiva mediante tecnologia de recombinacion génica.

El patron de actividad enzimatica del grupo de enzimas auxiliares descrito en el punto (3) anterior es mas preferible
desde el punto de vista de la capacidad de produccién de alcohol isopropilico.

Como se usa en la invencién, el término “inactivacién” se refiere a una condicién en la que la actividad del factor o
enzima medida por cualquier sistema de medicion existente no es superior a 1/10 de la actividad en la Escherichia
coli antes de la inactivacion, suponiendo que la actividad en la Escherichia coli antes de la inactivacion es 100.

Como se usa en la invencion, la frase “mediante tecnologia de recombinacién genética” abarca cualquier alteracion
de la secuencia de bases causada por la insercién de otro ADN en la secuencia de bases de un gen nativo, la
sustitucion o eliminacion de un determinado sitio de un gen, o combinacién de los mismos Por ejemplo, la alteracion
puede ser el resultado de una mutacion.

En la invencion, Escherichia coli en la que la actividad de un factor o enzima se inactiva se refiere a una bacteria en
la que la actividad nativa se ve afectada por algin método aplicado desde el exterior de la célula bacteriana hacia el
interior de la célula bacteriana. La bacteria puede generarse, por ejemplo, alterando un gen que codifica la proteina
0 enzima (interrupcion del gen).

Los ejemplos de la alteracién génica en la invencion incluyen la adicién de una mutacion a la secuencia de bases de
un gen, la insercion de otro ADN en la secuencia de bases y la eliminacién de una cierta parte de un gen, que se
llevan a cabo con el fin de prevenir la funcion del gen a realizar. Como resultado de la alteracién génica, por ejemplo,
el gen no puede transcribirse en ARNm, y el gen estructural deja de traducirse. En otra alternativa, debido a que el
ARNmM transcrito esta incompleto, la mutaciéon o delecién aparece en la secuencia de aminoacidos de la proteina
estructural traducida, y por lo tanto, no pueden realizarse las funciones intrinsecas de la proteina estructural.

Se puede emplear cualquier método para la preparacion de un alterador génico siempre que se obtenga un alterador
en el que la enzima o proteina no se expresa. Se han descrito varios métodos de alteracion génica (reproduccion
natural, adicion de un agente mutagénico, irradiacion ultravioleta, exposicién a radiacion, mutagénesis aleatoria,
transposon, alteracion génica dirigida al sitio). La alteracion génica por recombinacién homologa es preferible debido
a su capacidad de alterar solo un gen especifico. Las técnicas por recombinacion homdloga se describen en J.
Bacteriol., 161, 1219 - 1221 (1985)), J. Bacteriol., 177, 1511-1519 (1995)) y Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A, 97,6640-
6645 (2000)), y los expertos en la materia pueden llevar a cabo facilmente la alteracién génica usando estos
métodos y aplicaciones de los mismos.

En la invencion, el “aumento” de “actividad” significa, en términos generales, que una actividad enzimatica en la
Escherichia coli productora de alcohol isopropilico aumenta después del aumento en comparacion con la actividad
de la enzima antes del aumento.

Los métodos de aumento no estan particularmente restringidos siempre que la actividad de una enzima poseida por
la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico aumente. Los ejemplos de los mismos incluyen el aumento
mediante un gen de una enzima introducido desde el exterior de la célula bacteriana, aumento por expresion
aumentada de un gen de una enzima dentro de la célula bacteriana, y una combinacion de los mismos.

Los ejemplos de aumento por un gen de una enzima introducido desde el exterior de la célula bacteriana incluyen,
especificamente: la introduccion de un gen que codifica una enzima que tiene una actividad mayor que la enzima del
hospedador desde el exterior de la célula bacteriana de la bacteria hospedadora hacia dentro de la célula
bacteriana, afadiendo asi el actividad enzimatica del gen de la enzima introducido; sustituir la actividad enzimatica
introducida por una actividad enzimatica intrinseca que posee originalmente el hospedador; aumentar el nimero de
copias de un gen de una enzima del hospedador o un gen de una enzima introducido desde el exterior de la célula
bacteriana a 2 0 mas; y cualquier combinacién de los mismos.

Los ejemplos de aumento por expresion aumentada de un gen de una enzima dentro de la célula bacteriana
incluyen, especificamente: la introduccion de una secuencia de bases que aumenta la expresién de un gen de una
enzima desde el exterior de la célula bacteriana de la bacteria hospedadora hacia dentro de la célula bacteriana; la
sustitucion de otro promotor por el promotor de un gen de una enzima que posee la bacteria hospedadora en su
genoma, aumentando asi la expresion del gen de la enzima; y cualquier combinacién de los mismos.

En la invencion, el término “hospedadora” significa Escherichia coli que se convertird en la Escherichia coli
productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencién como resultado de la introduccion de uno o mas
genes desde el exterior de la célula de la misma.

La invencion se describe a continuacion.
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GntR en la invencion se refiere a un factor de transcripcion que regula negativamente un operén que participa en el
metabolismo de gluconato a través de la via Entner-Doudoroff, y es un nombre genérico para el represor
transcripcional GntR que suprime las funciones de dos grupos de genes (Gntl y Gntll), que son responsables de la
absorcion y del metabolismo del acido glucénico.

Glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) en la invencion se refiere a un nombre genérico de enzimas que estan
clasificadas con el cédigo de enzima ndamero 5.3.1.9 basado en el informe de la Comisiéon de Enzimas de la Union
Internacional de Bioquimica (IUB), y que cataliza una reaccion de producciéon de D-fructosa-6-fosfato a partir de D-
glucosa-6-fosfato.

Glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) en la invencién se refiere a un nombre genérico de enzimas que estan
clasificadas con el cédigo de enzima nimero 1.1.1.49 basado en el informe de la Comision de Enzimas de la Union
Internacional de Bioquimica (IUB), y que catalizan una reaccién de produccién de D-glucono-1,5-lactona-6-fosfato a
partir de D-glucosa-6-fosfato.

Ejemplos de tales enzimas incluyen las procedentes de bacterias del género Deinococcus como Deinococcus
radiophilus, bacterias del género Aspergillus como Aspergillus niger y Aspergillus aculeatus, bacterias del género
Acetobacter como Acetobacter hansenii, bacterias del género Thermotoga como Thermotoga maritima, bacterias del
género Cryptococcus como Cryptococcus neoformans, bacterias del género Dictyostelium como Dictyostelium
discoideum, el género Pseudomonas como Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa, el género
Saccharomyces como Saccharomyces cerevisiae, bacterias del género Bacillus como Bacillus megaterium, y
bacterias del género Escherichia como Escherichia coli.

Como gen de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) usado en la invencién, se puede utilizar un ADN que tiene
la secuencia de bases de un gen que codifica una glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa obtenida de cualquiera de los
organismos de origen de las enzimas descritos anteriormente, o la secuencia de ADN sintético que se sintetiza
basado en una secuencia de bases conocida del gen. Los ejemplos preferibles incluyen un ADN que tiene la
secuencia de bases de un gen procedente de una bacteria del género Deinococcus como Deinococcus radiophilus,
una bacteria del género Aspergillus como Aspergillus niger o Aspergillus aculeatus, una bacteria del género
Acetobacter como Acetobacter hansenii, una bacteria del género Thermotoga como Thermotoga maritima, una
bacteria del género Cryptococcus como Cryptococcus neoformans, una bacteria del género Dictyostelium como
Dictyostelium discoideum, el género Pseudomonas como Pseudomonas fluorescens o Pseudomonas aeruginosa, el
género Saccharomyces como Saccharomyces cerevisiae, una bacteria del género Bacillus como Bacillus
megaterium, o una bacteria del género Escherichia como Escherichia coli. Un ADN que tiene la secuencia de bases
de un gen procedente de un procariota tal como una bacteria del género Deinococcus, una bacteria del género
Aspergillus, una bacteria del género Acetobacter, una bacteria del género Thermotoga, una bacteria del género
Pseudomonas, una bacteria del género Bacillus o una bacteria del género Escherichia es mas preferible, y un ADN
gue tiene la secuencia de bases de un gen procedente de Escherichia coli es particularmente preferible.

La fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd) en la invencion se refiere a un nombre genérico de enzimas que estan
clasificadas con el cédigo de enzima nimero 1.1.1.44 basado en el informe de la Comisiéon de Enzimas de la Union
Internacional de Bioquimica (IUB), y que cataliza una reaccion de produccion de D-ribulosa-5-fosfato y CO- a partir
de 6-fosfo-D-gluconato.

La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencidn es Escherichia coli que tiene un
sistema de producciéon de alcohol isopropilico, y tiene capacidad de produccion de alcohol isopropilico que se
introduce o altera mediante una tecnologia de recombinacién génica. El sistema de produccion de alcohol
isopropilico es un sistema que habilita el objetivo Escherichia coli para producir alcohol isopropilico

En la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencién, se confieren cuatro tipos de
actividades enzimaticas, actividad acetoacetato descarboxilasa, actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa,
actividad CoA transferasa y la actividad tiolasa descrita anteriormente desde el exterior de la célula bacteriana, o se
aumenta la expresion de las actividades en la célula bacteriana, o, mas preferiblemente, se confieren y se
aumentan.

En la invencion, tiolasa se refiere a un nombre genérico de enzimas que se clasifican con el nimero de cédigo de
enzima: 2.3.1.9 basado en el informe de la Comisién de Enzimas de la Unidn Internacional de Bioquimica (IUB) y
gue cataliza una reaccion de produccion de acetoacetilo CoA a partir de acetil CoA.

Los ejemplos de la enzima incluyen las procedentes de las bacterias del género Clostridium como Clostridium
acetobutylicum y Clostridium beijerinckii, bacterias del género Escherichia como Escherichia coli, bacterias del
género Halobacterium, bacterias del género Zoogloea como Zoogloea ramigera, bacterias del género Rhizobium,
bacterias del género Bradyrhizobium como Bradyrhizobium japonicum, bacterias del género Candida como Candida
tropicalis, bacterias del género Caulobacter como Caulobacter crescentus, bacterias del género Streptomyces como
Streptomyces collinus, y bacterias del género Enterococcus como Enterococcus faecalis.
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Como un gen de la tiolasa para usar en la invencion, se puede usar un ADN que tiene la secuencia de bases de un
gen que codifica una tiolasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de las enzimas enumerados
anteriormente, o una secuencia de ADN sintetizada que se sintetiza basandose en una secuencia de bases del gen
conocida. Los ejemplos preferibles incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen procedente de una
bacteria del género Clostridium como Clostridium acetobutylicum o Clostridium beijerinckii, una bacteria del género
Escherichia como Escherichia coli, una bacteria de la especie Halobacterium, una bacteria del género Zoogloea
como Zoogloea ramigera, una bacteria de la especie Rhizobium, una bacteria del género Bradyrhizobium como
Bradyrhizobium japonicum, una bacteria del género Candida como Candida tropicalis, una bacteria del género
Caulobacter como Caulobacter crescents, una bacteria del género Streptomyces como Streptomyces collinus, o una
bacteria del género Enterococcus como Enterococcus faecalis. Los ejemplos mas preferibles incluyen un ADN que
tiene la secuencia de bases de un gen procedente de un procariota tal como una bacteria del género Clostridium o
una bacteria del género Escherichia, y un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen procedente de
Clostridium acetobutylicum o Escherichia coli es particularmente preferible.

En la invencidn, la acetoacetato descarboxilasa se refiere a un nombre genérico de enzimas que se clasifican con el
numero de codigo de enzima: 4.1.1.4 basado en el informe de la Comisién de Enzimas de la Unién Internacional de
Bioquimica (IUB), y que cataliza una reaccion de produccién de acetona a partir de acetoacetato.

Los ejemplos de las enzimas incluyen las procedentes de las bacterias del género Clostridium, como Clostridium
acetobutylicum y Clostridium beijerinckii, y bacterias del género Bacillus como Bacillus polymyxa.

Como un gen de la acetoacetato descarboxilasa a introducir en la bacteria hospedadora en la invencion, se puede
usar un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que codifica una acetoacetato descarboxilasa obtenida a
partir de cualquiera de los organismos de origen de las enzimas enumerados anteriormente, 0 una secuencia de
ADN sintético que se sintetiza basandose en una secuencia base conocida del gen. Los ejemplos preferibles
incluyen los procedentes de bacterias del género Clostridium o bacterias del género Bacillus. Un ejemplo es un ADN
gue tiene la secuencia de bases de un gen procedente de Clostridium acetobutylicum o Bacillus polymyxa. Un ADN
gue tiene la secuencia de bases de un gen procedente de Clostridium acetobutylicum es particularmente preferible.

En la invencion, la alcohol isopropilico deshidrogenasa se refiere a un nombre genérico de enzimas que se clasifican
con el nimero de cddigo de enzima: 1.1.1.80 basado en el informe de la Comision de Enzimas de la Union
Internacional de Bioquimica (IUB), y que cataliza una reaccion de produccién de alcohol isopropilico a partir de
acetona. Los ejemplos de la enzima incluyen las procedentes de las bacterias del género Clostridium, como
Clostridium beijerinckii.

Como un gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa para ser introducido en la bacteria hospedadora en la
invencioén, se puede usar un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen que codifica una alcohol isopropilico
deshidrogenasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de las enzimas enumerados anteriormente, o
una secuencia de ADN sintético que se sintetiza basandose en una secuencia de bases conocida del gen. Los
ejemplos preferibles incluyen los procedentes de bacterias del género Clostridium, como un ADN que tiene la
secuencia de bases de un gen procedente de Clostridium beijerinckii.

En la invencion, CoA transferasa se refiere a un nombre genérico de enzimas que se clasifican con el nimero de
cédigo de enzima: 2.8.3.8 basado en el informe de la Comision de Enzimas de la Union Internacional de Bioquimica
(IUB) y que cataliza una reaccion de produccion de acetoacetato a partir de acetoacetil CoA.

Los ejemplos de la enzima incluyen las procedentes de las bacterias del género Clostridium, como Clostridium
acetobutylicum y Clostridium beijerinckii, bacterias del género Roseburia, como Roseburia intestinalis, bacterias del
género Faecalibacterium como Faecalibacterium prausnitzii, bacterias del género Coprococcus, Trypanosoma como
Trypanosoma brucei, y bacterias del género Escherichia como Escherichia coli.

Como un gen de la CoA transferasa para usar en la invencién, se puede usar un ADN que tiene la secuencia de
bases de un gen que codifica una CoA transferasa obtenida de cualquiera de los organismos de origen de las
enzimas enumerados anteriormente, o una secuencia de ADN sintético que se sintetiza basandose en una
secuencia de bases conocida del gen. Los ejemplos preferibles incluyen un ADN que tiene la secuencia de bases de
un gen procedente de una bacteria del género Clostridium como Clostridium acetobutylicum, una bacteria del género
Roseburia como Roseburia intestinalis, una bacteria del género Faecalibacterium como Faecalibacterium prausnitzii,
una bacteria del género Coprococcus, Trypanosoma como Trypanosoma brucei, 0 una bacteria del género
Escherichia como Escherichia coli. Los ejemplos mas preferibles incluyen los procedentes de una bacteria del
género Clostridium o una bacteria del género Escherichia, y un ADN que tiene la secuencia de bases de un gen
procedente de Clostridium acetobutylicum o Escherichia coli es particularmente preferible.

Desde el punto de vista de la actividad de la enzima, es preferible que cada uno de los cuatro tipos de enzima sea
una enzima procedente de al menos una seleccionado del grupo que consiste en una bacteria del género
Clostridium, una bacteria del género Bacillus, y una bacteria del género Escherichia. En particular, un caso en el que
la acetoacetato descarboxilasa y la alcohol isopropilico deshidrogenasa se derivan de una bacteria o bacteria del



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 668 457 T3

género Clostridium, y en la cual la actividad CoA transferasa y la actividad tiolasa se derivan de una bacteria o
bacterias del género Escherichia, es mas preferible

En particular, desde el punto de vista de la actividad enzimatica, es preferible que cada uno de los cuatro tipos de
enzima en la invencién proceda de cualquiera de Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, o Escherichia
coli. Un caso en el que la acetoacetato descarboxilasa es una enzima procedente de Clostridium acetobutylicum, y
en la que cada una de la CoA transferasa y la tiolasa es una enzima procedente de Clostridium acetobutylicum o
Escherichia coli, y en la cual la alcohol isopropilico deshidrogenasa es una enzima procedente de Clostridium
beijerinckii, es mas preferible Con respecto a los cuatro tipos de enzimas, un caso en el cual la actividad
acetoacetato descarboxilasa se deriva de Clostridium acetobutylicum, y en la cual la actividad alcohol isopropilico
deshidrogenasa se deriva de Clostridium beijerinckii, y en la cual la actividad CoA transferasa y la actividad tiolasa
se derivan de Escherichia coli, es particularmente preferible desde el punto de vista de la actividad de la enzima.

Cada una de las actividades de estas enzimas en la invencion puede ser una actividad introducida desde el exterior
de la célula bacteriana dentro de la célula bacteriana o una actividad obtenida por la elevada expresién del gen de la
enzima que la bacteria hospedadora posee en su genoma a través del aumento de la actividad del promotor para el
gen de la enzima o reemplazo del promotor con otro promotor.

La introduccion de la actividad enzimatica puede llevarse a cabo, por ejemplo, introduciendo un gen que codifica la
enzima desde el exterior de la célula bacteriana de la bacteria hospedadora hasta el interior de la célula bacteriana
utilizando una tecnologia de recombinacidn génica. Aqui, el gen de la enzima que se va a introducir puede derivarse
de la misma especie que la de la célula hospedadora o de una especie diferente de la de la célula hospedadora.
Métodos para la preparacién de un ADN gendmico necesario para introducir un gen desde el exterior de la célula
bacteriana hasta el interior de la célula bacteriana, corte y ligacion del ADN, transformacion, PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa), disefio y sintesis de oligonucleétidos para ser utilizados como cebadores, etc. pueden
llevarse a cabo mediante métodos habituales bien conocidos por los expertos en la materia. Estos métodos se
describen en Sambrook, J., et al., “Molecular Cloning A Laboratory Manual, Second Edition”, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, (1989)) etc.

En la invencién, la Escherichia coli en la cual se aumenta una actividad de la enzima se refiere a Escherichia coli en
la cual la actividad enzimatica se aumenta mediante algin método. Tal Escherichia coli pueden prepararse
utilizando, por ejemplo, un método en el que un gen que codifica la enzima o proteina se introduce desde el exterior
de la célula bacteriana hasta el interior de la célula bacteriana utilizando un plasmido y una tecnologia de
recombinacion génica similar a la descrita anteriormente, un método en el que la elevada expresion de un gen de la
enzima que posee la Escherichia coli hospedadora en su genoma se logra mediante el aumento de la actividad
promotora para el gen de la enzima o la sustitucién del promotor por otro promotor.

El promotor del gen en la invencién puede ser cualquier promotor que sea capaz de controlar la expresion de
cualquiera de los genes descritos anteriormente. El promotor del gen es preferiblemente un potente promotor que
funciona constitutivamente en el microorganismo, y que no es susceptible a la represion de la expresion incluso en
presencia de glucosa. Los ejemplos especificos del mismo incluyen el promotor de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (en lo sucesivo denominado en ocasiones “GAPDH”) o el promotor de la serina hidroximetil
transferasa.

El promotor en la presente invencion significa una region a la que se une una ARN polimerasa que tiene un factor
sigma para iniciar la transcripcién. Por ejemplo, un promotor GAPDH procedente de Escherichia coli se describe en
las bases namero 397-440 en la informacidon de la secuencia de bases con nimero de acceso de GenBank X02662.

Los genes de la CoA transferasa (atoD y atoA) y un gen de la tiolasa (atoB), cada uno de los cuales se deriva de
Escherichia coli, forman un operén en el genoma de Escherichia coli en el orden de atoD, atoA y atoB (Journal of
Baceteriology vol. 169 pp 42-52 Lauren Sallus Jenkins, et al.) Por lo tanto, la expresion de los genes de la CoA
transferasa y el gen de la tiolasa puede controlarse simultaneamente modificando el promotor de atoD.

En vista de lo anterior, cuando la actividad CoA transferasa y la actividad tiolasa se obtienen de los genes
gendmicos de la Escherichia coli hospedadora, es preferible aumentar la expresion de ambos genes de las enzimas,
por ejemplo, reemplazando el promotor responsable de la expresion de ambos genes de las enzimas por otro
promotor, desde el punto de vista de obtener suficiente capacidad de produccion de alcohol isopropilico. Los
ejemplos del promotor que se usan para aumentar la expresion de la actividad CoA transferasa y la actividad tiolasa
incluyen el promotor GAPDH procedente de Escherichia coli anteriormente descrito.

En la presente invencién, ejemplos de Escherichia coli productora de alcohol isopropilico que tienen un sistema de
produccién de alcohol isopropilico incluyen la variante pIPA/B o la variante plaaa/B descritas en el documento WO
2009/008377. El alcance de tal Escherichia coli incluye una variante en la que, entre las enzimas implicadas en la
produccién de alcohol isopropilico, el aumento de la actividad la CoA transferasa y de la actividad tiolasa se lleva a
cabo aumentando la expresién de los respectivos genes en el genoma de la Escherichia coli, y en el que el aumento
de la actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa y la actividad acetoacetato descarboxilasa se lleva a cabo
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mediante el aumento de la expresién de los genes respectivos usando un plasmido o plasmidos (a veces
denominada “variante pla/B::atoDAB”).

En la invencién, la actividad GntR inactivada se incluye preferiblemente desde el punto de vista de mejorar mas
eficazmente la eficacia de la produccion de alcohol isopropilico. Es mas preferible incluir la actividad glucosa-6-
fosfato isomerasa (Pgi) inactivada y la actividad glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) aumentada ademas de la
GntR inactivada. Lo mas preferible es que se incluyan la actividad GntR inactivada, la actividad glucosa-6-fosfato
isomerasa (Pgi) inactivada, la actividad fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd) inactivada y la actividad glucosa-6-
fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) aumentada. Estas combinaciones permiten una mejora drastica de la eficacia de la
produccién de alcohol isopropilico, en comparacién con otras combinaciones de factores o enzimas.

Un aspecto preferible de la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencion es una
variante obtenida mediante la inactivacion de la actividad GntR de la variante pIPA/B, la variante plaaa/B o la
variante pla/B::atoDAB.

Un aspecto mas preferible de la misma es una variante obtenida mediante la inactivacién de la actividad GntR y la
actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) de la variante pIPA/B, la variante plaaa/B o la variante pla/B::atoDAB, y
el aumento de la actividad glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) de la misma.

Un aspecto particularmente preferible es una variante obtenida mediante la inactivacion de la actividad GntR, la
actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) y la actividad fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd) de la variante
pIPA/B, la variante plaaa/B o la variante pla/B::atoDAB, y el aumento de la actividad glucosa-6-fosfato-1-
deshidrogenasa (Zwf) de la misma.

Ademas, los genes que codifican enzimas de asimilacion de sacarosa pueden introducirse en la Escherichia coli
productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencion. La introduccion de tales genes permite la produccion
de alcohol isopropilico a partir de sacarosa.

Los genes que codifican enzimas de asimilacion de sacarosa incluyen genes que codifican enzimas implicadas en el
sistema PTS y el sistema no PTS entre las vias de asimilacion de sacarosa de microorganismos.

Especificamente, ejemplos de genes que codifican enzimas implicadas en el sistema PTS de la sacarosa incluyen
genes que codifican ScrA (que incorpora sacarosa), ScrY (que fosforila sacarosa), ScrB (que degrada la sacarosa
dentro del microorganismo), ScrR (que regula la expresion de genes que codifican ScrA, Y, y B), y ScrK (que
fosforila la fructosa).

Ademas, un grupo de genes no PTS de sacarosa que codifica las enzimas implicadas en el sistema no PTS de
sacarosa es, especificamente, un grupo de genes compuestos por genes que codifican CscB (sacarosa permeasa,
que incorpora sacarosa), CscA (sacarosa hidrolasa, que degrada sacarosa dentro del microorganismo), CscK
(fructoquinasa, que fosforila la fructosa) y CscR (proteina represora, que regula la expresion de genes que codifican
CscB, Ay K).

Entre estos, ejemplos de un gen de una enzima de asimilacion de sacarosa para ser introducido en la Escherichia
coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencién incluyen genes que codifican enzimas implicadas
en el sistema no PTS, y, especialmente, genes que codifican una combinacién de una 0 mas enzimas que incluyen
al menos CscA. Los ejemplos de los mismos incluyen cscA solo, una combinacién de cscA y cscK, una combinacion
de cscA y cscB, una combinacion de cscA y ¢scR, una combinacién de cscA, cscR y cscK, y una combinacién de
cscA, cscR y cscB. En particular, es posible elegir introducir solo un gen que codifica CscA desde el punto de vista
de la produccion eficiente de alcohol isopropilico.

Como un gen de la sacarosa hidrolasa (invertasa, CscA), se puede usar un ADN que tiene la secuencia de bases de
un gen que codifica una sacarosa hidrolasa (invertasa, CscA) obtenida de un organismo que posee la enzima, o una
secuencia de ADN sintético que se sintetiza basandose en la secuencia de bases conocida del gen. Los ejemplos
preferibles incluyen los procedentes de bacterias del género Erwinia, bacterias del género Proteus, bacterias del
género Vibrio, bacterias del género Agrobacterium, bacterias del género Rhizobium, bacterias del género
Staphylococcus, bacterias del género Bifidobacterium, y bacterias del género Escherichia. Un ejemplo es un ADN
que tiene la secuencia de bases de un gen procedente de una cepa de Escherichia coli O157. Un ADN que tiene la
secuencia de bases de un gen procedente de una cepa de Escherichia coli 0157 es particularmente preferible. Es
preferible que una secuencia sefial para transferir cscA al periplasma de la célula bacteriana se haya afiadido a
CSCA.

Como un gen de la proteina represora (CscR), se puede usar un ADN que tiene la secuencia base de un gen que
codifica una proteina represora (CscR) obtenida de un organismo que posee la enzima, o una secuencia de ADN
sintético que se sintetiza basandose en una secuencia base conocida del gen. Los ejemplos preferibles incluyen los
procedentes de bacterias del género Erwinia, bacterias del género Proteus, bacterias del género Vibrio, bacterias del
género Agrobacterium, bacterias del género Rhizobium, bacterias del género Staphylococcus, bacterias del género
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Bifidobacterium, y bacterias del género Escherichia. Un ejemplo es un ADN que tiene la secuencia de bases de un
gen procedente de una cepa de Escherichia coli O157. EI ADN que tiene la secuencia de bases de un gen
procedente de una cepa de Escherichia coli 0157 es particularmente preferible.

Como un gen de la fructoquinasa (CscK), se puede usar un ADN que tiene la secuencia base de un gen que codifica
una fructoquinasa (CscK) obtenida de un organismo que posee la enzima, o una secuencia de ADN sintético que se
sintetiza basandose en una secuencia de bases conocida del gen. Los ejemplos preferibles incluyen los procedentes
de bacterias del género Erwinia, bacterias del género Proteus, bacterias del género Vibrio, bacterias del género
Agrobacterium, bacterias del género Rhizobium, bacterias del género Staphylococcus, bacterias del género
Bifidobacterium, y bacterias del género Escherichia. Un ejemplo es un ADN que tiene la secuencia de bases de un
gen procedente de una cepa de Escherichia coli O157. EI ADN que tiene la secuencia de bases de un gen
procedente de una cepa de Escherichia coli 0157 es particularmente preferible.

Como un gen de la sacarosa permeasa (CscB), se puede usar un ADN que tiene la secuencia base de un gen que
codifica una sacarosa permeasa (CscB) obtenida de un organismo que posee la enzima, o una secuencia de ADN
sintético que se sintetiza basandose en una secuencia base conocida de el gen. Los ejemplos preferibles incluyen
los procedentes de bacterias del género Erwinia, bacterias del género Proteus, bacterias del género Vibrio, bacterias
del género Agrobacterium, bacterias del género Rhizobium, bacterias del género Staphylococcus, bacterias del
género Bifidobacterium, y bacterias del género Escherichia. Un ejemplo es un ADN que tiene la secuencia de bases
de un gen procedente de una cepa de Escherichia coli O157. El ADN que tiene la secuencia de bases de un gen
procedente de una cepa de Escherichia coli 0157 es particularmente preferible.

En la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencion, la actividad de una enzima del
sistema de produccion de alcohol isopropilico, preferiblemente la actividad de al menos una de alcohol isopropilico
deshidrogenasa o acetoacetato deshidrogenasa entre las enzimas del sistema de produccién de alcohol isopropilico,
puede derivarse de un gen introducido como un gen modificado.

Como se usa en la invencion, la frase “gen modificado” abarca cualquier producto obtenido tras someter la
secuencia de bases del gen de la enzima a modificacién, tal como delecidn, sustitucion o adicion. Especificamente,
sus ejemplos incluyen un producto en el que la modificacidn se realiza solo en codones de la secuencia de bases del
gen de la enzima y en el que la secuencia de amino4cidos sintetizada basada en la secuencia de bases modificada
solo para codones no cambia, y un producto en el que la modificacion se hace solo para la region promotora de un
gen de una enzima y en el que la secuencia de aminoacidos sintetizada basada en la secuencia de bases
modificada solo en la region promotora no cambia.

El gen de la enzima a modificar puede ser un gen innato del hospedador o un gen de la enzima procedente de un
microorganismo de una especie diferente.

Ademas, solo un gen de la enzima que codifica la alcohol isopropilico deshidrogenasa o solo un gen de la enzima
acetoacetato deshidrogenasa puede modificarse genéticamente, o ambos genes pueden modificarse genéticamente
al mismo tiempo.

El gen modificado puede tener cualquier modificacion siempre que la modificacion génica de cualquiera de los genes
de la enzima descritos anteriormente tenga como resultado un aumento de la capacidad para producir una sustancia
diana mediante la provisién de la actividad enzimatica de una enzima correspondiente a un hospedador o mediante
el aumento de la actividad enzimatica.

El gen modificado es preferiblemente un gen modificado cuyos codones empleados se han modificado de acuerdo
con la frecuencia del uso de los codones en Escherichia coli. Tal gen modificado permite un aumento de la eficacia
de la produccion de alcohol isopropilico.

Como se usa en la invencion, la frase “modificar los codones empleados” significa la modificaciéon de codones, que
son secuencias de tripletes de bases correspondientes a los aminoacidos respectivos, en la secuencia de bases que
codifica y define una secuencia de aminoacidos. Tal como se usa en la invencion, la expresion “modificacion de
codon” significa la modificacién solo de la secuencia de bases sin alteracion de la secuencia de aminoacidos.

El gen modificado de la alcohol isopropilico deshidrogenasa preferiblemente tiene una secuencia de bases
representada por la SEQ ID NO: 40. El gen modificado de la acetoacetato deshidrogenasa preferiblemente tiene una
secuencia de bases representada por la SEQ ID NO: 43. La actividad de cada una de la alcohol isopropilico
deshidrogenasa y la acetoacetato deshidrogenasa preferiblemente puede aumentarse usando los genes
modificados.

En la presente invencién, Escherichia coli significa Escherichia coli que se puede producir para que tenga la
capacidad de producir alcohol isopropilico a partir de una materia prima procedente de una planta mediante el uso
de ciertos medios, independientemente de si la Escherichia coli originalmente tiene la capacidad de producir alcohol
isopropilico a partir de una materia prima procedente de plantas.
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Aqui la Escherichia coli que se sometera a recombinacién genética es Escherichia coli que no tiene capacidad de
produccién de alcohol isopropilico, y puede ser cualquier Escherichia coli que permite la introduccion o modificacion
de los genes respectivos.

La Escherichia coli es Escherichia coli a la cual se le ha conferido la capacidad de produccion de alcohol isopropilico
por adelantado. Al usar tal Escherichia coli, el alcohol isopropilico se puede producir de manera mas eficiente.

La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico es un Escherichia coli productora de alcohol isopropilico a la
que se le ha conferido impartido la actividad acetoacetato descarboxilasa, la actividad alcohol isopropilico
deshidrogenasa, la actividad CoA transferasa y la tiolasa para poder producir alcohol isopropilico a partir de una
materia prima procedente de plantas, y que se describe, por ejemplo, en el documento WO 2009/008377.

Un método para producir alcohol isopropilico de acuerdo con la invencién incluye producir alcohol isopropilico a
partir de una materia prima procedente de plantas usando la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico
descrita anteriormente, e incluye especificamente cultivar la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico en un
estado en el que la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico se pone en contacto con una materia prima
procedente de plantas (en lo sucesivo, proceso de cultivo), y recoger el alcohol isopropilico obtenido por el contacto
(en lo sucesivo, proceso de recogida).

La materia prima procedente de plantas que se utilizar4 en el método de produccién de alcohol isopropilico es una
fuente de carbono obtenida de una planta, y no est4 restringida siempre que sea una materia prima procedente de
plantas. En la invencion, la materia prima procedente de plantas se refiere a érganos tales como raices, cafias,
tallos, ramas, hojas, flores y semillas, cuerpos de las plantas incluyendo los 6rganos de la planta y productos de
descomposicion de los 6rganos de la planta, y ademas abarca fuentes de carbono que pueden ser utilizadas como
fuentes de carbono por microorganismos durante el cultivo a partir de fuentes de carbono obtenidas de los cuerpos
de las plantas, los 6rganos de las plantas y sus productos de descomposicion.

Las fuentes de carbono incluidas en tales materias primas procedentes de plantas generalmente incluyen azlicares
como almiddn, sacarosa, glucosa, fructosa, xilosa y arabinosa, o productos de descomposicidn herbacea y lefiosa o
hidrolizados de celulosa, cada uno de los cuales contiene los ingredientes anteriores en grandes cantidades y
combinaciones de los mismos. Las fuentes de carbono de la invencion pueden incluir ademas glicerina y acidos
grasos derivados de aceite vegetal.

Los ejemplos preferidos de la materia prima procedente de plantas en la invencion incluyen productos agricolas tales
como granos, maiz, arroz, trigo, soja, cafia de azlcar, remolacha, algodon y similares, o combinaciones de los
mismos. La forma de la misma como materia prima no esta especificamente limitada, y puede ser un producto
crudo, jugo exprimido, un producto triturado o similar. En otra alternativa, la materia prima procedente de plantas
puede estar en una forma que consiste Unicamente en la fuente de carbono descrita anteriormente.

En el proceso de cultivo, el contacto entre la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico y una materia prima
procedente de plantas generalmente se elabora cultivando la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico en
un medio de cultivo que contiene la materia prima procedente de plantas.

La densidad de contacto entre la materia prima procedente de plantas y la Escherichia coli productora de alcohol
isopropilico puede variar segun la actividad de la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico. En general, la
concentracion de la materia prima procedente de plantas en el medio de cultivo puede ser tal que la concentracion
inicial de azucar en términos de glucosa se puede establecer en un 20 % en masa 0 menos con respecto a la masa
total de la mezcla. Desde el punto de vista de la tolerancia al aziicar de Escherichia coli, la concentracion inicial de
azlcar se establece preferiblemente en 15 % en masa o inferior. Se pueden afadir otros componentes en las
cantidades de adicion habituales para medios de cultivo de microorganismos, sin limitacion particular.

El contenido de la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico en el medio de cultivo puede variar con el tipo y
la actividad de la Escherichia coli, y la cantidad de un liquido bacteriano precultivo (DO 660 nm = 4 a 8) que se
afiadira al comenzar el cultivo generalmente se puede fijar para que sea de 0,1 % en masa a 30 % en masa en
relacién con el liquido de cultivo, y preferiblemente se fija para que sea del 1 % en masa al 10 % en masa en
relacién con el liquido de cultivo desde el punto de vista del control de las condiciones de cultivo.

El medio de cultivo que se utilizara para el cultivo de Escherichia coli productora de alcohol isopropilico puede ser
cualquier medio de cultivo habitualmente empleado que incluya una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno,
iones inorganicos y oligoelementos organicos, acidos nucleicos, vitaminas, etc. requeridos por los microorganismos
para producir &cido lactico, sin limitacion particular.

Las condiciones de cultivo para el cultivo en la invencién no estan particularmente restringidas, y el cultivo puede
llevarse a cabo, por ejemplo, en condiciones aerdbicas a un pH y temperatura adecuadamente controlados dentro
de un intervalo de pH 4 a 9, preferiblemente de pH 6 a 8, y dentro de un intervalo de 20 °C a 50 °C, preferiblemente
de 25 °C a 42 °C.
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El volumen de aireacion del gas en la mezcla descrita anteriormente no esta particularmente restringido. Cuando
solo se usa aire como gas, el volumen de aireacion es generalmente de 0,02 wm a 2,0 wm (wm; volumen de
aireacion [ml]/volumen liquido [ml)/tiempo [min]), y, desde el punto de vista de la evitacion de dafios fisicos a
Escherichia coli, la aireacion se lleva a cabo preferiblemente a 0,1 vwvm a 1,5 wm.

El proceso de cultivo puede ser continuo desde el comienzo del cultivo hasta que la materia prima procedente de
plantas en la mezcla se agote, o hasta que la actividad de la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico
desaparece. La duracion del proceso de cultivo puede variar con el nimero y la actividad de la Escherichia coli
productora de alcohol isopropilico en la mezcla y la cantidad de materia prima procedente de plantas. En general, la
duracion puede ser de al menos una hora, y preferiblemente de al menos cuatro horas. La duracién del cultivo puede
continuar ilimitadamente mediante una nueva adicién de la materia prima procedente de plantas o la Escherichia coli
productora de alcohol isopropilico. Sin embargo, desde el punto de vista de la eficacia del proceso, la duracion
generalmente puede fijarse en 5 dias o menos, preferiblemente 72 horas o menos. Con respecto a otras
condiciones, las condiciones empleadas para el cultivo habitual pueden aplicarse tal cual.

Los métodos para recoger el alcohol isopropilico acumulado en el medio de cultivo no estan particularmente
restringidos. Por ejemplo, puede emplearse un método que incluye eliminar células bacterianas del liquido de cultivo
mediante, por ejemplo, separacién centrifuga, y después separar el alcohol isopropilico usando un método de
separacion habitual tal como destilacion o separacién por membrana.

El método de produccién de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencién puede incluir ademas un proceso de
precultivo antes del proceso de cultivo para producir alcohol isopropilico, con vistas a lograr un nimero de células
apropiado o un estado activado apropiado de la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico a ser utilizada. El
proceso de precultivo puede ser cualquier cultivo realizado en condiciones de cultivo habitualmente empleadas
adecuadas para el tipo de bacteria productora de alcohol isopropilico empleada.

El método para producir alcohol isopropilico de acuerdo con la invencién preferiblemente incluye un proceso de
cultivo en el cual la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico se cultiva mientras se suministra gas a la
mezcla que contiene la bacteria productora de alcohol isopropilico y la materia prima procedente de plantas; y un
proceso de recogida en el que el alcohol isopropilico producido por el cultivo se separa y se recoge de la mezcla.

De acuerdo con este método, la Escherichia coli productora se cultiva mientras se suministra gas a la mezcla (cultivo
de aireacion). En este cultivo de aireacion, el alcohol isopropilico producido se libera en la mezcla y se evapora de la
mezcla. Como resultado, el alcohol isopropilico producido se puede separar facilmente de la mezcla. Ademas, dado
que el alcohol isopropilico producido se separa continuamente de la mezcla, se puede regular un aumento en la
concentracién de alcohol isopropilico en la mezcla. Por lo tanto, no es necesario prestar especial atencion a la
tolerancia al alcohol isopropilico de la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico.

La mezcla en este método puede estar compuesta principalmente de un medio basico generalmente utilizado en
cultivo de Escherichia coli. Con respecto a las condiciones de cultivo, las descritas anteriormente se aplicaran tal
como cual.

En el proceso de recogida, se recoge el alcohol isopropilico producido en el proceso de cultivo y se separado de la
mezcla. El método de recogida puede ser cualquier método capaz de recoger alcohol isopropilico en estado gaseoso
0 en gotas evaporado de la mezcla mediante cultivo habitual. Los ejemplos de dicho método incluyen un método de
recogida en un elemento de recogida, tal como un recipiente hermético cominmente empleado. En particular, el
método incluye preferiblemente poner en contacto una solucion trampa para atrapar alcohol isopropilico con alcohol
isopropilico separado de la mezcla, desde el punto de vista de recoger solamente alcohol isopropilico de alta pureza.

En el presente método, el alcohol isopropilico puede recogerse en un estado en el que el alcohol isopropilico se
disuelve en una solucion trampa o en la mezcla. Los ejemplos de dicho método de intercalacion incluyen un método
descrito en el documento WO 2009/008377. El alcohol isopropilico recogido se puede confirmar usando un medio de
deteccién habitual tal como HPLC. El alcohol isopropilico recogido puede purificarse adicionalmente, si es necesario.
Los ejemplos del método de purificacion incluyen destilacion, etc.

En el caso en el que el alcohol isopropilico recogido esta en el estado de solucién acuosa, el presente método de
producciéon de alcohol isopropilico puede incluir ademas un proceso de deshidratacion ademas del proceso de
recogida. La deshidratacion del alcohol isopropilico se puede llevar a cabo usando un método ordinario.

Un ejemplo de aparatos aplicables al método de produccion de alcohol isopropilico en el que el alcohol isopropilico
se puede recoger en el estado de disolucién en la solucién trampa o la mezcla es el aparato de produccion que se
muestra en la Fig. 1 del documento WO 2009/008377.

En el aparato de produccioén, un tubo de inyeccion para inyectar un gas desde el exterior del aparato esta conectado

a un tanque de cultivo que contiene un medio de cultivo que incluye una bacteria productora de alcohol isopropilico y
una materia prima procedente de plantas, permitiendo asi la aireacion del medio de cultivo.
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Un tanque trampa que contiene una solucion trampa donde la solucién trampa se conecta al tanque de cultivo a
través de un tubo de conexion. Un gas o liquido que se ha movido al tanque trampa entra en contacto con la
solucién trampa y se produce el burbujeo.

Como resultado, el alcohol isopropilico, que se ha producido en el tanque de cultivo por cultivo bajo aireacion, se
evapora debido a la aireacion, y asi se separa facilmente del medio de cultivo, y queda atrapado en la solucién
trampa en el tanque trampa. Como resultado, el alcohol isopropilico se puede producir en un estado mas purificado
de una manera simple y continua.

El método de produccion de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencién permite una alta produccion de alcohol
isopropilico, y la cantidad de produccién habitualmente obtenida empleando el método de acuerdo con la invencién
es mayor que las cantidades de produccion habitualmente obtenidas empleando métodos similares a los que no se
aplica la invencion. Aunque la productividad varia con las condiciones del método de produccion y el estado de la
Escherichia coli productora de alcohol isopropilico que se utiliza, se puede lograr una productividad de 50 a 100
g/ll72 h, preferiblemente de 55 a 80 g/l/72 h.

Como se explicé anteriormente, la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencién es
capaz de una alta produccién de alcohol isopropilico. Por lo tanto, por ejemplo, se pueden acumular 75 g/l o mas de
alcohol isopropilico después de cultivar durante 72 horas en el caso de la produccién de alcohol isopropilico usando
el catalizador de Escherichia coli de acuerdo con la invencion, por lo que puede obtenerse una productividad mucho
mayor que la conseguida por los catalizadores convencionales.

En la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencion, la acetona, que es un
precursor del alcohol isopropilico, se produce al mismo tiempo. La acetona obtenida se convierte preferiblemente en
alcohol isopropilico usando un método conocido (por ejemplo, un método descrito en la Publicacion de Patente
Japonesa N.° 2786272) después de su purificacion usando un método conocido. Esto aumenta aun mas la eficiencia
de conversién del azicar como materia prima al alcohol isopropilico.

El método de produccion de acetona de acuerdo con la invencidon es un método de produccién de acetona que
incluye:

obtener alcohol isopropilico a partir de una materia prima procedente de plantas utilizando la Escherichia coli
productora de alcohol isopropilico (en lo sucesivo denominado el proceso de produccion de alcohol isopropilico);
y

poner en contacto el alcohol isopropilico obtenido con un 6xido complejo como catalizador que incluye 6xido de
zinc y al menos un 6xido que contiene un elemento del Grupo 4, y que se prepara mediante coprecipitacion (en
lo sucesivo denominado el proceso de produccién de acetona).

El alcohol isopropilico obtenido usando la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico se pone en contacto
con el 6xido complejo preparado por coprecipitacion, mediante la cual se produce una reaccion de deshidrogenacion
y se produce acetona a partir de alcohol isopropilico. De esta manera, el alcohol isopropilico producido usando la
Escherichia coli productora de alcohol isopropilico se puede utilizar de manera efectiva para realizar una produccion
eficiente de sustancias.

Con respecto a la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico, la materia prima procedente de plantas, las
condiciones de produccion de alcohol isopropilico, etc. empleadas en el proceso de produccion de alcohol
isopropilico, se aplicaran tal cual las descritas anteriormente para la produccion de alcohol isopropilico.

En el proceso de produccién de acetona, se usa como catalizador un 6xido complejo que incluye 6xido de zinc y al
menos un 6xido que contiene un elemento del Grupo 4, y que se prepara por coprecipitacion.

Un elemento del Grupo 4 se refiere a un elemento del Grupo 4 de la tabla periddica, y ejemplos de este incluyen
titanio, zirconio, hafnio, etc. El zirconio es preferible desde el punto de vista de la produccién altamente selectiva de
acetona.

Los ejemplos de Oxidos complejos que se pueden usar como catalizador incluyen ZnO:ZrOz, ZnO:TiOo,
Cu0:Zn0:Al;03, etc. ZnO:ZrO; es preferible en términos de actividad catalitica y selectividad de la acetona.

La relacion entre 6xido de zinc y al menos un oxido que contiene un elemento del Grupo 4 no esta particularmente
restringida, y es preferiblemente de 50:50 a 99:1 desde el punto de vista de la actividad catalitica y selectividad de la
acetona, y mas preferiblemente de 65:35 a 95:5. Cuando la proporcion de 6xido de zinc es 50 0 mas, se puede
exhibir una actividad catalitica mas alta. Cuando la proporcién de 6xido de zinc es 99 o menos, se puede exhibir una
mayor selectividad de la acetona. Por lo tanto, es preferible una relacién dentro del rango anterior.

El 6xido complejo se prepara por coprecipitacion. Dado que el 6xido complejo que puede usarse como catalizador se
prepara por coprecipitacion, el 6xido complejo tiene una ventaja tal como la uniformidad de la composicion del
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catalizador o la facilidad de control sobre la preparacién del catalizador.

La coprecipitacion es un método de preparacion cominmente empleado como método para la produccion de un
complejo de o6xido multicomponente, y la adicion de un precipitante como una solucién acuosa alcalina a una
solucién acuosa mixta de dos o mas tipos de sales metalicas permite la precipitacion uniforme del 6xido complejo
como un sdlido.

En un método especifico para preparar el catalizador, se mezclan una solucién acuosa de una sal de zinc soluble en
agua tal como nitrato de zinc y una solucién acuosa de una sal de zirconio soluble en agua tal como nitrato de
zirconio para obtener una composicion de 6xido metélico deseada. Esta solucién acuosa se afiade gota a gota a una
solucién acuosa alcalina tal como carbonato de sodio para la alcalinizacién, para precipitar un sélido en forma de un
hidréxido. El precipitado generado se filtra, se lava con agua y se seca, y luego se calcina, como resultado de lo cual
se produce el catalizador.

La cantidad de catalizador utilizada cuando se practica la invencion no esté particularmente restringida. Por ejemplo,
cuando se lleva a cabo una reaccién usando un reactor de lecho fijo, el valor obtenido al dividir la cantidad (masa) de
la materia prima (alcohol isopropilico) suministrada por hora por la masa del catalizador, - WHSV - esta
preferiblemente en un intervalo de 0,01 a 200/h, y mas preferiblemente en un intervalo de 0,02 a 100/h.

La reaccion de deshidrogenacion en la invencion puede llevarse a cabo de una manera de reaccion tal como una
manera discontinua o una manera continua. En el caso de la manera continua, las materias primas, por ejemplo,
fluyen a través de un reactor tubular lleno de un catalizador, y se recogen los productos de reaccion que salen del
reactor.

La temperatura de reaccién para llevar a cabo la reaccion de deshidrogenacion puede ser habitualmente de 100 °C
a 500 °C, preferiblemente de 150 °C a 450 °C, y ain mas preferiblemente de 200 °C a 400 °C. Hay una relacion de
equilibrio entre la acetona, el alcohol isopropilico y el hidrogeno. Una temperatura de reaccion mas alta da como
resultado una composicion de acetona mas alta en equilibrio. Por lo tanto, es preferible una temperatura de reaccion
de 100 °C o superior, ya que el alcohol isopropilico no permanece en una gran cantidad a dicha temperatura. Es
preferible una temperatura de reaccién de 500 °C o inferior ya que las reacciones secundarias no deseadas no
aumentan a dicha temperatura. La presion de reaccidon no esta particularmente restringida. Aunque la presion de
reaccion depende de la temperatura de reaccion, la presion de reaccion se fija preferiblemente entre 0,1 MPa y 1,0
MPa.

Después de recoger el producto de reaccion, se puede llevar a cabo adicionalmente la purificacion, etc., segun
corresponda, de acuerdo con la necesidad. Con respecto al método de purificacion de acetona, etc., pueden
aplicarse métodos de purificacion conocidos o bien conocidos en la técnica.

El método de produccion de propileno de acuerdo con la invencion incluye:

obtener alcohol isopropilico que contiene acetona a partir de una materia prima procedente de plantas utilizando
la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico (en lo sucesivo denominado “proceso de producciéon de
alcohol isopropilico”); y

permitir que la acetona y el hidrégeno reaccionen entre si en presencia de, como catalizadores, un catalizador de
hidrogenacion que contiene Cu y una sustancia acida sélida en un intervalo de temperatura de reaccion de 50 a
300 °C usando el alcohol isopropilico que contiene acetona obtenido (en lo sucesivo denominado “proceso de
reaccion catalitica”). En la presente memoria descriptiva, el catalizador de hidrogenacion que contiene Cu
también se denomina en lo sucesivo simplemente “catalizador de hidrogenacion”.

En el método de produccion de propileno, el alcohol isopropilico obtenido por la Escherichia coli productora de
alcohol isopropilico es deshidratado por la sustancia acida sélida para producir propileno y agua.

Con respecto a la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico, la materia prima procedente de plantas, las
condiciones de produccién de alcohol isopropilico, etc., empleadas en el proceso de produccién de alcohol
isopropilico, pueden aplicarse tal cual las descritas anteriormente para la produccién de alcohol isopropilico.

En el proceso de reaccion catalitica, la acetona y el hidrégeno se hacen reaccionar en condiciones predeterminadas
utilizando el alcohol isopropilico que contiene acetona obtenido en el proceso de produccion de alcohol isopropilico
como materia prima y usando un catalizador de hidrogenacién que contiene Cu y una sustancia acida soélida.

El hidrégeno que se utilizara en el proceso de reaccion catalitica puede ser hidrégeno gaseoso molecular, o puede
ser hidrégeno procedente de un hidrocarburo, tal como ciclohexano, que genera hidrégeno, dependiendo de las
condiciones de reaccion. La cantidad de hidrégeno puede ser, en principio, cualquier cantidad que no sea inferior a
una cantidad equimolar a acetona. Desde el punto de vista de la separacion y la recogida, la cantidad molar de
hidrégeno es preferiblemente de 1 a 10 veces la de la acetona, y mas preferiblemente de 1 a 5 veces la de la
acetona. Por ejemplo, la cantidad de hidrégeno suministrado por unidad de tiempo con relacion a la cantidad de
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acetona suministrada por unidad de tiempo puede ajustarse dentro del rango descrito anteriormente. En un caso en
el que se desea una tasa de conversion de acetona del 100 % o inferior, la relacién de conversion se puede lograr
reduciendo la cantidad de hidrégeno de la cantidad equimolar a la acetona.

En el proceso de reaccion catalitica, el hidrégeno suministrado se une al atomo de oxigeno de la acetona para
formar agua, la cual puede descargarse desde la salida del reactor. Ademas, el hidrégeno en exceso de la cantidad
equimolar a la acetona no se consumird esencialmente a menos que se produzcan reacciones secundarias
inesperadas.

El suministro de gas hidrégeno al reactor normalmente se lleva a cabo mediante suministro continuo, pero no esta
particularmente limitado a ello. Con respecto a la forma de suministro de hidrégeno, el suministro puede ser un
suministro intermitente que incluye suministrar gas hidrégeno al inicio de la reaccién, detener después el suministro
durante la reaccién, y reiniciar el suministro después de un cierto periodo de tiempo. En el caso de una reaccion en
fase liquida, el gas hidrégeno puede suministrarse disolviéndolo en un disolvente.

Ademas, el hidrégeno puede recuperarse del reactor y reutilizarse. El proceso de reciclado para el hidrégeno puede
incluir, por ejemplo, separar la solucién de reaccion y el gas de reaccién entre si en la parte posterior del reactor
usando un separador de gas-liquido; separar el gas hidrégeno del gas de reacciéon usando una membrana de
separacion, etc. y volver a suministrar el gas hidrégeno a la entrada del reactor. En el caso de este proceso de
reciclado, el gas hidrégeno recogido de la cabeza junto con la fraccion de bajo punto de ebulliciébn puede
suministrarse al reactor. La presion de hidrégeno a suministrar es generalmente igual a la presion del reactor, pero
puede cambiarse, segun sea apropiado, de acuerdo con el método de suministro de hidrégeno.

Cuando se pone en practica la invencién, la reaccién se puede llevar a cabo en un estado diluido obtenido
suministrando un disolvente o gas que es inerte a catalizadores y materiales de partida (acetona, alcohol isopropilico
e hidrégeno) al sistema de reaccion.

La temperatura de reaccion aplicada en el proceso de reaccion catalitica es de 50 °C a 300 °C. Con una temperatura
de reaccion por debajo de 50 °C, no se obtiene una relaciébn de conversion suficiente entre acetona o alcohol
isopropilico. Con una temperatura de reaccion superior a 300 °C, se producen reacciones secundarias inesperadas,
polimerizacion de propileno, etc. como resultado de lo cual no se puede mantener una relacion de seleccién
suficiente para el propileno. Desde el punto de vista de la eficiencia econdmica, la temperatura de reaccion esta
preferiblemente en un intervalo de 150 °C a 250 °C, y mas preferiblemente en un intervalo de 150 a 200 °C.

En un caso en el que se lleva a cabo la reaccion, otros métodos y condiciones no estan particularmente restringidos,
y, por ejemplo, se pueden emplear las condiciones y métodos mencionados a continuacién. El contacto de la
acetona y el alcohol isopropilico, que son materiales de partida, con el hidrégeno, y el método de suministro de
hidrégeno, puede ser cualquiera de flujo en contracorriente gas-liquido o flujo en paralelo gas-liquido. Las
direcciones de flujo de liquido y gas pueden ser cualquiera de: liquido descendente - gas ascendente; liquido
ascendente - gas descendente; liquido ascendente - gas ascendente; y liquido descendente - gas descendente.
Ademas, la presion aplicada es preferiblemente de 0,1 atm a 500 atm y mas preferiblemente de 0,5 atm a 100 atm.

Los ejemplos de la sustancia acida solida incluyen 6xidos metdlicos tales como zeolita, silice, alimina, silice
alumina, y-alimina, 6xido de titanio, 6xido de zinc y 6xido de zirconio, que son &cidos solidos ordinarios. Entre estos,
la zeolita es preferible desde el punto de vista de la alta actividad catalitica y la alta selectividad para el propileno.

Una zeolita que es favorable en vista de los tamafios moleculares del alcohol isopropilico, que se cree que esta
presente como materia prima y un intermedio en la reaccion descrita anteriormente, y el propileno, que es la
sustancia diana, se puede elegir como la zeolita para ser usada.

Las zeolitas que tienen poros de 10 anillos a 12 anillos son preferibles porque sus tamafios moleculares son
similares a los tamafios moleculares del alcohol isopropilico y el propileno. Los ejemplos de zeolitas que tienen
poros de 10 anillos a 12 anillos incluyen ferrierita, heulandita, ZSM-5, ZSM-11, ZSM-12, NU-87, theta-1,
weinebeneita, zeolita-X, zeolita-Y, zeolita USY, mordenita, mordenita desaluminada, B-zeolita, MCM-22, MCM-56,
etc. De estas, es preferible la 3-zeolita.

La relacién de composicion de silicio a aluminio (silicio/aluminio) en la zeolita esta preferiblemente en un intervalo de
2/1 a 200/1 con el fin de obtener una alta actividad, y particularmente preferiblemente en un intervalo de 5/1 a 100/1
desde los puntos de vista de la actividad y la estabilidad térmica. Ademas, se puede utilizar una denominada zeolita
sustituida isomorfa en la que el aluminio contenido en el marco de zeolita se reemplaza por un metal distinto del
aluminio, como Ga, Ti, Fe, Mn o B. La zeolita que se utilizara también puede ser una zeolita modificada con iones
metalicos.

La forma de la sustancia acida sélida no esta particularmente restringida, y puede ser cualquiera de las formas

esféricas, cilindricas, extruidas y trituradas. El tamafio de particula de la misma tampoco esta particularmente
restringido, y la sustancia acida sélida puede seleccionarse entre aquellas que tienen tamafios en un intervalo de
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0,01 mm a 100 mm, de acuerdo con el tamafio del reactor. Una sustancia acida sélida se puede usar por separado,
0 se pueden usar dos 0 mas sustancias acidas solidas.

Los ejemplos del catalizador de hidrogenacién que contiene Cu incluyen aquellos que contienen Cu metalico, y los
gue contienen Cu en forma de compuestos metalicos, etc. Ejemplos de los compuestos metalicos incluyen éxido de
metal tal como CuO y Cu;0, cloruros metalicos como CuCly, etc. El catalizador puede retenerse en un soporte.

Es preferible que el catalizador de hidrogenacion que contiene Cu incluya ademas al menos un elemento
seleccionado del grupo que consiste en elementos del Grupo 6, Grupo 12 y Grupo 13 en la tabla periédica desde el
punto de vista de obtener mayor selectividad o mayor vida del catalizador. Los elementos preferidos del Grupo 6
incluyen Cr, Mo, etc., los elementos preferibles del Grupo 12 incluyen Zn, etc., y los elementos preferibles del Grupo
13 incluyen Al, In, etc. Ejemplos de tal catalizador de hidrogenacién incluyen un catalizador a base de cobre tal como
cobre-cromo, cobre Raney y cobre-zinc.

Al catalizador de hidrogenacién que contiene Cu se puede afiadir una sal de metal como PbSO4, FeCl, o SnCly, un
metal alcalino como K o Na o una sal de metal alcalino, BaSOu4, 0 similares. Hay casos en los que la adicion mejora
la actividad del catalizador de hidrogenaciéon que contiene Cu y la relacion de seleccion para el propileno. La
cantidad de sal metalica, metal alcalino o sal de metal alcalino a afiadir al catalizador de hidrogenaciéon no esta
particularmente restringida, y es preferiblemente de 0,01 % en masa a 10,00 % en masa, principalmente desde el
punto de vista de la selectividad.

Ejemplos de catalizadores de hidrogenacion que contienen Cu comercializados incluyen CuO-ZnO-Al,O3, CuO-
Cr,03-BaO, etc.

La forma del catalizador de hidrogenacién no esta particularmente restringida, y puede ser cualquiera de las formas
esféricas, cilindricas, extruidas y trituradas. El tamafio de particula del mismo tampoco esta particularmente
restringido, y el catalizador de hidrogenacién se puede elegir habitualmente entre aquellos que tienen tamafios en un
intervalo de 0,01 mm a 100 mm de acuerdo con el tamafio del reactor.

En el método de produccion de propileno de acuerdo con la invencion, la acetona y el hidrogeno pueden
suministrarse a un reactor lleno con el catalizador de hidrogenacién y la sustancia acida soélida, y la acetona y el
hidrégeno pueden reaccionar entre si. La cantidad total del catalizador de hidrogenacion y la sustancia acida solida
cargada en el reactor (en lo sucesivo también denominada “cantidad de catalizador”) no esta particularmente
restringida. Por ejemplo, en un caso en el que la reaccion se lleva a cabo utilizando un dispositivo de flujo de lecho
fijo equipado con un reactor de lecho fijo, el valor obtenido al dividir la cantidad (masa) de acetona (material de
partida) suministrada por unidad de tiempo por la cantidad de catalizador (peso), que es WHSV, esta
preferiblemente en un intervalo de 0,1 a 200/h, y mas preferiblemente en un intervalo de 0,2 a 100/h.

La relacion cuantitativa entre la sustancia acida sélida y el catalizador de hidrogenacion no esta particularmente
restringida, y es preferible que la relacién, sustancia acida sdlida:catalizador de hidrogenacion (relacion masica), sea
habitualmente de 1:0,01 a 1:100, y preferiblemente de 1:0,05 a 1:50. Existe una tendencia a que una relacion
cuantitativa de sustancia acida soélida:catalizador de hidrogenacion de 1:(0,01 o mas) proporcione una relacion de
conversion de acetona suficiente. También hay una tendencia a que una relacion cuantitativa de sustancia acida
sélida: catalizador de hidrogenacién de 1:(100 o menos) permita que la reaccién de deshidratacién proceda
adecuadamente para proporcionar un rendimiento de propileno suficiente.

En un caso en el que la actividad de los catalizadores disminuye después de que la reaccién se continla durante un
cierto periodo de tiempo, la regeneracién puede llevarse a cabo usando métodos conocidos, recuperando de este
modo la actividad del catalizador de hidrogenacion y la sustancia acida solida.

En la invencion, los dos componentes, la sustancia acida sélida y el catalizador de hidrogenacion, pueden usarse
como catalizadores. Los modos de uso de los catalizadores no estan particularmente restringidos. Por ejemplo, la
sustancia acida sélida, que es un componente de catalizador acido, y el catalizador de hidrogenacion pueden
mezclarse fisicamente en el nivel de particulas de catalizador de un tamafio de un centimetro, o la sustancia acida
sélida y el catalizador de hidrogenacion pueden estar finamente divididos, mezclados y a continuacion se vuelve a
formar en particulas de catalizador de un tamafio de un centimetro, o el catalizador de hidrogenacién puede
retenerse en la sustancia acida solida que sirve como vehiculo, o la sustancia acida sélida puede retenerse en el
catalizador de hidrogenacion que sirve como un vehiculo. En otra alternativa, el catalizador de hidrogenacioén y la
sustancia acida solida se pueden usar individualmente sin estar, por ejemplo, mezclados entre si.

En particular, desde el punto de vista de la alta actividad, alta selectividad y disponibilidad industrial, es preferible
usar el catalizador de hidrogenacién y usar B-zeolita como zeolita para constituir la sustancia acida sélida. Por
ejemplo, el catalizador de hidrogenacion se puede retener en zeolita. Los ejemplos de métodos de preparacion para
los mismos incluyen: un método que incluye impregnar zeolita con una solucidn acuosa de una sal de nitrato de Cuy
calcinar el resultante; un método que incluye afadir un complejo en el cual las moléculas organicas llamadas ligando
se unen al Cu con el fin de proporcionar al Cu una solubilidad en un disolvente organico, a un solvente organico para
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preparar una solucién, impregnar la zeolita con la solucién y calcinar el resultante; un método que incluye permitir
que el complejo se retenga sobre la zeolita mediante, por ejemplo, deposicion de vapor, considerando el hecho de
gue algunos complejos se pueden vaporizar al vacio; etc.

El catalizador de hidrogenacion se puede retener en un vehiculo distinto de la zeolita. Ejemplos de vehiculos
capaces de retener el catalizador de hidrogenacion incluyen silice, alimina, silice-alimina, titania, magnesia, silice-
magnesia, zirconia, 6xido de zinc, carbono (carbén activado), arcilla acida, tierra de diatomeas, etc. De estos, es
preferible seleccionar al menos uno seleccionado del grupo que consiste en silice, alimina, silice-alimina, titania,
magnesia, silice-magnesia, zirconia, 6xido de zinc y carbono (carb6n activado), desde el punto de vista de una
mayor actividad y una mayor selectividad,

Los ejemplos del reactor usado en la invencion incluyen un reactor de lecho fijo, un reactor de lecho fluidizado, etc.
El reactor de lecho fijo es preferible desde el punto de vista de evitar el desgaste y la desintegracién de los
catalizadores.

En la invencién, los métodos para afiadir el catalizador de hidrogenacion y la sustancia acida sélida al reactor no
estan particularmente restringidos. Cuando se usa un reactor de lecho fijo como reactor, el método para anadir el
catalizador de hidrogenacion y la sustancia acida sélida puede afectar significativamente al rendimiento de la
reaccion. Como se describié anteriormente, se supone que la hidrogenacion y una reaccion de deshidratacion
ocurren gradualmente en la invencion. Por lo tanto, un método que incluye la adicién secuencial de especies de
catalizador apropiadas para las etapas respectivas de la reaccion en el reactor es un método de llenado preferible,
en términos de uso eficiente de los catalizadores y eliminaciéon de reacciones secundarias no deseadas.

Es un comportamiento frecuentemente observado en reacciones quimicas generales que se produzcan reacciones
secundarias inesperadas no observadas a baja presiéon de hidrégeno o a baja temperatura de reaccion,
particularmente en el caso de aumentar la presion de hidrégeno o la temperatura de reaccién para aumentar la
velocidad de reaccién. En tal caso, el método para llenar los catalizadores, en particular, tiene la posibilidad de
afectar significativamente al rendimiento de la reaccion.

Por consiguiente, las especies de catalizador apropiadas para las etapas respectivas de la reaccion se pueden
afiadir secuencialmente al reactor, o el catalizador de hidrogenacion y la sustancia acida sélida se pueden afadir al
reactor de manera que la relacion de mezcla del catalizador de hidrogenacién y la sustancia acida solida formen un
gradiente Los ejemplos de métodos para afiadir el catalizador de hidrogenacioén y la sustancia acida solida al reactor
incluyen (1) un método en el que el catalizador de hidrogenacion y la sustancia acida soélida se mezclan y afiaden al
reactor; (2) un método en el que la adicion al reactor se lleva a cabo para formar una capa formada por el catalizador
de hidrogenacion (en el lado aguas arriba, es decir, el lado de entrada) y una capa formada por la sustancia acida
sélida (en el lado aguas abajo, es decir, el lado de salida); (3) un método en el que se afiade al reactor una sustancia
acida solida sobre la que se retiene el catalizador de hidrogenacion; (4) un método en el que la adicién al reactor se
lleva a cabo para formar una capa formada por el catalizador de hidrogenacién (en el lado aguas arriba, es decir, el
lado de entrada) y una capa formada por la sustancia acida sélida y el catalizador de hidrogenacion (en el lado
aguas abajo, es decir, el lado de salida); (5) un método en el que la adicién al reactor se lleva a cabo para formar
una capa formada por el catalizador de hidrogenacién (en el lado aguas arriba, es decir, el lado de entrada) y una
capa formada por una sustancia acida sélida sobre la que el catalizador de hidrogenacién se retiene (en el lado de
aguas abajo, es decir, el lado de salida); (6) un método en el que la adicion al reactor se lleva a cabo para formar
una capa formada por el catalizador de hidrogenacidn y la sustancia acida sélida (en el lado aguas arriba, es decir,
el lado de entrada) y una capa formada por la sustancia acida solida (en el lado aguas abajo, es decir, el lado de
salida); y (7) un método en el que la adicién al reactor se lleva a cabo para formar una capa formada por una
sustancia acida solida sobre la que se retiene el catalizador de hidrogenacion (en el lado aguas arriba, es decir, el
lado de entrada) y una capa formada por la sustancia acida solida (en el lado aguas abajo, es decir, el lado de
salida). El lado de aguas arriba se refiere al lado de entrada del reactor, es decir, una capa a través de la cual pasan
los materiales de partida en la etapa anterior de la reaccion, y el lado de aguas abajo se refiere al lado de salida del
reactor, es decir, una capa a través de la cual los materiales de partida, los intermedios y los productos de reaccion
pasan en la Ultima etapa de la reaccion. Los materiales de partida son acetona e hidrogeno. En un caso en el que la
acetona y el hidrégeno se suministran al reactor por flujo en contracorriente gas-liquido, el lado aguas arriba (lado de
entrada) significa una capa a través de la cual la acetona pasa en la etapa anterior de la reaccion.

Para mantener la cantidad de produccion de propileno, se puede adoptar un método de tiovivo en el que dos o tres
reactores se disponen en paralelo y, mientras se lleva a cabo la regeneracion de los catalizadores en uno de los
reactores, se lleva a cabo la reaccion en el uno o dos reactores restantes. Ademas, en un caso en el que hay tres
reactores, se puede usar un método en el que los dos reactores restantes estan conectados en serie, reduciendo asi
la variacién en la cantidad de produccion. En un caso en el que la invencién se lleva a cabo utilizando un sistema de
reaccion de flujo de lecho fluidizado o un sistema de reaccion de lecho movil, se puede mantener una actividad
constante mediante la eliminaciéon continua o intermitente de una parte o la totalidad de los catalizadores y la
reposicion de una cantidad equivalente de los catalizadores.
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Ejemplos

Los ejemplos de la invencidn se describen a continuacién. Sin embargo, la invencién no esta de ninguna manera
limitada a estos ejemplos. Como se usa en la presente memoria, “%” se basa en la masa a menos que se
especifique lo contrario.

(Preparacién de la variante productora de alcohol isopropilico)

La lista de variantes de Escherichia coli y los plasmidos usados en los presentes ejemplos se muestran en la Tabla 1
y en la Tabla 2.

Tabla 1
Plasmido  Caracteristica Origen de la descripcion referenciada
pBRgapP pBR322, promotor que contiene GADPH Ejemplo 2
pla pBRgapP-IPAdh-adc Ejemplo 2
plaz pBRgapP-IPAdh-adc-zwf Ejemplo 2
plaaa pBRgapP-IPAdh-adc-atoB-atoD-atoA Ejemplo 4
pTH18csl pBR322, promotor que contiene GADPH  GenBank AB019610
Tabla 2
Escherichia coli Caracteristica Origen de la
descripcion
referenciada
B tipo silvestre ATCC11303
MG1655 tipo silvestre ATCC
B::atoDAB cepa B, el promotor para atoDAB se ha sustituido Ejemplo 1
por el promotor GADPH
BApgi cepa B, Apgi Ejemplo 3
B::atoDABApgi cepa B, el promotor para atoDAB se ha sustituido Ejemplo 5
por el promotor GADPH, Apgi
B::atoDABAgntR cepa B, el promotor para atoDAB se ha sustituido Ejemplo 6
por el promotor GADPH, AgntR
B::atoDABApgiAgntR cepa B, el promotor para atoDAB se ha sustituido Ejemplo 9
por el promotor GADPH, Apgi, AgntR
B::atoDABAgnd cepa B, el promotor para atoDAB se ha sustituido Ejemplo 12
por el promotor GADPH, Agnd
B::atoDABApgiAgnd cepa B, el promotor para atoDAB se ha sustituido Ejemplo 15
por el promotor GADPH, Apgi, Agnd
B::atoDABAgndAgntR cepa B, el promotor para atoDAB se ha sustituido Ejemplo 18
por el promotor GADPH, Agnd, AgntR
B::atoDABApgiAgndAgntR  cepa B, el promotor para atoDAB se ha sustituido Ejemplo 21
por el promotor GADPH, Apgi, Agnd, AgntR

[Ejemplo 1]
<Preparacion de la variante B::atoDAB>

Se conoce la secuencia de bases completa del ADN gendmico de la cepa de Escherichia coli MG1655 (nimero de
acceso de GenBank U00096) y también se ha descrito la secuencia de bases de un gen que codifica la subunidad a
de la CoA transferasa (en lo sucesivo abreviada a veces como “atoD”) de la cepa de Escherichia coli MG1655. Es
decir, atoD esta descrita en 2321469 a 2322131 de la secuencia genémica de la cepa de Escherichia coli MG1655,
que se describe en el nimero de acceso GenBank U00096.

La secuencia promotora de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (en lo sucesivo denominada a veces
“GAPDH") de Escherichia coli, que esta descrita en 397 a 440 en la informacion de la secuencia de bases con un
namero de acceso de GenBank X02662, puede usarse como la secuencia de bases de un promotor necesario para
expresar el gen mencionado anteriormente. Con el fin de obtener el promotor GAPDH, se llevd a cabo la
amplificacion por un método de PCR usando el ADN gendmico de la cepa de Escherichia coli MG1655 como molde
y utilizando cgctcaattgcaatgattgacacgattccg (SEQ ID NO: 1) y acagaattcgctatttgttagtgaataaaagg (SEQ ID NO: 2), y el
fragmento de ADN obtenido se digirid con las enzimas de restriccion Mfel y EcoRlI, obteniendo de este modo un
fragmento de ADN de aproximadamente 100 pb que codifica el promotor GAPDH. Se mezclé el fragmento de ADN
obtenido y un fragmento obtenido digiriendo el plasmido pUC19 (nimero de acceso de GenBank X02514) con una
enzima de restriccion EcoRI seguido de tratamiento con fosfatasa alcalina, y los fragmentos mezclados se ligaron
usando una ligasa. A continuacion, se transformaron las células competentes de la cepa DH5a de Escherichia coli
(Toyobo Co., Ltd. DNA-903) con el producto de ligacién y se obtuvieron los transformantes que crecieron en una
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placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina. Diez de las colonias obtenidas se cultivaron individualmente a
37 °C durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50 pyg/ml de ampicilina, y se recuperaron los plasmidos,
y se seleccionaron los plasmidos en los que se cort6é el promotor GAPDH cuando se digirieron con las enzimas de
restriccion EcoRI y Kpnl. Ademas, se verifico la secuencia de ADN de la misma, y un plasmido en el que el promotor
GAPDH se inserté apropiadamente se denomind pUCgapP. El pUCgapP obtenido se digirid con las enzimas de
restriccion EcoRI y Kpnl.

Ademas, para obtener atoD, se llevé a cabo la amplificaciéon por un método de PCR utilizando el ADN gendémico de
la cepa de Escherichia coli MG1655 como molde y usando cgaattcgctggtggaacatatgaaaacaaaattgatgacattacaagac
(SEQ ID NO: 3) y gcggtaccttatttgctctcctgtgaaacg (SEQ ID NO: 4), y el fragmento de ADN obtenido se digirio con las
enzimas de restriccién EcoRI y Kpnl, obteniendo de este modo un fragmento atoD de aproximadamente 690 pb.
Este fragmento de ADN se mezclé con pUCgapP que se habia digerido previamente con las enzimas de restriccion
EcoRl y Kpnl. Los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. A continuacioén, se transformaron células
competentes de la cepa de Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) con el producto de ligacion, y se
obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina. Se recuperd
un plasmido de las células bacterianas obtenidas, y se confirmé que atoD se habia insertado adecuadamente. El
plasmido obtenido se denominé pGAPatoD.

Aqui, la cepa de Escherichia coli MG1655 esta disponible en la Coleccibn Americana de Cultivos Tipo (American
Type Culture Collection).

Como se describidé anteriormente, también se ha descrito la secuencia de bases de atoD en el ADN gendmico de la
cepa de Escherichia coli MG1655. La PCR se llevd a cabo utilizando el ADN gendmico de la cepa de Escherichia
coli MG1655 como molde y usando gctctagatgctgaaatccactagtcettgtc (SEQ ID NO: 5) y tactgcagcegttccagcaccttatcaacc
(SEQ ID NO: 6), las cuales se prepararon basandose en la informacién génica de la region flanqueante 5' de atoD de
la cepa de Escherichia coli MG1655, como resultado de lo cual se amplific6 un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,1 kpb.

Ademas, la PCR se llevo a cabo utilizando el vector de expresién pGAPatoD preparado anteriormente como molde y
usando ggtctagagcaatgattgacacgattccg (SEQ ID NO: 7) preparada basandose en la informacion de secuencia del
promotor GAPDH de la cepa de Escherichia coli MG1655 y un cebador de SEQ ID NO: 4 preparado basandose en la
informacién de secuencia de atoD de la cepa de Escherichia coli MG1655, como resultado de lo cual se obtuvo un
fragmento de ADN de aproximadamente 790 pb que tiene el promotor GAPDH y atoD.

Los fragmentos obtenidos de los anteriores se digirieron con las enzimas de restriccion Pstl y Xbal, y Xbal y Kpnl,
respectivamente, y los fragmentos resultantes se mezclaron con un fragmento obtenido por digestién de un plasmido
pTH18cs1 sensible a la temperatura (nUmero de acceso de GenBank AB019610) [Hashimoto-Gotoh, T., Gene, 241,
185-191 (2000))] con Pstl y Kpnl, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. A continuacion, se
transformo la cepa DH5a con el producto de ligacion, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de
agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol a 30 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C durante la
noche en un medio liquido LB que contenia 10 pyg/ml de cloranfenicol, y se recuperd un plasmido a partir de las
células bacterianas obtenidas. La cepa de Escherichia coli B (ATCC11303) se transformdé con el plasmido y se
cultivé a 30 °C durante la noche en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, como resultado de
lo cual se obtuvieron los transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon en un medio liquido LB que
contenia 10 pg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C durante la noche. Las células bacterianas cultivadas
obtenidas se aplicaron a una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se cultivaron a 42 °C, como
resultado de lo cual se obtuvieron colonias. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C durante 2 horas en un
medio liquido LB exento de antibidticos, y se aplicaron a una placa de agar LB exenta de antibidticos, como
resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una creci6 individualmente
en una placa de agar LB exenta de antibi6ticos y se seleccioné una placa de agar LB que contenia 10 yg/ml de
cloranfenicol, y se seleccionaron clones sensibles al cloranfenicol. Ademas, se amplific6 un fragmento de
aproximadamente 790 pb que contenia el promotor GAPDH y atoD, por PCR, a partir del ADN cromosomico de
estos clones, y se selecciond una variante en la que se reemplaz6 una regién promotora atoD por el promotor
GAPDH. Asi, un clon que satisface las condiciones anteriores se llamoé Escherichia coli B::atoDAB.

Aqui, la cepa de Escherichia coli B (ATCC11303) estd disponible en la Colecciébn Americana de Cultivos Tipo
(American Type Culture Collection), que es un banco de células, microorganismos y genes.

[Ejemplo 2]
<Preparacion del plasmido plaz>
La acetoacetato descarboxilasa de bacterias del género Clostridium se describe en el nimero de acceso GenBank

M55392, y la alcohol isopropilico deshidrogenasa del género Clostridium se describe en el nimero de acceso de

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 668 457 T3

GenBank AF157307.

La secuencia promotora de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (en lo sucesivo algunas veces denominada
“GAPDH") de Escherichia coli, que se describe en 397 a 440 en la informacién de la secuencia de bases con un
namero de acceso de GenBank X02662, se puede usar como la secuencia de bases de un promotor necesario para
expresar el grupo de genes mencionado anteriormente.

Con el fin de obtener el promotor GAPDH, la amplificacién por un método de PCR se llevé a cabo usando el ADN
genomico de la cepa de Escherichia coli MG1655 como molde y usando cgagctacatatgcaatgattgacacgattccg (SEQ
ID NO: 18) y cgcgcgcatgctatttgttagtgaataaaagg (SEQ ID NO: 19), y el fragmento de ADN obtenido se digirié con las
enzimas de restriccion Ndel y Sphl, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN de aproximadamente
110 pb correspondiente al promotor GAPDH. El fragmento de ADN obtenido se mezcl6é con un fragmento obtenido
digiriendo el plasmido pBR322 (nimero de acceso de GenBank J01749) con las enzimas de restriccion Ndel y Sphl,
y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. A continuacion, las células competentes de la cepa de
Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de ligacion, y se obtuvieron
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas
se cultivaron a 37 °C durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina y el plasmido
pBRgapP se recuperd de las células bacterianas obtenidas.

Con el fin de obtener el gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa, se llevd a cabo la amplificacion por un
método de PCR usando el ADN gendmico de Clostridium beijerinckii NRRL B-593 como molde y usando
aatatgcatgctggtggaacatatgaaaggttttgcaatgctagg (SEQ ID NO: 8) y gcggatccttataatataactactgctttaattaagtc (SEQ ID
NO: 9), y el fragmento de ADN obtenido se digiri6 con las enzimas de restriccion Sphl y BamHI, como resultado de
lo cual se obtuvo un fragmento de alcohol isopropilico deshidrogenasa de aproximadamente 1,1 kpb. El fragmento
de ADN obtenido se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo el plasmido pBRgapP con las enzimas de
restriccion Sphl y BamHI, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. A continuacion, las células
competentes de la cepa de Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de
ligacion, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina.
Las colonias obtenidas se cultivaron a 37°C durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de
ampicilina, y se recuperaron pldsmidos de las células bacterianas obtenidas, y se confirmd que IPAdh se habia
insertado adecuadamente. El plasmido obtenido se denomind pGAP-IPAdh.

Con el fin de obtener el gen de la acetoacetato descarboxilasa, se llevé a cabo la amplificacion por un método de
PCR wusando el ADN genomico de Clostridium acetobutylicum ATCC824 como molde y usando
caggatccgctggtggaacatatgttaaaggatgaagtaattaaacaaattagc (SEQ ID NO: 10) y
ggaattcggtaccttacttaagataatcatatataacttcagc (SEQ ID NO: 11), y el fragmento de ADN obtenido se digirié con las
enzimas de restriccion BamHI y EcoRI, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de acetoacetato
descarboxilasa de aproximadamente 700 pb. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un fragmento obtenido
digiriendo el plasmido pGAP-IPAdh preparado anteriormente con las enzimas de restriccion BamHI y EcoRl, y los
fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. A continuacion, células competentes de la cepa de Escherichia
coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de ligacién, y se obtuvieron transformantes
que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a
37 °C durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina, y se recuperaron plasmidos de
las células bacterianas obtenidas, y se confirmé que adc se habia insertado correctamente. El plasmido obtenido se
denomind pla.

Con el fin de obtener el gen de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (zwf), se llevé a cabo la amplificacion por un
método de PCR utilizando el ADN gendmico de la cepa de Escherichia coli B (nimero de acceso GenBank
CP000819) como molde y usando caggatcccggagaaagtcttatggcggtaacgcaaacagcccagg (SEQ ID NO: 12) y
cgtctagattactcaaactcattccaggaacgac (SEQ ID NO: 13), y el fragmento de ADN obtenido se digirié con las enzimas de
restriccion BamHI y Xbal, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa
de aproximadamente 1500 pb. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo el
pldsmido pla preparado anteriormente con las enzimas de restriccion BamHI y Xbal, y los fragmentos mezclados se
ligaron usando una ligasa. A continuacion, las células competentes de la cepa de Escherichia coli DH5a (Toyobo
Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de ligacién, y se obtuvieron transformantes que crecieron en
una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C durante la
noche en un medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina, y este plasmido se denominé plaz.

Las células competentes de Escherichia coli B::atoDAB preparadas en el Ejemplo 1 se transformaron con el
plasmido plaz, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo LB, placa de agar Miller que contenia 50 ug/ml
de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo Escherichia coli plaz/B::atoDAB.

[Ejemplo 3]

<Preparacion de la variante Apgi de la cepa de Escherichia coli B>
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Se conoce toda la secuencia de bases del ADN gendmico de la cepa de Escherichia coli MG1655 (numero de
acceso GenBank U00096), y también esta descrita la secuencia de bases de un gen que codifica la fosfoglucosa
isomerasa (en lo sucesivo denominada a veces “pgi”) de Escherichia coli (nimero de acceso de GenBank X15196).
Con el fin de clonar una regién que flanquea la secuencia de bases del gen que codifica pgi (1.650 pb), se
sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotidicos representados por caggaattcgctatatctggctctgcacg (SEQ ID
NO: 14), cagtctagagcaatactctictgattitgag (SEQ ID NO: 15), cagtctagatcatcgtcgatatgtaggcc (SEQ ID NO: 16) y
gacctgcagatcatccgtcagctgtacge (SEQ ID NO: 17). El cebador de SEQ ID NO: 14 tiene un sitio de reconocimiento
EcoRI en el lado 5' terminal del mismo, cada uno de los cebadores de SEQ ID NOs: 15 y 16 tiene un sitio de
reconocimiento Xbal en el lado 5' terminal del mismo, y el cebador de SEQ ID NO: 17 tiene un sitio de
reconocimiento Pstl en el lado 5'-terminal del mismo.

Se prepard el ADN gendémico de la cepa de Escherichia coli MG1655 (ATCC700926) y se llevé a cabo la PCR
usando el ADN gendmico obtenido como molde y usando un par de cebadores de SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 15,
como resultado de lo cual se amplific6 un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (en lo sucesivo
denominado en ocasiones “fragmento pgi-L”). Ademas, la PCR también se llevé a cabo usando un par de cebadores
de SEQ ID NO: 16 y SEQ ID NO: 17, como resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,0 kb (en lo sucesivo denominado en ocasiones “fragmento pgi-R”). Estos fragmentos de ADN se
separaron mediante electroforesis en agarosa y se recogieron. El fragmento pgi-L se digirié6 con EcoRI y Xbal, y el
fragmento pgi-R se digirié con Xbal y Pstl. Los dos tipos de fragmentos digeridos y un fragmento obtenido digiriendo
un pldsmido pTH18cs1 sensible a la temperatura (nUmero de acceso de GenBank AB019610) con EcoRl y Pstl se
mezclaron y se dejaron reaccionar usando ADN ligasa de T4. A continuacion, las células competentes de
Escherichia coli DH5a (fabricado por Toyobo Co., Ltd.) se transformaron con el producto de ligacion, y se obtuvieron
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol a 30 °C. Los
plasmidos se recuperaron de los transformantes obtenidos y se confirmé que los dos fragmentos, un fragmento de
region flanqueante en direcciéon 5' y un fragmento de region flanqueante en direccién 3' del gen que codifica pgi, se
habian insertado adecuadamente en pTH18csl. El plasmido obtenido se digiri6 con Xbal, y luego se someti6é a
tratamiento de generacion de extremos romos con ADN polimerasa de T4. El fragmento de ADN resultante se
mezclé con un fragmento de ADN obtenido digiriendo el plasmido pUC4K (numero de acceso de GenBank X06404)
(Pharmacia) con EcoRI y sometiendo adicionalmente el gen resistente a la kanamicina al tratamiento de generacion
de extremos romos con una ADN polimerasa de T4, y los fragmentos mezclados se ligaron usando ADN ligasa de
T4. Posteriormente, células competentes de Escherichia coli DH5a se transformaron con el producto de ligacion, y
se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 10 yg/ml de cloranfenicol y 50
ug/ml de kanamicina a 30 °C. Los plasmidos se recuperaron de los transformantes obtenidos, y se confirmo que el
gen resistente a kanamicina se habia insertado adecuadamente entre el fragmento de la region flanqueante en
direccion 5'y el fragmento de la regién flanqueante en direccion 3' del gen que codifica pgi. El plasmido obtenido se
denominé pTH18cs1-pgi.

La cepa de Escherichia coli B (ATCC11303) se transformé con el plasmido pTH18cs1-pgi asi obtenido, y se cultivo a
30 °C durante la noche en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol y 50 ug/ml de kanamicina,
como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon en un medio
liquido LB que contenia 50 ug/ml de kanamicina, y se cultivaron a 30 °C durante la noche. A continuacion, se aplicé
parte de este liquido de cultivo a una placa de agar LB que contenia 50 pg/ml de kanamicina, como resultado de lo
cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C durante 24 horas en
un medio liquido LB que contenia 50 uyg/ml de kanamicina, y se aplicaron a una placa de agar LB que contenia 50
ug/ml de kanamicina, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una crecié individualmente
en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de kanamicina y una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de
cloranfenicol, y se seleccionaron los clones sensibles al cloranfenicol que crecieron solo en la placa de agar LB que
contenia kanamicina. Ademas, los ADN cromosémicos de estos clones diana se amplificaron mediante PCR, y se
seleccion6 una variante de la cual se pudo amplificar un fragmento de aproximadamente 3,3 kpb que indica la
sustitucion del gen pgi con el gen resistente a la kanamicina. La variante obtenida se denomind variante de delecion
del gen pgi de la cepa B (en lo sucesivo abreviado en ocasiones como “variante BApgi”).

Aqui, la cepa de Escherichia coli MG1655 y la cepa de Escherichia coli B estan disponibles en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (American Type Culture Collection).

[Ejemplo 4]

<Preparacion de la variante plaaa/BApgi>

Las secuencias de aminoacidos y las secuencias de bases de genes de tiolasa y CoA transferasa de Escherichia
coli ya han sido publicadas. Es decir, el gen que codifica la tiolasa se describe en 2324131 a 2325315 de la
secuencia genémica de la cepa de Escherichia coli MG1655 descrita en el nimero de acceso de GenBank U00096.

Ademas, el gen que codifica la CoA transferasa se describe en 2321469 a 2322781 de la secuencia genodmica de la
cepa de Escherichia coli MG1655 antes mencionada. La expresion de estos genes junto con el gen de la
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acetoacetato descarboxilasa descrito mas adelante y el gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa de las
bacterias del género Clostridium permite la produccién de alcohol isopropilico.

Con el fin de obtener el gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa, se llevé a cabo la amplificacion por un
método de PCR usando el ADN gendémico de Clostridium beijerincki NRRL B-593 como molde y usando
aatatgcatgctggtggaacatatgaaaggttttgcaatgctagg (SEQ ID NO: 20) y gcggatccggtaccttataatataactactgctttaattaagtc
(SEQ ID NO: 21), y el fragmento de ADN obtenido se digirié con las enzimas de restriccion Sphl y BamHI, como
resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de alcohol isopropilico deshidrogenasa de aproximadamente 1,1 kpb. El
fragmento de ADN obtenido se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo el plasmido pBRgapP preparado en el
Ejemplo 2 con las enzimas de restriccion Sphl y BamHI, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. A
continuacion, células competentes de la cepa de Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se
transformaron con el producto de ligacién, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB
que contenia 50 pg/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C durante la noche en un medio
liquido LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina y el plasmido pGAP-IPAdh se recuper6 de las células bacterianas
obtenidas.

Para obtener el gen de tiolasa de Escherichia coli, se llevé a cabo la amplificacion por un método de PCR utilizando
el ADN genbémico de Ila cepa de Escherichia coli MG1655 como molde y usando
atggatccgctggtggaacatatgaaaaattgtgtcatcgtcag (SEQ ID NO: 22) y gcagaagcttgtctagattaattcaaccgttcaatcaccatc (SEQ
ID NO: 23), y el fragmento de ADN obtenido se digirid con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, como
resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de tiolasa de aproximadamente 1,2 kpb. El fragmento de ADN obtenido
se mezcl6 con un fragmento obtenido digiriendo el plasmido pGAP-IPAdh preparado anteriormente con las enzimas
de restriccion BamHlI y Hindlll, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. A continuacién, las células
competentes de la cepa de Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de
ligacion, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina.
Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de
ampicilina, y el plasmido pGAP-IPAdh-atoB se recupero de las células bacterianas obtenidas.

Para obtener el gen de la CoA transferasa de Escherichia coli, se llevé a cabo la amplificacién por un método de
PCR utilizando el ADN genémico de la cepa de Escherichia coli MG1655 como molde y usando
gctctagagctggtggaacatatgaaaacaaaattgatgacattacaagac (SEQ ID NO: 24) y
tagcaagcttctactcgagttatttgctctcctgtgaaacg (SEQ ID NO: 25), y el fragmento de ADN obtenido se digirié con las
enzimas de restriccion Xbal y Hindlll, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de la subunidad a de la CoA
transferasa de aproximadamente 600 pb. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un fragmento obtenido
digiriendo el plasmido pGAP-IPAdh-atoB preparado anteriormente con las enzimas de restriccion Xbal y Hindlll, y los
fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. A continuacion, las células competentes de la cepa de
Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de ligacion, y se obtuvieron
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas
se cultivaron a 37 °C durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina, y el plasmido
pGAP-IPAdh-atoB-atoD se recuper6 de las células bacterianas obtenidas.

La amplificacion por un método de PCR se llevé a cabo usando el ADN genémico de la cepa de Escherichia coli
MG1655 como molde y wusando aagtctcgagctggtggaacatatggatgcgaaacaacgtatty (SEQ ID NO: 26) vy
ggccaagcttcataaatcaccccgttge (SEQ ID NO: 27) y el fragmento de ADN obtenido se digirié con las enzimas de
restriccion Xhol y Hindlll, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de la subunidad 8 de la CoA transferasa
de aproximadamente 600 pb se obtuvo. El fragmento de ADN obtenido se mezcl6 con un fragmento obtenido
digiriendo el plasmido pGAP-IPAdh-atoB-atoD preparado anteriormente con las enzimas de restriccion Xhol y
Hindlll, y los fragmentos mixtos se ligaron usando una ligasa. A continuacion, células competentes de la cepa de
Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de ligacion, y se obtuvieron
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 yg/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas
se cultivaron a 37 °C durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina, y el plasmido
pGAP-IPAdh-atoB-atoD-atoA se recuperd de las células bacterianas obtenidas.

Con el fin de obtener el gen de la acetoacetato descarboxilasa, se llevo a cabo la amplificacion por un método de
PCR wusando el ADN genémico de Clostridium acetobutylicum ATCC824 como molde y usando
caggtaccgctggtggaacatatgttaaaggatgaagtaattaaacaaattagc (SEQ ID NO: 28) y
gcggatccttacttaagataatcatatataacttcage (SEQ ID NO: 29) y el fragmento de ADN obtenido se digiri6 con las enzimas
de restriccion Kpnl y BamHI, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de acetoacetato descarboxilasa de
aproximadamente 700 pb. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo el
plasmido pGAP-IPAdh-atoB-atoD-atoA preparado anteriormente con las enzimas de restriccion Kpnl y BamHI, y los
fragmentos mixtos se ligaron usando una ligasa. A continuacion, las células competentes de la cepa de Escherichia
coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de ligacién, y se obtuvieron transformantes
que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a
37 °C durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina, y el plasmido pGAP-IPAdh-Adc-
atoB-atoD-atoA se recupero6 de las células bacterianas obtenidas, y se denominé plaaa.
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Las células competentes de Escherichia coli BApgi preparadas en el Ejemplo 3 se transformaron con el plasmido
plaaa, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo LB, en una placa de agar Miller que contenia 50 pyg/ml de
ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de Escherichia coli plaaa/BApgi.

[Ejemplo 5]
<Preparacion de la variante B::atoDABApgi>

B::atoDAB preparada en el Ejemplo 1 se transform6 con pTH18cs1-pgi preparado en el Ejemplo 3, y se cultivé a 30
°C durante la noche en una placa de agar LB que contenia 10 pyg/ml de cloranfenicol y 50 pg/ml de kanamicina,
como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon en un medio
liquido LB que contenia 50 pug/ml de kanamicina, y se cultivaron a 30 °C durante la noche. A continuacion, se aplico
parte de este liquido de cultivo a una placa de agar LB que contenia 50 pg/ml de kanamicina, como resultado de lo
cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C durante 24 horas en
un medio liquido LB que contenia 50 uyg/ml de kanamicina, y se aplicaron a una placa de agar LB que contenia 50
ug/ml de kanamicina, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se seleccionaron 100 colonias aleatoriamente, y cada una creci6 individualmente
en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de kanamicina y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de
cloranfenicol, y se seleccionaron los clones sensibles al cloranfenicol que crecieron solo en la placa de agar LB que
contenia kanamicina. Ademas, los ADN cromosOmicos de estos clones diana se amplificaron mediante PCR, y se
selecciond una variante a partir de la cual se pudo amplificar un fragmento de aproximadamente 3,3 kpb que indica
el reemplazo del gen pgi con el gen resistente a la kanamicina. La variante obtenida se denominé variante cepa B
genoma atoD mejorado - delecion del gen pgi (en lo sucesivo abreviado en ocasiones como “variante
B::atoDABApgi”).

Aqui, la cepa de Escherichia coli MG1655 y la cepa de Escherichia coli B estan disponibles en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (American Type Culture Collection).

[Ejemplo 6]
<Preparacion de la variante B::atoDABAgntR>

Se conoce la secuencia de bases completa del ADN gendmico de Escherichia coli (nimero de acceso GenBank
CP000819), y la secuencia de bases que codifica GntR estd descrita en 3509184 a 3510179 de la secuencia
gendmica de la cepa de Escherichia coli B, la cual esta descrita en el nimero de acceso GenBank CP000819. Con
el fin de clonar una regién que flanquea a una secuencia de bases que codifica GntR (gntR), se sintetizaron cuatro
tipos de cebadores de oligonucledtidos representados por ggaattcgggtcaattttcaccctctatc (SEQ ID NO: 30),
gtgggccgtcctgaaggtacaaaagagatagattctc (SEQ ID NO: 31), ctettttgtaccttcaggacggcccacaaatttgaag (SEQ ID NO: 32) y
ggaattcccagccccgcaaggecgatgge (SEQ ID NO: 33). Cada uno de los cebadores de SEQ ID NOs: 30 y 33 tiene un
sitio de reconocimiento de EcoRI en el lado 5' terminal del mismo.

Se preparé el ADN gendmico de la cepa de Escherichia coli B (nUmero de acceso GenBank CP000819) y se llevo a
cabo la PCR usando el ADN genémico obtenido como molde y usando un par de cebadores de SEQ ID NO: 30 y
SEQ ID NO: 31, como resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (en lo
sucesivo denominado en ocasiones “fragmento gntR-L”). Ademas, la PCR se llevé a cabo usando un par de
cebadores de SEQ ID NO: 32 y SEQ ID NO: 33, como resultado de lo cual se amplificd un fragmento de ADN de
aproximadamente 1,0 kb (en lo sucesivo denominado en ocasiones fragmento “gntR-R”). Estos fragmentos de ADN
se separaron mediante electroforesis en agarosa y se recuperaron. La PCR se llevé a cabo usando los fragmentos
gntR-L y gntR-R como moldes y usando un par de cebadores de SEQ ID NO: 30 y SEQ ID NO: 33, como resultado
de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 2,0 kb (en lo sucesivo denominado en ocasiones
como “fragmento gntR-LR”). Este fragmento gntR-LR se separ6 por electroforesis en agarosa, se recupero, se digirio
con EcoRl, y se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo un plasmido pTH18csl sensible a la temperatura
(nimero de registro de GenBank AB019610) con EcoRl. Los fragmentos mezclados se hicieron reaccionar usando
ADN ligasa de T4. A continuacion, las células competentes de Escherichia coli DH5a (fabricado por Toyobo Co.,
Ltd.) se transformaron con el producto de ligacién, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de
agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol a 30 °C. Los plasmidos se recuperaron de los transformantes
obtenidos, y se confirmé que el fragmento gntLR se habia insertado adecuadamente en pTH18csl1. El plasmido
obtenido se denomin6 pTH18cs1-gntR.

La variante de Escherichia coli B::atoDAB preparada en el Ejemplo 1 se transformé con el plasmido pTH18cs1-gntR
asi obtenido, y se cultivé a 30 °C durante la noche en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol,
como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon en un medio
liquido LB que contenia 10 pug/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C durante la noche. A continuacion, se aplico
parte de este liquido de cultivo a una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de kanamicina y cloranfenicol, como
resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C
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durante 24 horas en un medio liquido LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se
obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una creci6 individualmente
en una placa de agar LB y en una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron
clones sensibles al cloranfenicol. Ademas, los ADN cromosémicos de estos clones diana se amplificaron mediante
PCR, y se seleccion6 una variante a partir de la cual se pudo amplificar un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb
que indica la eliminacién del gen gntR. La variante obtenida se denominé variante cepa B genoma atoD mejorado -
delecion del gen gntR (en lo sucesivo abreviado en ocasiones como “variante B::atoDABAgntR”).

[Ejemplo 7]
<Preparacion de la variante pGAP-la/B::atoDABAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABAgntR preparada en el Ejemplo 6 se
transformaron con el plasmido pla preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo
LB, placa de agar Miller que contenia 50 ug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
Escherichia coli pla/B::atoDABAgntR.

[Ejemplo 8]
<Preparacion de la variante plaz/B::atoDABAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABAgntR preparada en el Ejemplo 6 se
transformaron con el plasmido plaz preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo
LB, placa de agar Miller que contenia 50 ug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
Escherichia coli plaz/B::atoDABAgntR.

[Ejemplo 9]
<Preparacion de la variante B::atoDABApgiAgntR>

La variante de Escherichia coli B::atoDABApgi preparada en el Ejemplo 5 se transformé con el plasmido pTH18cs1 -
gntR preparado en el Ejemplo 6, y se cultivé a 30 °C durante la noche en un Caldo LB, placa de agar Miller que
contenia 10 pg/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes
obtenidos se inocularon en un medio liquido LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C
durante la noche. A continuacion, se aplicé parte de este liquido de cultivo a una placa de agar LB que contenia 10
ug/ml de kanamicina y cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las
colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C durante 24 horas en un medio liquido LB, y se aplicaron a una placa de
agar LB, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una creci6 individualmente
en una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron clones
sensibles al cloranfenicol. Ademas, los ADN cromosémicos de estos clones diana se amplificaron mediante PCR, y
se seleccion6 una variante a partir de la cual se pudo amplificar un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb que
indica la delecion del gen gntR. La variante obtenida se denominé variante cepa B genoma atoD mejorado - delecion
del gen pgi - delecion del gen gntR (en adelante abreviado en ocasiones como “variante B::atoDABApgiAgntR”).

Aqui, la cepa de Escherichia coli MG1655 y la cepa de Escherichia coli B estan disponibles en la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (American Type Culture Collection).

[Ejemplo 10]

<Preparacion de la variante pla/B::atoDABApgiAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgntR preparada en el Ejemplo 9 se
transformaron con el plasmido pla preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo
LB, placa de agar Miller que contenia 50 ug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo Escherichia coli
pla/B::atoDABApgiAgntR.

[Ejemplo 11]

<Preparacion de la variante plaz/B::atoDABApgiAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgntR preparada en el Ejemplo 9 se

transformaron con el plasmido plaz preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo
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LB, placa de agar Miller que contenia 50 ug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
Escherichia coli plaz/B::atoDABApgiAgntR.

[Ejemplo 12]
<Preparacion de la variante B::atoDABAgnd>

Con el fin de clonar una regiéon que flanquea la secuencia de bases de un gen que codifica la fosfogluconato
deshidrogenasa (gnd), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores de oligonucleétidos representados por
cgccatatgaatggcgeggeggggecggtgg (SEQ ID NO:  34), tggagctctgtttactcctgtcaggggg (SEQ ID NO:  35),
tggagctctctgatttaatcaacaataaaattg (SEQ ID NO: 36) y cgggatccaccaccataaccaaacgacgg (SEQ ID NO: 37). El cebador
de SEQ ID NO: 34 tiene un sitio de reconocimiento Ndel en el lado 5' terminal del mismo, y cada uno de los
cebadores de SEQ ID NO: 35 y SEQ ID NO: 36 tiene un sitio de reconocimiento Sacl en el lado 5' terminal del
mismo. Ademas, el cebador de SEQ ID NO: 37 tiene un sitio de reconocimiento BamHI en el lado 5' terminal del
mismo.

El ADN gendmico de la cepa de Escherichia coli B (N.° de acceso GenBank CP000819), y la PCR se llevé a cabo
usando un par de cebadores de SEQ ID NO: 34 y SEQ ID NO: 35, como resultado de lo cual se amplificd un
fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (en lo sucesivo denominado en ocasiones como “fragmento gnd-L”).
Ademas, la PCR se llevé a cabo utilizando un par de cebadores de SEQ ID NO: 36 y SEQ ID NO: 37, como
resultado de lo cual se amplificé un fragmento de ADN de aproximadamente 1,0 kb (en lo sucesivo denominado
como “fragmento gnd-R”). Estos fragmentos de ADN se separaron mediante electroforesis en agarosa y se
recuperaron. El fragmento gnd-L se digirié con Ndel y Sacl, y el fragmento gnd-R se digirié con Sacl y BamHI. Estos
dos tipos de fragmentos digeridos se mezclaron con un fragmento obtenido digiriendo un plasmido pTH18csl
sensible a la temperatura (nimero de acceso de GenBank AB019610) con Ndel y BamHI, y los fragmentos
mezclados se dejaron reaccionar usando ADN ligasa de T4. A continuacion, células competentes de Escherichia coli
DH5a (fabricado por Toyobo Co., Ltd.) se transformaron con el producto de ligacion, y se obtuvieron transformantes
que crecieron en una placa de agar LB que contenia 10 uyg/ml de cloranfenicol a 30 °C. Los plasmidos se
recuperaron de los transformantes obtenidos, y se confirmé que los dos fragmentos de un fragmento de la region
flanqueante en direcciéon 5' y un fragmento de la regién flanqueante en direccién 3' del gen que codifica gnd se
habian insertado adecuadamente en pTH18cs1. El pldsmido obtenido se denomin6 pTH18cs1-gnd.

La variante de Escherichia coli B::atoDAB preparada en el Ejemplo 1 se transformé con el plasmido pTH18cs1-gnd
asi obtenido, y se cultivd a 30 °C durante la noche en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol,
como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon en un medio
liquido LB que contenia 10 pug/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C durante la noche. A continuacion, se aplicé
parte de este liquido de cultivo a una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de kanamicina y cloranfenicol, como
resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C
durante 24 horas en un medio liquido LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se
obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una creci6 individualmente
en una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron clones
sensibles al cloranfenicol. Ademas, los ADN cromosémicos de estos clones diana se amplificaron mediante PCR, y
se seleccion6 una variante a partir de la cual se pudo amplificar un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb que
indica la eliminacion del gen gnd. La variante obtenida se denomind variante B::atoDABAgnd.

Aqui, la cepa de Escherichia coli B esta disponible en la Colecciébn Americana de Cultivos Tipo (American Type
Culture Collection).

[Ejemplo 13]

<Preparacion de la variante pla/B::atoDABAgnd>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABAgnd preparada en el Ejemplo 12 se
transformaron con el plasmido pla preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo
LB, placa de agar Miller que contenia 50 pug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
Escherichia coli pla/B::atoDABAgnd.

[Ejemplo 14]

<Preparacion de la variante plaz/B::atoDABAgnd>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABAgnd preparada en el Ejemplo 12 se

transformaron con el plasmido plaz preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo
LB, placa de agar Miller que contenia 50 pg/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
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Escherichia coli plaz/B::atoDABAgnd.
[Ejemplo 15]
<Preparacion de la variante B::atoDABApgiAgnd>

La variante de Escherichia coli B::atoDABApgi preparada en el Ejemplo 5 se transformé con el plasmido pTH18cs1-
gnd preparado en el Ejemplo 12, y se cultivd a 30 °C durante la noche en una placa de agar LB que contenia 10
png/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron transformantes. Los transformantes obtenidos se
inocularon en un medio liquido LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C durante la noche. A
continuacion, se aplicé parte de este liquido de cultivo a una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de kanamicina
y cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se
cultivaron a 30 °C durante 24 horas en un medio liquido LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado
de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una crecié individualmente
en una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 uyg/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron clones
sensibles al cloranfenicol. Ademas, los ADN cromosémicos de estos clones diana se amplificaron mediante PCR, y
se seleccion6 una variante a partir de la cual se pudo amplificar un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb que
indica la eliminacion del gen gnd. La variante obtenida se denominé variante B::atoDABApgiAgnd.

[Ejemplo 16]
<Preparacion de la variante pla/B::atoDABApgiAgnd>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgnd preparadas el Ejemplo 15 se
transformaron con el plasmido pla preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo
LB, placa de agar Miller que contenia 50 pg/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo Escherichia coli
pla/B::atoDABApgiAgnd.

[Ejemplo 17]
<Preparacion de la variante plaz/B::atoDABApgiAgnd>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgnd preparada en el Ejemplo 15 se
transformé con el plasmido plaz preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo LB,
placa de agar Miller que contenia 50 ug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
Escherichia coli plaz/B::atoDABApgiAgnd.

[Ejemplo 18]
<Preparacion de la variante B::atoDABAgndAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABAgnd preparada en el Ejemplo 12 se
transformaron con el plasmido pTH18cs1-gntR preparado en el Ejemplo 6, y se cultivaron a 30°C durante la noche
en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron
transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon en un medio liquido LB que contenia 10 pg/ml de
cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C durante la noche. A continuacion, se aplico parte de este liquido de cultivo a una
placa de agar LB que contenia 10 pug/ml de kanamicina y cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron
colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C durante 24 horas en un medio liquido
LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una creci6 individualmente
en una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron clones
sensibles al cloranfenicol. Ademas, los ADN cromosémicos de estos clones diana se amplificaron mediante PCR, y
se selecciond una variante a partir de la cual se pudo amplificar un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb que
indica la delecion del gen gntR. La variante obtenida se denominé variante B::atoDABAgndAgntR.

[Ejemplo 19]

<Preparacion de la variante pla/B::atoDABAgndAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABAgndAgntR preparada en el Ejemplo 18 se
transformaron con el plasmido pla preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo

LB, placa de agar Miller que contenia 50 pg/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
Escherichia coli pla/B::atoDABAgndAgntR.
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[Ejemplo 20]
<Preparacion de la variante plaz/B::atoDABAgndAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABAgndAgntR preparada en el Ejemplo 18 se
transformaron con el plasmido plaz preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo
LB, placa de agar Miller que contenia 50 ug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
Escherichia coli plaz/B::atoDABAgndAgntR.

[Ejemplo 21]
<Preparacion de la variante B::atoDABApgiAgndAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgnd preparada en el Ejemplo 15 se
transformaron con el plasmido pTH18cs1-gntR preparado en el Ejemplo 6, y se cultivaron a 30 °C durante la noche
en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron
transformantes. Los transformantes obtenidos se inocularon en un medio liquido LB que contenia 10 ug/ml de
cloranfenicol y se cultivaron a 30 °C durante la noche. A continuacion, se aplico parte de este liquido de cultivo a una
placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de kanamicina y cloranfenicol, como resultado de lo cual se obtuvieron
colonias que crecieron a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron a 30 °C durante 24 horas en un medio liquido
LB, y se aplicaron a una placa de agar LB, como resultado de lo cual se obtuvieron colonias que crecieron a 42 °C.

De las colonias que aparecieron, se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una crecid individualmente
en una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se seleccionaron clones
sensibles al cloranfenicol. Ademas, los ADN cromosémicos de estos clones diana se amplificaron mediante PCR, y
se seleccion6 una variante a partir de la cual se pudo amplificar un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb que
indica la delecion del gen gntR. La variante obtenida se denominé variante B::atoDABApgiAgndAgntR.

[Ejemplo 22]

<Preparacion de la variante pla/B::atoDABApgiAgndAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgndAgntR preparada en el Ejemplo 21 se
transformaron con el plasmido pla preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante una noche en un caldo
LB, placa de agar Miller que contenia 50 pg/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
Escherichia coli pla/B::atoDABApgiAgndAgntR.

[Ejemplo 23]

<Preparacion de la variante plaz/B::atoDABApgiAgndAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgndAgntR preparada en el Ejemplo 21 se
transformaron con el plasmido plaz preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo
LB, placa de agar Miller que contenia 50 ug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
Escherichia coli plaz/B::atoDABApgiAgndAgntR.

[Ejemplo 24]

<Preparacion de la variante pla/B::atoDAB>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDAB preparada en el Ejemplo 1 se transformaron
con el plasmido pla preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo LB, placa de
agar Miller que contenia 50 pug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de Escherichia coli
pla/B::atoDAB.

[Ejemplo 25]

<Preparacion de la variante plaz/B::atoDABApgi>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABApgi preparada en el Ejemplo 5 se
transformaron con el plasmido plaz preparado en el Ejemplo 2, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo

LB, placa de agar Miller que contenia 50 ug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
Escherichia coli plaz/B::atoDABApgi.
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[Ejemplo de prueba 1]
(Produccién de alcohol isopropilico)

En este ejemplo, se produjo alcohol isopropilico usando un aparato de produccién mostrado en la Fig. 1 del
documento WO 2009/008377. El tanque de cultivo utilizado era un tanque que tenia una capacidad de 3 | y era de
vidrio, y los tanques trampa utilizados eran tanques con una capacidad de 10 | y eran de polipropileno. En los
tanques trampa, se inyecté agua como solucién trampa (agua trampa) en una cantidad de 9 | por tanque, y los dos
tanques trampa se conectaron para su uso. El tanque de cultivo estaba equipado con un tubo de drenaje, y el liquido
de cultivo se incrementd mediante la alimentacién de azlcar y se descarg6 un neutralizador fuera del tanque de
cultivo, segun correspondiera.

Una lista de variantes utilizadas en la evaluacion de la produccion de alcohol isopropilico se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3

Nombre de la variante Caracteristica Descripcion referenciada

pla/B::atoDAB Contiene sistema de produccion de AIP Ejemplo 24

plaz/B::atoDAB Contiene sistema de produccién de AIP, Ejemplo 2
alta expresion de zwf

plaaa/BApgi Contiene sistema de produccion de AIP, Ejemplo 4
Apgi

plaz/B::atoDABApgi Contiene sistema de produccion de AIP, Ejemplo 25
alta expresion de zwf, Apgi

pla/B::atoDABAgntR Contiene sistema de produccion de AIP, Ejemplo 7
AgntR

plaz/B::atoDABAgntR Contiene sistema de produccion de AIP, Ejemplo 8
alta expresion de zwf, AgntR

pla/B::atoDABApgiAgntR Contiene sistema de produccién de AIP, Ejemplo 10
Apgi, AgntR

plaz/B::atoDABApgiAgntR Contiene sistema de produccion de AlP, Ejemplo 11
alta expresion de zwf, Apgi, AgntR

pla/B::atoDABApgiAgnd Contiene sistema de produccién de AIP, Ejemplo 16
Apgi, Agnd

pla/B::atoDABAgndAgntR Contiene sistema de produccioén de AIP, Ejemplo 19
Agnd, AgntR

plaz/B::atoDABAgndAgntR Contiene sistema de produccién de AIP, Ejemplo 20
alta expresion de zwf, Agnd, AgntR

pla/B::atoDABApgiAgndAgntR Contiene sistema de produccion de AlP, Ejemplo 22
Apgi, Agnd, AgntR

plaz/B::atoDABApgiAgndAgntR  Contiene sistema de produccién de AIP, Ejemplo 23
alta expresion de zwf, Apgi, Agnd, AgntR

AIP se refiere a alcohol isopropilico

Como precultivo, cada una de las variantes a evaluar se inocul6 individualmente en un matraz Erlenmeyer que tiene
una capacidad de 500 ml y contiene 50 ml de un caldo LB, liquido de cultivo Miller (Difco 244620) que contiene 50
ug/ml de ampicilina y se cultivé durante la noche a una temperatura de cultivo de 30 °C mientras se agita a 120 rpm.
Se transfirieron 45 ml del precultivo a un tanque de cultivo (dispositivo de cultivo BMS-PI fabricado por ABLE
Corporation) que tenia una capacidad de 3 | y que contenia 855 g de un medio de cultivo que tenia la siguiente
composicion, y se cultivd. El cultivo se llevd a cabo a un volumen de aireacién de 0,9 I/min, una velocidad de
agitacion de 550 rpm, una temperatura de cultivo de 30 °C y un pH de 7,0 (ajustado con solucién acuosa de NH3) a
presion atmosférica. Se afiadié una soluciéon acuosa de glucosa 50 % p/p con un caudal de 10 g/l/hora durante el
periodo desde el inicio del cultivo hasta 8 horas después del inicio del cultivo y, a partir de entonces, se afiadié una
solucion acuosa de glucosa 50 % p/p a un caudal de 20 g/l/hora, segun fuera apropiado, de modo que se minimizara
la cantidad de glucosa que quedaba en el tanque de cultivo. El liquido de cultivo bacteriano se muestred varias
veces durante el periodo desde el inicio del cultivo hasta 72 horas después del inicio del cultivo y, después de que
las células bacterianas se eliminaron por operacién centrifuga, las cantidades de alcohol isopropilico y acetona se
acumularon en los sobrenadantes del cultivo y las aguas trampa obtenidas se midieron por HPLC de acuerdo con un
método ordinario. Cada uno de los valores de medicién es una suma de las cantidades en el liquido de cultivo y los
dos tanques trampa después del cultivo. Los resultados se muestran en la Tabla 4.

<Composicién del medio de cultivo>
Licor de maceraciéon de maiz (fabricado por Nihon Shokuhin Kako Co., Ltd.): 20 g/l
Fe>S04-7H20: 0,1 g/l

KoHPOg4: 2 g/|
KH2POy4: 2 g/I
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MgSO4-7H20: 2 g/I

(NH4)QSO4Z 2 g/I

ADEKA NOL LG126 (ADEKA Corporation) 0,1 g/l
(Equilibrio: agua)

Tabla 4
Nombre de la variante Cantidad de produccion  Cantidad de produccion
de AIP (g/l/72 h) de acetona (g/l/72 h)
pla/B::atoDAB (control negativo) 48,7 27,6
plaz/B::atoDAB 39,4 20,2
plaaa/BApgi 0,0 0,0
plaz/B::atoDABApgi 41,1 3,0
pla/B::atoDABAgntR 57,3 23,7
plaz/B::atoDABAgntR 33,3 25,0
pla/B::atoDABApgiAgntR 9,6 0,8
plaz/B::atoDABApgiAgntR 70,2 10,6
pla/B::atoDABApgiAgnd 2,6 0,2
pla/B::atoDABAgndAgntR 28,6 28,4
plaz/B::atoDABAgndAgntR 33,9 25,3
pla/B::atoDABApgiAgndAgntR 0,8 0,0
plaz/B::atoDABApgiAgndAgntR 75,6 14,1

Como resultado de la evaluacion, la cantidad producida de alcohol isopropilico por un control negativo
(pla/B::atoDAB) fue 48,7 g/l/72 h, y la cantidad producida por un alterador de gntR (pla/B::atoDABAgntR) fue 57,3
g/l/72 h. A partir de este resultado, se encontr6 que la alteracion de gntR proporciona una productividad
incrementada que es aproximadamente 1,2 veces mayor que la del control negativo.

Ademas, la cantidad de produccién lograda por una variante en la que gntR y pgi fueron alterados y en la que
aumentd la expresion de zwf (plaz/B::atoDABApgiAgntR) fue de 70,2 g/I/72 h, lo que indica una productividad que es
de aproximadamente 1,4 veces la del control negativo. A partir de este resultado, se observo que la alteracion tanto
de gntR como de pgi en combinacién con la mejora de la expresion de zwf mejora adicionalmente la productividad
en comparacion con el caso de la alteraciéon de gntR solo.

En el caso de la alteracién de pgi solo (plaaa/BApgi), no se produjo alcohol isopropilico en absoluto. En el caso del
aumento de zwf solo (plaz/B::atoDAB), la cantidad de produccién fue de 39,4 g/l/72 h, y la productividad disminuy6
en lugar de aumentar.

Las cantidades de produccion en el caso de la alteracion de gntR en combinacién con una alta expresion de zwf
(plaz/B::atoDABAgntR), en el caso de la alteracion de pgi en combinacion con una alta expresion de zwf
(plaz/B::atoDABApgi), y en el caso de la alteracion de pgi y gntR (pla/B::atoDABApgiAgntR) fueron 33,3 g/l/72 h,
41,1 g/l/72 h, y 9,6 g/l/72 h, respectivamente, y la eficiencia de la produccion de alcohol isopropilico disminuyé en
lugar de aumentar.

Por lo tanto, en un caso en el que se lleva a cabo la alteracion o la alta expresion de otros factores ademas de la
alteracion de gntR, se considera que el efecto en términos de mejora de la productividad lograda por la variante
plaz/B::atoDABApgiAgntR se obtiene cuando ambos gntR y pgi estan alterados y zwf se expresa en altos niveles.

Ademas, en un caso en el que gnd se altera adicionalmente en la variante plaz/B::atoDABApgiAgntR que exhibe una
productividad incrementada, es decir, en un caso en el que pgi, gntR y gnd estan alterados y zwf se expresa en altos
niveles (plaz/B::atoDABApgiAgndAgntR), la cantidad de alcohol isopropilico producida fue de 75,6 g/l/72 h, lo que
indica una alta productividad que es mayor que la alcanzada por la variante plaz/B::atoDABApgiAgntR.

En el caso de la alteraciéon de gnd solo, la cantidad de alcohol isopropilico producida fue de 45,5 g/l/72 h, que es
inferior a la conseguida por el control negativo. Es decir, la alteracion de gnd solo no mostr6 un efecto en términos
de mejora de la eficacia de la produccion de alcohol isopropilico. Las cantidades de produccion en el caso de la
alteracion de gntR y gnd (pla/B:atoDABAgndAgntR), en el caso de la alteracion de pgi y gnd
(pla/B::atoDABApgiAgnd) y en el caso de la alteracion de pgi, gntR y gnd (pla/B::atoDABApgiAgndAgntR) fueron
28,6 g/ll72 h, 2,6 g/l72 h, y 0,8 g/l/72 h, respectivamente, lo que indica que estas variantes exhibieron una
disminucion de la eficacia de produccion de alcohol isopropilico en lugar de un aumento de la eficiencia de
produccion de alcohol isopropilico. La eficiencia de la produccion de alcohol isopropilico disminuyd en lugar de
aumentar también en un caso en el que gnd se alterd y zwf se expreso a altos niveles (plaz/B::atoDABAgnd), en un
caso en el que gntR y gnd se alteraron y zwf se expresé a altos niveles (plaz/B::atoDABAgndAgntR), y en un caso
en el que pgi y gnd se alteraron y zwf se expresé a altos niveles (plaz/B::atoDABApgiAgnd) y las productividades en
tales casos fueron 40,7 g/l/72 h, 33,9 g/l/72 h'y 34,9 g/l/72 h, respectivamente.
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Por lo tanto, se considera que el efecto en términos de mejora de la productividad lograda por la variante
plaz/B::atoDABApgiAgndAgntR se obtiene solo en un caso en el que gntR, pgi y gnd se alteran simultineamente y
en los que zwf se expresa fuertemente.

Ademas, la acetona obtenida se puede usar como materia prima para la produccion de alcohol isopropilico, después
de la purificaciéon de la misma.

(Fabricacion de acetona)
[Ejemplo 26]
<Recuperacion de alcohol isopropilico y acetona>

El agua de trampa obtenida cuando se realiz6 la evaluacion del cultivo de la variante plaz/B::atoDABApgiAgndAgntR
(Ejemplo 23) se analiz6 mediante cromatografia de gases (GC) y, como resultado, se determiné que contenia 1,2 g/l
de acetona y 4.3 g/l de alcohol isopropilico. A partir de la solucién acuosa que contenia alcohol isopropilico y
acetona (agua de trampa muestreada 72 horas después del inicio del cultivo), se recuperaron alcohol isopropilico y
acetona a concentraciones mas altas por destilacion.

Especificamente, 2 | de la soluciéon acuosa descrita anteriormente se pasé primero a través de una columna rellena
con 250 ml de resina de intercambio catidnico (AMBERLYST 31 WET fabricada por Organo Corporation) a un caudal
de 500 ml/h, eliminandose amoniaco residual etc. La solucién resultante se destilé a presion normal. Una fraccion
obtenida en puntos de ebullicién de 53 a 81,6 °C fue muestreada, y analizada por GC, y se determind que contenia
18,7 % en masa de acetona, 62,6 % en masa de alcohol isopropilico, 0,2 % en masa de componentes no
identificados y el resto agua. La fraccion se usé como materia prima para la siguiente reaccion de deshidrogenacion.

<Preparacion del catalizador de deshidrogenacién ZnO:ZrO2 (94:6)>

Se afiadieron 15,94 g (0,15 mol) de carbonato de sodio y 130 ml de agua a un matraz de fondo redondo de 500 ml
equipado con paletas de agitacion, para formar una solucion. A la solucion acuosa resultante, se afiadié gota a gota
durante una hora y media una solucion acuosa obtenida disolviendo 34,36 g (0,11 mol) de nitrato de zinc
hexahidratado y 1,30 g (0,05 mol) de 6xido de dinitrato de zirconio dihidratado en 150 ml de agua. El resultante se
dejo reposar durante 5 dias, luego se filtré y se lavé bien con agua. La materia blanca resultante se sec6 a 120 °C
durante 2 horas, y a 400 °C durante 1 hora, y, finalmente, se calciné a 600 °C durante 2 horas. Se obtuvo como
polvo blanco 9,50 g de un catalizador de 6xido complejo, ZnO:ZrO, (94:6).

<Produccién de acetona>

Se afiadi6é 1,0 g del catalizador de 6xido complejo ZnO:ZrO, (94:6) (moldeado por compresion a 20 MPa y cuyo
tamafio determinado posteriormente fue de 250 a 500 ym) se afiadié a un reactor de SUS con un diametrode 1 cmy
una longitud de 40 cm, y el destilado obtenido anteriormente (acetona: 18,7 % en masa, alcohol isopropilico: 62,6 %
en masa, componentes no identificados: 0,2 % en masa, el resto: agua) se dejo fluir a través del reactor a 350 °C a
una velocidad de 1,50 g/hora bajo una corriente de nitrégeno de 10 ml/min. Se enfrié un puerto de salida del reactor,
atrapando asi la solucién de reaccién y el gas de reaccién. La muestra de producto obtenida a las 5 horas después
del inicio de la reaccion se analiz6 mediante cromatografia de gases y, como resultado, se determiné que la acetona
se producia a alta concentracién como se muestra en la Tabla 5. En la Tabla 5, “IPA” representa alcohol isopropilico
(lo mismo se aplicara a partir de ahora).

[Ejemplo 27]

Se llevaron a cabo los mismos procedimientos que en el Ejemplo 26, excepto que la temperatura de reaccién se
ajustd a 400 °C. Los resultados se muestran en la Tabla 5. Como se muestra en la Tabla 5, se produjo acetona a
alta concentracion.

[Ejemplo 28]
<Preparacion del catalizador de deshidrogenaciéon ZnO:ZrO2 (88:12)>

Se afadieron 15,94 g (0,15 mol) de carbonato de sodio y 130 ml de agua a un matraz de fondo redondo de 500 ml
equipado con paletas de agitacién, para formar una solucién. A la solucién acuosa resultante, se afiadio gota a gota
durante una hora y media una solucién acuosa obtenida disolviendo 32,86 g (0,11 moles) de nitrato de zinc
hexahidratado y 2,66 g (0,10 mol) de 6xido de dinitrato de zirconio dihidratado en 150 ml de agua. El resultante se
dej6 reposar durante 5 dias, luego se filtr6 y se lavé bien con agua. La materia blanca resultante se sec6 a 120 °C
durante 2 horas, y a 400 °C durante 1 hora, y, finalmente, se calciné a 600 °C durante 2 horas. Se obtuvo como
polvo blanco 9,94 g de un catalizador de éxido complejo, ZnO:ZrO- (88:12).
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<Produccién de acetona>

Se afiadio 1,0 g del catalizador de 6xido complejo ZnO:ZrO, (88:12) (moldeado por compresion a 20 MPa y cuyo
tamafio determinado posteriormente fue de 250 a 500 um) se afiadié a un reactor de SUS con un diametrode 1 cmy
una longitud de 40 cm, y el destilado obtenido anteriormente (acetona: 18,7 % en masa, alcohol isopropilico: 62,6 %
en masa, componentes no identificados: 0,2 % en masa, el resto: agua) se dejo fluir a través del reactor a 350 °C a
una velocidad de 1,50 g/h bajo una corriente de nitrégeno de 10 ml/min. Se enfrié un puerto de salida del reactor,
atrapando asi la solucién de reaccion y el gas de reacciéon. Se obtuvo una muestra del producto a las 5 horas
después del inicio de la reaccion y se analiz6 mediante cromatografia de gases y, como resultado, se descubrié que
se producia acetona a alta concentracion como se muestra en la Tabla 5.

[Ejemplo 29]
Se llevaron a cabo los mismos procedimientos que en el Ejemplo 28, excepto que la temperatura de reaccion se

ajustd a 400 °C. Los resultados se muestran en la Tabla 5. Como se muestra en la Tabla 5, se produjo acetona a
alta concentracion.

Tabla 5
Composicion de productos distintos del AIP (en
i6 términos de % en moles/alcohol isopropilico
Catali Temperatura de Relacprj de > _ P p )
atalizador I conversion de Bxido Vet
reaccion AIP (% . . .
(%) Acetona | Propileno de isobutil | Otros
mesitilo | cetona
Ejemplo | ZnO: ZrO; o
26 (94:6) 350°C 97.8 78,3 8,4 3,9 0,2 9.2
Ejemplo | ZnO : ZrO; o
27 (94:6) 400 °C 99,6 71,9 6.1 4,6 03 | 17.1
Ejemplo | ZnO : ZrO; o
28 (88:12) 350°C 835 89,8 1,0 2,4 01 | 67
Ejemplo | ZnO: ZrO; o
29 (88:12) 400°C 99,0 80,0 13 3,5 01 | 151

(Modificacion del coddn del gen contenido en la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico)

Las secuencias de codones del gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa y el gen de la acetoacetato
deshidrogenasa contenidas en la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la invencion se
modificaron, y se verificd la eficacia en la produccién de alcohol isopropilico y acetona como se describe a
continuacion.

[Ejemplo 30]
<Preparacion del plasmido pl*a*z>

Un gen de la acetoacetato descarboxilasa (adc) de la bacteria Clostridium esta descrito con el nimero de acceso
GenBank M55392, y un gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa (IPAdh) esta descrito con el nUmero de
acceso GenBank AF157307.

La secuencia promotora de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (en lo sucesivo denominada en ocasiones
“GAPDH") de Escherichia coli, que se describe en 397 a 440 en la informacién de la secuencia de bases con un
namero de acceso de GenBank X02662, puede usarse como la secuencia de bases de un promotor necesario para
expresar el grupo de genes mencionado anteriormente.

Con el fin de obtener el promotor GAPDH, se llevé a cabo la amplificacién por un método de PCR usando el ADN
gendmico de la cepa de Escherichia coli MG1655 como molde y usando cgagctacatatgcaatgattgacacgattccg (SEQ
ID NO: 38) y cgcgcgcatgctatttgttagtgaataaaagg (SEQ ID NO: 39),y el fragmento de ADN obtenido se digirié con las
enzimas de restriccion Ndel y Sphl, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de ADN de aproximadamente
110 pb correspondiente al promotor GAPDH. El fragmento de ADN obtenido se mezcl6é con un fragmento obtenido
digiriendo el plasmido pBR322 (nimero de acceso de GenBank J01749) con las enzimas de restriccion Ndel y Sphl,
y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. A continuacion, células competentes de la cepa de
Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de ligacion, y se obtuvieron
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas
se cultivaron a 37 °C durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina y el plasmido
pBRgapP se recuperd de las células bacterianas obtenidas.
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Con el fin de obtener un gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa con modificaciéon de codones (IPAdh*), se
disefié un gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa con modificacién de codones basado en la secuencia de
aminoacidos del gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa de Clostridium beijerinckii NRRL B-593 y se preparé
el siguiente fragmento de ADN (SEQ ID NO: 40) por sintesis de ADN. La secuencia del mismo se muestra a
continuacion.

ATGAAAGGTTTTGCAATGCTGGGTATTAATAAGCTGGGCTGGATCGAAAAAGAGCG
CCCGGTTGCGGGTTCGTATGATGCGATTGTGCGCCCACTGGCCGTATCTCCGTGTAC
CTCAGATATCCATACCGTTTTTGAGGGAGCTCTTGGCGACCGCAAGAATATGATTTT
AGGGCATGAAGCGGTGGGTGAAGTTGTGGAGGTAGGCAGTGAAGTGAAGGATTT
CAAACCTGGTGACCGTGTTATCGTCCCTTGCACAACCCCGGATTGGCGGTCTTTGG
AAGTTCAGGCTGGTTTTCAACAGCACTCAAACGGTATGCTCGCAGGATGGAAATTT
TCCAACTTCAAGGATGGCGTCTTTGGTGAGTATTTTCATGTGAATGATGCGGATATG
AATCTTGCGATTCTGCCTAAAGACATGCCCCTGGAAAACGCTGTTATGATCACAGA
TATGATGACTACGGGCTTCCACGGAGCCGAACTTGCAGATATTCAGATGGGTTCAA
GTGTAGTGGTCATTGGCATTGGCGCGGTTGGCCTGATGGGGATAGCCGGTGCTAAA
TTACGTGGAGCAGGTCGGATCATTGGCGTGGGGAGCCGCCCGATTTGTGTCGAGG
CTGCCAAATTTTACGGGGCCACCGACATTTTGAATTATAAAAATGGTCATATCGTTG
ATCAAGTCATGAAACTGACGAACGGAAAAGGCGTTGACCGCGTGATTATGGCAGG
CGGTGGTAGCGAAACACTGTCCCAGGCCGTATCTATGGTCAAACCAGGCGGGATC
ATTTCGAATATAAATTATCATGGAAGTGGCGATGCGTTATTGATCCCGCGTGTGGAA
TGGGGGTGCGGAATGGCTCACAAGACTATCAAAGGCGGTCTTTGTCCCGGGGGAC
GTTTGAGAGCAGAGATGCTGCGAGATATGGTAGTGTACAACCGTGTTGATCTCAGC
AAACTGGTCACGCATGTATATCATGGGTTCGATCACATCGAAGAAGCCCTGTTACT
GATGAAAGACAAGCCAAAAGACCTGATTAAAGCAGTAGTTATATTATAA

La amplificacion mediante un método de PCR se llevo a cabo usando el fragmento de ADN preparado como molde y
usando acatgcatgcatgaaaggttttgcaatgctg (SEQ ID NO: 41) y acgcgtcgacttataatataactactgctttaa (SEQ ID NO: 42), y el
fragmento de ADN obtenido se digirid con las enzimas de restriccién Sphl y Sall, como resultado de lo cual se
obtuvo un fragmento de la alcohol isopropilico deshidrogenasa con modificacion de codones de aproximadamente
1,1 kpb. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo el plasmido pUC 119 con
las enzimas de restriccién Sphl y Sall, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. A continuacion,
células competentes de la cepa de Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformé con el producto
de ligacion, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de
ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50
pug/ml de ampicilina, y se recuperaron plasmidos de las células bacterianas obtenidas, y se confirmé que se habia
insertado correctamente IPAdh* con modificacion de codones. El plasmido obtenido se denominé pUC-I*.

Un fragmento que contiene IPAdh* obtenido digiriendo el plasmido pUC-I* con las enzimas de restriccién Sphl y
EcoRI se mezcl6 con un fragmento obtenido digiriendo el plasmido pBRgapP con las enzimas de restriccion Sphly
EcoRlI, y los fragmentos mezclados se ligaron usando una ligasa. A continuacion, las células competentes de la cepa
de Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de ligacién, y se obtuvieron
transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas
se cultivaron a 37 °C durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina, y se recuperaron

plasmidos de las células bacterianas obtenidas, y se confirmé que IPAdh* con modificacién de codones se habia
insertado correctamente. El plasmido obtenido se denominé pGAP-I*.
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Con el fin de obtener un gen de la acetoacetato descarboxilasa con modificacion de codones (adc*), se disefié un
gen de la acetoacetato descarboxilasa con modificacién de codones basado en la secuencia de aminoéacidos del gen
de la acetoacetato descarboxilasa de Clostridium acetobutylicum ATCC824, y el siguiente fragmento de ADN (SEQ
ID NO: 43) se preparé por sintesis de ADN. La secuencia del mismo se muestra a continuacion.

ATGCTGAAAGATGAAGTGATTAAACAGATTAGCACGCCATTAACTTCGCCTGCATT
TCCGCGCGGTCCGTATAAATTTCATAATCGTGAATATTTTAACATTGTATACCGTACC
GATATGGACGCCCTGCGTAAAGTTGTGCCAGAGCCTCTGGAAATTGATGAGCCCTT
AGTCCGGTTCGAAATCATGGCAATGCATGATACGAGTGGCCTGGGTTGCTATACAG
AATCAGGTCAGGCTATTCCCGTGAGCTTTAATGGTGTTAAGGGCGACTACCTTCAC
ATGATGTATCTGGATAACGAGCCGGCAATTGCCGTAGGTCGGGAATTAAGTGCATA
CCCTAAAAAGCTCGGGTATCCAAAGCTGTTTGTGGATTCAGACACTCTGGTGGGCA
CGTTAGACTATGGAAAACTGCGTGTTGCGACCGCGACAATGGGGTACAAACATAA
AGCCCTGGATGCTAATGAAGCAAAGGATCAAATTTGTCGCCCGAACTATATGTTGA
AAATCATCCCCAATTATGACGGCTCCCCTCGCATATGCGAGCTTATCAACGCGAAAA
TCACCGATGTTACCGTACATGAAGCTTGGACAGGACCGACTCGACTGCAGTTATTC
GATCACGCTATGGCGCCACTGAATGACTTGCCGGTCAAAGAGATTGTTTCTAGCTC
TCACATTCTTGCCGATATAATCTTGCCGCGCGCGGAAGTCATATACGATTATCTCAA
GTAA

La amplificacion mediante un método de PCR se llevé a cabo usando el fragmento de ADN preparado como molde y
usando acgcgtcgacgctggttggtggaacatatgctgaaagatgaagtgatta (SEQ ID NO: 44) and gctctagattacttgagataatcgtatatga
(SEQ ID NO: 45), y el fragmento de ADN obtenido se digiri6 con las enzimas de restriccion Sall y Xbal, como
resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de acetoacetato descarboxilasa con modificacion de codones de
aproximadamente 700 pb. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo el
plasmido pGAP-I* preparado anteriormente con las enzimas de restriccion Sall y Xbal, y los fragmentos mezclados
se ligaron usando una ligasa. A continuacion, las células competentes de la cepa de Escherichia coli DH5a (Toyobo
Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de ligacién, y se obtuvieron transformantes que crecieron en
una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C durante la
noche en un medio liquido LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina, y se recuperaron plasmidos de las células
bacterianas obtenidas, y se confirmd que adc* se habia insertado adecuadamente. El plasmido obtenido se
denomind pl*a*.

Con el fin de obtener el gen de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (zwf), se llevé a cabo la amplificacién por un
método de PCR utilizando el ADN gendmico de la cepa de Escherichia coli B (nimero de acceso GenBank
CP000819) como molde y usando gctctagacggagaaagtcttatggcggtaacgcaaacagcccagg (SEQ ID NO: 46) y
cgggatccttactcaaactcattccaggaacgac (SEQ ID NO: 47), y el fragmento de ADN obtenido se digirié con las enzimas
de restriccion BamHI y Xbal, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de la glucosa-6-fosfato-1-
deshidrogenasa de aproximadamente 1500 pb. El fragmento de ADN obtenido se mezclé con un fragmento obtenido
digiriendo el plasmido pl*a* preparado anteriormente con las enzimas de restriccion Xbal y BamHI, y los fragmentos
mezclados se ligaron usando una ligasa. A continuacion, las células competentes de la cepa de Escherichia coli
DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el producto de ligacion, y se obtuvieron transformantes que
crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 pg/ml de ampicilina. Las colonias obtenidas se cultivaron a 37 °C
durante la noche en un medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de ampicilina, y el plasmido pl*a*z se recuper6 de
las células bacterianas obtenidas.

[Ejemplo 31]
<Preparacion de la variante pl*a*/B::atoDABAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABAgntR preparada en el Ejemplo 6 se
transformaron con el plasmido pl*a* preparado en el Ejemplo 30, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un
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caldo LB, placa de agar Miller que contenia ampicilina 50 ug/ml, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de
Escherichia coli pl*a*/B::atoDABAgntR.

[Ejemplo 32]

<Preparacion de la variante pl*a*z/B::atoDABApgiAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgntR preparada en el Ejemplo 9 se
transformaron con el plasmido pla* preparado en el Ejemplo 30, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo
LB, placa de agar Miller que contenia 50 pg/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo Escherichia coli
pl*a*z/B::atoDABApgiAgntR.

[Ejemplo 33]

<Preparacion de la variante pl*a*z/B::atoDABApgiAgndAgntR>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgndAgntR preparada en el Ejemplo 21 se
transformaron con el plasmido pl*a*z preparado en el Ejemplo 30, y se cultivaron a 37 °C durante una noche en un
caldo LB, placa de agar Miller que contenia 50 ug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante
de Escherichia coli pl*a*z/B::atoDABApgiAgndAgntR.

[Ejemplo 34]

<Preparacion de la variante pl*a*/B::atoDAB>

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDAB preparada en el Ejemplo 1 se transformaron
con el plasmido pl*a* preparado en el Ejemplo 30 y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un caldo LB, placa de
agar Miller que contenia ampicilina 50 pg/ml, como resultado de lo cual se obtuvo la variante de Escherichia coli
pl*a*/B::atoDAB.

[Ejemplo de prueba 2]

(Produccion de alcohol isopropilico)

La evaluacion de la produccion de alcohol isopropilico se llevd a cabo de la misma manera que en el [Ejemplo de

Prueba 1] descrito anteriormente. En la Tabla 6 se muestra una lista de las variantes utilizadas en la evaluacion.
Ademas, los resultados de la evaluacion se muestran en la Tabla 7.

Tabla 6
Nombre de la variante Caracteristicas Descripcion
referenciada
pl*a*/B::atoDAB Contiene sistema de produccién de AIP (los codones Ejemplo 34
de IPAdh y adc se ha modificado)
pl*a*/B::atoDABAgntR Contiene sistema de produccion de AIP (los codones Ejemplo 31
de IPAdh y adc se ha modificado), AgntR
pl*a*z/B::atoDABApgiAgntR Contiene sistema de produccién de AIP (os codones  Ejemplo 32

de IPAdh y adc se ha modificado), altos niveles de
expresion de zwf, Apgi, AgntR
pl*a*z/B::atoDABApgiAgndAgntR  Contiene sistema de produccién de AIP (os codones  Ejemplo 33
de IPAdh y adc se ha modificado), altos niveles de
expresion de zwf, Apgi, Agnd, AgntR
AIP se refiere a alcohol isopropilico

Tabla 7
Nombre de la variante Cantidad de produccion de AIP Cantidad de produccion de
(g/l/72 h) acetona (g/l/72 h)
pl*a*/B::atoDAB 64,1 36,3
pl*a*/B::atoDABAgntR 75,5 31,2
pl*a*z/B::atoDABApgiAgntR 92,5 14,0
pl*a*z/B::atoDABApgiAgndAgntR 99,7 18,6

La comparacion de los resultados mostrados en la Tabla 7 con los resultados mostrados en la Tabla 4 demuestra
gue la modificacion de los codones del gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa y del gen de acetoacetato
deshidrogenasa mejora significativamente la eficacia de la produccién de alcohol isopropilico.
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[Ejemplo 35]
(Produccién de alcohol isopropilico a partir de sacarosa)

Se introdujo adicionalmente un gen de la invertasa (cscA), que es una enzima que degrada la sacarosa, en la
variante pl*a*z/B::atoDABApgiAgndAgntR y se llevé a cabo la produccion fermentativa de alcohol isopropilico a partir
de sacarosa. Ademas, se produjo acetona o propileno a partir del liquido de fermentacion resultante.

<Preparacion de la variante pl*a*z-cscA/B::atoDABApgiAgndAgntR>

Se conoce la secuencia completa de bases del ADN genémico de la cepa de Escherichia coli 0157 (numero de
acceso en GenBank AE005174), y también esta descrita la secuencia de bases de un gen que codifica la invertasa
(en lo sucesivo denominado en ocasiones como “cscA”) de la cepa de Escherichia coli O157. Es decir, cscA se
describe en 3274383 a 3275816 de la secuencia gendémica de la cepa de Escherichia coli 015 , que se describe con
el nimero de acceso en GenBank AE005174.

Con el fin de obtener la cscA, se llevé a cabo la amplificacion por un método de PCR usando el ADN genémico de la
cepa de Escherichia coli 0157 como molde y usando gctggtggaacatatgacgcaatctcgattgcatg (SEQ ID NO: 48) y
ttaacccagttgccagagtge (SEQ ID NO: 49), y los extremos del fragmento de ADN resultante se fosforilaron utilizando la
polinucleétido quinasa de T4, como resultado de lo cual se obtuvo un fragmento de cscA de aproximadamente 1470
pb. Este fragmento de ADN se mezclé con un fragmento obtenido digiriendo pl*a*z preparado en el Ejemplo 30 con
una enzima de restriccion BamHI, generando extremos romos usando la ADN polimerasa de T4 y desfosforilando los
extremos usando fosfatasa alcalina, y los fragmentos mezclados se ligaron usando un ligasa. A continuacion, las
células competentes de la cepa de Escherichia coli DH5a (Toyobo Co., Ltd. DNA-903) se transformaron con el
producto de ligacion, y se obtuvieron transformantes que crecieron en una placa de agar LB que contenia 50 ug/ml
de ampicilina a 30°C. Se recuperaron plasmidos de las células bacterianas obtenidas, y un plasmido que se confirmé
gue tenia una insercion adecuada de la cscA por union entre el lado 3' terminal del gen de la glucosa-6-fosfato-1-
deshidrogenasa (zwf) y el lado 5' terminal de la cscA se denomind pl*a*-z-cscA.

Aqui, el genoma de Escherichia coli 0157 esta disponible en el Instituto de Materiales y Medidas de Referencia
(Institute for Reference Materials and Measurements).

Las células competentes de la variante de Escherichia coli B::atoDABApgiAgndAgntR preparada en el Ejemplo 21 se
transformaron con el plasmido pl*a*z-cscA preparado anteriormente, y se cultivaron a 37 °C durante la noche en un
caldo LB, placa de agar Miller que contenia 50 ug/ml de ampicilina, como resultado de lo cual se obtuvo la variante
de Escherichia coli pl*a*z-cscA/B::atoDABApgiAgndAgntR.

[Ejemplo de prueba 3]
(Produccidn de alcohol isopropilico y acetona)

La produccion de alcohol isopropilico y acetona se llevo a cabo de la misma manera que en el [Ejemplo de Ensayo
1] descrito anteriormente, excepto que se utilizé la variante de Escherichia coli pl*a*z-
cscA/B::atoDABApgiAgndAgntR y se usé una solucion acuosa de sacarosa 40 % p/p como medio de cultivo en lugar
de la solucion acuosa de glucosa 50 % p/p. Como resultado, se observé la produccion de 82,0 g/l de alcohol
isopropilico y 23,7 g/l de acetona 72 horas después del inicio del cultivo. El analisis por HPLC del agua de trampa
del primer tanque revel6 que contenia 0,14 % en masa de acetona y 0,55 % en masa de alcohol isopropilico.

(Recuperacion de alcohol isopropilico y acetona)

Del agua de la trampa que contiene alcohol isopropilico y acetona, se recuperaron alcohol isopropilico y acetona a
altas concentraciones por destilacion.

Especificamente, se pasaron primero 9 | de la solucién acuosa descrita anteriormente a través de una columna
rellena con 250 ml de resina de intercambio catidnico (AMBERLYST 31 WET fabricada por Organo Corporation) a
un caudal de 500 ml/h, elimindndose amoniaco residual etc. La solucién resultante se destilé a presion normal. Se
recogio una muestra de una fraccion obtenida en puntos de ebullicion de 53 a 81,6 °C y se analiz6 por GC, y se
encontré que contenia 19,1 % en masa de acetona, 60,5 % en masa de alcohol isopropilico, 0,5 % en masa de
componentes no identificados y el resto agua. La fraccion se us6 como materia prima para las reacciones de
deshidrogenacion en los siguientes Ejemplos 36 a 39, y para la produccion de propileno en el Ejemplo 40.

[Ejemplo 36]

(Fabricacion de acetona)
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<Preparacion del catalizador de deshidrogenacién ZnO:ZrO2 (94:6)>

Se afadieron 15,94 g (0,15 mol) de carbonato de sodio y 130 ml de agua a un matraz de fondo redondo de 500 ml
equipado con paletas de agitacién, para formar una solucién. A la solucién acuosa resultante, se afiadié gota a gota
durante una hora y media una solucién acuosa obtenida disolviendo 34,36 g (0,11 mol) de nitrato de zinc
hexahidratado y 1,30 g (0,05 mol) de 6xido de dinitrato de zirconio dihidratado en 150 ml de agua. El resultante se
dej6 reposar durante 5 dias, luego se filtr6 y se lavé bien con agua. La materia blanca resultante se sec6 a 120 °C
durante 2 horas, y a 400 °C durante 1 hora, y, finalmente, se calciné a 600 °C durante 2 horas. Se obtuvo como
polvo blanco 9,50 g de un catalizador de 6xido complejo, ZnO:ZrO, (94:6).

<Produccién de acetona>

Se afiadié 1,0 g del catalizador de 6xido complejo ZnO:ZrO, (94:6) (moldeado por compresion a 20 MPa y cuyo
tamafio determinado posteriormente fue de 250 a 500 ym) a un reactor de SUS con un diametro de 1 cm y una
longitud de 40 cm, y el destilado obtenido anteriormente (acetona: 19,1 % en masa, alcohol isopropilico: 60,5 % en
masa, componentes no identificados: 0,5 % en masa, el resto: agua) se dejo fluir a través del reactor a 350 °C a una
velocidad de 1,50 g/hora bajo una corriente de nitrégeno de 10 ml/min. Se enfrid6 un puerto de salida del reactor,
atrapando asi la solucién de reaccién y el gas de reaccién. La muestra de producto obtenida a las 5 horas después
del inicio de la reaccion se analizé mediante cromatografia de gases y, como resultado, se determiné que la acetona
se producia a alta concentracion como se muestra en la Tabla 8 incluso cuando se usaba una gran cantidad de agua
y las impurezas de los organismos que contenian acetona y alcohol isopropilico. En la Tabla 8, “AlIP” representa
alcohol isopropilico (lo mismo se aplicara a continuacion).

[Ejemplo 37]

Se llevaron a cabo los mismos procedimientos que en el Ejemplo 36, excepto que la temperatura de reacciéon se
ajustd a 400 °C. Los resultados se muestran en la Tabla 8. Como se muestra en la Tabla 8, se produjo acetona a
alta concentracion.

[Ejemplo 38]
<Preparacion del catalizador de deshidrogenacién ZnO:ZrO; (88:12)>

Se afiadieron 15,94 g (0,15 mol) de carbonato de sodio y 130 ml de agua a un matraz de fondo redondo de 500 ml
equipado con paletas de agitacién, para formar una solucion. A la solucién acuosa resultante, se afiadio gota a gota
durante una hora y media una solucién acuosa obtenida disolviendo 32,86 g (0,11 mol) de nitrato de zinc
hexahidratado y 2,66 g (0,10 mol) de 6xido de dinitrato de zirconio dihidratado en 150 ml de agua. El resultante se
dej6 reposar durante 5 dias, luego se filtr6 y se lavé bien con agua. La materia blanca resultante se sec6 a 120 °C
durante 2 horas, y a 400 °C durante 1 hora, y, finalmente, se calciné a 600 °C durante 2 horas. Se obtuvo como
polvo blanco 9,94 g de un catalizador de 6xido complejo, ZnO:ZrO- (88:12).

<Produccién de acetona>

Se afiadi6 1,0 g del catalizador de éxido complejo ZnO:ZrO, (88:12) (moldeado por compresion a 20 MPa y cuyo
tamafo determinado posteriormente fue de 250 a 500 pm) a un reactor de SUS con un didmetro de 1 cm y una
longitud de 40 cm, y el destilado obtenido anteriormente (acetona: 19,1 % en masa, alcohol isopropilico: 60,5 % en
masa, componentes no identificados: 0,5 % en masa, el resto: agua) se dejo fluir a través del reactor a 350 °C a una
velocidad de 1,50 g/h bajo una corriente de nitrégeno de 10 mil/min. Se enfrié un puerto de salida del reactor,
atrapando asi la solucion de reaccion y el gas de reaccion. La muestra de producto obtenida a las 5 horas después
del inicio de la reaccion se analizé mediante cromatografia de gases y, como resultado, se encontré que la acetona
se producia a alta concentracién como se muestra en la Tabla 8.

[Ejemplo 39]
Se llevaron a cabo los mismos procedimientos que en el Ejemplo 38, excepto que la temperatura de reaccion se

ajustd a 400 °C. Los resultados se muestran en la Tabla 8. Como se muestra en la Tabla 8, se produjo acetona a
alta concentracion

37



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 668 457 T3

Tabla 8
Composicion de productos (en términos de % en
Temperatura de Relacion de moles/AlP)
Catalizador rgaccién conversion Oxido Metil
de AIP (%) | Acetona | Propileno de isobutil | Otros
mesitilo | cetona

Ejemplo | ZnO: ZrO; o

36 (94:6) 350 °C 95,9 79,2 7,5 3,2 0,1 10,0
Ejemplo | ZnO: ZrO; o

37 (94:6) 400 °C 99,9 72,0 5,2 4,4 01 | 183
Ejemplo | ZnO: ZrO; R

38 (88:12) 350°C 811 90,0 08 2,0 0.1 7.1
Ejemplo | ZnO: ZrO; o

39 (88:12) 400 °C 98,5 81,2 17 4,0 01 | 130

[Ejemplo 40]
(Produccién de propileno)

Se llevo a cabo una reaccién de flujo de fase liquida presurizada mediante un flujo descendente usando el destilado
obtenido del liquido de cultivo descrito en el Ejemplo de Prueba 3 del Ejemplo 35 como materia prima y usando un
reactor de lecho fijo equipado con una bomba de alimentacion de alta presion, un flujo masico de hidrégeno a alta
presion, un flujo masico de nitrégeno a alta presion, un horno eléctrico, un reactor que tiene una porcion de llenado
de catalizador y una valvula de contrapresién.

En primer lugar se cargé 1,0 g de polvo (clasificado de 250 a 500 uym) de un catalizador de cobre y zinc (fabricado
por SudChemie, nombre del producto: SHIFTMAX 210, que tiene el siguiente porcentaje en masa de elementos: del
32 % al 35 % de Cu, del 35 % al 40 % de Zn, y del 6 % al 7 % de Al) como una capa de catalizador del lado aguas
arriba en un reactor de SUS y que tiene un didmetro interno de 1 cm, desde el lado de salida del reactor. Después
de cargar en el reactor lana de cuarzo para separar las capas de catalizador, se carg6 en el reactor 1,0 g de B-
zeolita (fabricada por Catalysts & Chemicals Industries Co., Ltd., preparada por moldeo por compresion a 20 MPa y
clasificacion posterior en 250 a 500 pm) como una capa de catalizador aguas abajo.

Después de presurizar el reactor a 2,5 MPa con hidrégeno, el destilado descrito anteriormente (acetona: 19,1 % en
masa, alcohol isopropilico: 60,5 % en masa, componentes no identificados: 0,5 % en masa, el resto: agua) se dejo
fluir desde la lado de entrada del reactor a 180 °C a una velocidad de 0,60 g/h bajo una corriente de hidrégeno de 20
ml/min desde el lado de entrada del reactor. Se introdujo nitrégeno, a 200 ml/min, entre la salida del reactor y la
valvula de contrapresion, utilizando el flujo mésico de nitrégeno a alta presion. Se instalé un tubo de separacion gas-
liquido en una linea justo aguas abajo de la valvula de contrapresion, y el componente gaseoso y el componente
liquido recogidos se analizaron individualmente por GC para cuantificar los productos. Los resultados de la reaccion
se muestran en la Tabla 9. Como se muestra en la Tabla 9, se determin6 que el propileno se producia a una alta
relacién de conversion incluso en un caso en el que se usaba una gran cantidad de agua e impurezas de
organismos que contenian acetona y alcohol isopropilico. En la Tabla 9, “DIPE” representa diisopropil éter.

Tabla 9
Tiempo Pr?ﬁgéf;r;rfi?;;“ / Composicion de los productos (en términos de % en moles / AIP)
de Dimero de
reaccion Acetona AIP Propileno Propano ; DIPE Otros
propileno
10 1,0 1,2 98,1 0,3 0,1 1,0 0,5

Listado de secuencias
<110> Mitsui Chemicals, Inc.
<120> Bacteria productora de alcohol isopropilico que tiene una productividad mejorada
<130> MT-F03094-00

<140> PCT/JP2011/068402
<141>11-08-2011

<150> JP2010-181150
<151> 12-08-2010
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<150> JP2011-049531
<151> 07-03-2011

<160> 49
<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 1
cgctcaattg caatgattga cacgattceg

<210>2
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 2
acagaattcg ctatttgtta gtgaataaaa gg

<210>3
<211>50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3

ES 2 668 457 T3

30

3z

cgaatteget gatggaacat atgaaaacaa aattgatgac attacaagac

<210>4
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4
geggtacctt atttgotcte ctgtgaaacg

<210>5
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 5
gctetagatg ctgaaatcca ctagtetigt ¢

<210>6
<211> 29

30
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6
tactgcageg ttecageace ttatcaace 29

<210>7
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 7
gotctagage aatgattgac acgatteeg 29

<210>8
<211>45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
aatatgcatg ctggtggaac atatgaaagg tittgcaatg ctagg 45

<210>9
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400>9
geggateett ataatataac tactgettta attaagte 38

<210> 10
<211>54
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
caggatecge tgatggaaca tatgttaaag gatgaagtaa ttaaacaaat tage

<210>11
<211>43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
ggaattcggt accttactta agataatcat atataacttc age 43
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<210> 12
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 12

ES 2 668 457 T3

caggateceg gagaaagtet tatggeggta acgcaaacag cocagg

<210> 13
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 13

cotetagatt actcaaacte attecaggaa cgac

<210> 14
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 14
caggaattcg ctatatctgg ctetgecacg

<210> 15
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15
cagtctagag caatactett ctgattttga g

<210> 16
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 16
cagtctagat catcgtegat atgtaggee

<210> 17
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

34

29

31

29

41

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 668 457 T3

<400> 17
gacctgcaga teatcegtea getgtacge 29

<210> 18
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18
cgagctacat atgcaatgat tgacacgatt ccg 33

<210> 19
<211> 32
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador

<400> 19
cgcgegeatg ctatttgtta gtgaataaaa gg 32

<210> 20
<211>45
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
aatatgcatg ctggtggaac atatgaaagg ttttgcaatg ctagg

<210>21
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21
gcggateegg tacettataa tataactact getttaatta agte

<210> 22
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22
atggatcege tggtggaaca tatgaaaaat tgtgtcateg tecag

<210> 23
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

45
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<400> 23
dcagaagett gtetagatta attcaacegt teaatcacea te 42

<210> 24
<211>51
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
getetagage tggtggaaca tatgaaaaca aaattgatga cattacaaga ¢

<210> 25
<211>41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
tagcaagctt ctactegagt tatttgetet cetgtgaaac g 41

<210> 26
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 26
aagtetegag ctggtggaac atatggatge gaaacaacgt attg 44

<210> 27
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 27
ggccaagcett cataaatcac ceegttge 28

<210> 28
<211>54
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 28
caggtacecge tggtggaaca tatgttaaag gatgaagtaa ttaaacaaat tage

<210> 29
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador
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<400> 29
goggatcctt acttaagata atcatatata acttcage

<210> 30
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 30
ggaattcggg tcaattttca cectotate 29

<210> 31
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 31
gtgggccgte ctgaaggtac aaaagagata gattete

<210> 32
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32
ctettttgta cottcaggac ggeccacaaa tttgaag

<210> 33
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 33
ggaattccca gocccgoaag gocgatgge 29

<210> 34
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 34
cgecatatga atggegegge ggggecgatg 9

<210> 35
<211>28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

38

37

37

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 668 457 T3

<400> 35
tggagctetg tttactectg teagggag 28

<210> 36
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 36
tggagctete tgatttaate aacaataaaa ttg 33

<210> 37
<211>29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador

<400> 37
cgggatecac caccataace aaacgacgg 29

<210> 38
<211>33
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador38

<400> 38
cgagctacat atgcaatgat tgacacgatt cog 33

<210> 39
<211> 32
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador39

<400> 39
cgegegeatg ctattigtta gtgaataaaa gg 32

<210> 40

<211> 1056

<212> ADN

<213> Clostridium beijerinckii

<400> 40

atgaaaggtt ttgcaatgect gggtattaat aagctggget ggatcgaaaa agagcgeccg

gttgcgggtt cgtatgatgec gattgtgege ccactggcoceg tatctecgtg tacctcagat

atccataccg tttttgaggg agctcttgge gaccgecaaga atatgatttt agggecatgaa

geggtgyugty aagttgtygga ggtaggcagt gaagtgaagg atttcaaace tggtgacegt

45

60
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gttatcgtcec cttgcacaac cccggattgg
cagcactcaa acggtatgct cgcaggatgg
ggtgagtatt ttcatgtgaa tgatgeggat
ccectggaaa acgetgttat gatcacagat
cttgcagata ttcagatggg ttcaagtgta
atggggatag ccggtgctaa attacgtgga
ccgatttgtg tcgaggetge caaattttac
ggtcatatcg ttgatcaagt catgaaactg
atggcaggeg gtggtagega aacactgtece
atcatttcega atataaatta tcatggaagt
tgggggtgeg gaatggcectca caagactatce
agagcagaga tgctgegaga tatggtagtg
acgcatgtat atcatgggtt cgatcacatce
ccaaaagace tgattaaagce agtagttata
<210>41

<211>31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador4l

<400> 41

acatgcatgc atgaaaggtt tigcaatgcet g 3

<210> 42

<211> 33

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador42

<400> 42

acgcgtcgac ttataatata actactgett taa 33

<210> 43

<211> 735

<212> ADN

<213> Clostridium acetobutylicum

<400> 43

cggtctttgg
aaattttcca
atgaatcttg
atgatgacta
gtggtcattg
gcaggtcgga
ggggccaceyg
acgaacggaa
caggccgtat
ggcgatgegt
aaaggoggte
tacaaccgtg
gaagaagccce

ttataa

46

aagttcagge
acttcaagga
cgattctgee
cgggetteea
gcattggege
tcattggegt
acattttgaa
aaggcgttga
ctatggtcaa
tattgatcec
tttgtceegyg
ttgatctcag

tgttactgat

tggttttcaa
tggegtette
taaagacatg
cggagecgaa
ggttggcetyg
ggggagcege
ttataaaaat
ccgegtgatt
accaggcgyy
gegtgtggaa
gggacgtttg
caaactggte

gaaagacaag

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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900

960

1020

1056
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atgctgaaag

cgcggteogt

gacgcectge
gaaatcatgg
attccegtga
gagceggcaa
aagctgtttyg
gogacegega
atttgtegee
tgcgagetta
actegactge
attgtttcta

gattatctca

atgaagtgat

ataaatttca

gtaaagttgt
caatgcatga
gctttaatgg
ttgecgtagg
tggattcaga
caatggggta
cgaactatat
tcaacgegaa
agttattcga
gctctcacat

agtaa

<210> 44
<211>49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador44

<400> 44

ES 2 668 457 T3

taaacagatt

taatcgtgaa

gccagagect
tacgagtgge
tgttaagggc
tegggaatta
cactctggtyg
caaacataaa
gttgaaaatc
aatcaccgat
tcacgctatg

tecttgecgat

agcacgccat

tattttaaca

ctggaaattg
ctgggttget
gactaccttc
agtgcatacc
ggcacgttag
gecctggatg
atccccaatt
gttacegtac
gogecactga

ataatcttge

acgegtegac getgattggt ggaacatatg ctgaaagatg aagtgatta 49

<210> 45
<211>31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador45

<400> 45
gotctagatt acttgagata ategtatatg a

<210> 46
<211> 46
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador46

<400> 46

31

gctotagacg gagaaagtct tatggeggta acgcaaacag cccagg 45

<210> 47
<211> 34
<212> ADN
<213> Artificial

47

taacttegee

ttgtataccg

atgagccctt
atacagaatc
acatgatgta
ctaaaaagct
actatggaaa
ctaatgaagc
atgacggete
atgaagettg
atgacttgec

cgcgcgcgga

tgcatttceg

taccgatatg

agtccggttc
aggtcaggct
tctggataac
cgggtateca
actgcgtgtte
aaaggatcaa
cectegeata
gacaggaccy
ggtcaaagag

agtcatatac

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

735
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<220>
<223> cebadord7

<400> 47
cgggatcctt actcaaactc attccaggaa cgac

<210> 48
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador48

<400> 48
gctggtggaa catatgacge aatctegatt geatg

<210> 49
<211>21
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> cebador49

<400> 49
ttaacccagt tgccagagtg ¢ 21

ES 2 668 457 T3
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REIVINDICACIONES

1. Una Escherichia coli productora de alcohol isopropilico que comprende un sistema de produccién de alcohol
isopropilico, en el que se inactiva una actividad del represor transcripcional GntR para mejorar la eficacia de la
produccién de alcohol isopropilico y la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico comprende un grupo de
enzimas auxiliares que tienen un patrén de expresion de la actividad enzimatica con el que se mantiene o aumenta
la capacidad de produccién de alcohol isopropilico conseguida mediante la inactivaciéon de la actividad GntR, en el
que el patrén de expresion de la actividad enzimatica del grupo de enzimas auxiliares se selecciona del grupo que
consiste en:

(1) mantenimiento de las actividades de tipo silvestre de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi), la
actividad glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) y la actividad fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd);

(2) inactivacion de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi) y aumento de la actividad glucosa-6-fosfato-1-
deshidrogenasa (Zwf); e

(3) inactivacion de la actividad glucosa-6-fosfato isomerasa (Pgi), aumento de la actividad glucosa-6-fosfato-1-
deshidrogenasa (Zwf) e inactivacion de la actividad fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd), y

en la que el sistema de produccién de alcohol isopropilico esta constituido por genes de las enzimas acetoacetato
descarboxilasa, alcohol isopropilico deshidrogenasa, CoA transferasa y tiolasa.

2. La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la actividad
glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (Zwf) es una actividad de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa codificada por
un gen de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa de una bacteria del género Escherichia.

3. La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en la que:

(&) el gen de la enzima acetoacetato descarboxilasa es un gen de la acetoacetato descarboxilasa de un
procariota seleccionado del grupo que consiste en una bacteria del género Clostridium, una bacteria del género
Bacillus y una bacteria del género Escherichia,

(b) el gen de la enzima alcohol isopropilico deshidrogenasa es un gen de la alcohol isopropilico deshidrogenasa
de un procariota seleccionado del grupo que consiste en una bacteria del género Clostridium, una bacteria del
género Bacillus y una bacteria del género Escherichia,

(c) el gen de la enzima de la CoA transferasa es un gen de la CoA transferasa de un procariota seleccionado del
grupo que consiste en una bacteria del género Clostridium, una bacteria del género Bacillus y una bacteria del
género Escherichia, y

(d) el gen de la enzima tiolasa es un gen de la tiolasa de un procariota seleccionado del grupo que consiste en
una bacteria del género Clostridium, una bacteria del género Bacillus y una bacteria del género Escherichia.

4. La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 3, en la que:

(a) la actividad acetoacetato descarboxilasa es una actividad de acetoacetato descarboxilasa codificada por un
gen que codifica la acetoacetato descarboxilasa de Clostridium acetobutylicum,

(b) la actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa es una actividad de alcohol isopropilico deshidrogenasa
codificada por un gen que codifica la alcohol isopropilico deshidrogenasa de Clostridium beijerinckii,

(c) la actividad CoA transferasa es una actividad de CoA transferasa codificada por un gen que codifica la CoA
transferasa de Escherichia coli, y

(d) la actividad tiolasa es una actividad de tiolasa codificada por un gen que codifica la tiolasa de Escherichia coli.

5. La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que:

(a) la actividad alcohol isopropilico deshidrogenasa es una actividad de alcohol isopropilico deshidrogenasa
codificada por un gen que codifica la alcohol isopropilico deshidrogenasa introducido como un gen modificado,
ylo

(b) la actividad acetoacetato descarboxilasa es una actividad de acetoacetato descarboxilasa codificada por un
gen que codifica la acetoacetato descarboxilasa introducido como un gen modificado.

6. La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el gen
modificado de la alcohol isopropilico deshidrogenasa tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO: 40, y el gen
modificado de la acetoacetato descarboxilasa tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO: 43.

7. La Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1y 3
a 6, que comprende ademas al menos un gen de sacarosa hidrolasa de entre genes de sacarosa no PTS.

8. Un método de produccién de alcohol isopropilico, que comprende la produccién de alcohol isopropilico a partir de

una materia prima procedente de plantas utilizando la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
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9. Un método para producir acetona, que comprende:

obtener alcohol isopropilico a partir de una materia prima procedente de plantas utilizando la Escherichia coli
productora de alcohol isopropilico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7; y

poner en contacto el alcohol isopropilico obtenido con un 6xido complejo como catalizador que incluye 6xido de
zinc y al menos un 6xido que contiene un elemento del Grupo 4, y que se prepara por coprecipitacion.

10. Un método para producir propileno, que comprende:

obtener alcohol isopropilico que contiene acetona a partir de una materia prima procedente de plantas utilizando
la Escherichia coli productora de alcohol isopropilico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,y
poner en contacto el alcohol isopropilico con una sustancia acida sélida y un catalizador de hidrogenacién que
contiene Cu como catalizadores, a una temperatura de reaccién dentro de un intervalo de 50 a 300 °C.

11. El método para producir propileno de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que el catalizador de hidrogenacion
que contiene Cu es un catalizador que incluye ademas al menos un elemento seleccionado del grupo que consiste
en elementos del Grupo 6, Grupo 12 y Grupo 13.

12. El método para producir propileno de acuerdo con la reivindicaciéon 10 u 11, en el que la sustancia &cida solida
es zeolita.
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