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DESCRIPCION

Preparacion de aminas y diaminas a partir de un acido carboxilico o acido dicarboxilico o de un monoéster de los
mismos

La invencion se refiere a un catalizador de células enteras, que expresa una a-dioxigenasa recombinante y/o la
combinacion a base de una acido graso reductasa recombinante y de una fosfopanteteinil-transferasa que
fosfopanteteinila la acido graso reductasa y que, adicionalmente, expresa una transaminasa, siendo la
fosfopanteteinil-transferasa y/o transaminasa preferiblemente recombinante; asi como a un procedimiento para la
reaccion de un acido carboxilico o acido dicarboxilico o de un monoéster de los mismos para dar una amina o
diamina, que comprende las etapas poner en contacto el acido carboxilico o acido dicarboxilico o el monoéster de
los mismos con una acido graso reductasa fosfopanteteinilada o de una a-dioxigenasa y poner en contacto el
producto con una transaminasa.

Las poliamidas son una clase de polimeros que se caracterizan por grupos amido repetitivos. El término “poliamida”
se refiere, a diferencia de las proteinas quimicamente relacionadas, a materiales sintéticos termoplasticos,
habitualmente sintéticos, adquiribles en el comercio. Las poliamidas se derivan de aminas primarias o de aminas
secundarias que se obtienen convencionalmente a través de hidrocarburos craqueados. Sin embargo, para la
preparacion de polimeros también pueden utilizarse derivados, mas exactamente acidos aminocarboxilicos,
lactamas y diaminas. Son de interés como eductos, ademas, alcanos de cadena corta, gaseosos, que pueden
obtenerse con procedimientos biotecnoldgicos partiendo de materias primas renovables.

La produccién quimico-técnica convencional de aminas y diaminas de este tipo depende del abastecimiento con
materias primas fosiles, es ineficaz y en este caso precipitan grandes cantidades de productos secundarios
indeseados, en algunas etapas de la sintesis en hasta un 80%. Un ejemplo de un proceso de este tipo lo representa
la preparacién de laurinlactama. Convencionalmente, ésta tiene lugar a través de un procedimiento multi-etapa que
no proporciona sélo un bajo rendimiento, sino que, al mismo tiempo, requiere la provision de una infraestructura
compleja.

A la vista de estos inconvenientes se desarrollaron procedimientos con el fin de obtener aminas y diaminas
utilizando biocatalizadores partiendo de materias primas renovables. Como materias primas renovables entran en
consideracion, en particular, fuentes para acidos grasos que pueden obtenerse en forma de aceite de colza, aceite
de cardo yesquero, aceite de palmiste, aceite de nuez de coco, aceite de semillas de girasol y productos naturales
similares a partir de una pluralidad de fuentes bioldgicas, en particular de plantas.

El documento PCT/EP 2008/067447 describe un sistema biotecnolégico para la preparacion de productos
quimicamente relacionados, mas concretamente acidos w-aminocarboxilicos, utilizando una célula que presenta una
serie de actividades enzimaticas adecuadas y que esta en condiciones de transformar acidos carboxilicos en
correspondientes acidos w-aminocarboxilicos. El procedimiento comprende una cascada de reacciones
enzimaticamente catalizadas, en particular, la oxidacién de un acido graso en el atomo de carbono en posicion
terminal al aldehido y la subsiguiente aminacion utilizando una transaminasa y un aminoacido como donante de
amina que puede ser regenerado a través de una aminoacido deshidrogenasa.

Un inconveniente conocido del sistema AIkBGT-oxidasa de Pseudomonas putida GPO1 utilizado en este caso
consiste, sin embargo, en que no esta en condiciones de proporcionar una oxidacion selectiva de alcanos alifaticos a
alcoholes primarios. Mas bien, se manifiesta una pluralidad de productos de oxidacién; en particular aumenta la
proporcion de productos mas oxidados tal como el correspondiente aldehido, cetona o el correspondiente acido
carboxilico con un tiempo de reaccion creciente (C. Grant, J. M. Woodley y F. Baganz (2011), Enzyme and Microbial
Technology 48, 480-486), lo cual reduce de manera correspondiente el rendimiento de la amina deseada.

El problema de la oxidacién relativamente no selectiva se acentia debido a que los productos de oxidacion
resultantes son estructuralmente muy similares. Esto determina que es muy dificil separarlos de manera eficaz de
los productos de oxidacion deseados y sin una pérdida de rendimiento significativa.

Otro inconveniente de este procedimiento consiste en que productos secundarios oxidados en exceso, por ejemplo
el acido carboxilico del acido graso empleado como educto, el reciclaje de disolventes hidrofébicos y de
intercambiadores de cationes liquidos hidrofébicos, que pueden ser utilizados de acuerdo con el documento PCT/EP
2011/071491 para la separacion del producto a partir de la mezcla de reaccién acuosa, va a expensas de la eficacia
del aprovechamiento de los recursos.

A este respecto, se ha de destacar que la complejidad de sistemas biotecnoldgicos con una cascada de reacciones
tal como la descrita en el documento PCT/EP 2008/067447, de las que en cada caso se cataliza una reaccién de
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una enzima determinada, dificulta la optimizacién de las condiciones de reaccién. Asi, en el caso de los aminoacidos
grasos w basicamente reactivos como producto se da la posibilidad de que, a partir de una concentracion critica
determinada, reaccionen en el interior de la célula con componentes esenciales del organismo y, por consiguiente,
actuen de forma toxica. Si este es el caso, entonces se perjudica la capacidad de crecimiento y sintesis del
organismo hasta la muerte de la célula, sin que el agente de desarrollo pudiera reconocer inmediatamente la
toxicidad o incluso asociar un determinado educto, producto intermedio o producto. Asimismo, tampoco es previsible
qué organismo soporte qué concentracion de una sustancia quimicamente reactiva.

También en relaciéon con un rendimiento del producto a mejorar y de una formacién a reducir de productos
secundarios, el experto en la materia no puede identificar de forma rutinaria factores limitantes y decisivos en un
sistema tal como el descrito en el documento PCT/EP 2008/067447. Si el rendimiento de producto es demasiado
bajo, esto puede entonces deberse a que una de las enzimas esté presente en una concentracién demasiado baja,
sin que se conociera de cual de las enzimas que entran en consideracion se trata en este caso, es decir, el educto
no reacciona en el marco de tiempo previsto o antes de la degradacién por parte de enzimas concurrentes en virtud
de una capacidad insuficiente de sintesis. Alternativamente, es sin mas posible de que una célula esté presente
ciertamente de manera detectable en la célula en forma de un polipéptido, pero precisamente en esta célula no
presente el plegamiento esencial para la actividad o que falte un co-factor desconocido hasta la fecha, pero esencial
para la actividad. De igual manera, como ya se ha mencionado, el producto metabdlico para la célula puede ser
toxico o puede ser degradado. Finalmente, se ha de contar con interacciones interferentes con enzimas endogenas,
es decir, que se presentan de forma natural en una célula utilizada como catalizador de células enteras.

Por consiguiente, existe la necesidad de procedimientos para la preparacion de alquil-monoaminas y -diaminas a
partir de acidos grasos, en las que las reacciones enzimaticamente catalizadas discurran de forma mas selectiva y
se minimice la formacion de productos secundarios indeseados.

Ante estos antecedentes, la misién en la que se basa la invencion consiste en proporcionar un procedimiento
biotecnoldgico, lo mas eficaz posible en relacién con el rendimiento, el equilibrio de carbono y/o nitrégeno y/o la
pureza, para la preparacion de alquil-monoaminas y -diaminas a partir de acidos grasos.

Otra mision en la que se basa la invencidn consiste en proporcionar un procedimiento biotecnoldgico lo mas eficiente
posible en relacion con el rendimiento, el equilibrio de carbono y/o nitrégeno, la capacidad de reutilizar agentes
utilizados y/o la pureza del producto para la preparacion de alquil-monoaminas y -diaminas a partir de acidos grasos.
A este respecto, por un equilibrio carbono y/o nitrégeno eficiente se entiende preferiblemente que una proporcion lo
mas elevada posible del carbono y/o nitrégeno alimentado a una célula para la reaccién de un acido carboxilico o de
un éster de acido carboxilico en forma de sustratos adecuados se encuentre de nuevo en el producto final deseado,
en lugar de reaccionar, por ejemplo, para dar otros productos que no sean los deseados.

Otra mision en la que se basa la invencion consiste en mejorar la aptitud para el tratamiento de una mezcla de
reaccion multi-fase de la preparacion de alquil-monoaminas y -diaminas a partir de acidos grasos, particularmente en
relacion con la capacidad de reutilizacion para el tratamiento de disolvente hidrofébicos e intercambiadores de
cationes liquidos utilizados, asi como en relacién con la formacion y separacion de fases en el caso de un sistema
bifasico que comprende una fase acuosa en la que discurre la reaccién del acido carboxilico o del éster de acido
carboxilico, y de una fase organica con disolventes organicos y/o intercambiadores de cationes liquidos.

Estos y otros problemas se resuelven mediante el objeto de la presente solicitud y, en particular, también mediante
el objeto de las reivindicaciones independientes adjuntas, resultando formas de realizacion a partir de las
reivindicaciones subordinadas.

El problema que se plantea la invencidn se resuelve en un primer aspecto mediante un catalizador de células
enteras que expresa una a-dioxigenasa recombinante o la combinacion a base de una acido graso reductasa
recombinante y de una fosfopanteteinil-transferasa que fosfopanteteinila la acido graso reductasa y que expresa
adicionalmente una transaminasa.

En una primera forma de realizacion del primer aspecto, el problema se resuelve mediante un catalizador de células
enteras que expresa adicionalmente una aminoacido deshidrogenasa.

En una segunda forma de realizacion, que representa también una forma de realizacion de la primera forma de
realizacién, el problema se resuelve mediante un catalizador de células enteras que expresa adicionalmente una
alcano hidroxilasa.
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En una tercera forma de realizacion, que representa también una forma de realizacion de la primera a segunda
formas de realizacion, el problema se resuelve mediante un catalizador de células enteras que expresa
adicionalmente un polipéptido de la familia AlkL.

En una cuarta forma de realizaciéon, que representa también una forma de realizacion de la segunda forma de
realizacién, el problema se resuelve mediante un catalizador de células enteras que expresa adicionalmente una
alcohol deshidrogenasa.

En una quinta forma de realizacién, que representa también una forma de realizacién de la primera a cuarta formas
de realizacion, el problema se resuelve mediante un catalizador de células enteras en donde se reduce la actividad
de al menos una enzima que participa en la B-oxidacion con respecto al tipo salvaje del catalizador de células
enteras.

En una sexta forma de realizacién, que representa también una forma de realizacién de la primera a quinta forma de
realizacion, el problema se resuelve mediante un catalizador de células enteras, en donde la actividad de BioH o de
una variante del mismo esta reducida o incrementada con respecto al tipo salvaje del catalizador de células enteras.

En una séptima forma de realizacién, que representa también una forma de realizacién de la primera a sexta formas
de realizacion, el problema se resuelve mediante un catalizador de células enteras, en donde la actividad de FadL o
de una variante del mismo esta incrementada con respecto al tipo salvaje del catalizador de células enteras.

En un segundo aspecto, el problema en el que se basa la invencion se resuelve mediante un procedimiento para la
reaccion de un acido carboxilico o acido dicarboxilico o de un monoéster de los mismos para formar una amina o
diamina, que comprende las etapas
a) proporcionar un acido carboxilico o acido dicarboxilico o un monoéster de los mismos, para el caso de
que se trate de un acido dicarboxilico,
b) poner en contacto el acido carboxilico o acido dicarboxilico o el monoéster de los mismos con una acido
graso reductasa fosfopanteteinilada o una a-dioxigenasa bajo formacién de un producto de aldehido, y
c) poner en contacto el producto de la etapa b) con una transaminasa.

En un segundo aspecto, el problema en el que se basa la invencion se resuelve mediante un procedimiento en el
que en el caso de la etapa c) esta presente una aminoacido deshidrogenasa.

En una primera forma de realizacion del segundo aspecto, el problema se resuelve mediante un procedimiento, en el
que al primer aspecto de la presente invencion se proporciona al menos una enzima del grupo que comprende acido
graso reductasa fosfopanteteinilada, a-dioxigenasa, transaminasa, aminoacido deshidrogenasa y alcano hidroxilasa
en forma de un catalizador de células enteras.

En una segunda forma de realizacion, que representa también una forma de realizacion de la primera forma de
realizacion, el problema se resuelve mediante un procedimiento, en el que en el caso del acido carboxilico o acido
dicarboxilico o del monoéster de los mismos se trata de un compuesto de la formula (1)

R'- A— COOR? (1)

en donde R’ se elige del grupo que comprende -H y COOR?,

en donde R? y R®, en cada caso e independientemente uno de otro, se eligen del grupo que comprende H,
metilo, etilo y propilo,

con la condicién de que al menos uno de los radicales R? y R® sea H,

en donde A representa un grupo hidrocarbonado con al menos cuatro atomos de carbono no ramificado,
ramificado, lineal, ciclico, sustituido o no sustituido.

En una tercera forma de realizacién, que representa también una forma de realizacion de la primera a segunda
formas de realizacion, el problema se resuelve mediante un procedimiento, en el que A presenta la formula -(CHz)n-,
siendo n al menos 4, preferiblemente al menos 10.

En un tercer aspecto, el problema en el que se basa la invencién se resuelve mediante un uso del catalizador de
células enteras segun el primer aspecto o del procedimiento segun el segundo aspecto para la aminacién de un
acido carboxilico o acido dicarboxilico o de un monoéster de los mismos.

En un cuarto aspecto, el problema en el que se basa la invencién se resuelve mediante una mezcla de reaccién que
comprende el catalizador de células enteras segun el primer aspecto en solucién acuosa, asi como un acido graso,
acido w-hidroxi-graso, acido w-oxo-graso o un monoéster de los mismos de la formula (I)
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R'- A— COOR? (1)

en donde R se ellge del grupo que comprende —H — CHO, OH y COOR?,

en donde R? y R®, en cada caso e independientemente uno de otro, se ellgen del grupo que comprende H,
metilo, etilo y propllo

con la condiciéon de que al menos uno de los radicales R? y R®sea H,

en donde A representa un grupo hidrocarbonado con al menos cuatro atomos de carbono no ramificado,
ramificado, lineal, ciclico, sustituido o no sustituido.

La presente invencion se basa en el reconocimiento de los autores de la misma de que una acido graso reductasa o
a-dioxigenasa funcionalmente recombinante en un catalizador de células enteras, el cual se utiliza para la
preparacion de aminas y diaminas a partir de acidos grasos y presenta una dotaciéon enzimatica correspondiente,
aumenta de manera sorprendente el rendimiento en aminas y diaminas.

Ademas, la presente invencion se basa en el reconocimiento de los autores de la misma de que una acido graso
reductasa o a-dioxigenasa funcionalmente recombinante en un catalizador de células enteras, el cual se utiliza para
la preparacion de aminas y diaminas a partir de acidos grasos y presenta una dotacion enzimatica correspondiente,
reduce de manera sorprendente la concentracion de productos secundarios perturbadores, en particular de acidos
grasos oxidados en exceso en forma de acidos dicarboxilicos y ésteres de los mismos en el producto resultante.

Ademas, la presente invencion se basa en el reconocimiento de los autores de la misma de que una acido graso
reductasa o a-dioxigenasa funcionalmente recombinante en un catalizador de células enteras, el cual se utiliza para
la preparacion de aminas y diaminas y presenta una dotaciéon enzimatica correspondiente, mejora la pureza y la
capacidad de reutilizacion de intercambiadores de cationes liquidos tales como acido oleico que se utilizan para la
separacion de la amina y diamina a partir de una solucién de fermentacion que comprende el catalizador de células
enteras.

La presente invencion se refiere a un procedimiento mejorado para la reaccion de un acido carboxilico o un acido
dicarboxilico o un monoéster de los mismos para formar una amina o diamina, que se caracteriza porque junto a las
enzimas que catalizan la transformacion del acido graso en la amina a través de sus diferentes etapas de oxidacion,
también esta presente una acido graso reductasa o a-dioxigenasa, preferiblemente cuando se emplea un catalizador
de células enteras para llevar a cabo el procedimiento. En una forma de realizacién preferida, por la expresion “acido
graso reductasa”, tal como se utiliza en esta memoria, se entiende una enzima que cataliza la transformacién de un
acido w-carboxilico, también denominado acido dicarboxilico o acido w-carboxi-graso, para dar el correspondiente
acido w-oxo-graso bajo consumo de ATP y NAD(P)H. En el estado de la técnica, por ejemplo en el documento
WO/2010/135624, se describen acido graso reductasas para la preparacion de acidos w-hidroxi-grasos, pero no
como parte de un sistema para la preparacion de w-aminoacidos grasos. En una forma de realizaciéon todavia
preferida, la acido graso reductasa se elige del grupo de acido graso reductasas que comprenden las secuencias de
aminoacidos YP_887275.1, ZP_11001941.1, ZP_06852401.1, NP_959974.1, YP_001070587.1, ZP_05217435.1,
YP_882653.1, YP_639435.1, ZP_10800193.1, YP_006452763.1, YP_006730440.1, ZP_11196216.1,
YP_005349252.1, ZP_05224908.1, YP_005338837.1, YP_006307000.1, YP_005343991.1, ZP_11001942.1,

ZP_09979565.1, YP_005003162.1, YP_953393.1, YP_001850422.1, ZP_11011489.1, ZP_12689264.1,

YP_905678.1, ZP_09976919.1, YP_004746059.1, NP_217106.1, YP_004525443.1, NP_337166.1, ZP_09685823.1,

YP_978699.1, ZP_06437984.1, ZP_06514086.1, NP_856267.1, CAA19077.1, NP_301424.1, ZP_06522140.1,

ZP_06518098.1, ZP_11008938.1, ZP_07432374.2, AAR91681.1, YP_006808747.1, YP_001851230.1,
ZP_15327751.1, ZP_15455857.1, ZP_12874284.1, ZP_15332534.1, ZP_15512956.1, ZP_14244106.1,
ZP_15470899.1, ZP_11439367.1, YP_001703694.1, ZP_15446742.1, YP_006808978.1, ZP_07964926.1,
YP_006521379.1, ZP_10796908.1, ZP_15512957.1, ZP_12874283.1, YP_005350955.1, ZP_14243341.1,
YP_001705436.1, ZP_15329649.1, YP_006522325.1, YP_006732197.1, YP_003658971.1, ZP_05227804.1,
YP_001703695.1, YP_006308707.1, ZP_15342047.1, YP_006521380.1, ZP_15327752.1, YP_005340557.1,
ZP_11439578.1, ZP_15392943.1, ZP_15514789.1, ZP_12996178.1, ZP_09412214.1, ZP_06849686.1,
YP_889972.1, YP_006570321.1, ZP_15375693.1, YP_006308219.1, YP_006521600.1, YP_005340029.1,
YP_005350457.1, ZP_11439836.1, ZP_12994664.1, ZP_14240588.1, ZP_14236860.1, ZP_09410830.1,
YP_006731697.1, YP_005264225.1, YP_001704097.1, ZP_15328186.1, ZP_09402885.1, ZP_12690463.1,
AFO59871.1, ZP_07966879.1, YP_118225.1, YP_001828302.1, YP_006566873.1, YP_003660169.1,
ZP_15337407.1, ZP_08240521.1, ZP_10456477.1, YP_001537947.1, YP_004016539.1, ZP_07664024.1,
ZP_14244107.1, ZP_09794557.1, ZP_09274211.1, ZP_05224899.1, ZP_15484175.1, AAA17105.1, ZP_11437924 .1,

ZP_15446621.1, YP_003646340.1, ZP_15382134.1, ZP_14237669.1, ZP_09165547.1, YP_004019203.1,

ZP_14240225.1, YP_001220863.1, CBA74242.1, ZP_12994240.1, EIE27140.1, ZP_15354547.1, ZP_15432557 .1,

ZP_15500132.1, ZP_15478632.1, ZP_06846978.1, AAA17108.1, ZP_15333767.1, ZP_05217205.1, AAD44234.1,

YP_005348984.1, YP_006306749.1, ZP_05224611.1, YP_005343772.1, YP_006730188.1, YP_882425.1,
ZP_10799956.1, ZP_05045132.1, NP_960176.1, ZP_12398880.1, ZP_11192735.1, ZP_11440091.1,
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ZP_05217203.1, ZP_06846979.1, ZP_10800936.1, ZP_06523596.1, YP_882421.1, YP_006306748.1,
YP_006522017.1, ZP_15432556.1, ZP_15354095.1, ZP_05227781.1, ZP_09684639.1, YP_006730187.1,
YP_005343770.1, YP_005338616.1, YP_005348983.1, ZP_15472813.1, ZP_15457007.1, ZP_15421152.1,
ZP_15488933.1, ZP_14240030.1, YP_001704825.1, ZP_15328982.1, YP_005911512.1, ZP_09411638.1,
ZP_12876400.1, ZP_12995435.1, ZP_07667680.1, YP_001281387.1, EIE21044.1, ZP_15375054.1, NP_334518.1,
4DQV_A, ZP_06435375.1, YP_003030020.1, YP_976237.1, ZP_04926822.1, YP_004998149.1, YP_004743589.1,
YP_005907921.1, NP_214615.1, YP_001286047.1, ZP_06515541.1, ZP_05139482.1, YP_888016.1,
ZP_06452908.1, ZP_06519578.1, YP_004721827.1, CAJ77696.1, ZP_09680854.1, ZP_09686453.1, YP_884815.1,
YP_884815.1, CAB55600.1, ZP_09081423.1, YP_006521568.1, ZP_11440626.1, ZP_15513309.1, ZP_09410778.1,
ZP_15374248.1, ZP_15405954.1, YP_001704047.1, ZP_14236911.1, ZP_12873916.1, ZP_14242094.1,
ZP_12994610.1, ZP_07664023.1, ZP_15446620.1, ZP_15484174.1, ZP_14240245.1, YP_005358845.1 y
XP_002669159.1, en particular YP_006731697.1, ZP_09839660.1, YP_001704097.1, YP_889972.1,
ZP_05045132.1, ZP_09794557.1, ZP_08240521.1, NP_959974.1, ZP_10456477.1, YP_118225.1, NP_217106,
YP_905678.1, YP_887275.1, ZP_11001941.1, YP_953393.1 e YP_005349252.1 y variantes de los mismos.

En el caso de las acido graso reductasas se trata de un grupo de enzimas que para su actividad requieren una
fosfopanteteinilacion, es decir, la fijacion covalente de un cofactor fosfopanteteinilo en la enzima. De manera
correspondiente, la acido graso reductasa utilizada de acuerdo con la invencion esta fosfopanteteinilada, y expresa
un catalizador de células enteras que expresa la acido graso reductasa, como parte de su dotaciéon de enzimas
expresadas de forma enddgena o en forma recombinante, una fosfopanteteinil-transferasa que fosfopanteteinila la
acido graso reductasa. En una forma de realizacion preferida, por la expresion “fosfopanteteinil-transferasa”, tal
como se utiliza en esta memoria, se entiende una enzima que transfiere un radical fosfopanteteinilo de una
fosfopanteteinil-CoA a una enzima, preferiblemente a la acido graso reductasa. En una forma de realizacion
particularmente preferida, la fosfopanteteinil-transferasa se elige del grupo de fosfopanteteinil-transferasas que
comprenden las secuencias de aminoacidos ABI83656.1, YP_006811024.1, YP_120266.1, YP_005265173.1,
YP_004006671.1, ZP_08152482.1, ZP_11104141.1, ZP_14482198.1, YP_706581.1, ZP_10002626.1,
ZP_09308410.1, YP_002783881.1, ZP_18276502.1, ZP_09271851.1, ZP_08204640.1, YP_002766085.1,
ZP_09788717.1, ZP_09799863.1, ZP_10961877.1, YP_003273299.1, GAB86168.1, YP_006668875.1,
ZP_08766535.1, ZP_09793386.1, ZP_09212827.1, ZP_09276344.1, ZP_09213870.1, ZP_09081490.1,
ZP_10947586.1, YP_003658841.1, ZP_06852853.1, YP_953148.1, ZP_11011170.1, YP_639258.1, YP_886985.1,
ZP_11194383.1, ZP_09681094.1, ZP_06455719.1, NP_337369.1, YP_004077819.1, NP_217310.1,
YP_006452521.1, YP_005339056.1, ZP_05226335.1, ZP_07965127.1, ZP_07419314.2, NP_302077.1,
YP_005003342.1, YP_005349465.1, ZP_10800435.1, ZP_06564430.1, YP_882860.1, YP_001135287.1,
YP_001850220.1, ZP_05217634.1, YP_003646683.1, YP_004746246.1, ZP_15327906.1, ZP_09979035.1,
YP_001703848.1, YP_906028.1, ZP_15395499.1, ZP_11438833.1, ZP_11005955.1, ZP_09410582.1,
NP_961833.1, YP_001106197.1, ZP_14237113.1, YP_004085491.1, YP_003835595.1, ZP_12994399.1,
YP_004523804.1, ZP_12690887.1, YP_003339468.1, ZP_06589331.1, YP_004801334.1, ZP_09974565.1,
ZP_04608379.1, ZP_13037142.1, YP_712537.1, ZP_11236665.1, NP_630748.1, ZP_06527138.1,
YP_003835167.1, CCH33620.1, ZP_10309401.1, ZP_08881396.1, YP_003102953.1, YP_003487252.1,
ZP_08881565.1, YP_006263961.1, NP_822924.1, YP_004914569.1, ZP_09400366.1, AFV71333.1,
ZP_07309518.1, ZP_09172171.1, ZP_06710898.1, CAN89630.1, ZP_06921116.1, ZP_08804003.1,
ZP_19189663.1, ZP_10545589.1, YP_006248725.1, ZP_10455557.1, YP_004015869.1, ZP_08801530.1,
ZP_10550999.1, YP_004492879.1, ZP_09958730.1, ZP_08286666.1, ZP_11212856.1, AAL15597.1, AAZ94407 .1,
ZP_19188802.1, AFF18625.1, ZP_06575404.1, AAK06801.1, ADC79635.1, YP_004080528.1, YP_004921314.1,
ACY01405.1, YP_004584022.1, YP_003114157.1, YP_003203177.1, AFB69911.1, YP_006876460.1,
ZP_08024798.1, YP_006269867.1, YP_006881814.1, CCK26150.1, ZP_07307765.1, ZP_07315112.1,
YP_005466392.1, NP_824081.1, YP_003493882.1, ZP_06412387.1, ZP_10068239.1, ZP_08234258.1,
YP_001822177.1, ZP_03979107.1, ZP_07979043.1, BAA22407.1, ZP_09402950.1, YP_003112617.1,
NP_738483.1, YP_480609.1, EKX90208.1, BAE93744.1, BAB69186.1, ZP_04713061.1, YP_006881735.1,
ZP_07274901.1, ZP_11379052.1, ZP_06581115.1, YP_006437406.1, ZP_12871839.1, NP_601186.1,
ZP_08451808.1, YP_005057339.1, YP_005303909.1, ZP_07090824.1, YP_003783676.1, YP_004630011.1,
ZP_06588772.1, AAX98203.1, AFK80329.1, ZP_08124665.1, ZP_03710365.1, AAB17877.1, ZP_07403633.1,
ZP_11268660.1, ZP_07288841.1, ABV83217.1, ZP_16178576.1, AAG43513.1, ZP_09155938.1, YP_004605750.1,
ZP_03918977.1, AAF71762.1, ZP_05007864.1, ZP_06836265.1, ZP_03934882.1, YP_001508477.1,
ZP_06043756.1, ZP_05366306.1, YP_002835056.1, ZP_03933464.1, ZP_07469321.1, ZP_07713507.1,
YP_005160553.1, NP_939820.1, AAU93794.1, ZP_14659796.1, ZP_14383679.1, YP_005058606.1,
YP_001221073.1, ZP_08231568.1, YP_250920.1, ZP_11383249.1, YP_003916320.1, ZP_08681170.1,
YP_001800249.1, YP_001157632.1, YP_166099.1, ZP_10088015.1, YP_004760065.1, ZP_07947675.1,
YP_001603066.1, YP_003812683.1, YP_004403402.1, ZP_08292153.1, ZP_09471260.1, YP_004018108.1,
ZP_05115352.1, AAD13565.1, ZP_09295321.1, YP_001535629.1, ZP_04607273.1, YP_006561753.1,
ZP_00960958.1, YP_006571985.1, ZP_08862188.1, YP_002906426.1, CCK30433.1, ZP_13042493.1,
ZP_09090153.1, YP_614397.1, ZP_11163860.1, YP_003983492.1, YP_004080668.1, ZP_09420475.1,
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ZP_05914565.1, ZP_01101149.1, ZP_14743088.1, YP_001239694.1, ZP_09127532.1, YP_003833873.1,
ZP_08516197.1, ZP_10160483.1, ZP_01987188.1, ZP_01755304.1, ZP_08825027.1, ZP_05077116.1,
YP_001444606.1, ZP_03392800.1, ZP_01057781.1, AFB69889.1, ZP_08815097.1 y AAO17175.1, y variantes de
los mismos. En una forma de realizacién particularmente preferida, en este caso se trata de la fosfopanteteinil-
transferasa con el codigo del banco de datos ABI83656.1 o una variante de la misma.

Alternativa o adicionalmente a la combinacién a base de acido graso reductasa y fosfopanteteinil-transferasa, el
catalizador de células enteras puede presentar también una a-dioxigenasa. En una forma de realizacion preferida,
por el término “a-dioxigenasa”, tal como se utiliza en esta memoria, se entiende una enzima que cataliza la
transformacion de un acido carboxilico y/o acido dicarboxilico o de un monoéster de los mismos, bajo el consumo de
una molécula de oxigeno y bajo disociacion de una molécula de diéxido de carbono, en un acido carboxilico y/o
acido dicarboxilico o un monoéster de los mismos, acortado en un atomo de carbono con respecto al acido
carboxilico y/o acido dicarboxilico o un monoéster de los mismos empleado como educto en el atomo de carbono w
en posicion terminal y portador de un grupo aldehido en el atomo de carbono w en posicién terminal. En una forma
de realizacion particularmente preferida, la a-dioxigenasa se elige del grupo de a-dioxigenasas que comprenden las
secuencias de aminoacidos NP_001066718.1, EAY82977.1, BAH79993.1, ABG22011.1, BAJ90503.1, AFD04418.1,
AFD04417.1, BAJ87736.1, AFW75180.1, ABG22012.1, XP_002311389.1, CAH05011.1, XP_002279884.1,
CBI34957.3, AAG59584.1, NP_001234414.1, NP_001234410.1, XP_003553942.1, XP_002275161.1,
XP_003553937.1, CBI34960.3, CAA07589.1, XP_003543402.1, XP_002517402.1, XP_002882184.1, NP_186791.1,
AAK85133.1, CAN77070.1, XP_002529555.1, CAH64542.1, NP_001234061.1, XP_002281357.1, ADM21465.1,
XP_002318527.1, NP_177509.1, CAN74266.1, XP_002888940.1, NP_001185393.1, XP_003631072.1, BAJ33800.1,
XP_002517377.1, XP_003530944.1, BAJ34623.1, ABG22013.1, ABP02610.1, XP_001773135.1, XP_002960339.1,
ABK95279.1, ABD73303.1, ABD73304.1, YP_001805721.1, ZP_08971815.1, ZP_08430366.1, YP_823013.1,
ZP_05026427.1, ZP_11003953.1, YP_007064484.1, YP_007113008.1, YP_633369.1, ZP_18906570.1,
ZP_09251410.1, ZP_10050808.1, ZP_01306662.1, YP_001516886.1, ZP_05042862.1, AAC49625.1,
ZP_09648375.1, ZP_09792714.1, ZP_09788527.1, XP_001728273.1, AAC83355.1, YP_890542.1, ZP_11000891.1,
XP_002605323.1, EGO58341.1, YP_006249145.1, YP_001507004.1, YP_001704637.1, ZP_12876141.1,
ZP_11150830.1, ZP_14236257.1, ZP_09411385.1, ZP_142431181, EKD16664.1, ZP_15416799.1,
ZP_15338016.1, ZP_10080295.1, ZP_11438929.1, ZP_12995210.1, ZP_10946648.1, YP_003409541.1,
XP_001637870.1, YP_005451221.1, XP_001212758.1, ZP_07290489.1, ZP_05781329.1, ZP_19187748.1,
ZP_06574534.1, XP_002605322.1, NP_822950.1, YP_006366425.1, EJP63377.1, EKD21217.1, XP_001795927 .1,
XP_003042615.1, ZP_06566152.1, EGU88116.1, EFY94417.1, XP_388327.1, EKJ68934.1, ZP_07290463.1,
CCC10458.1, YP_001107201.1, XP_003348248.1, T49753, CAD31840.1, XP_001229975.1, CBN77040.1,
YP_004813753.1, XP_002513273.1, XP_001627136.1, AFG52858.1, AFG52857.1, AEW08450.1, NP_841291.1,
YP_004512343.1, ACG75701.1 y ZP_03500906.1 y variantes de las mismas. En una forma de realizacion
particularmente preferida, se trata de la a-dioxigenasa con el codigo del banco de datos NP_001066718.1 o una
variante de la misma.

Junto a la o-dioxigenasa o la combinacién a base de acido graso reductasa y fosfopanteteinil-transferasa, el
catalizador de células enteras de acuerdo con la invencién presenta necesariamente una transaminasa que amina a
los grupos aldehido en posicion terminal. En una forma de realizacién preferida, por el término “transaminasa”, tal
como se utiliza en esta memoria, se entiende una enzima que cataliza la transferencia de grupos a-amino de una
molécula donante, preferiblemente un aminoacido, a una molécula aceptora, preferiblemente un acido a-
cetocarboxilico. En una forma de realizacion particularmente preferida, la transaminasa se elige del grupo de
transaminasas que comprenden las secuencias de aminoacidos 3HMU_A, AAD41041.1, AAK15486.1, ABE03917.1,
ADR60699.1, ADR61066.1, ADR62525.1, AEL07495.1, CAZ86955.1, EFW82310.1, EFW87681.1, EGC99983.1,
EGDO03176.1, EGE58369.1, EGH06681.1, EGH08331.1, EGH24301.1, EGH32343.1, EGH46412.1, EGH55033.1,
EGH62152.1, EGH67339.1, EGH70821.1, EGH71404.1, EGH78772.1, EGH85312.1, EGH97105.1, EGP57596.1,
NP_102850.1, NP_106560.1, NP_248912.1, NP_248990.1, NP_354026.2, NP_421926.1, NP_637699.1,
NP_642792.1, NP_744329.1, NP_744732.1, NP_747283.1, NP_795039.1, NP_901695.1 (, XP_002943905.1,
YP_001021095.1, YP_001059677.1, YP_001061726.1, YP_001066961.1, YP_001074671.1, YP_001120907.1,
YP_001140117.1, YP_001170616.1, YP_001185848.1, YP_001188121.1, YP_001233688.1, YP_001268866.1,
YP_001270391.1, YP_001345703.1, YP_001412573.1, YP_001417624.1, YP_001526058.1, YP_001579295.1,
YP_001581170.1, YP_001668026.1, YP_001669478.1, YP_001671460.1, YP_001685569.1, YP_001747156.1,
YP_001749732.1, YP_001765463.1, YP_001766294.1, YP_001790770.1, YP_001808775.1, YP_001809596.1,
YP_001859758.1, YP_001888405.1, YP_001903233.1, YP_001977571.1, YP_002229759.1, YP_002231363.1,
YP_002280472.1, YP_002297678.1, YP_002543874.1, YP_002549011.1, YP_002796201.1, YP_002801960.1,
YP_002875335.1, YP_002897523.1, YP_002912290.1, YP_002974935.1, YP_003060891.1, YP_003264235.1,
YP_003552364.1, YP_003578319.1, YP_003591946.1, YP_003607814.1, YP_003641922.1, YP_003674025.1,
YP_003692877.1, YP_003755112.1, YP_003896973.1, YP_003907026.1, YP_003912421.1, YP_004086766.1,
YP_004142571.1, YP_004147141.1, YP_004228105.1, YP_004278247.1, YP_004305252.1, YP_004356916.1,
YP_004361407.1, YP_004378186.1, YP_004379856.1, YP_004390782.1, YP_004472442.1, YP_004590892.1,
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YP_004612414.1, YP_004676537.1, YP_004693233.1, YP_004701580.1, YP_004701637.1, YP_004704442.1,
YP_108931.1, YP_110490.1, YP_168667.1, YP_237931.1, YP_260624.1, YP_262985.1, YP_271307.1,
YP_276987.1, YP_334171.1, YP_337172.1, YP_350660.1, YP_351134.1, YP_364386.1, YP_366340.1,
YP_369710.1, YP_370582.1, YP_426342.1, YP_440141.1, YP_442361.1, YP_468848.1, YP_521636.1,
YP_554363.1, YP_608454.1, YP_610700.1, YP_614980.1, YP_622254.1, YP_625753.1, YP_680590.1,
YP_751687.1, YP_767071.1, YP_774090.1, YP_774932.1, YP_788372.1, YP_858562.1, YP_928515.1,
P_983084.1, YP_995622.1, ZP_00948889.1, ZP_00954344.1, ZP_00959736.1, ZP_00998881.1, ZP_01011725.1,
ZP_01037109.1, ZP_01058030.1, ZP_01076707.1, ZP_01103959.1, ZP_01167926.1, ZP_01224713.1,
ZP_01442907.1, ZP_01446892.1, ZP_01550953.1, ZP_01625518.1, ZP_01745731.1, ZP_01750280.1,
ZP_01754305.1, ZP_01763880.1, ZP_01769626.1, ZP_01865961.1, ZP_01881393.1, ZP_01901558.1,
ZP 021453371, ZP_02151268.1, ZP_02152332.1, ZP_02167267.1, ZP_02190082.1, ZP_02242934.1,
ZP_02360937.1, ZP_02367056.1, ZP_02385477.1, ZP_02456487.1, ZP_02883670.1, ZP_03263915.1,
ZP_03263990.1, ZP_03400081.1, ZP_03452573.1, ZP_03456092.1, ZP_03517291.1, ZP_03529055.1,
ZP 035715151, ZP_03572809.1, ZP_03587785.1, ZP_03588560.1, ZP_03697266.1, ZP_03697962.1,
ZP 045210921, ZP_04590693.1, ZP_04890914.1, ZP_04891982.1, ZP_04893793.1, ZP_04902131.1,
ZP_04905327.1, ZP_04941068.1, ZP_04944536.1, ZP_04945255.1, ZP_04959332.1, ZP_04964181.1,
ZP_05053721.1, ZP_05063588.1, ZP_05073059.1, ZP_05077806.1, ZP_05082750.1, ZP_05091128.1,
ZP_05095488.1, ZP_05101701.1, ZP_05116783.1, ZP_05121836.1, ZP_05127756.1, ZP_05637806.1,
ZP_05742087.1, ZP_05783548.1, ZP_05786246.1, ZP_05843149.1, ZP_05945960.1, ZP_06459045.1,
ZP 064871951, ZP_06492453.1, ZP_06493162.1, ZP_06703644.1, ZP_06731146.1, ZP_06839371.1,
ZP 070073121, ZP_07266194.1, ZP_07374050.1, ZP_07662787.1, ZP_07778196.1, ZP_07797983.1,
ZP_08099459.1, ZP_08138203.1, ZP_08141719.1, ZP_08142973.1, ZP_08177102.1, ZP_08185821.1,
ZP _08186468.1, ZP_08208888.1, ZP_08266590.1, ZP_08402041.1, ZP_08406891.1, ZP_08522175.1,
ZP_08527488.1, ZP_08631252.1, ZP_08636687 y variantes de las mismas.

En el caso de la acido graso reductasa utilizada de acuerdo con la invencion y, preferiblemente, también en el caso
de otras enzimas utilizadas de acuerdo con la invencion se trata de enzimas recombinantes. En una forma de
realizacion preferida, el término “recombinante”, tal como se utiliza en esta memoria, se entiende que la molécula de
acido nucleico que codifica la correspondiente enzima no se presenta en la célula natural y/o se preparé utilizando
métodos de tecnologia genética. En una forma de realizacion preferida, se habla de una proteina recombinante
cuando el polipéptido correspondiente es codificado por un acido nucleico recombinante. En una forma de
realizacion preferida, por una célula recombinante, tal como se utiliza en esta memoria, se entiende una célula que
presenta al menos un acido nucleico recombinante o un polipéptido recombinante. El experto en la materia es
conocedor de procedimientos adecuados para la preparacion de moléculas o células recombinantes, por ejemplo los
descritos en Sambrook/Fritsch/Maniatis (1989): Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 22 edicion. Enzimas recombinantes se sobre-expresan preferiblemente utilizando sistemas de
vectores pET o pGEX que son conocidos por el experto en la materia.

Con relacion a la eleccion del organismo, el catalizador de células enteras empleable de acuerdo con la invencion no
se ve sometido a limitacién alguna, siempre que sea cultivable, estable y eventualmente sea accesible a
modificaciones introducibles por tecnologia genética, p. €j., procedimientos para el debilitamiento de las actividades
enzimaticas, por ejemplo inactivaciones. Asi, igualmente se puede tratar de una célula procariética o eucariética. En
el caso de una célula eucariética son particularmente preferidos eucariontes unicelulares, particularmente levaduras
tales como Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Candida albicans y Pichia pastoris. En el caso de células
procariontes se puede tratar, por ejemplo, de una bacteria que se elige del grupo que comprende Magnetococcus,
Mariprofundus, Acetobacter, Acetobacterium, Acidiphilium, Afipia, Ahrensia, Asticcacaulis, Aurantimonas,
Azorhizobium, Azospirillum, Bacillus, Bartonella, tribocorum, Beijerinckia, Bradyrhizobium, Brevundimonas,
subvibrioides, Brucella, Caulobacter, Chelativorans, Citreicella, Citromicrobium, Clostridium, Corynebacterium,
Dinoroseobacter, Erythrobacter, Fulvimarina, Gluconacetobacter, Granulibacter, Hirschia, Hoeflea, Hyphomicrobium,
Hyphomonas, Ketogulonicigenium, Labrenzia, Loktanella, —Magnetospirillum, Maricaulis, Maritimibacter,
Mesorhizobium, Methylobacterium, Methylocystis, Methylosinus, Nitrobacter, Novosphingobium, Oceanibulbus,
Oceanicaulis, Oceanicola, Ochrobactrum, Octadecabacter, Oligotropha, Paracoccus, Parvibaculum, Parvularcula,
Pelagibaca, Phaeobacter, Phenylobacterium, Polymorphum, Pseudovibrio, Rhodobacter, Rhodomicrobium,
Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Roseibium, Roseobacter, Roseomonas, Roseovarius, Ruegeria, Sagittula,
Silicibacter, Sphingobium, Sphingomonas, Sphingopyxis, Starkeya, Sulfitobacter, Thalassiobium, Xanthobacter,
Zymomonas, Agrobacterium, Rhizobium, Sinorhizobium, Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia, Orientia, Rickettsia,
Wolbachia, Bordetella, Burkholderia, Cupriavidus, Taiwanensis, Lautropia, Limnobacter, Polynucleobacter, Ralstonia,
Chromobacterium, Eikenella, corrodens, Basfia, Kingella, Laribacter, Lutiella, Neisseria, Simonsiella, Achromobacter,
Acidovorax, Alicycliphilus, Aromatoleum, Azoarcus, Comamonas, Dechloromonas, Delftia, Gallionella,
Herbaspirillum, Herminiimonas, Hylemonella, Janthinobacterium, Leptothrix, Methylibium, Methylobacillus,
Methylophilales, Methyloversatilis, Methylovorus, Nitrosomonas, Nitrosospira, Oxalobacter, Parasultterella,
Polaromonas, Polaromonas, Pusillimonas, Rhodoferax, Rubrivivax, Sideroxydans, Sutterella, wadsworthensis,
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Taylorella, Thauera, Thiobacillus, Thiomonas, Variovorax, Verminephrobacter, Anaeromyxobacter, Bdellovibrio,
bacteriovorus, Bilophila, Desulfarculus, Desulfatibacillum, Desulfobacca, Desulfobacterium, Desulfobulbus,
Desulfococcus, Desulfohalobium, Desulfitobacterium, Desulfomicrobium, Desulfonatronospira, Desulfotalea,
Desulfovibrio, Desulfuromonas, Geobacter, Haliangium, Hippea, Lawsonia, Myxococcus, Pelobacter, Plesiocystis,
Sorangium, Stigmatella, Syntrophobacter, Syntrophus, Arcobacter, Caminibacter, Campylobacter, Helicobacter,
Nitratifractor, Nitratiruptor, Sulfuricurvum, Sulfurimonas, Sulfurospirillum, Sulfurovum, Wolinella, Buchnera,
Blochmannia, Hamiltonella, Regiella, Riesia, Citrobacter, Cronobacter, Dickeya, Edwardsiella, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Pectobacterium, Proteus, Providencia, Rahnella, Salmonella, Serratia, Shigella,
Sodalis, Wigglesworthia, Glossina, Xenorhabdus, Yersinia, Acidithiobacillus, Acinetobacter, Aeromonas, Alcanivorax,
Alkalilimnicola, Allochromatium, Alteromonadales, Alteromonas, Baumannia, Beggiatoa, Bermanella, Carsonella,
Ruthia, Vesicomyosocius, Cardiobacterium, Chromohalobacter, Colwellia, Congregibacter, Coxiella, Dichelobacter,
Endoriftia, Enhydrobacter, Ferrimonas, Francisella, Glaciecola, Hahella, Halomonas, Halorhodospira,
Halothiobacillus, Idiomarina, Kangiella, Legionella, Marinobacter, Marinomonas, Methylobacter, Methylococcus,
Methylomicrobium, Methylophaga, Moraxella, Moritella, Neptuniibacter, Nitrococcus, Pseudoalteromonas,
Psychrobacter, Psychromonas, Reinekea, Rickettsiella, Saccharophagus, Shewanella, Succinatimonas,
Teredinibacter, Thioalkalimicrobium, Thioalkalivibrio, Thiomicrospira, Tolumonas, Vibrionales, Actinobacillus,
Aggregatibacter, Gallibacterium, Haemophilus, Histophilus, Mannheimia, Pasteurella, Azotobacter, Cellvibrio,
Pseudomonas,  Aliivibrio, Grimontia, Photobacterium, Photobacterium, Vibrio, Pseudoxanthomonas,
Stenotrophomonas, Xanthomonas, Xylella, Borrelia, Brachyspira, Leptospira, Spirochaeta, Treponema, Hodgkinia,
Puniceispirillum, Liberibacter, Pelagibacter, Odyssella, Accumulibacter, en particular B. subtilis, B. megaterium, C.
glutamicum, E. coli, Pseudomonas sp., Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas stutzeri,
Acinetobacter sp., Burkholderia sp., Burkholderia thailandensis, cianobacterias, Klebsiella sp., Klebsiella oxytoca,
Salmonella sp., Rhizobium sp. y Rhizobium meliloti. En una forma de realizacion particularmente preferida, se trata
de una enterobacteria, lo mas preferiblemente de Escherichia coli.

Es ventajoso que el catalizador de células enteras de acuerdo con la invencién presente, junto a la acido graso
reductasa, fosfopanteteinil-transferasa y la transaminasa, también una alanino deshidrogenasa, con el fin de
regenerar la alanina consumida por la transaminasa durante la aminacion del grupo aldehido en posicién terminal a
partir de moléculas nitrogenadas inorganicas. En una forma de realizacion preferida, por la expresion “alanino
deshidrogenasa”, tal como se utiliza en esta memoria, se entiende una enzima que cataliza la transformacioén de L-
alanina bajo el consumo de agua y NAD" en piruvato, amoniaco y NADH vy la reaccién inversa. En una forma de
realizacion particularmente preferida, la alanino deshidrogenasa se elige del grupo de alanino deshidrogenasas que
comprende la secuencia de aminoacidos de la alanino deshidrogenasa de Bacillus subtilis (cédigo del banco de
datos L20916), Rhizobium leguminosarum (codigo del banco de datos CP001622), Vibrio proteolyticus (codigo del
banco de datos AF070716), Mycobacterium tuberculosis (cédigo del banco de datos X63069), Enterobacter
aerogenes (coédigo del banco de datos AB013821), EGR93259.1, YP_003654745.1, YP_003651439.1,
YP_003637111.1, YP_003631815.1, YP_001327051.1, YP_001262560.1, YP_886996.1, YP_882850.1,
YP_704410.1, YP_703508.1, ZP_08624689.1, YP_001230376.1, P17557.1, P17556.1, CCB94892.1, CCB73698.1,
YP_001168635.1, YP_004668736.1, YP_004569425.1, YP_003513168.1, YP_004561169.1, ZP_08554945.1,
YP_400777.1, ZP_08311476.1, ZP_08310170.1, ZP_08267322.1, ZP_08263846.1, ZP_07898723.1, YP_149301.1,
YP_148605.1, YP_004340432.1, EFT09946.1, EFS80513.1, EFS51332.1, EFS42459.1, YP_003060895.1,
YP_003059033.1, ZP_03305373.1, YP_847214.1, YP_004095847.1, YP_003338282.1, YP_003337256.1,
YP_355846.1, YP_253131.1, ZP_08197563.1, ZP_08196283.1, ADWO06447.1, YP_734091.1, NP_372233.1,
NP_102173.1, ZP_08170259.1, EGD36706.1, EGD32748.1, ZP_08155540.1, YP_004142849.1, YP_002417649.1,
YP_001301040.1, YP_002992892.1, YP_081348.1, YP_080482.1, YP_002476349.1, ZP_08115025.1,
ZP_08114403.1, YP_003552869.1, YP_002358112.1, YP_575010.1, YP_477594.1, YP_474564.1, YP_130399.1,
YP_129373.1, YP_123314.1, NP_810467.1, NP_646469.1, NP_626044.1, NP_391071.1 (codificado por SEQ ID NO:
11), ZP_08086822.1, ZP_08084776.1, ZP_08083119.1, ZP_08020768.1, ZP_08013590.1, ZP_08011832.1,
YP_003783744.1, YP_002781576.1, YP_002780533.1, ZP_02195873.1, NP_797482.1, ZP_07645051.1,
ZP_07643260.1, ZP_06611917.1, AAT40119.1, ZP_07864946.1, YP_004068409.1, YP_002796203.1,
YP_002774420.1, YP_003600348.1, YP_003599946.1, YP_003565624.1, YP_003565223.1, YP_335198.1,
YP_423850.1, YP_155059.1, ZP_07843538.1, ZP_07841226.1, ZP_06928932.1, ZP_05692073.1, ZP_05687006.1,
ZP_04867480.1, YP_775531.1, CBE70214.1, ZP_07721182.1, ZP_04302850.1, ZP_04298961.1, ZP_04287684.1,
ZP_04277177.1, ZP_04248389.1, ZP_04235899.1, ZP_02159718.1, ZP_02152178.1, YP_003974610.1,
YP_003546595.1, YP_002317127.1, ZP_07313778.1, ZP_07302778.1, ZP_07298850.1, CBK69442.1,
YP_003413835.1, YP_003595089.1, ZP_06807811.1, YP_003582455.1, YP_003464731.1, YP_003496397.1,
YP_003421918.1, CBL07274.1, CBK64956.1, YP_003508515.1, AAL87460.1, AAC23579.1, AAC23578.1,
AAC23577.1, ACU78652.1, YP_003471439.1, YP_003452777.1, ZP_06384971.1, ACY25368.1, ABC26869.1,
AAP44334.1, EEZ80018.1, ZP_05110458.1, 1PJB_A, ZP_04717201.1, ZP_04689103.1, CAO90307.1, CAM75354.1,
CAA44791.1, BAA77513.1, EGR96638.1, EGL90046.1, YP_004510847.1, ZP_08450330.1, YP_003387804.1,
YP_003058152.1, EFS74272.1, EFS67128.1, ZP_06844564.1, YP_826658.1, YP_001195249.1, YP_003095978.1,
YP_469292.1, YP_004442054.1, YP_004461174.1, YP_004055616.1, YP_003576656.1, YP_003094537.1,
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YP_001295973.1, AEE71143.1, YP_004447480.1, YP_003761844.1, YP_040853.1, YP_003154888.1,
YP_003142045.1, YP_002280953.1, NP_371963.1, NP_422368.1, EGC98966.1, EGC76398.1, YP_004263661.1,
YP_004252039.1, YP_679036.1, YP_499973.1, ZP_08054972.1, ZP_08053009.1, ZP_04067276.1, ZP_03968868.1,
ZP_03963857.1, ZP_03933079.1, ZP_03497046.1, ZP_06668924.1, ZP_06667106.1, ZP_06324464.1,
ZP_06196777.1, ZP_05114159.1, ZP_05083968.1, ZP_05070370.1, ZP_05030022.1, ZP_04673064.1,
ZP_03517011.1, ZP_03505783.1, XP_001310698.1, ABK27691.1 y CAB59281.2 y variantes de las mismas. Para la
reaccion catalizada por la alanino deshidrogenasa no sélo es necesaria la presencia de piruvato que se forma como
parte del metabolismo primario de toda célula que entra en consideracién como catalizador de células enteras, sino
también de amonio. Este ultimo se proporciona tipicamente en forma de sales nitrogenadas inorganicas, por ejemplo
sales de amonio, nitratos o similares. Preferiblemente, al medio de reaccién acuoso se afiade una sal de amonio, p.
€j., cloruro de amonio.

Ademas, es ventajoso que el catalizador de células enteras de acuerdo con la invenciéon exprese una alcano
hidroxilasa y, opcionalmente, otras enzimas esenciales para la actividad de la alcano hidroxilasa, en particular para
el caso de que como sustratos para la preparacion de una diamina se emplee un acido graso con sélo una funcién
carboxi en posicion terminal. La alcano hidroxilasa y/o una alcohol deshidrogenasa expresada adicionalmente oxidan
al atomo de carbono en posicion terminal, luego hasta el grupo aldehido que puede ser aminado a continuacién por
la transaminasa o hasta el grupo carboxi que, mediante una a-dioxigenasa o la combinacién a base de acido graso
reductasa y una fosfopanteteinil-transferasa, se transforma en un grupo aldehido en posicion terminal, el cual, a
continuacion, puede ser aminado por la transaminasa. En una forma de realizacion preferida, por el término “alcano
hidroxilasa”, tal como se utiliza en esta memoria, se entiende una enzima que cataliza la hidroxilacién de radicales
alquilo lineales no sustituidos que comprenden al menos seis, preferiblemente doce radicales hidrocarbonados.

Como alcano hidroxilasas son adecuados, conforme a la invencion, numerosos sistemas de oxidacién tal como se
describen, entre otros, en el documento PCT/EP 2008/067447. En una forma de realizacion preferida, en el caso de
la alcano hidroxilasa se trata de una citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153. En una forma de
realizacion preferida, por la expresion “citrocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153” se entiende una
oxidasa citosolica que es parte de un sistema de 3 componentes que comprende, ademas, una ferredoxina y una
ferredoxina-reductasa, con un lugar de union de alcano y la capacidad de hidroxilar alcanos. En una forma de
realizacion particularmente preferida, se trata de una enzima que presenta al menos un 80, preferiblemente un 90, lo
mas preferiblemente un 95 o 99 por ciento de identidad de la secuencia con respecto a la citocromo P450-
monooxigenasa de la familia CYP153 de Alcanivorax borkumensis SK2 (cédigo del banco de datos YP_691921) o
de una enzima que comprende una secuencia de polipéptidos que presenta al menos un 80, preferiblemente un 90,
lo mas preferiblemente un 95 o 99 por ciento de identidad de la secuencia con respecto a la citocromo P450-
monooxigenasa de la familia CYP153 de Alcanivorax borkumensis SK2 (cédigo del banco de datos YP_691921) y,
ademas de ello, presenta actividad de alcano hidroxilasa. Los cddigos del banco de datos mencionados se refieren
en este caso, tal como a lo largo de esta solicitud, a los bancos de datos de NCBI) (National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, EE.UU.), mejor dicho la versién disponible en linea el 21 de noviembre de
2012. En una forma de realizacién preferida, por la expresion “citocromo P450-monooxigenasa de la familia
CYP153” se entiende una oxidasa no unida a membrana que comprende un lugar de union para alcanos, radicales
alquilo lineales no sustituidos que comprenden al menos cinco, preferiblemente doce radicales hidrocarbonados o
alcanos hidroxilados una vez y cuya cadena polipeptidica comprende el motivo LL(I/L)(V/)\GGNDTTRN. En una
forma de realizacion preferida, en el caso de una “citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153”, tal como
se utiliza en esta memoria, se trata de una citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153 de Alcanivorax
borkumensis SK2 (codigo del banco de datos YP_691921) o de una variante de la misma, que presenta
preferiblemente actividad de alcano hidroxilasa.

Para el abastecimiento 6ptimo de la citocromo P450-monooxigenasa de la familia CYP153 con electrones del agente
reductor, preferiblemente NADH, se prefiere que la célula exprese la alcano hidroxilasa junto con ferredoxina-
reductasa que interactua funcionalmente con la misma y ferredoxina que interactda funcionalmente con la misma. En
este caso, se puede tratar de polipéptidos aislados o, en el caso de utilizar un catalizador de células enteras, de
polipéptidos co-expresados o de polipéptidos condensados en el extremo N o C con la citocromo P450-
monooxigenasa de la familia CYP153. El que una ferredoxina-reductasa o una ferredoxina pueda interactuar con
una citocromo P450-monooxigenasa dada de la familia CYP153 funcionalmente entre si, el experto en la materia lo
puede comprobar faciimente si el agente reductor es oxidado en presencia de un sustrato de alcano o de los tres
polipéptidos con mayor eficacia que para el caso de que falte al menos uno de los tres. Alternativamente, puede
utilizarse el ensayo enzimatico descrito por Scheps, D., Malca, H., Hoffmann, B., Nestl, B. M. y Hauer, B. (2011) Org.
Biomol. Chem., 9, 6727, que en el caso de polipéptidos de interaccién funcional muestra un claro aumento de la
velocidad de la reaccion. En una forma de realizacién particularmente preferida, la citocromo P450-monooxigenasa
de la familia CYP153, la ferredoxina y la ferredoxina-reductasa proceden del mismo organismo. En una forma de
realizacion particularmente preferida, se trata de la ferredoxina-reductasa de Alcanivorax borkumensis SK2 (cédigo
del banco de datos YP_691923) o de una variante de la misma, de la ferredoxina de Alcanivorax borkumensis SK2
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(cddigo del banco de datos YP_691920) o de una variante de la misma y de la citocromo P450-monooxigenasa de la
familia CYP153 de Alcanivorax borkumensis SK2 (codigo del banco de datos YP_691921) o de una variante de la
misma.

En otra forma de realizacion preferida, en el caso de la alcano hidroxilasa se trata de una AlkB-monooxigenasa. AlkB
representa una oxido-reductasa dada a conocer en principio a partir del sistema AIkBGT de Pseudomonas putida
Gpo1, que depende de otros dos polipéptidos, AlkG y AIKT. AIKT se caracteriza como rubredoxina-reductasa
dependiente de FAD, que transmite electrones a AlkG a partir de NADH. En el caso de AIKG se trata de una
rubredoxina, una proteina redox con contenido en hierro que actia como donante directo de electrones para AlkB.
En una forma de realizacion preferida, por el término “AlkB-monooxigenasa” se entiende un polipéptido con una
homologia de la secuencia de al menos, indicada en la secuencia de una preferencia creciente, 75, 80 85, 90, 92,
94, 96, 98 0 99% con respecto a la secuencia de la AIkB de Pseudomonas putida Gpo1 (codigo del banco de datos:
CAB54050.1; este coédigo del banco de datos procede, como todos los otros utilizados en la solicitud, del estado de
la técnica, a saber del banco de datos NCBI, mas exactamente de la descarga disponible en linea el 15 de octubre
de 2012), con la capacidad de oxidar alcanos. En una forma de realizacion particularmente preferida, en el caso de
la AlkB-monooxigenasa se trata de una oxido reductasa que oxida alcanos, que coopera funcionalmente con los
polipéptidos AIkG (CAB54052.1) y AIKT (CAB54063.1) de Pseudomonas putida Gpo1. Para el abastecimiento 6ptimo
con electrones de la AlkB-alcano hidroxilasa, se prefiere que la célula exprese la alcano hidroxilasa junto con
proteinas auxiliares que interactian funcionalmente con la misma, preferiblemente AIkG y/o AIKT o en cada caso
variantes de la misma, tratandose en una forma de realizacién particularmente preferida de nuevo de polipéptidos
AlkG (CAB54052.1) y AIKT (CAB54063.1) de Pseudomonas putida Gpo1.

En el caso de utilizar un catalizador de células enteras, se puede plantear el problema de que se tenga que poner en
contacto el sustrato con una enzima localizada intracelularmente, con el fin de que se produzca la reaccién deseada.
En el caso de alcanos de cadena larga y derivados de los mismos se prefiere que el catalizador de células enteras
presente un polipéptido de la familia AlkL. AIkL es una proteina de la membrana de Pseudomonas putida que puede
importar acidos grasos de cadena larga y derivados de los mismos a células bacterianas. En una forma de
realizacion preferida, en el caso de un “polipéptido de la familia AIKL”, tal como se utiliza en esta memoria, se trata
de un polipéptido que a lo largo de una longitud de 230 aminoacidos consecutivos presenta una identidad de la
secuencia de al menos 80, preferiblemente 90, todavia mas preferiblemente 90% con respecto a AlkL de
Pseudomonas putida (codigo del banco de datos CAB69081) o una variante de AlkL de Pseudomonas putida y
presenta preferiblemente la capacidad de sustentar la importacion de alcanos de cadena larga al interior de una
célula. En otra forma de realizacién, en el caso de un “polipéptido de la familia AIKL”, tal como se utiliza en esta
memoria, se trata de un polipéptido localizado en la membrana externa de una bacteria Gram-negativa que presenta
el motivo de secuencia DXWAPAXQ(V/A)GXR, representando X un aminoacido proteindgeno y de preferencia,
adicionalmente es AlkL de Pseudomonas putida (codigo del banco de datos CAB69081) o una variante de la misma.
Miembros a modo de ejemplo de la familia AlkL comprenden AlkL de Pseudomonas putida (cédigo del banco de
datos CAB69081), Marinobacter aquaeolei VTB8 (codigo del banco de datos YP_957722), Oceanicaulis alexandrii
HTCC2633 (codigo del banco de datos ZP_00953584), Marinobacter manganoxydans Mnl7-9 (cédigo del banco de
datos ZP_09158756), Caulobacter sp. K31 (cédigo del banco de datos YP_001672217), Pseudomonas oleovorans
(cédigo del banco de datos Q00595) y variantes de los mismos.

La ensefanza de la presente invencién no sélo se puede realizar utilizando macromoléculas con las secuencias de
aminoacidos o acidos nucleicos exactas, a las que se hace referencia en esta memoria, o bien no soélo utilizando una
célula con una actividad de un polipéptido, reducida con relacion al tipo salvaje respectivo, con las secuencias de
aminoacidos exactas a las que se hace referencia en esta memoria, sino también utilizando una variante de
macromoléculas de este tipo o de una célula con una actividad reducida con relacion al tipo salvaje respectivo de la
célula respectiva de una variante del polipéptido que se puede obtener por delecion, adicién o sustitucion de uno o
mas de un aminoacido o acido nucleico. En una forma de realizacion preferida, el término “variante” de una
secuencia de acidos nucleicos o secuencia de aminoacidos en lo que sigue, con el mismo significado y de manera
intercambiable con el término “homdlogo”, tal como se utiliza en esta memoria, significa otra secuencia de acidos
nucleicos o aminoacidos que comprende o representa una secuencia que, con relaciéon a la secuencia de acidos
nucleicos o de aminoacidos de tipo salvaje original correspondiente presenta una homologia, utilizada en este caso
de manera equivalente a identidad, de 70, 75, 80, 85, 90, 92, 94, 96, 98, 99% o mas por ciento, en donde
preferiblemente otros aminoacidos que configuran el centro cataliticamente activo o aminoacidos esenciales para la
estructura o el plegamiento estan suprimidos o sustituidos o aquellos que Unicamente estan sustituidos de forma
conservativa, por ejemplo un glutamato en lugar de un aspartato o una leucina en lugar de una valina. El estado de
la técnica describe algoritmos que pueden utilizarse con el fin de calcular la magnitud de homologia de dos
secuencias, p. €j. Arthur Lesk (2008), Introduction to bioinformatics, 32 edicion. En otra forma de realizacion preferida
de la presente invencion, la variante de una secuencia de aminoacidos o de acidos nucleicos presenta
preferiblemente, de manera adicional a la homologia de secuencia arriba mencionada, esencialmente la misma
actividad enzimatica de la molécula de tipo salvaje o bien de la molécula original. Por ejemplo, una variante de un
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polipéptido enzimaticamente activo como proteasa presenta la misma o esencialmente la misma actividad
proteolitica que la enzima polipeptidica, es decir, la capacidad de catalizar la hidrélisis de un enlace peptidico. En
una forma de realizacion particular, la expresion “esencialmente la misma actividad enzimatica” significa una
actividad en relacion con los sustratos del polipéptido de tipo salvaje que se encuentra claramente por encima de la
actividad de fondo y/o que se diferencia en menos de 3, preferiblemente 2, todavia mas preferiblemente un orden de
magnitud de valores K, y/o keat que presenta el polipéptido de tipo salvaje con relacion a los mismos sustratos. En
otra forma de realizacion preferida, el término “variante” comprende una secuencia de acidos nucleicos o
aminoacidos de al menos una parte/o fragmento activo de la secuencia de acidos nucleicos o bien de aminoacidos.
En otra forma de realizacién preferida, la expresion “parte activa”, tal como se utiliza en esta memoria, significa una
secuencia de aminoacidos o una secuencia de acidos nucleicos que presenta una longitud menor que la longitud
completa de la secuencia de aminoacidos o bien codifica una longitud menor que la longitud completa de la
secuencia de aminoacidos, presentando la secuencia de aminoacidos o la secuencia de aminoacidos codificada con
una longitud menor que la secuencia de aminoacidos de tipo salvaje esencialmente la misma actividad enzimatica
que el polipéptido de tipo salvaje o una variante del mismo, por ejemplo como proteasa. En una forma de realizacion
particular, el término “variante” de un acido nucleico comprende un acido nucleico, cuya cadena complementaria,
preferiblemente bajo condiciones rigurosas, se une al acido nucleico de tipo salvaje. La rigurosidad de la reaccion de
hibridacion se puede determinar facilmente por el experto en la materia y depende, en general, de la longitud de la
sonda, de las temperaturas durante el lavado y de la concentracion salina. En general, sondas largas requieren
temperaturas mas elevadas para la hibridacion, mientras que, por el contrario, sondas mas cortas se contentan con
temperaturas bajas. El que tenga lugar una hibridacién depende, en general, de la capacidad del ADN
desnaturalizado de reasociarse a cadenas complementarias que estén presentes en su entorno, a saber, por debajo
de la temperatura de fusién. La rigurosidad de la reaccion de hibridacion y correspondientes condiciones se
describen con detalle en F M Ausubel (1995), Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, Inc.
Instrucciones para la identificacion de secuencias de ADN mediante hibridacién las encuentra el experto en la
materia, entre otros, en el manual “The DIG System Users Guide for Filter Hybridization” de la razén social
Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Alemania, 1993) y en Liebl et al. (International Journal of Systematic
Bacteriology 41: 255-260 (1991)). La hibridacion tiene lugar en una forma de realizacion preferida bajo condiciones
rigurosas, es decir, se forman solo hibridos en los que la sonda y la secuencia diana, es decir, los polinucleétidos
tratados con la sonda, son al menos un 70% idénticas. Es sabido que la rigurosidad de la hibridacién, incluidas las
etapas de lavado, se ve afectada o bien determinada por variacion de la composicion del tampon, la temperatura y la
concentracion salina. La reaccion de hibridacion se lleva a cabo, por lo general, con una rigurosidad relativamente
baja en comparacion con las etapas de lavado (Hybaid Hybridisation Guide, Hybaid Limited, Teddington, Reino
Unido, 1996). Para la reaccion de hibridacion puede emplearse, por ejemplo, un tampoén correspondiente al tampdn
5x SSC a una temperatura de aprox. 50°C - 68°C. En este caso, las sondas pueden hibridarse también con
polinucleotidos que presenten menos de un 70% de identidad con respecto a la secuencia de la sonda. Hibridos de
este tipo son menos estables y se separan mediante lavado bajo condiciones rigurosas. Esto puede alcanzarse, por
ejemplo, mediante la reduccién de la concentracion salina a 2x SSC y eventualmente a continuacion 0,5x SSC (The
DIG System User’s Guide for Filter Hybridisation, Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania, 1995), ajustandose
una temperatura en la secuencia de una preferencia creciente de aprox. 50°C — 68°C, de aprox. 52°C — 68°C, de
aprox. 54°C — 68°C, de aprox. 56°C — 68°C, de aprox. 58°C — 68°C, de aprox. 60°C — 68°C, de aprox. 62°C — 68°C,
de aprox. 64°C — 68°C, de aprox. 66°C — 68°C. Se prefieren intervalos de temperaturas de aprox. 64°C — 68°C o de
aprox. 66°C — 68°C. Eventualmente, es posible reducir la concentracién salina hasta una concentracion
correspondiente a 0,2 x SSC o 0,1 x SSC. Mediante el aumento escalonado de la temperatura de hibridacion en
pasos de aprox. 1 — 2°C desde 50°C a 68°C pueden aislarse fragmentos de polinucledtidos que, por ejemplo en la
secuencia de una preferencia creciente, presentan al menos 70%, o al menos 80%, o al menos 90%, al menos 91%,
al menos 92%, al menos 93%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al
menos 99% de identidad con la secuencia de la molécula de acido nucleico empleada. Instrucciones adicionales
para la hibridacion se pueden adquirir en el comercio en forma de los denominados kits (p. €j. DIG Esay Hyb de la
razon social Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania, N° de catalogo 1603558). En una forma de realizacion
preferida, el término “variante” de un acido nucleico, tal como se utiliza en esta memoria, comprende una secuencia
de acidos nucleicos arbitraria que codifica la misma secuencia de aminoacidos que el acido nucleico original o una
variante de esta secuencia de aminoacidos en el marco de la degeneracion del cédigo genético.

En una forma de realizacién preferida, la célula utilizada de acuerdo con la invenciéon presenta una actividad
reducida con respecto a su tipo salvaje de al menos una enzima que cataliza una de las reacciones de la 3 oxidacion
de acidos grasos, tratandose preferiblemente de una enzima del grupo que comprende la acido graso-CoA-ligasa,
acil-CoA-deshidrogenasa, 2,4-dienoil-CoA-reductasa, enoil-CoA-hidratasa y 3-cetoacil-CoA-tiolasa, un importador de
acidos grasos o variantes de los mismos. La B oxidacion de acidos grasos es una via metabdlica ampliamente
difundida que permite a organismos procariontes y eucariontes de igual manera oxidar a acidos grasos y poner a
disposicion del metabolismo la energia quimica contenida en los mismos. En un sentido amplio, comienza con la
captacion de un acido graso en la célula. Alli, siempre que las condiciones lo requieran, el acido graso es oxidado
primeramente en la posicion (3 del éster de CoA-acido graso por una acil-CoA-deshidrogenasa, en el caso de E. coli
12
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FadE. Una molécula similar puede formarse alternativamente también a partir de un acido graso doblemente
insaturado por reduccidon mediante una 2,4-dienoil-CoA-reductasa, en el caso de E. coli FadH. Una enzima
multifuncional, la enoil-CoA-hidratasa/3-hidroxiacil-CoA-deshidrogenasa, en el caso de E. coli FadB, cataliza a
continuacion la hidratacion bajo formacion del alcohol secundario y su subsiguiente oxidacion a la cetona. En la
Ultima etapa, una 3-cetoacil-CoA-tiolasa, en el caso de E.coli FadA, cataliza la disociacién de la cetoacil-CoA con el
resultado de que se liberan acetil-CoA y un CoA-éster del acido graso acortado en dos atomos de carbono en
comparacion con la molécula de partida. En la medida en que no se trate asimismo de acetil-CoA, este ultimo se
puede alimentar de nuevo al ciclo de -oxidacién y acortarse bajo oxidacion. En la regulacién de la B oxidacion de
acidos grasos participa también FadR, un regulador del operéon Fad que comprende los genes necesarios para la
degradacioén de acidos grasos, sin que FadR catalice una reaccién de la  oxidacion. En una forma de realizacion
preferida, por la expresion “enzima que cataliza una de las reacciones de la [ oxidacion de acidos grasos” se
entiende cualquier tipo de enzima que interactue directamente con el sustrato de acido graso o una molécula que
resulta en la via a la acetil-CoA del mismo, preferiblemente lo reconozca como sustrato y catalice su transformacion
en un producto metabdlico situado en esta via de degradacion mas proximo a la acetil-CoA, preferiblemente incluido
el importador de acidos grasos que determina la captacion del acido graso en la célula. Por ejemplo, a estas
enzimas, segun la definicion precedente, pertenece la acil-CoA-deshidrogenasa, dado que ésta interactua con el
éster CoA de acido graso y cataliza su transformacion en enoil-CoA que en la via metabdlica de la B oxidacion se
encuentra mas proxima a la acetil-CoA que el éster CoA de acido graso. En una forma de realizacion
particularmente preferida por la expresiéon “enzima que cataliza una de las reacciones de la 3 oxidacién de acidos
grasos”, tal como se utiliza en esta memoria, se entiende toda enzima del grupo que comprende los productos
génicos FadA, FadB, FadD, FadL y FadE de E. coliy sus variantes u homologos de otros organismos. Los productos
génicos FadA, FadB, FadD, FadL y FadE de E. coli, al igual que las variantes y homdélogos de numerosos otros
organismos biotecnolégicamente aprovechables y sus secuencias de acidos nucleicos y polipéptidos, se describen
en el estado de la técnica, por ejemplo FadA bajo el nimero de acceso AP009048.1, FadB bajo el numero de
acceso BAE77457.1, FadD bajo el numero de acceso BAA15609.1 y FadE bajo el nimero de acceso BAA77891.2.
El estado de la técnica da a conocer numerosos ensayos que son especialmente adecuados para la medicion de la
actividad de enzimas que catalizan una de las reacciones de la B oxidacidon de acidos grasos, por ejemplo en K
Kameda y W D Nunn (1981) J. Biol. Chem. 256, 5702-5707, Hi Marrakchi, W E DeWolf, C Quinn, J West, B J Polizzi,
C Y So et al. (2003) Biochem. J. 370, 1055-1062, Lobo et al. (2001) y X Yu, T Liu, F Zhu y C Khosia (2011) PNAS,
publicacion electronica antes de la impresion.

Para la efectividad del catalizador de células enteras de acuerdo con la invencién es ventajoso que el sustrato a
reaccionar, preferiblemente el acido carboxilico o acido dicarboxilico o un monoéster de los mismos, pueda entrar en
contacto facilmente con las enzimas necesarias de acuerdo con la invencién que estan localizadas en el interior del
catalizador de células enteras. Por lo tanto, es decisivo que el sustrato pueda acceder al interior de la célula. Con el
fin de facilitar esto, se prefiere que el catalizador de células enteras exprese un importador de acidos grasos, en el
caso de un catalizador de células enteras bacteriano, en particular Gram-negativo, de manera particularmente
preferida el importador de acidos grasos FadL (cédigo del banco de datos: BAA16205.1) o una variante,
preferiblemente en una concentracion y con una actividad que esté incrementada con respecto a la actividad del tipo
salvaje del catalizador de células enteras correspondiente. El aumento de la actividad de un polipéptido con respecto
al tipo salvaje de la célula puede alcanzarse a través de diferentes vias accesibles de forma rutinaria por el experto
en la materia, por ejemplo la incorporacion de copias adicionales, unidas funcionalmente con un promotor de la
secuencia de acidos nucleicos que codifican el polipéptido o el intercambio del promotor natural por un promotor
mas potente.

Se ha demostrado que las aminas y diaminas se producen, de acuerdo con la invencién, con un mayor rendimiento y
pureza cuando el fondo de enzimas expresadas de forma enddgena y el catalizador de células enteras esté
optimizado de modo que se reduzca o elimine la actividad de enzimas endogenas de degradar o modificar de otro
modo los eductos, productos intermedios o productos del procedimiento de acuerdo con la invencién o utilizando la
célula de acuerdo con la invencion, preferiblemente ésteres metilicos de acidos w-aminocarboxilicos, acidos w-
hidroxicarboxilicos, acidos w-oxocarboxilicos y acidos dicarboxilicos, en vias metabdlicas que se apartan de la
formacioén del producto deseado. Ante estos antecedentes, puede ser ventajoso que en el caso del catalizador de
células enteras de acuerdo con la invencion se trate de una célula que presente una actividad de la esterasa BioH
[codigo del banco de datos YP_492020.1] reducida con respecto a su tipo salvaje o una variante de la misma.
Células de este tipo con una actividad BioH reducida, su preparacién y ensayos para la determinacion de la actividad
se describen en la solicitud de patente europea EP 12007663.3.

Para el caso de que como acido carboxilico, acido dicarboxilico o monoésteres de los mismos se empleen mezclas

de compuestos en los que los grupos carboxi en posicion terminal se presenten en una medida elevada,

preferiblemente en al menos un 50, 60, 70, 80, 90, 95 o 99 por ciento en forma de un éster, por ejemplo por motivos

de la mejor disponibilidad de estos sustratos o de la toxicidad de acidos carboxilicos o acidos dicarboxilicos libres, el

monoéster puede proporcionarse por hidrélisis parcial o completa de acidos dicarboxilicos totalmente esterificados o
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bien el acido carboxilico libre puede proporcionarse por hidrélisis parcial o completa de acidos carboxilicos
totalmente esterificados. Para este caso puede ser ventajoso aumentar la capacidad de la célula para la hidrolisis del
éster por sobre-expresion de una esterasa adecuada. En una forma de realizacion preferida, para ello se aumenta la
actividad de la éster hidrolasa BioH o de una variante de la misma con respecto al tipo salvaje del catalizador de
células enteras empleado, de manera particularmente por sobre-expresion. EI monoéster correspondiente y/o el
acido carboxilico o acido dicarboxilico no esterificado se proporciona entonces in situ mediante hidrolisis del éster.
La hidrdlisis parcial o completa de un acido dicarboxilico totalmente esterificado puede tener lugar también por
hidrélisis catalizada quimicamente, por ejemplo a valores de pH bajos.

El catalizador de células enteras de acuerdo con la invencién puede emplearse preferiblemente en un procedimiento
para la reacciéon de un acido carboxilico o acido dicarboxilico o de un monoéster de los mismos para dar la
correspondiente amina o diamina, tratandose en el caso del acido carboxilico o acido dicarboxilico del monoéster de
los mismos de un compuesto de la férmula (1)

R'— A— COOR? (1)

en donde R' se elige del grupo que comprende -H y COOR?, en donde R? y R® se eligen, en cada caso
independientemente uno del otro deI grupo que comprende H, metilo, etilo y propilo, con la condicion de que al
menos uno de los radicales R? y R® sea H, representando A un grupo hidrocarbonado con al menos cuatro atomos
de carbono no ramificado, ramificado, lineal, ciclico, sustituido o no sustituido. En una forma de realizacion preferida,
en el caso de A se trata de una estructura de la férmula -(CH;),-, siendo n preferiblemente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30. En una forma de realizacién mas preferida, en
el caso del acido carboxilico o acido dicarboxilico se trata de acido laurico o de acido w-carboxilaurico. En otra forma
de realizacion mas preferida, en el caso del acido carboxilico se trata de un acido carboxilico de la férmula CHs-
(CH2)-COOH, siendo n preferiblemente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29 o 30, preferiblemente se trata de acido hexanoico o acido decanoico. En otra forma de realizacion mas
preferida, en el caso del acido carboxilico o acido dicarboxilico se trata de un acido dicarboxilico de la formula
HOOC-(CH2),-COOH, siendo n preferiblemente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30, preferiblemente de acido w-carboxihexanoico o acido w-carboxidecanoico. En otra forma
de realizacion mas preferida, en el caso del acido carboxilico o acido dicarboxilico se trata de acido w-
carboxitetradecanoico. De manera correspondiente, en el caso de la amina o bien diamina preparada conforme a la
invencion se trata preferiblemente de un compuesto de la férmula CH3-(CH3),-NH2 o bien NH2-(CH2),-NHz, siendo n
en cada caso preferiblemente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29 o 30.

Con relacion al acido carboxilico o acido dicarboxilico o del monoéster de los mismos, al igual que a cualquier
compuesto quimico descrito en esta solicitud, se cumple que la férmula indicada respectiva comprende todas las
sales, protonadas o desprotonadas, del compuesto respectivo. Por ejemplo, el acido laurico comprende no sélo la
forma protonada, sino también la sal laureato con todos los cationes, por ejemplo laureato de sodio.

El procedimiento de acuerdo con la invencion requiere que las enzimas empleadas para el procedimiento de
acuerdo con la invencion, opcionalmente proporcionadas en forma del catalizador de células enteras de acuerdo con
la invencidn, se pongan en contacto con el acido carboxilico o acido dicarboxilico o el monoéster de los mismos en
una solucién acuosa. En una forma de realizacion preferida, por la expresion “poner en contacto”, tal como se utiliza
en esta memoria, se entiende que la enzima respectiva entra en contacto directo con su sustrato, en particular sin
que se intercalen barreras fisicas tales como membranas impermeables o similares. La puesta en contacto tiene
lugar en el caso mas sencillo debido a que el sustrato se afiade a una soluciéon acuosa en la que se encuentra la
enzima o el catalizador de células enteras.

Para la realizacion de la ensefianza de acuerdo con la invencién se adecua una mezcla de reaccién que comprende
el catalizador de células enteras 8 de acuerdo con la invencién en solucion acuosa asi como un acido carboxilico o
acido dlcarboxmco o] eI monoester de los mismos de la férmula (1), en donde R'se elige del grupo que comprende -H
y COOR?, en donde R? y R® se eligen, en cada caso independientemente uno deI otro, deI grupo que comprende H,
metilo, etllo y propilo, con la condicién de que al menos uno de los radicales R? y R® sea H, representando A un
grupo hidrocarbonado con al menos cuatro atomos de carbono no ramificado, ramificado, lineal, ciclico, sustituido o
no sustituido, preferiblemente de la formula -(CH;),-, siendo n al menos 4, de manera particularmente preferida al
menos 10. La solucién acuosa debe estar constituida en este caso, por ejemplo en relacién con la composicion, el
valor del pH y la temperatura, de modo que sustente al menos temporalmente la durabilidad o al menos la capacidad
catalitica del catalizador de células enteras. El experto en la materia conoce numerosos medios de cultivo acuosos
adecuados como solucién acuosa que son adecuados para la obtencion o el cultivo de células, en particular de
células de importancia biotecnolégica. A ellos pertenecen de igual manera medios completos tales como medios LB,
medios minimos tales como medios M9, asi como medios selectivos, por ejemplo aquellos que contienen una
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elevada concentracion salina y, por lo tanto, unicamente posibilitan el crecimiento de organismos haldfilos o al
menos halotolerantes. En una forma de realizacién preferida, por la expresién “medio de cultivo acuoso”, tal como se
utiliza en esta memoria, se entiende un medio de reacciéon a base de agua que, en relacion con todos los factores
relevantes, en particular valor del pH, contenido de sales y temperatura, esté constituido de manera que mantenga o
fomente la viabilidad de células contenidas en el mismo, preferiblemente microorganismos y tanto el medio de cultivo
acuoso como también la fase organica hidrofébica estén presentes en forma liquida. Los requisitos de temperatura
de diferentes células de importancia biotecnoldgica pueden deducirse de libros de texto microbiolégicos y de biologia
molecular, p. €j., Fuchs/Schlegl, 2008. En una forma de realizacién preferida, el valor del pH del medio de cultivo
acuoso en el momento del contacto oscila entre 4 y 9, preferiblemente entre 4,5y 8,5, lo mas preferiblemente entre
6,5y 7,5. En otra forma de realizacion preferida, la temperatura oscila entre 0 y 452C, preferiblemente entre 15y
40°C, lo mas preferiblemente entre 20 y 37°C. La mezcla de reaccion esta contenida tipicamente en un fermentador.
Como fermentador puede actuar cualquier recipiente de reaccién que pueda ser esterilizado, preferiblemente
sometido a autoclave y permita el cultivo del catalizador de células enteras, la ventilacion y el control de las
condiciones de reaccion, por ejemplo del contenido en oxigeno y de la temperatura.

En una forma de realizacion preferida, la mezcla de reaccién comprende, adicionalmente a la soluciéon acuosa, una
fase organica hidrofébica. Esta puede comprender un disolvente organico y/o un intercambiador de cationes liquido
hidrofébico para la separacion del w-aminoacido graso a partir de la solucion acuosa. Disolventes e
intercambiadores de cationes adecuados se describen en el documento EP 11191520.3.

La presente invencion se explica adicionalmente mediante las siguientes Figuras y Ejemplos no limitantes, de los
que se pueden deducir caracteristicas, formas de realizacion, aspectos y ventajas adicionales de la presente
invencion.

Figura 1: Deteccion de mono- y di-aminas en el caldo de fermentacion de la cepa E.coli W3110
pACYC{Placuv5}[carA_Ms-npt_Noc]/pJ281_alaDH_B.s._TA_C.v.(ct) tras un tiempo de proceso de 21,75 h.

Ejemplo 1

Preparacion de un vector de expresion para la expresion de los genes MSMEG_2956 de Mycobacterium
smegmatis y npt de Nocardia sp.

Para la preparacion de vectores para la co-expresion de MSMEG_2956 (carA, SEQ ID NO 1) de Mycobacterium
smegmatis que codifica una acido graso reductasa (YP_887275.1) y con npt (SEQ ID NO 2) de Nocardia sp que
codifica una fosfopanteteinil-transfersa (ABI83656.1) que fosfopanteteinila acido graso reductasa, ambos genes
fueron amplificados mediante PCR bajo la incorporaciéon de regiones homologas para la clonacion por
recombinacion. En este caso, el ADN gendmico del organismo donante servia para la amplificacion del gen
MSMEG_2956 y un fragmento de ADN sintetizado servia para la amplificacion del gen npt como muestra. Los genes
se encuentran bajo el control de un promotor lacuv5 (SEQ ID NO 3), el cual fue asimismo amplificado mediante PCR
partiendo de un vector presente bajo incorporacion de regiones homoélogas para la clonacion por recombinacion.

En este caso, pasaron a emplearse los siguientes oligonucleétidos:

Plac_H1_dir: 5-TTATGCGACTCCTGCTGGCTATGGTGGGATTTCC-3' (SEQ ID NO 4)
Plac_H2_inv: 5-GATCGTCATATGCCACTCTCCTTGGTTCC-3' (SEQ ID NO 5)
carA_H2_dir: 5-TGGCATATGACGATCGAAACGCGCG-3' (SEQ ID NO 6)
carA_H3_inv: 5-TCCTTCTCTTACAGCAATCCGAGCATCT-3' (SEQ ID NO 7)
npt_H3_dir: 5-GCTGTAAGAGAAGGAGTTCTATCATGATCGAG-3' (SEQ ID NO 8)
npt_H4_inv: 5-GCAGCCTAGGTTAATTTATCAGGCGTACGCGATCG-3' (SEQ ID NO 9)

Para la PCR para la amplificacion del Picuws y del gen npt se emplearon los siguientes parametros: 1 x:
desnaturalizacion inicial, 98°C, 0:30 min; 35 x: desnaturalizacién, 98°C, 0:10 min, reasociacion, 55°C, 0:20 min;
elongacion, 72°C, 0:15 min; 1 x: elongacion terminal, 72°C, 10 min. Para la amplificacion del gen MSMEG_2956 se
emplearon los siguientes parametros: 1 x: desnaturalizacion inicial, 98°C, 0:30 min; 35 x: desnaturalizacion, 98°C,
0:10 min, reasociacion, 65°C, 0:20 min; elongacion, 72°C, 1 min; 1 x: elongacion terminal, 72°C, 10 min. Para la
amplificacion se utilizd la Mezcla Maestra de Alta Fidelidad Phusion™ de New England Biolabs (Frankfurt)
correspondiente a los consejos del fabricante. En cada caso 50 pl de las reacciones PCR se separaron a
continuacion en un gel de TAE-agarosa al 1%. La realizacion de la PCR, la electroforesis en gel de agarosa, la
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tincion con bromuro de etidio del ADN y la determinacién de los tamafios de fragmentos por PCR tuvieron lugar de la
manera conocida por el experto en la materia. En todos los casos se podian amplificar fragmentos de PCR del
tamafio esperado. Estos ascendian Ppcus @ 325 pares de bases, MSMEG_2956 a 3,5 pares de kilobases y npt a 718
pares de bases. Para el aislamiento del ADN a partir del gel de agarosa se recorté del gel con un bisturi el ADN
diana y se purificé con el kit de extraccion de gel QiaQuick segun las instrucciones del fabricante (Qiagen, Hilden).
Los productos de PCR purificados se clonaron en un vector pACYDuet-1 cortado con EcoNi y Pacl (Merck,
Darmstadt) mediante recombinacion utilizando el kit de clonacién y ensamblaje sin costuras Geneart® segun las
instrucciones del fabricante (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.). La transformacion de E. coli DH10B
quimicamente competente (New England Biolabs, Frankfurt) tuvo lugar segun el modo conocido por el experto en la
materia. La inserciéon correcta de los genes diana se examindé mediante analisis por restriccion y se confirmé la
autenticidad de los genes incorporados mediante secuenciacion de ADN. El vector de expresion preparado se
designé pACYC(Placuv5)[carA_Ms-npt_Noc] (SEQ ID NO 10).

Ejemplo 2

Preparacion de un vector de expresion para la co-expresion de los genes ald de Bacillus subtilis y Cv2025 de
Chromobacterium violaceum

Para la preparacion de un vector de expresion de E. coli para los genes ald (SEQ ID NO 11) de Bacillus subtilis que
codifica una alanino deshidrogenasa (NP_391071.1) y Cv_2025 (SEQ ID NO 12) de Chromobacterium violaceum
que codifica una transaminasa (NP_901695.1) se cloné el gen ald de Bacillus subtilis en intercambio por el gen ald
de Bacillus sphaericus en el vector de expresion de E. coli pJ281_alaD_Bsp_TA_C.v.(ct) (secuencia y preparacion,
véase el Ejemplo 1 del documento WO/2013/024114 y la SEQ ID NO 17 alli recogida). El gen ald de Bacillus subtilis
se amplificé por PCR a partir de ADN cromosémico de la cepa Bacillus subtilis str. 168. En este caso pasaron a
emplearse los siguientes oligonucleoétidos:

alaDH_pCR22_dir: 5-ATGATCATAGGGGTTCCTAAAGAG-3'
(SEQ ID NO 13)
alaDH_pCR22_inv: 5-TTAAGCACCCGCCACAGATG-3'

(SEQ ID NO 14)

Para la PCR se emplearon los siguientes parametros: 1x: desnaturalizacion inicial, 98°C, 0:30 min; 35 x:
desnaturalizacion, 98°C, 0:10 min, reasociacion, 65°C, 0:30 min; elongacion, 72°C, 0:20 min; 1 x: elongacion
terminal, 72°C, 10 min. Para la amplificacién se utilizé la Mezcla Maestra de Alta Fidelidad Phusion™ de New
England Biolabs (Frankfurt) correspondiente a los consejos del fabricante. En cada caso 50 pl de las reacciones
PCR se separaron a continuacion en un gel de TAE-agarosa al 1%. La realizacion de la PCR, la electroforesis en gel
de agarosa, la tinciéon con bromuro de etidio del ADN y la determinacién de los tamafios de fragmentos por PCR
tuvieron lugar de la manera conocida por el experto en la materia. El fragmento de PCR mostro el tamafio esperado
de 1137 pares de bases y se purificd con el kit de purificacion de PCR Quick de Qiagen (Hilden) segun las
instrucciones del fabricante. Para el ligamiento del producto de PCR con el vector se colgaron 5’-fosfatos con ayuda
de la polinucleétido quinasa (New England Biolabs, Frankfurt) al producto de PCR. En este caso, se siguieron los
consejos del fabricante.

El vector se digirid con las endonucleasas de restriccion Hindlll y Ndel, con lo cual se separ6 el gen de Bacillus
sphaericus ald contenido. La tanda de la digestion de restriccion se separ6é en un gel de TAE-agarosa al 1%. Se
pudieron identificar dos bandas con los tamafios de 5696 pb y 1124 pb. Para el aislamiento del ADN del vector a
partir del gel de agarosa, la banda de ADN de 5696 pb se aislo del gel con un bisturi y se purificéd con el kit de
extraccion de gel Quick de Qiagen (Hilden) segun los datos del fabricante. Para la generacion de extremos romos
los colgantes 5’ del ADN del vector purificado se rellenaron con ayuda del fragmento Klenow de la ADN-polimerasa |
(New England Biolabs, Frankfurt). En este caso, se siguieron los datos del fabricante. El fragmento de ADN de
Bacillus subtilis ald con restos 5-fosfato se ligé en el vector con extremos romos. El vector de expresion de E. coli
acabado se designo6 pJ281_alaDH_B.s._TA C.v.(Ct) (SEQ ID NO 15).

Ejemplo 3

Preparacion de una cepa de E. coli que sobre-expresa los genes MSMEG_2956 de Mycobacterium smegmatis
y npt de Nocardia sp., ald de Bacillus subtilis y Cv2025 de Chromobacterium violaceum

Para la generacion de una cepa de E. coli que co-expresa los genes MSMEG_2956 de Mycobacterium smegmatis
que codifica una acido graso reductasa (YP_887275.1) y npt de Nocardia sp. que codifica una fosfopanteteinil-
transferasa que fosfopanteteinila la acido graso reductasa (ABI83656.1) en combinacion con los genes ald de
Bacillus subtilis que codifican una alanino deshidrogenasa (NP_391071.1) y Cv2025 de Chromobacterium violaceum
que codifica una transaminasa (NP_901695.1), la cepa de E. coli W3110 se transform6 con los plasmidos
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pACYC(Placuvb)[carA_Ms_npt_Noc] (SEQ ID NO 10) y pJ281_alaDH_B.s_TA_C.v.(ct) (SEQ ID NO 15) mediante
electroporacion y se sembré en placas de agar LB con cloranfenicol (50 pg/ml) y canamicina (50 pg/mol). Los
transformantes se verificaron mediante preparacion de plasmidos y analisis de restriccion analitico en relacion con la
presencia de los plasmidos correctos. La cepa generada se designd E. coli W3110 pACYC(Placvu5)[carA_Ms-
npt_Noc] / pJ281-alaDH_B.s._TA_C.v.(ct). La cepa se utilizé con el fin de examinar su capacidad para la produccion
de dodecandiamina partiendo de acido dodecanodioico y dodecilamina partiendo de acido dodecanoico. El producto
génico CarA, una acido graso reductasa, que es activado por la fosfopanteteinil-transferasa npt sobre-expresada,
hace reaccionar el sustrato acido dodecanoico o bien acido dodecanodioico para dar el aldehido o bien dialdehido
respectivo. La funcion del producto génico Cv_2505 consiste en hacer reaccionar el (di)-aldehido en posicion
terminal para dar dodecilamina o bien dodecanodiamina. El donante de amino alanina, requerido para la reaccion de
aminacion, es proporcionado por el producto génico ald a partir de piruvato.

Ejemplo 4

Produccion de dodecandiamina y dodecilamina por parte de cepas de E. coli con un vector de expresion
para los genes MSMEG_2956 de Mycobacterium smegmatis y npt de Nocardia sp. en combinaciéon con un
vector de expresion para los genes ald de Bacillus subtilis y Cv_2025 de Chromobacterium violaceum

Se utilizo la cepa producida en el Ejemplo 3 con el fin de examinar su capacidad para la produccion de dodecilamina
y dodecandiamina. La biotransformacion de acido dodecanoico o bien dodecandiamina. La biotransformacion de
acido dodecanoico o bien acido dodecanodioico en dodecilamina o ben dodecandiamina se llevé a cabo en el
sistema de fermentacion paralela 6ctuplo de DASGIP. En este caso, se procedio de la siguiente manera: para la
fermentacion se utilizaron reactores de 1 L. Las sondas de pH se calibraron mediante una calibracién de dos puntos
con soluciones estandares de pH 4,0 y pH 7,0. Los reactores se cargaron con 300 mL de agua potable y se
sometieron a autoclave durante 20 min a 121°C con el fin de garantizar la esterilidad. A continuacion, las sondas de
pO2 se polarizaron durante la noche (al menos durante 6 h) en el sistema DASGIP. A la mafiana siguiente, se retird
el agua debajo de la camara limpia y se reemplazé por 300 mL de medio de densidad celular elevada y 50 mg/L de
cloranfenicol y 50 mg/L de canamicina. Seguidamente, las sondas de pO2 se calibraron con una calibracién de un
punto (agitador: 400 rpm / gasificacion: 10 sL/h de aire) y los tramos de alimentacion, de agente de correccion y de
agente de induccion se limpiaron mediante limpieza in situ. Para ello, las mangueras se lavaron con etanol al 70%, a
continuacién con NaOH 1 M, después con agua totalmente desalada estéril, y finalmente se cargaron con los medios
respectivos.

Las cepas de E. coli productoras de dodecandiamina y dodecilamina se cultivaron primeramente a partir del crio-
cultivo en medio LB (25 mL en un matraz con deflectores de 100 mL) con los antibiéticos arriba mencionados a lo
largo de una noche a 37°C y 200 rpm durante aprox. 18 h. A continuacién, 2 mL del cultivo en medio de alta
densidad celular (glucosa 15 g/L (30 mL/L de una solucion madre de 500 g/L sometida a autoclave por separado
con MgSO4*7H20 al 1% y NH4CI al 2,2%), (NH4)2SO04 1,76 g/L, K:HPO4 19,08 g/L, KH2PO4 12,5 g/L, extracto de
levadura 6,66 g/L, citrato trisédico dihidrato 2,24 g/L, solucion de citrato de amonio-hierro 17 mL/L de una solucion
madre al 1% sometida a autoclave por separado, solucion de oligoelementos 5 mL/L de soluciéon madre sometida a
autoclave por separado (HCI (al 37%) 36,50 g/L, MnCl;*4H,O 1,91 g/L, ZnSO4*7H.O 1,87 g/L, acido
etilendiaminotetraacético dihidrato 0,84 g/L, HzBOs; 0,30 g/L, NaMoO4*2H,O 0,25 g/L, CaCl;*2H.O 4,70 g/L,
FeSO4*7H,0 17,80 g/L, CuCl>*2H,0 0,15 g/L)) (25 mL en un matraz con deflectores de 100 mL) se sobre-inocularon
con los antibiéticos arriba mencionados y se incubaron a 37°C / 200 rpm durante otras 5,5 h.

Los reactores se inocularon con una densidad éptica de 0,1 al extraer un volumen correspondiente del cultivo previo
en una jeringa de 5 mL (bajo condiciones estériles) y los reactores se inocularon mediante canula a través de un
tabique revestido con etanol al 70%.

Se utilizo el siguiente programa estandar:

Regulador de DO Regulador del pH

Pre-ajuste 0% Pre-ajuste 0 ml/h
P 0,1 P 5

Ti 300 s Ti 200 s
Min 0% Min 0 miL/n
Max 100% Max 40 mL/h
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N (Rotacion) de a XO02 (mezcla de | a F (flujo de gas) de a
gaseosa)
Crecimiento y 0% 30% Crecimiento y 0% | 100% | Crecimientoy 15% | 80%
biotransformacion 400 1500 biotransformacion 21 21% biotransformacion 6 72
rpom | rpm % sL/h | sL/h
Guion
Activador nitido 31% DO (1/60h)
Induccion de IPTG 2 h después comienzo de alimentacion
Activador de alimentacion 50% DO
Tasa de alimentacion 3 [mL/h]

El experimento llevado a cabo se puede dividir en dos fases, el cultivo, en el que las células deben alcanzar una
determinada densidad optica, y la subsiguiente biotransformacion en la que, después de la adicion de los sustratos
acido dodecanoico, acido oleico o bien acido dodecanodioico, ha de tener lugar una reaccién para dar dodecilamina,
oleilamina o bien dodecandiamina de enzimas formadas en la expresion. Los valores del pH se regularon
parcialmente con amoniaco (12,5%) a pH 6,8. Durante el cultivo y la biotransformacion se regulé en 30% el oxigeno
disuelto (DO, disolved oxygen) en el cultivo a través del numero de revoluciones del agitador y de la tasa de
gasificacion. La fermentacion se llevé a cabo como tanda discontinua, activando el comienzo de la alimentacion, 5
g/Lh de alimentacién de glucosa (500 g/L de glucosa con MgSO4*7H20 al 1% y NH4ClI al 2,2%) por encima de un
pico de DO. Con el inicio de la alimentacion se redujo también la temperatura de previamente 37°C a 30°C. La
expresion de la transaminasa, alanino deshidrogenasa, acido carboxilico reductasa y fosfopanteteinil transferasa se
indujo 2 h después del inicio de la alimentacién mediante la adicion automatica de IPTG 1 mM. Antes del inicio de la
biotransformacién se determiné la densidad 6ptica de los caldos de cultivo.

El inicio de la fase de biotransformacion tuvo lugar durante 1 h o bien 12 h después del inicio de la alimentacion.
Para ello, al caldo de fermentacion se afadieron en forma de tanda 150 mL o 75 mL de una mezcla a base de acido
dodecanoico o bien acido dodecanodioico y acido oleico (90% técnico). Con el fin de proporcionar un donante de
grupos amino para la transaminasa, media hora antes del inicio de la biotransformacion se afiadieron al caldo de
fermentacion 5 mL de una solucién de sulfato de amonio 3 M. Para la toma de muestras se retiraron 2 mL de caldo
de fermentacion de la caldera y una parte de los mismos se diluyeron en la relacién 1/20 en uno y en una mezcla a
base de 80% de acetonitrilo, 20% de agua y acido formico al 0,1% y se extrajeron. De todos los reactores se
tomaron muestras a las 1,25 h, 2,75 h, 4,25 h, 18,25 h y 21,75 h después del inicio de la biotransformacion. Las
tasas de conversion para el oxigeno (OTR = oxygen transfer rate) y carbono (CTR = carbon transfer rate) se
determinaron durante la fermentacion a través de la analitica de los gases de escape en los sistemas DASGIP. La
fermentacion finalizd 21,75 h después del inicio de la biotransformacion. El agitador, la gasificacion, la regulacién de
la temperatura y la regulacién del pH se expusieron y la caldera se dej6 reposar durante 5-10 minutos.

Método del escaneo por HPLC-ESI/MS

La evaluacion cualitativa de las muestras tuvo lugar mediante acoplamiento HPLC/MS con deteccion MS de alta
resolucion en el modo de escaneo.
En este caso pasaron a emplearse los siguientes aparatos:

° Instalacion de HPLC Accela (Thermo Scientic, Waltham, Massachusetts, EE.UU.) con
automuestreador, bomba cuaternaria, detector de PDA y horno de columna

° Espectrometro de masas LTQ-FT (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.) con
fuente ESI

° Columna de HPLC: Kinetex C18, 100 x 2,1 mm, tamafio de particula: 2,6 um, tamafo de poro: 100

A (Phenomenex; Aschaffenburg)

Las muestras se prepararon pipeteando 1950 pL de disolvente (80% (v/v) de acetonitrilo, 20% de H2O bidest. (v/v) +
acido formico al 0,1%) y 50 yL de muestra en un recipiente de reaccion de 2 mL. La mezcla se someti6 a vortice
durante aprox. 10 segundos y, a continuacion, se centrifugd a aprox. 13000 rpm durante 5 min. El sobrenadante
transparente se retiré con una pipeta.
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La separacion por HPLC tuvo lugar con la columna de HPLC arriba mencionada. El volumen de inyeccion ascendid
a 0,5 uL, la temperatura de la columna a 40°C y el caudal a 0,3 mL/min. La fase moévil se componia de eluyente A
(acido trifluoroacético acuoso al 0,02% (v/v)) y eluyente B (acetonitrilo con acido trifluoroacético al 0,015% (v/v)). Se
utilizé el siguiente perfil de gradiente:

Tiempo [min]  Eluyente A [%] Eluyente B [%)]
0 98 2

2 98 2
17 2 98
32 2 98
El analisis ESI-MS tuvo lugar en un modo positivo con los siguientes parametros de la fuente ESI:
e tension ESI: 4kVvV
e temperatura del capilar 300°C
o flujo de gas de la envoltura 40
o flujo de gas auxiliar 5
o flujo de gas de barrido 3

La deteccion tuvo lugar en un intervalo de masas de m/z = 100 a 1000. La resolucién por espectrometria de masas
ascendi6 a R = 100.000.

Los resultados se representan en la siguiente tabla.

Intensidad MS [-]

Sustrato Induccién Dodecandiamina | Dodecilamina | Oleilamina
LS/ acido oleico (150 ml) IPTG 1 mM (12h) n.d. 1.160.000 23.700
DDS/ acido oleico (75 ml) IPTG 1 mM en H;O/ etanol (12h) 742.000 n.d. 18.000
DDS/ acido oleico (150 ml) IPTG 1 mM (1h) 30.700 n.d. n.d.
DDS/ acido oleico (150 ml) IPTG 1 mM (12h) 23.500 n.d. n.d.

Determinacion cuantitativa de mono- y di-aminas en el caldo de fermentacion de la cepa E.coli W3110
pACYC{Placuv5}[carA_Ms-npt_Noc] / pJ281_alaDH_B.s._TA_C.v.(ct) tras un tiempo de proceso de 21,75 h (n.d. =
no detectable; LS = acido laurico, DDS = acido dodecanodioico).

La Figura 1 aclara datos adicionales.
La determinaciéon cuantitativa de 1,12-dodecandiamina y dodecilamina tuvo lugar mediante medicién HPLC/UV,

después de derivatizacion mediante orto-ftaldialdehido. Se midié el sobrenadante metandlico. Los parametros
cromatograficos mas importantes estan recopilados en la siguiente Tabla.

Columna Luna 5u C8, 100 A, 150 x 4.60 mm, (Phenomenex; Aschaffenburg)

Instalacion de HPLC |Agilent 1200

Eluyente A 2,5 mL de acido acético (100 %) en 1 L de agua bidest., ajuste del pH con lejia de sosa a pH
6,0

Eluyente B Metanol

Temp. de la 40 °C

columna

Caudal 1 mL/min

Gradiente 0,0-1 min: 30,0% de B, 1,0-17,0 min: 90.0% de B, 17-19,5 min: 90,0% de B, 19,6-20,5 min:
30,0% de B

Detector DAD, 334 nm

Derivatizacion/ Derivatizacion automatica mediante programa de inyector, 1 yL de muestra se hace

volumen de reaccionar con 9 L de reactivo de derivatizacién; composicion del reactivo de derivatizacion:

inyeccion 10 g/L de o-ftaldialdehido disuelto en tampon borato (0,4 mol/L), bajo adicion de
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mercaptoetanol (5 mL/L) y metanol (100 mL/L)

Calibrado Calibrado externo, intervalo de medicion 50-1000 mg/L, calibrado de 5 puntos, calibrado antes
y después de la serie de muestras, notificacion sobre las dos series de calibrado, regresion
cuadratica

Los resultados estan representados en las siguientes tablas.

Sustrato Induccion Dodecilamina [mg/L] | Dodecandiamina [mg/L]
DDS/ acido oleico (75 ml) IPTG 1 mM en H;O/ etanol (12h) n.d. 40,5

DDS/ acido oleico (150 ml)  |IPTG 1 mM (1h) n.d. 3,1

DDS/ &cido oleico (150 ml)  [IPTG 1 mM (12h) n.d. <1”

LS/ acido oleico (150 ml) IPTG 1 mM (12h) 11,6 n.d.

Cuantificacion de mono- y di-aminas en el caldo de fermentacion de la cepa E.coli W3110
pACYC{Placuvb5}{carA_Ms-npt_Noc] / pJ281_alaDH_B.s._TA_C.v.(ct) tras un tiempo de proceso de 21,75 h (n.d. =
no detectable, )menor que el limite de deteccion, DDS = acido dodecanodioico, LS = acido laurico).

Se demostré que las cepas estan en condiciones de preparar las respectivas aminas dodecilamina, dodecandiamina
y oleilamina a partir de acido dodecanoico, acido dodecanodioico y acido oleico.

Ejemplo 5

Preparacion de un vector de expresion para la expresion del gen aDOX que codifica una a-dioxigenasa de
Oryza sativa

Para la preparacion de un vector para la expresion de aDOX (0s12g0448900, SEQ ID NO 16) de Oryza sativa que
codifica una a-dioxigenasa (NP_001066718.1) se optimizé en codones el gen para la expresion en Escherichia coli,
se sintetizd y al mismo tiempo se introdujo un lugar de corte Ndel aguas arriba y un lugar de corte Avrll aguas abajo.
El fragmento de ADN sintetizado se digirié con las endonucleasas de restriccion Ndel y Avrlll y se ligé en el vector
correspondientemente cortado pACYC(Placvu5)[carA_Ms-npt_Noc] (SEQ ID NO 10) bajo separacion de los genes
carA_Ms y npt_Noc. El promotor lacuv5 contenido en el vector (SEQ ID NO 3) se obtuvo con ello. El vector acabado
se designo pACYC(Placuv5)[DOX_Os(co_Ec] (SEQ ID NO 17). El vector pACYC es un vector de E. coli que induce
resistencia a cloranfenicol, asi como porta un origen de replicacion de p15A y, con ello, presenta un bajo niumero de
copias (10-15 copias por célula).

Ejemplo 6

Preparacion de una cepa de E. coli con delecion en el gen bioH que sobre-expresa los genes aDOX de Oryza
sativa, ald de Bacillus subtilis y Cv2025 de Chromobacterium violaceum

Para la generacion de una cepa de E. coli que co-expresa el gen aDOX de Oryza sativa que codifica una a-
dioxigenasa (NP_001066718.1) en combinacién con los genes ald (SEQ ID NO 11) de Bacillus subtilis que codifica
una alanino deshidrogenasa (NP_391071.1) y Cv2025 (SEQ ID NO 12) de Chromobacterium violaceum que codifica
una transaminasa (NP_901695.1), la cepa de E. coliW3110 AbioH (preparacion, véase el documento EP 12007663,
Ejemplo 1) se transformé con los plasmidos pACYC(Placuv5)[DOX Os(co Ec)] (SEQ ID NO 17) y
pJ281_alaDH_B.s_TA_C.v.(ct) (SEQ ID NO 15) mediante electroporacion y se sembré en placas de agar LB con
cloranfenicol (50 pg/ml) y canamicina (50 pg/mol). Los transformantes se verificaron mediante preparacion de
plasmidos y analisis de restriccién analitico en relacion con la presencia de los plasmidos correctos. La cepa
generada se designoé E. coli AbioH pACYC(Placvu5)[DOX_Os(co_Ec)] / pJ281-alaDH_B.s._TA_C.v.(ct). La cepa se
utilizé con el fin de examinar su capacidad para la produccion de éster metilico del acido aminoundecanoico
partiendo de éster metilico del acido dodecandioico.

Ejemplo 7

Produccion de éster metilico del acido aminoundecanoico partiendo de éster metilico del acido
dodecanodioico mediante una cepa de E. coli con un vector de expresion para el gen aDOX de Oryza sativa
en combinacion con un vector de expresion para los genes ald de Bacillus subtilis y Cv_2025 de
Chromobacterium violaceum
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Se utilizo la cepa descrita en el Ejemplo 8 con el fin de examinar su capacidad para la produccion de éster metilico
del acido aminoundecanoico. En este caso, se procedid de la siguiente manera: la cepa a examinar se extendid
primeramente sobre una placa de agar LB con 50 pug/ml de cloranfenicol y 50 ug/ml de canamicina y se incubé a
37°C durante la noche. Como control se extendié adicionalmente la cepa E. coli W3110 AbioH sobre una placa de
agar LB sin antibioticos. Las cepas se cultivaron entonces en caldo de Luria-Bertani segun Miller (Merck, Darmstadt)
con 50 pg/ml de cloranfenicol y 50 ug/ml de canamicina (para la cepa portadora del plasmido) como cultivo previo de
20 ml a partir de en cada caso una colonia individual. Como cultivo principal se dispusieron 100 ml de caldo de LB
con 50 pg/ml de cloranfenicol y 50 pg/ml de canamicina en un matraz Erlenmeyer de 500 ml con deflectores y se
inocularon con 2 ml del cultivo previo. El cultivo tuvo lugar primeramente a 37°C y 200 rpm en un agitador de
incubacion. Al alcanzar una densidad optica (600 nm) de 0,5-0,7, se indujo la expresion del gen mediante la adicion
de IPTG 1 mM. El cultivo ulterior tuvo lugar a 22°C y 200 rpm a lo largo de la noche. Al dia siguiente, los cultivos se
recogieron mediante centrifugacién durante 10 minutos a 4°C y 5525 x g. El sobrenadante se desecho y el
sedimento de células se lavé en tampon fosfato de potasio 200 mM (pH 7,5). Finalmente, el sedimento celular se
recogié en tampon fosfato de potasio 200 mM con cloruro de amonio 50 mM y glucosa al 0,5% (p/v), de modo que
se alcanzé una DO (600 nm) de 20. A la suspension de células se afadié éster metilico del acido dodecanodioico
12,5 mM (abcr, Karlsruhe) en etanol y se agité ligeramente durante 4 horas a 30°C y 300 rpm. Durante la incubacion
se tomaron muestras en los momentos de 0 min, 60 min, 120 min, 180 min y 240 min y se extrajeron en una mezcla
a base de 80% de acetonitrilo, 20% de agua y acido férmico al 0,1%. El sobrenadante se analizé mediante analitica
HPLC/MS. Los resultados estan representados en la siguiente Tabla.

Cepa Tiempo Superficie pico

[min] éster metilico del acido

aminoundecanoico

E.coliW3110 AbioH 0 n.d.

120 n.d.

180 n.d.

240 n.d.
E.coliwW3110 AbioH pACYC{Placuv5}[DOX] / 0 n.d.
pJ281_alaDH_B.s._TA_C.v.(ct) 120 57616

180 371989

240 1764605

Produccion de éster metilico del acido aminoundecanoico con E.coli W3110 AbioH, sobre-expresados aDOX de
Oryza sativa, ald de Bacillus subtilis y Cv_2025 de Chromobacterium violaceum. Se indican las superficies pico (n.d.
= no detectable).

Pudo demostrarse que la cepa E. coli W3110 AbioH pACYC(Placuv5)[DOX] / pJ281_alaDH_B.s._TA C.v.(ct) esta

capacitada para la formacion de éster metilico del acido aminoundecanoico partiendo de éster metilico del acido
dodecanodioico.
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10

<110> Evonik Industries AG

<120> Preparacion de aminas y diaminas a partir de un acido carboxilico o acido dicarboxilico o de un monoéster de

los mismos

<130> 2012000206

<160> 17

<170> PatentIn version 3.5

<210>1

< 211> 3507

<212> ADN

< 213> Mycobacterium smegmatis

<400>
atgacgatcg

gacccgcagt
gagttgegee
ctcggcaage
ctgeceeget
aatgcctgge
agtgtcgact
ctgcagacca
gtgategegt
gcgecgtege
ttegaggegyg
gtactggacc
ccgetgacce
cccgagtoca
cteggegtga
ggcatectgt
ctgtccacct
cgcatctggg
ggatcegagg
gggcgatteg
gtcgaggace

gtgttecateg

aaacgcgcga
tcgcegocge
ttcctgooge
gogecgtega
tcgacaccat
acaaccatce
acacgacgat
gtgcgeocggt
cgagegtega
gactggtggt
ccaagggcoaa
gcgggceggte
ttetcatcta
agaccgecac
tgecgtcaat
geagcacact
tcctggagga
acatgctgtt
accgagecga
ttteggeocet
tgctcgacat

acgggcagat

agaccgcttc
ccgteccoccogac
ggtcaaacag
gttegtcacce
cacctaccgt
ggtgaatgece
cgacatcgec
ggcccaactg
cttectegea
gttcgactac
gectogeagge
actcgeoogac
caccteegge
gatgtggcag
caccctgaac
cgecageygyge
cctcecgeecte
ccaggagtac
agcogeagtao
gaccggateg
gecatctgetg

ccagogeceg
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LISTADO DE SECUENCIAS

aaccggcgca
gaggcgatca
attctggeeg
gacgaagaag
cagctegeag
ggtgaccgcg
ctgetcgaac
cagccgateg
gacgcagteyg
agccacgagyg
accggegteg
gcaccgetct
agcaccggea
gcegggteca
ttecatgececa
ggaaccgegt
gtgcggecca
cagagccgco
ctogaagagg
geteoccatet
gagggctacg

ceggtoateg

ttgaccactt
gcgeggetge
gctatgegga
gccgcacceac
gceggatceca
tggccatcct
tcggegecgt
tcgecgagac
ctetegtega
tcgacgatca
togtogagac
acgtgecccga
ctoccaaggg
aggeccggtg
tgagtcacgt
acttegeege
cgcagctcaa
tcgacaaccg
tocgeaccea
cggceggagat
gcteccaccga

actacaagct
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gttcgaaacc
cgecgatceg
cogecectgeg
cgegaagete
ggcegtgace
gggtttcace
gtccgtaceg
cgagcccaag
gteegggece
gcgtgaggeyg
gatcacagac
cgagaccgac
cgegatgtac
ggacgagacce
catggggege
acgcagegac
cttcgtteet
ccgegecgag
actgetogge
gaagagctgg
ggccggcgeg

ggtcgacgtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

660

720

780

840

500

S60

1020

1080

1140

1200

1260

1320



cccgateteg
tcegageaga
gaggacgggt
tacctegace
aagctggagg
agcgogeggt
gacggtgacg
ggattgoagt
gagaacggcc
ggcgaacgeo
gagttgeogee
gcactgectcg
ggagattcgt
gtgccggteg
gagggcgaac
accgaggtgc
geegegoeegyg
accgggttec
ggcaaggtga
gccacgtteg
cacctcgagg
tggcagegac
gtcctgoegt
atcgogotga
ggcatctccc
cgggtcgacg
etgegggagyg
ctggccgaca
ctgagectcy
aaccggcage
accatecgget

gacggcatcg

gctacttege
tgttcececgg
actaccgcac
gcoegcaacaa
cggtgttcgg
cctatetget
aactcaagtc
cgtatgagat
tgctgacecgg
tcgaacaget
gcaacggage
gtgcctecgt
tgtecggectt
gcgtecategt
tgegeggetc
gcgcegegtga
gtetgeegeg
tgggccgcta
totgeetggt
acaccgggga
tgatcgeocgg
tggecgacac
acagccagat
ccaccacgat
ccgaggegtt
actcgtacgc
cgecacgactg
cgacctactce
tggcgaccegy
gogeccacta
cgeaggtecac

goctegacga

cacggacegg
ctactacaag
cggcgacatc
cgtgetgaaa
cgacagccce
ggcggtegtg
gcgcatcage
coccgegtgac
tatccgcaag
ctacaccgac
cgaceggece
cacggatctg
gagcttctcg
cagcceggec
caagcgcece
tctegecetg
ttegggcace
tetggegetg
gogcgocege
cgogacactg
tgacaagggc
cgtcgatetg
gttcggaccc
caagccgtac
cgtcgaggac
caacggctac
gtgtggtcetg
gggtecagetg
catcgegece
cgacgggetg
cgacggatte

gtacgtggac
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cectaccege
cgtccggaga
gtcgecgage
etgtegeagg
ctggtacgecce
gtcccgaceg
gactcactgc
tteoctegteg
ctggceccgge
ctggecgagy
gtggtcgaga
cggtccgatyg
aacctgttgce
accgacctgg
acatacgcgt
ggcaagttca
gagatccgea
gaatggctgg
agcgacgacg
ctegageact
gaggccgatc
atecgtegate
aatgcgeteg
gtgtacgtct
gccgacatcc
ggcaacagca
ceggtetegg
aacctgcegg
ggttcgttct
ccegtggagt
gagacgttece

tggctgatcg

gcggegaact
tcaccgccga
tcgggeccga
gcegaattegt
agatctacgt
aagaggcact
aggacgcggc
agacaacacc
cgaaactgaa
ggcaggccaa
ccgtcagecg
cgcacttcac
acgagatctt
caggcgtoge
cggtgcacygg
tcgacgccaa
cegtgetget
agecgeatgga
aggcccgggce
acegegeget
tgggtctcga
cggecgeect
gcaccgccga
cgacgatcgg
gcgagatcag
agtgggccgg
tgtteegetg
acatgttcac
acgaactcga
tecatecgeoga
acgtgatgaa

aggccggcta
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tetggteaag
gatgttcgac
ccatctcgaa
cacggtcetee
ctacggcaac
gtcacgttgg
acgagccgcc
tttcacgetg
ggcgcactac
cgagttgege
cgecgeggte
cgatctgggt
cgatgtcgac
ggcctacatc
gcgcgacgoec
gaccctgtce
gaccggcgec
cctggtggac
gegtctggac
ggcagecgat
ccacgacacg
ggtcaatcac
actcatccgg
tgtgggacag
cgcogacgcge
cgaggtcctg
cgacatgate
ccgectgatg
tgcggacgge
ggcgatctee
ccegtacgac

ccccgtgeac

1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3240
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15

cgegtegacg
gaacggcaac
ccegtgtgeyg
atcggccecg
aacctgcaga
<210> 2
<211>672

<212> ADN

actacgecac
gtcaggecte
gtgecatgge
acaaggacat

tgoteggatt

< 213> Nocardia sp.

<400> 2

atgatcgaga
gacctgaagy
cgggacttca
ccggtggcga
agcetcacee
tcgatcggea
agcctgecge
ttactgttect
ctcggctteg
aacggcacct
ctgctttcgt

tacgcctgat

<210>3
<211> 153
<212> ADN

caattttgee
cgeateegge
tcggggccag
tcggcaaagg
attgegacgg
tcgatgecga
cggagcggga
gcgocaagga
aggaagcgca
ttcacagega
tcgacggccg

aa

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> promotor

<400> 3

ctggotgage
gectgetgeeg
acccaccgac

tcecgecacgte
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cggttegaaa ccocgeactgeg ggeccctgeceg
ctgctgcaca actatcagca gececctcaccg
cggttocgtg cogeggtgca ggacgcgaag

acggccgacg tgatcgtcaa gtacatcage

getgtaa

tgectggtgtce
ggaggagcat
gcattgtgece
ggagcggggt
atatecgggec
gececgoacgeg
gtggttgaag
agccacctac
catcacctte
gctgetggtg

gtggctgatc

gagtcggetg
ctecategega
cggctggoge
gcgeccgatcet
geggeggtygyg
acgetgeoceg
accaccgatt
aaggcgtggt
gagatcgaag
ccgggacaga

gccgacgggt

agctgectgga
agtceggtgga
tggctgaget
ggccgegegg
cgcacaagat
aaggegtget
ccgeactgea
ggccgetgac
acggctcecge
cgaatgacgg

tcatcctcac

gtatceggag
gaageggcege
cggcgagcceg
cgtegtegge
gegetteegt
ggatteggtce
cctggacegt
cgegegetgg
cgattecgge
tgggacgeeg

cgcgatcgeg

ggcagtgagc gcaacgcaat taatgtaagt tagctcactc attaggcace ccaggcttga

cactttatge ttcecggeteg tataatgtgt ggaattgtga goggataaca ataacaattt

cacacaggat ctaggaacca aggagagtgg cat

24

3300

3360

3429

3480

3507

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

672

60

120

153



10

15

20

25

30

35

<210> 4

<211> 34

< 212>ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 4
ttatgcgact cctgcetggct atggtgggat ttcc

<210>5

<211>29

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 5
gatcgtcata tgccactctc cttggttcc

<210> 6

<211>25

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 6

tggcatatga cgatcgaaac gcgcg
<210>7

<211>28

< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400>7
tecttctett acagcaatcc gagceatct

<210> 8

<211> 32

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

29

25

28
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<400> 8

gctgtaagag aaggagttct atcatgatcg ag
<210>9

<211>35

< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 9
gcagcctagg ttaatttatc aggcgtacgc gatcg

<210> 10

< 211> 8047

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Vector

<400> 10

ES 2670 143 T3

32

35

26



attaacctag
acgggtcttyg
gotteccggta
ctgeccoctgaa
ttatcactta
attacgccec
catggaagcc
cgecttgege
ccacgtttaa
tctcaataaa
aatatatgtg
tttcagtttg
caccgtcttt
gaataaaggce
tatccagctg
gttctttacg
ttttagcttc
ttatttcatt
aaaagttggc
agtgatette
tactgattta
tgtecccteoct
cagegetage
tgetteatgt

gatatattece

gctgetgecea
aggggttttt
gtcaataaac
ccgacgaceg
ttcaggcgta
gccctgeocac
atcacagacg
ataatatttg
atcaaaactg
ccctttaggg
tagaaactge
ctcatggaaa
cattgccata
cggataaaac
aacggtctgg
atgccattgg
cttagctcct
atggtgaaag
ccagggcttc
cgtcacaggt
gtgtatgatg
gttcagetac
ggagtgtata
ggcaggagaa

gcttectege

ccgetgagea
tgctgaaacc
cggtaaacca
ggtcgaattt
gcaccaggcg
tcatcgeagt
gcatgatgaa
cccatagtga
gtgaaactca
aaataggcca
cggaaatcgt
acggtgtaac
cggaactccg
ttgtgcttat
ttataggtac
gatatatcaa
gaaaatctcg
ttggaacctc
ccggtatcaa
atttattcgg
gtgtttttga
tgacggggtyg
ctggettact
aaaaggctge

tecactgacte
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ataactagca
tcaggcattt
gcaatagaca
gctttegaat
tttaagggca
actgttgtaa
cctgaatcge
aaacggggygc
cccagggatt
ggttttcace
cgtggtattc
aagggtgaac
gatgagcatt
ttttetttac
attgagcaac
cggtggtata
ataactcaaa
ttacgtgeccg
cagggacacc
cgcaaagtge
ggtgctececag
gtgcgtaacyg
atgttggeac
accggtgegt

gctacgeteg

taacccettg
gagaagcaca
taagoggeta
ttetgeecatt
ccaataactg
ttcattaage
cagcggecatc
gaagaagttg
ggctgagacg
gtaacacgcc
actccagagce
actatcccat
catcaggcgg
ggtctttaaa
tgactgaaat
tccagtgatt
aaatacgccc
atcaacgtct
aggatttatt
gtcgggtgat
tggcttetgt
gcaaaagcac
tgatgagggt
cagcagaata

gtegttegac
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gggcectctaa
cggtcacact
tttaacgacc
catcegetta
ccttaaaaaa
attctgcecga
agcaccttgt
tccatattgg
aaaaacatat
acatcttgcg
gatgaaaacg
atcaccagct
gcaagaatgt
aaggcegtaa
gcctcaaaat
tttttctceca
ggtagtgatc
cattttcgce
tattctgcga
gotgecaact
ttectatcage
cgecggacat
gtecagtgaag
tgtgatacag

tgeggegage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€600

660

720

780

840

%00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



ggaaatggct
ggaagtgaga
cacgaaatct
gegttteece
tecatteeget
gcagttaget
ttatccggta
gcagccactg
aactgaaagy
gttggtagct
gcaagagatt
atatttectag
acgatataag
gggttgaagyg
acattaattg
cattaatgaa
ttttatttte
gagttgcagc
ggttaacggc
gteocgeoacca
atcgttggea
ttgaaaaccyg
gcgagtgaga
gcccgetaac
cgtacegtet
aaataacqgqcc
cggatagtta
acaggcttceg
ggcgcegagat
ggcaacgeca

gtaattcage

tacgaacggg
gggccgeggce
gacgctcaaa
tggecggetece
gttatggeeg
ccaagetgga
actatcgtcet
gtaattgatt
acaagttttg
cagagaacct
acgcgcagac
atttcagtge
ttgtaattct
ctetcaaggy
cgttgcgete
tcggecaacg
accagtgaga
aagcggtcca
gggatataac
acgecgeagec
accageateg
gacatggcac
tatttatgec
agcgegattt
tcatgggaga
ggaacattag
atgatcagece
acgeegette
ttaatcgecg
atcagcaacy

tcecgecateg

gcggagattt
aaagccgttt
tecagtggtgyg
ctegtgeget
cgtttgtete
ctgtatgcac
tgagtccaac
tagaggagtt
gtgactgege
tcgaaaaacc
caaaacgatc
aatttatcte
catgttagtc
catcggtega
actgcccget
cgeggggaga
cgggcaacag
cgctggtttg
atgagctgte
cggactcoggt
cagtgggaac
tccagtcgee
agccagcecag
gctggtgace
aaataatact
tgcaggcage
cactgacgeg
gttctaccat
cgacaatttg
actgtttgee

cegetteocac
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cctggaagat
ttccatagge
cgaaaccoga
cteetgttee
attecacgee
gaaccccooceqg
ccggaaagac
agtcttgaag
toctccaage
gccectgcaag
tcaagaagat
ttcaaatgta
atgceceogeg
gatcceggtyg
ttccagtcgg
ggeggtttge
ctgattgece
ccccagcagg
ttcggtatcg
aatggegege
gatgeectea
ttcecegttee
acgcagacgce
caatgcgacc
gttgatgggt
ttccacagca
ttgegegaga
cgacaccacc
cgacggcgcyg
cgccagttgt

tttttecege

gccaggaaga
tcegececcee
caggactata
tgecetttegg
tgacacteag
ttecagtocga
atgcaaaagc
teocatgegecg
cagttaccte
gcggtttttt
catcttatta
gcacctgaag
cccaccggaa
cctaatgagt
gaaacctgtc
gtattgggeg
ttcaccgect
cgaaaatcct
tcgtatccea
attgegecca
tteageattt
gctatcggcet
gccgagacag
agatgctcca
gtetggteag
atggcatcct
agattgtgea
acgctggeac
tgcagggeca
tgtgecacge

gttttecgecag
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tacttaacag
tgacaagcat
aagataccag
tttacecggtg
tteegggtag
cogetgegec
accactggca
gttaaggcta
ggttcaaaga
cgttttcaga
atcagataaa
tcagcecocat
ggagctgact
gagctaactt
gtgccagetg
ccagggtggt
ggccctgaga
gtttgatggt
ctaccgagat
gegecatcetg
gecatggtttyg
gaatttgatt
aacttaatgg
cgcecagteg
agacatcaag
ggtcatccag
cegeegettt
ccagttgatce
gactggaggt
ggttgggaat

aaacgtgget

1560

1620

1680

17490

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2289

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



ggcctggtte
gtataacgtt
tgccataccg
tatgegacte
ttecgagectct
gcgatcgeac
aatgtaagtt
ataatgtgtg
ggagagtggc
ttgttcgaaa
geccgecogate
gaccgecectg
accgcgaagc
caggccgtga
ctgggtttca
gtgtcegtac
accgagcceca
gagtccggge
cagcgtgagg
acgatcaccg
gacgagaccyg
ggegegatgt
tgggacgaga
gteatgggge
gcacgcagcg
aacttcgttc
egccgogecg
caactgcteg
atgaagagct
gaggeceggceg
ctggtegacg

cttctggtca

accacgceggg
actggtttca
cgaaaggttt
ctgetggeta
tattcaaata
ctggtgttta
agctcactca
gaattgtgag
atatgacgat
ccgaccegea
cggagttgeg
cgctcggcaa
tectgceceeg
ccaatgoctg
ccagtgtcga
cgctgcagac
aggtgatcge
cegegeegte
cgttcgagge
acgtactgga
acccgctgac
accccgagte
cccteggegt
geggcatoct
acctgtccac
ctcgcatctg
agggatcega
gcgggegatt
gggtcgagga
cggtgtteat
tgececegatcet

agtccgagca

aaacggtctg
cattcaccac
tgecgeccatte
tggtgggatt
cactgctgtg
aacggccggo
ttaggcaccc
cggataacaa
cgaaacgcgce
gttecgeegee
cottectgee
gegegeegte
cttcgacacc
gcacaaccat
ctacacgacg
cagtgcgecg
gtegagegte
gcgactggtg
ggccaaggge
cegegggegyg
ccttctoate
caagaccgec
gatgccgtca
gtgcagcaca
cttcctggag
ggacatgctg
ggacecgagcece
cgttteggee
cetgetegac
cgacgggcag
cggetactte

gatgttcecce
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ataagagaca
cctgaattga
gatggtgtcc
tececttgetg
ttggecggtaa
ccectgeaggg
caggcttgac
taacaattte
gaagaccgct
gcccgteeeyg
geggtcaaac
gagttcgtca
atcacctacc
ceggtgaatg
atcgacatcg
gtggcccaac
gacttccteg
gtgttcgact
aagctcgcag
tecactegeeg
tacacctcoccg
acgatgtgge
atcaccctga
cteogocageg
gacctcgccce
ttccaggagt
gaagccgeag
ctgaccggat
atgcatctge
atccagegec
gccacggace

ggctactaca

ceggcatact
ctetectteeg
gggatctcga
aaatgggaga
gcgttctega
gcagtgageg
actttatgct
acacaggatc
tcaaccggeg
acgaggcgat
agattetgge
ccgacgaaga
gtcagctcge
ccggtgaceg
ccctgectega
tgcagccgat
ccgacgeagt
acagccacga
gcaccggegt
acgcaccget
gcagcaccyg
aggccgggte
acttcatgcc
gaggaaccge
tcgtgcggee
accagagccg
teectegaaga
cggctoccat
tggagggcta
cgecoggteat
ggccctacce

agcgtcogga
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ctgegacate
ggcgectateca
cgctecteect
tecgatcatg
gcgcggccge
caacgcaatt
toocggetegt
taggaaccaa
cattgaccac
cagcgegget
cggetatgeg
aggccgcace
aggccggatc
cgtggeceate
actcggegeo
cgtcgececgag
cgctetegte
ggtcgacgat
cgtegtcegag
ctacgtgece
cactcccaag
caaggcccgg
catgagtcac
gtacttcgeoeo
cacgcagctc
cctcgacaac
ggtecegecace
cteggeggag
cggctecace
cgactacaag
gogeggegaa

gatcaccgec

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3560
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4520
4980
5040
5100
5160
5220

5280



gagatgtteg
gaccatctcg
gtcacggtct
gtctacggea
ctgtcacgtt
geacgagecyg
cctttecacge
aaggogeoact
aacgagttge
cgcgccgegg
accgatctgg
ttcgatgtcg
gcggcectaca
gggcgegacyg
aagaccctgt
ctgacecggeg
gacctggtyyg
gcgcgtctgyg
ctggcagccg
gaccacgaca
ctggtcaate
gaactcatcc
ggtgtgggac
agcgcgacgce
ggcgaggtec
tgcgacatga
accogectga
gatgeggacg
gaggcgatct
aacccogtacy

taccecgtge

acgaggacgg
aatacctcga
ccaagctgga
acagegogeg
gggacggtga
coggattgea
tggagaacgg
acggecegaacg
goegagttgeg
tcgcactget
gtggagattc
acgtgceggt
tcgagggcga
ccacegaggt
ccgecgegec
ccacegggtt
acggcaaggt
acgccacgtt
atcacctecga
cgtggcageg
acgteectgee
ggatcgcgct
agggecatcte
geegggtoga
tgctgegaga
tecctggecga
tgctgagect
gcaaccggcea
ccaccatcgg
acgacggcat

accgegtcga

gtactacege
ccgccgcaac
ggcggtgtte
gtcectatetg
cgaactecaag
gtegtatgag
cctgetgace
cctecgaacag
cogcaacgga
cggtgectcee
gttgtcggee
cggegteate
actgcgcegge
gegegegegt
gggtctgeeg
cctgggecge
gataotgecetg
cgacaccggg
ggtgatcgce
actggeccgac
gtacageceoag
gaccaccacyg
cccocgaggeg
cgactegtac
ggcgcacgac
cacgacctac
acgtggegaca
gcgcgeccac
ctcgecaggtce
cggcctegac

cgactacgce
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accggcgaca
aacgtgctga
ggcgacagec
ctggeggteg
tegegeatea
atcecogegtyg
ggtateccgea
ctotacaceg
googacogge
gtcacggatc
ttgagcttct
gtcagecegg
tccaagocgcc
gatctegece
cgttcgggea
tatctggege
gtgogegece
gacgcgacac
ggtgacaagg
accgtegate
atgtteggac
atcaagccgt
ttogtegagg
gccaacggct
tggtgtggte
tcgggtcage
ggcategoge
tacgacggge
accgacggat
gagtacgtgg

acctggctga

tegtegecga
aactgtcgca
coctggtacg
tggtcecegac
gcgactecact
acttectogt
agctggeceg
acctggeoega
cegtggtega
tgeggtecga
cgaacctgtt
ccaccgacct
ccacatacgc
tgggcaagtt
ccgagatccg
tggaatgget
gcagegacga
tgctcgagca
gcgaggecga
tgatcegtega
ccaatgeget
acgtgtacgt
acgoogacat
acggcaacag
tgecggtete
tgaacctgcc
ceggttegtt
tgececegtgga
tcgagacgtt
actggctgat

geccggttega
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gectegggece
gggcgaattc
ccagatctac
cgaagaggea
gcaggacgeg
cgagacaaca
gocgaaactg
ggggeaggec
gaccgtcoage
tgcgecactte
gcacgagatc
ggcaggcgtc
gtcggtgcac
categacgece
caccgtgctg
ggagegeatg
cgaggecegyg
ctaccgecgeg
tctgggtctc
tceggecgee
cggecacegec
ctcgacgatc
cogegagate
caagtgggcce
ggtgttecge
ggacatgttc
ctacgaactc
gttecatcgee
ccacgtgatg
cgaggeogge

aaccgeactg

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140



cgggecectge
cagccectcac
caggacgcga
aagtacatca
cgagacaatt
gaaggcgcat
cttcatcggyg
ggcgatagge
cacccattgc
cggeatagat
gcegoeggag
gttcotgegee
cttcgaggaa
caccettteac
ttcgttecgac

ctgataa

<210> 11
< 211> 1137
<212> ADN

cggaacggea
cgecegtgtg
agatcggeece
gcaacctgeca
ttgectgetg
ccggcggagy
gccaggeatt
aaaggggagce
gacggatatc
goecgagooge
cgggagtggt
aaggaagcca
gcgcacatca
agegagetge

ggecggtgge

< 213> Bacillus subitilis

<400> 11

atgatcatag
gggggcegttt
cttggaagcg
ccgaageagg
tatgtttatt
gagettgeoace
gaaggccgga
caaatcggeyg
gtgcectggeg
gcggcgaaaa
cgettgegee

gtcaatattg

gggttcctaa
ctcagctcat
gatttgaaaa
tcotgggacge
ttegeaaagyg
aggecttgaa
cattgecetet
ctcaattett
tttcecegegg
tggctgtcegg
agettgatga

ctgatgctgt

acgtcaggcc
cggtgccatg
cgacaaggac
gatgectegga
gtgtcgagte
agcatcteat
gtgccocgget
ggggtgegee
gggccgcggco
acgcgacget
tgaagaccac
cctacaagge
ccttcgagat
tggtgceggg

tgatcgecga

agagataaaa
ttcaaacggc
tgaagcctat
cgaaatggte
acttgtgetyg
ggataaagga
tetgacgeca
agaaaagcct
aaaagtaaca
cctcecggtgea
catettegge

ggcggaageg
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tegetgetge
gcacccaccg
attccgeacg
ttgctgtaag
ggctgagety
cgegaagtag
ggcgetgget
gatctggeoog
ggtggcgcac
gaccgaagge
cgattccgca
gtggtggeeg
cgaagacgge
acagacgaat

cgggttcate

aacaatgaaa
caccgggtge
gagtcagcag
atgaaagtaa
tttacgtace
gtaactgeca
atgtcagagg
aaaggcggaa
attatcggag
gatgtgacga
catcagatta

gatctectea

cgetgetgea
accggttecg
tcacggecga
agaaggagtt
ctggagtate
gtggagaage
gagctcggceg
cgeggegteg
aagatgcgct
gtgetggatt
ctgcacctgg
ctgaccgege
tcecgecgatt
gacggtggga

cteaccgega

accgtgtege
tggttgaaac
gagcggaaat
aagaaccaget
tteatttage
tcgeatatga
ttgegggeag
aaggcattet
gaggegttgt
tcattgactt
aaacgttaat

tttgegeggt
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caactatcag
tgccgeggtyg
cgtgatcegte
ctatcatgat
cggaggacct
ggcgecggga
agccgecggt
teggeagect
tccgttcgat
aggteagect
accgtttact
gctggetegg
ccggeaacyyg
cgecgetget

togegtacge

attaacaccc
aggcgcggge
cattgctgat
goccggaagaa
agetgagecet
aacggtoagt
aatggcagcg
gcttgeeggg
cgggacaaac
aaacgcagac
ttectaateeg

attaattceg

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8047

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



ggtgctaaag
gttattgttg
acacatgatc
ccaggegeag
ctgcaaatcg
ggtttaaaca

gagtatgtte

<210> 12
<211>1380
< 212> ADN

ctecgactet
atgtagcgat
agccaacata
tcectegtac
cgaacaaagg
cogcaaacgg

ctgccgagaa

tgtcactgag
cgaccaaggc
tgaaaaacac
atcaacaatc
ggcagtaaaa
acacgtgacc

agctttacag

< 213> Chromobacterium violaceum

<400> 12

atgcagaaac
ccegtttaceg
ggcgtgtatce
tgcegtgaacyg
gaactcecegt
agcctecteg
agcgaaagcyg
ccggaaaaaa
gegagecteg
gegeatattyg
ggcgtggttyg
geggegtttg
tattggecegg
gtgatttgcg
ccggacctet
tttgtgggca
acctatageg
gatgaaggca
cgtgaaacct
gegtttacee

ggecaccctet

agcgtaccac
ataccgcgag
tctgggatag
tgggctatgg
tttataacac
ccgaagttac
tggataccat
aaaccctcat
goggcatgaa
aacageccgtg
cggegegttyg
tgggcgaace
aaattgaacg
gctttggeeg
ttaccgegge
aacgtgttge
gocatecggt
ttgtgcagecg
ttagccgttt
tegtgaaaaa

gcegegatat

ctctecagtgg
cctcaatcag
cgaaggcaac
ccgtaaagat
cttctttaaa
cccggecaggt
gattcgtatg
tggcegttgg
atatatgcat
gtggtataaa
gctogaagaa
gattcagggt
tatttgeege
taccggcgaa
gaaaggecctce
ggaaggtctc
gtgtgcggeg
tgtgaaagat
tgaacatgtg
caaagcgaaa

tttttttege
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gaaatggtaa
ggcatcgteg
ggggttgtge
gccctgacta
gcgetogeag
tatgaagetg

gatgaatcat

cgtgaactcg
gegggtgege
aaaattattg
tttgecggaag
accacccatc
tttgatcgtg
gtgcgtegtt
aacggctate
gaacagggeg
catggcaaag
aaaattctcg
gcgggeggtyg
aaatatgatg
tggtttggce
agcagegget
attgegggeg
gtggcgcatg
gatattggce
gatgatgtge
cgtgaactct

aacaacctca

aacaaatgaa
aaactgtcga
attatgetgt
acgttactgt
acaatacggc
tagcaagaga

ctgtggeggg

atgcggegea
gtgtgatgac
atggcatgge
cggegegtag
cggeggtggt
tgttttatac
attgggatgt
acggcagcac
atctccegat
atatgaccee
aaatcggege
tgattgttee
tgcteoctegt
atcagcattt
atctcecgat
gtgattttaa
cgaatgttge
cgtatatgca
gtggcgtggg
tteocggattt

ttatgegtge
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acccggttea
ccatatcaca
agcgaacatg
tccatacgeg
actgagagcg
tectaggetat

tgcttaa

tcatctccat
ccgtggcgaa
gggcectctgg
tcagatggaa
ggaactcagc
caacagcgge
gcagggcaaa
cattggeggt
tcecgggeatyg
ggatgaattt
ggataaagtyg
goceggeaace
tgecggatgaa
tggctttcag
tggegeggtyg
ccatggettt
ggegeteogt
gaaacgttgg
catggtgcag
tggcogaaatkt

gtgecggegat

780

840

900

960

1020

1080

1137

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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10

15

20

cacattgtgt ctgcaccgee goctecgttatg accegtgegg aagtggatga aatgetcegec 1320
gtggcggaac gttgcctega agaatttgaa cagaccctca aagecgegtgg cctegectaa 1380
<210> 13

<211>24

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 13
atgatcatag gggttcctaa agag 24

<210> 14

<211>20

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 14
ttaagcaccc gccacagatg 20

<210> 15

< 211> 6866

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Vector

<400> 15

33



atgatcatag
gggggegttt
cttggaagcg
ccgaageaqgy
tatgtttatt
gagettgeac
gaaggccgga
caaatcggeg
gtgcctggeg
gcggcgaaaa
cgcttgegeco
gtcaatattg

ggtgctaaag

gggttcctaa
ctcagctcat
gatttgaaaa
tetgggacge
ttegcaaagyg
aggccttgaa
cattgeatot
ctcaattett
tttccegegg
tggctgtcgg
agcttgatga
ctgatgectgt

ctccgactet

agagataaaa
ttcaaacggc
tgaagcctat
cgaaatggte
acttgtgetg
ggataaagga
tetgacgeca
agaaaagcect
aaaagtaaca
cctcggtgeca
catcttegge
ggcggaageg

tgtcactgag
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aacaatgaaa
caccgggtge
gagtcagcag
atgaaagtaa
tttacgtacc
gtaactgeca
atgtcagagg
aaaggcggaa
attatcggag
gatgtgacga
catcagatta
gatctcetca

gaaatggtaa

accgtgtcge
tggttgaaac
gagcggaaat
aagaacceget
ttcatttage
tegecatatga
ttgogggeag
aaggcattct
gaggcgttgt
tcattgactt
aaacgttaat
tttgcgeggt

aacaaatgaa

34

attaacaccc
aggcgcgggc
cattgctgat
gecggaagaa
agctgagecect
aacggtcagt
aatggcageg
gettgeeggg
cgggacaaac
aaacgcagac
ttectaatceg
attaatteceg

acccoggttea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



gttattgttg
acacatgatc
ccaggcgcag
ctgeaaatcg
ggtttaaaca
gagtatgtte
aggagatata
catcatetee
accogtggeg
gcgggcectcot
cgtcagatgg
gtggaactca
accaacagcyg
gtgcagggca
accattggeg
attcecgggea
coggatgaat
gcggataaag
ccgccggeaa
gttgeggatg
tttggottto
attggcgegg
aaccatggct
gcggegcotee
cagaaacgtt
ggcatggtgc
tttyggegaaa
gcgtgeggeg
gaaatgctecg
ggcctegect

cgggaattge

atgtagegat
agccaacata
tcecctegtac
cgaacaaagg
cegoaaacygg
ctgeccgagaa
atatgcagaa
atcegtttac
aaggcgtgta
ggtgcgtgaa
aagaactccc
gcagcctccet
gcagcgaaag
aaccggaaaa
gtgcgagcct
tggegeatat
ttggcgtggt
tggcggegtt
cctattggece
aagtgatttyg
agceeggaccet
tgtttgtggg
ttacctatag
gtgatgaagg
ggcgtgaaac
aggcgtttac
ttggcacccet
atcacattgt
ccgtggegga
aataatctag

tgcaagtcga

cgaccaaggce
tgaaaaacac
atcaacaatc
ggcagtaaaa
acacgtgace
agcetttacag
acagcgtacc
cgataccgeg
totectgggat
cgtgggctat
gttttataac
cgccgaagtt
cgtggatacc
aaaaacccte
cggcggeatg
tgaacageag
tgecggeogegt
tgtgggcgaa
ggaaattgaa
cggetttgge
ctttaccgeg
caaacgtgtt
cggeccatccg
cattgtgcag
ctttageegt
cctegtgaaa
ctgeegegat
gtetgeraccyg
acgttgccte
atcaacaact

cggatecgecg
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ggcategteg
ggggttgtge
geccctgacta
gegetegeag
tatgaagctg
gatgaatcat
acctctcagt
agoecteaate
agcgaaggea
ggccgtaaag
accttettta
accccggeag
atgattcgta
attggeegtt
aaatatatgc
tggtggtata
tggctegaag
ccgattcagg
cgtatttgcc
cgtaceggeg
gegaaagges
gcggaaggtc
gtgtgtgegg
cgtgtgaaag
tttgaacatg
aacaaagcga
atttttttte
cegetegtta
gaagaatttg
ctectggege

gaattaatte

aaactgtega
attatgctgt
acgttactgt
acaatacgge
tagcaagaga
ctgtggegag
ggcgtgaact
aggegggtge
acaaaattat
attttgcgga
aaaccaccca
gttttgatcg
tggtgcgtcg
ggaacggcta
atgaacaggg
aacatggcaa
aaaaaattct
gtgcgggegg
gcaaatatga
aatggtttgg
tcagcagegy
tcattgcggg
cggtggegea
atgatattgg
tggatgatgt
aacgtgaact
gcaacaaccet
tgaccegtge
azcagaccct
accatcegteg

tcatgtttga
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ceatatcaca
agcgaacatg
tccatacgeg
actgagageg
tetaggetat
tgecttaatta
cgatgcggeg
gegtgtgatyg
tgatggcatg
agcggcgcgt
teccggeggty
tgtgttttat
ttattgggat
tcacggcage
cgatcteceg
agatatgacc
cgaaatcggce
tgtgattgtt
tgtgctcctc
ccatcageat
ctatcteceg
cggtgatttt
tgcgaatgtt
cccgtatatg
gegtggegtyg
ctttecggat
cattatgeagt
ggaagtggat
caaagcgcegt
getacagect

cagcttatca

8B40

200

960

1020

1080

1149

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



ctgatcagtyg
actttegtct
ccggatccce
cgaataaggy
tttcgtttta
atcggegcecta
actgccgeca
taatgtteoag
tacattcaaa
gaaaaaggaa
acatggatge
cgacaatcta
aaggtagcgt
ttatgccact
ccactgegat
aaaatattgt
attgtecttt
acggtttggt
tctggaaaga
atttetcact
gacgagtcgg
agttttectce
tgaataaatt
aatggogeaa
tggtgaatat
agaccgttte
tggaagegge
geaaacagta
aaattgtcge
tggtagaacyg
gegteagtgg

ctgcctgeac

aattaatgge
ctactecogtt
ccacttcaga
cgacacecce
tttgatgcct
cggegtttca
ggcaaacaag
aattggttaa
tatgtatceg
gaatatgage
tgatttatat
tcgcttgtat
tgccaatgat
tccgaccatc
ccccggaaaa
tgatgcgctg
taacagcgat
tgatgcgagt
aatgcataaa
tgataacctt
aatcgcagac
ttcattacag
gcagtttcat
aaccttteoge
gaaaccagta
ccgcgtggtyg
gatggeggag
gttgetgatt
ggcgattaaa
aagaggegte
getgateoatt

taatgtteccg

gatgacgcecat
acaaagcgag
agttcctata
taattagece
ggcagttccc
cttctgagtt
gggtgttatyg
ttggttgtaa
ctcatgagac
catattcaac
gggtataaat
gggaagcccg
gttacagatg
aagcatttta
acagcgttcc
gcagtgttcc
cgcgtattte
gattttgatg
cttttgcocat
atttttgacg
cgataccagg
aaacggcttt
ttgatgctcg
ggtatggcoat
acgttatacg
aaccaggcca
ctgaattaca
ggoegttgoca
tctegegeeg
gaagccetgta
aactateccge

gegttatttce
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cotecacgata
gctgggtatt
cactagagaa
gggcgaaagyg
tactctcgeca
cggcatgggg
agccatattc
cactgacoca
aataaccctg
gggaaacgtc
gggcotegoega
atgcgccaga
agatggtcag
tcecgtactec
aggtattaga
tgcgccggtt
gcctegetca
acgagcgtaa
totcaccgga
aggggaaatt
atcttgccat
ttcaaaaata
atgagttttt
gatagcgoog
atgtcgcaga
gccacgttte
tteccaaceg
cotacagtet
atcaactggg
aageggeggt
tggatgacca

ttgatgtctc

atatccgggt
tcceggectt
taggaacttc
cocagtoettt
tggggagtce
tcaggtggga
aggtataaat
tatttgttta
ataaatgctt
gaggcecgcega
taatgteggy
gttgtttctg
actaaactgg
tgatgatgca
agaatatcct
gcactcgatt
ggcgcaatca
tggctggeet
ttcagtegte
aataggttgt
cctatggaac
tggtattgat
ctaaaagcgg
ggaagagagt
gtatgccggt
tgcgaaaacy
ocgtggcacaa
ggocctgoac
tgccagegtyg
geacaatett
ggatgcecatt

tgaccagaca
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aggegcaate
tttgggcegg
actatagagt
cgactgaged
ccacactacc
ccaccgeget
gggctcgcga
tttttetaaa
caataatatt
ttaaattcca
caatcaggtyg
aaacatggca
ctgacggaat
tggttactca
gattcaggtg
cctgtttgta
cgaatgaata
gttgaacaag
actcatggtg
attgatgttg
tgecctecggtg
aatcctgata
cgocgecatoy
caattcagygg
gtctettate
cgggaaaaag
caactggogg
gogoeagtoge
gtggtgtcga
ctegegeaac
gctgtggaag

cccatcaaca

2700
2760
2820
2880
2%40
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
35900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

4560



gtattatttt
gtcaccagca
tggctggetg
gcgactggag
tteoccactge
cegagteecgg
atagctcatg
aaaccagegt
tgttgccagt
ctcceocgegce
gcgggcagtyg
agcgtcagac
aatctgctge
agagctacca
tgttcttcta
ataccteget
taccgggttg
gggttcgtge
gcgtgagcta
aageggceagyg
totttatagt
gtcagggggyg
cttttgectgg
ccgtattacce
cgagtcagtg
cagaaggccc
cgacggecay
cgcaaataac
gcatttgtca
ccttataaat

gaacacctat

cteccatgag
aatcgcgctg
gcataaatat
tgeccatgtece
gatgetggtt
gotgegegtt
ttatatcceg
ggaccegettg
ctcactggtyg
gttggccgat
actcatgace
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagccgt
ctgetaatee
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cetgtegggt
cggagcctat
ccttttgete
gcctttgagt
agcgaggaag
ctgacggatg
tettaagete
gtaaaaaccce
gaatatttaa
gagaaaaaaqg

aattaaacta

gacggtacge
ttagcgggece
ctcactegeca
ggtttteaac
gecaacgat.e
ggtgeggata
ccgttaacca
ctgcaactet
aaaagaaaaa
tcattaatgc
aaaatccctt
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttagccca
tgttaccagt
gatagttace
gcttggagcg
ccacgcttce
gagagcgeac
ttegecacet
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggaaggcega
gecctttttge
gggcceccety
gctteggegg
gggegectgt
caacgcactt

ttcatctatt
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gactgggegt
cattaagttc
atcaaattca
aaaccatgea
agatggeget
tecteggtagt
ccatcaaaca
cteagggeca
cecaccetgge
agctggcacg
aacgtgagtt
atcttettga
gctaccagcg
tggcttcage
ccacttcaag
ggcetgetgec
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagett
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcctgegtta
cgctegeege
gagtagggaa
gtttctacaa
ggcggttetg
gtttttttat
cactttgctt
taaataagat

atttatgatt

ggagcatetg
tgtctcggeg
gccgatagcg
aatgeotgaat
gggcgcaatg
gggatacgac
ggattttcge
ggcggtgaag
gcccaatacg
acaggtttcc
acgcgegegt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtegg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtogatttt
gcctttttac
tcceocetgatt
agccgaacga
ctgeocaggea
actectttcetg
ataacgagta
ggggggagtt
gatatatgag
acgttgettt

ttttgtatat

37

gtegeattgg
cgtctgegte
gaacgggaag
gagggcatayg
cgogecatta
gataccgaag
ctgctgggge
ggcaatcage
caaacegect
cgactggaaa
cgtteocactyg
ttctgegegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgcctac
agtegtgtet
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgectggta
tgtgatgete
ggttecectgge
ctgtggataa
ccgagegeag
tcaaactaag
tgttgtaaaa
atcgttaate
tagggaaaga
aattatttaa
ttcgattgat

acaatattte

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420



tagtttgtta
ttgatatcaa
tatcagtatt
gaagttccta
cagecccgea
gagcgceaacy
atgcttcegg

ggatctagga

<210> 16
< 211> 1857
< 212> ADN

aagagaatta
aattatacat
tattatgeat
ttctetagta
gggcctgtet
caattaatgt
ctcgtataat

accaaggaga

< 213> Oryza sativa

<400> 16

atgggttctg

atgtetttet
tggcacaaag
gaaaaataca
gaattecctgt
tctcaaaaca
tcteccggacce
ggcaaacagt
gaccacatgg
tgeeccgetga
atcaaaatcg
aacaatgaag
gatgacggte
tcttgggegy
gacgcgatca
ctggttacet
aagaccaaaa
atcaaagaca
aaaccaaaca

atgcactcte

gtctgttcaa
tcgacaaaat
ttecggttee
atectgetgge
accgtaccga
ccttetttgg
cgttegttgt
tcaacatcoct
aggacaccgg
aatctttcaa
gtcactacaa
aacgtgcgga
tgetgetgea
gcgtttctat
aggaagaaca
ctgeggttat
ccatgegtge
cctttggoca
accacggtgt

tgatceccgtae

dagaaaataaa
gtcaacgata
ttagaataaa
agtataggaa
cggtcgatea
aagttagecte
gtgtggaatt

gtggca

gccgegtgtt
cggtttectg
gatcggtetg
cgttggtegt
agatggtaaa
tcgeaacatg
tgcgaccaaa
ggcggcageyg
tcaaattggt
atteccacceeg
catccgtacc
aaaactgecgt
caaagaaaac
cctgcaggct
cccgaacctg
cgegaaagtt
ggcgatgegt
catcggtggt
teoegtactet

taccctgaaa
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tctcgaaaat
atacaaaata
ttttgtgtcyg
cttcacttca
ttcagececegg
actcattagg

gtgagcggat

cacccggatc
ttecatcecacg
ctgtacctga
tcttecteacg
tacaatgacc
gagoecggttg
ctgctggcege
tggatccagt
atcaccgecge
acgaaagaac
gcgtggtggy
acctacgttg
ggtgttgege
ctgttcgtta
tetgacgaag
cacaccateg
gcegaactggt
cegatectgyg
ctgactgaag

ctgegtgace

aataaaggga
taatacaaac
cccttatteg
ttttggatce
ctcatagata
caccceagygce

aacaataaca

tgegtgacgt
cgttcgacaa
acacccgteg
gtgcgetgtt
cgcacaacygc
accagcagga
gtcgtgaata
tcatggttca
cgaaagaagt
tgccgaccaa
acggttctge
acggtaaact
tgtetggtga
aagaacacaa
aactgtaccg
actggaccgt
acggectget
gtggtctggt
aattcaccte

cgaccggtca

38

aaatcagttt
tataagatgt
actcactata
ggccggectyg
tgegggcagt
ttgacacttt

atttcacaca

tttctctaaa
acgtaacctg
taccctgectg
cgacccaaaa
ggaagccggc
cgaactgatg
caaagacacc
cgattggatg
tgegaacgaa
ctectgacggt
ggtttacggt
ggttatcggt
catecgeaac
cgcggtttge
ttacgcgaaa
tgaactgetg
gggtaaaaaa
tggtctgaaa
tgtgtategt

gcecggacgeyg

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6866

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



10

aataactctc
gaggaacagc
tgtggtgege
ctggacggta
cgtgaacgtt
aaatcttggg
ggtgacgacg
ggcttegega
gaagcggacce
cagtgggtta

accgcgaaat

<210> 17
<211>5704
< 212> ADN

cgecgtgect
tgtctaaaat
tggaactgtg
ccaatcgtte
ctgttccgeg
aagacctgac
ttgaaaaact
tctctgaaac
gtttctteac
aaaccaccga

ggatgaaatae

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> vector

<400> 17

ctaggctgcet

cttgaggggt
ggtagtcaat
tgaaccgacg
cttattecagg
cccegecctyg
agccatcaca
gegtataata
ttaaatcaaa
taaacccttt
tgtgtagaaa
tttgctcatg
ctttcattge
aggcecggata
gctgaacggt

tacgatgecca

gccaccgcetg
tttttgetga
aaaccggtaa
accgggtega
cgtagcacca
ccactcateg
gacggcatga
tttgcccata
actggtgaaa
agggaaatag
ctgccggaaa
gaaaacggtg
catacggaac
aaacttgtge
ctggttatag

ttgggatata

ggaagacatc
tggcttcegaa
gaactacccg
tgaccgtatc
ttacaacgaa
ctctgacaaa
ggacctgctg
cgegtteaac
ctccaactte
aggtctgege

ttecttetgeg

agcaataact
aacctcaggc
accagcaata
atttgettte
ggcgtttaag
cagtactgtt
tgaacctgaa
gtgaaaacgg
ctcacccagg
gcecaggtttt
tcgtegtggt
taacaagggt
tccggatgag
ttatttttet
gtacattgag

tcaacggtgg
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gacatcggtyg
aaacaggcege
tetttecttee
gacctggcgg
ttccgtegte
gacgcgattg
gttggtctga
atcttcatce
aacgaagaga
gacgttatca

ttctetgttt

agcataaccc
atttgagaag
gacataagcg
gaatttctge
ggcaccaata
gtaattcatt
togocagegy
gggcgaagaa
gattggectga
caccgtaaca
attcactcca
gaacactatc
cattcatcag
ttacggtett
caactgactg

tatateccagt

agatgatcgg
tgtctatggg
gtaacctgat
cgctggaagt
gtctgttcct
aaaccatccg
tggcggaaaa
tgatggette
cgtacaccaa
accgtcacta

gggacgcgga

cttggggcet
cacacggtca
gctatttaac
cattcatceg
actgccttaa
aagcattctg
catcagcacc
gttgtecata
gacgaaaaac
cgcecacateot
gagcgatgaa
ccatatcacc
gcgggcaaga
taaaaaggce
aaatgcctca
gattttttte

39

tectgaaaggt
ttaccaggcyg
cccacagaac
ttatcgtgac
gatcccgatc
tgcgatctac
gaaaatcaaa
tegtegtetg
aaaaggtatg
tceocggaaatce

ctactag

ctaaacgggt
cactgcttec
gaccctgecec
cttattatea
aaaaattacg
ccgacatgga
ttgtcgectt
ttggccacgt
atattctcaa
tgcgaatata
aacgtttcag
agctcaccgt
atgtgaataa
gtaatatcca
aaatgttott

tccattttag

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1857

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



cttecttage
cattatggtg
tggceccaggyg
ctteoegtcac
tttagtgtat
tectgticag
tagcggagtyg
atgtggeagg
ttoegettee
ggcttacgaa
gagagggccg
atctgacgct
cccectggegg
cgetgttatyg
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaatt
aaggacaagt
agctcagaga
gattacgege
ctagattteca
taagttgtaa
aaggctetca
attgegttge
tgaateggec
tttcaccagt
cageaagegy
cggegggata
accaacgcgc
ggcaaccage

accggacatg

tcctgaaaat
aaagttggaa
cttceeggta
aggtatttat
gatggtgttt
ctactgacgyg
tatactggcet
agaaaaaagg
togetcactyg
cggggcggag
cggcaaagcc
caaatcagtg
ctcecetegtg
geegegtttyg
tggactgtat
gtecttgagte
gatttagagg
tttggtgact
accttcgaaa
agaccaaaac
gtgcaattta
ttctcatgtt
agggcatcgg
gcteactgee
aacgegeggyg
gagacgggca
teccacgetygg
taacatgagce
agcceoggact
ategeagtgyg

geactccagt

ctecgataact
cctcttacgt
tcaacaggga
toggogeaaa
ttgaggtgcet
ggtggtgegt
tactatgttg
ctgocacaeggt
actogetacyg
atttcctgga
gtttttccat
gtggcgaaac
cgctctoctg
tetcatteca
gcacgaacce
caaccecggaa
agttagtett
gcgctectece
aaccgeccctg
gatctcaaga
tetetteaaa
agtcatgcce
togagatcce
cgctttececag
gagaggcggt
acagctgatt
tttgececcag
tgtctteggt
cggtaatggc
gaacgatgece

cgeectteoceg
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caaaaaatac
gccgatcaac
caccaggatt
gtgegteggy
ccagtggett
aacggcaaaa
gcactgatga
gegtcageag
ctoggtogtt
agatgccagg
aggctccgec
ccgacaggac
ttcectgeoett
cgcectgacac
cccgttcagt
agacatgcaa
gaagtcatge
aagccagtta
caaggcggtt
agatcatett
tgtagecacct
cgcgecccacce
ggtgcectaat
tcgggaaacc
ttgegtattg
gcccttcace
caggcgaaaa
atcgtegtat
gcgeattgeg
ctecattcage

ttecegetate

gececeggtagt
gtctcatttt
tatttattct
tgatgctgee
ctgtttetat
gcaccegacyyg
gggtgtcagt
aatatgtgat
cgactgegge
aagatactta
cccctgacaa
tataaagata
tcggtttacc
tecagtteegg
ccgaccgetg
aagcaccact
gecggttaag
cctcggttca
ttttcecgtttt
attaatcaga
gaagtcagcece
ggaaggagct
gagtgagcta
tgtegtgeca
ggcgecaggy
gcctggeccet
tecctgtttga
ccecactaceg
cccageogeea
atttgcatgg

ggctgaattt

40

gatcttattt
cgccaaaagt
gegaaghtgat
aacttactga
cagetgtece
acatcagege
gaagtgette
acaggatata
gagoeggaaat
acagggaagt
gcatcacgaa
ccaggegttt
ggtgtcattc
gtaggcagtt
cgccttatce
ggcagcagec
gotaaactga
aagagttggt
cagagcaaga
taaaatattt
ccatacgata
gactgggttg
acttacatta
gcectgeattaa
tggtttttet
gagagagttyg
tggtggttaa
agatgtcege
tctgategtt
tttgttgaaa

gattgecgagt

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



gagatattta
taacagecgeg
gtcttecatgg
egcocggaaca
gttaatgatc
ttcgacgeeg
agatttaatc
gccaatoage
cagctccgec
gttcaccacg
egttactggt
accgcgaaag
actcctgcetg
ctettattea
gcacctggtg
agttagctca
tgtggaattg
tggcatatgg
tctaaaatgt
aacctgtgge
ctgctggaaa
ccaaaagaat
gccggcectctco
ctgatgtcte
gacaccggca
tggatggacc
aacgaatgec
gacggtatca
tacggtaaca
atcggtgatg
egcaactett

gtttgcgacyg

tgecageccag
atttgctggt
gagaaaataa
ttagtgecagg
agcccactga
cttegttcta
gccgcegacaa
aacgactgtt
atcgccgett
cgggaaacgg
tteacattea
gttttgegee
gctatggtgg
aatacactgce
tttaaacggc
ctcattaggc
tgagcggata
gttctggtet
ctttocttoga
acaaagttcce
aatacaatct
tectgtacceg
aaaacacctt
cggaccegtt
aacagttcaa
acatggagga
cgetgaaate
aaatcggtca
atgaagaacy
acggtetget
gggegggegt

cgatcaagga

cecagacgeag
gacccaatge
tactgttgat
cagcttecac
cgcgttgege
cecatcgacac
tttgcgacgg
tgeccegeoeag
ccacttttte
tctgataaga
ccacecctgaa
attcgatggt
gatttccctt
tgtgttggeg
cggccectge
accccaggcet
acaataacaa
gttcaageeg
caaaatcggt
ggttcegate
gctggecogtt
taccgaagat
ctttggtcge
cgttgttgeg
catcctggeg
caccggtcaa
tttcaaatte
ctacaacate
tgcggaaaaa
getgcacaaa
ttetateoctg

agaacaceccg
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acgcgcecgag
gaccagatge
gggtgtctgg
agcaatggca
gagaagattg
caccacgetg
cgcgtgeagg
ttgttgtgece
cegegtttte
gacaccggca
ttgactctet
gtccgggatc
gctgaaatgg
gtaagcgttc
aggggcagtg
tgacacttta
tttcacacag
cgtgttcace
ttccotgttca
ggtectgetgt
ggtcgttctt
ggtaaataca
aacatggagc
accaaactge
gcagcgtgga
attggtatca
cacccgacga
cgtaccgegt
ctgegtacct
gaaaacggtg
caggctetgt

aacctgtctg

acagaactta
tccacgcceca
tcagagacat
toetggteat
tgcaccgcecg
gcacccagtt
gccagactgg
acgeggttgg
gcagaaacgt
tactctgega
teegggeget
tecgacgetet
gagatccgat
tcgagegegg
agcgcaacgc
tgcttcegge
gatctaggaa
cggatctgeg
tcecacgegtt
acctgaacac
ctcacggtge
atgacecegea
cggttgacca
tggegegteg
tccagttcat
ccgcgcecgaa
aagaactgce
ggtgggacgg
acgttgacgy
ttgegetgte
tegttaaaga

acgaagaact

41

atgggccege
gtcgegtace
caagaaataa
cocageggata
ctttacaggc
gatcggcegeg
aggtggcaac
gaatgtaatt
ggctggectg
catcgtataa
atecatgecat
ceccttatgeg
catgttcgag
ccgegegate
aattaatgta
tcgtataatg
ccaaggagag
tgacgttttec
cgacaaacgt
cegtogtace
gctgttogac
caacgcggaa
gcaggacgaa
tgaatacaaa
ggttcacgat
agaagttgcg
gaccaactct
tteotgeggtt
taaactggtt
tggtgacate
acacaacgceg

gtaccgttac

2880
2840
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3%60
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680

4740



gcgaaactgg
ctgctgaaga
aaaaaaatca
ctgaaaaaac
tatcgtatge
gacgegaata
aaaggtgagy
caggcgtgtg
cagaacctgyg
cgtgacegty
ccgatcaaat
atctacggtyg
atcaaagget
cgtctggaag
ggtatgcagt
gaaatcaccg

tage

ttacctctge
ccaaaaccat
aagacacctt
caaacaacca
actctectgat
acteteogee
aacagctgtc
gtgegetgga
acggtaccaa
aacgttctgt
cttgggaaga
acgacgttga
tegogatete
cggaccgttt
gggttaaaac

cgaaatggat

ggttatcgeg
gcgtgcggeg
tggccacate
cggtgttecg
cccgtectace
gtgcetggaa
taaaattggc
actgtggaac
tegttctgac
tecgegttac
cetgacctet
aaaactggac
tgaaaccgeg
cttcacctce
caccgaaggt

gaaatcttct
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aaagttcaca
atgcgtgega
ggtggteega
tactctetga
ctgaaactge
gacatcgaca
ttcgaaaaac
taccegtett
cgtatcogace
aacgaattce
gacaaagacg
ctgetggttg
ttcaacatct
aacttcaacg
ctgcgcgacg

tectgegttet

ccatcgactg
actggtacgg
tectgggtgg
ctgaagaatt
gtgaccegac
teggtgagat
aggcgctgtce
tctteegtaa
tggcggeget
gtegtegtet
cgattgaaac
gtctgatgge
tcatectgat
aagagacgta
ttatcaaccg

ctgtttggga

42

gaccgttgaa
cctgetgggt
tetggttggt
cacctetgtg
cggtecageeg
gateggtetg
tatgggttac
cctgatecca
ggaagtttat
gttcoctgatce
catecegtgeg
ggaaaagaaa
ggcettetegt
caccaaaaaa
tcactatccg

cgeggactac

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5704
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REIVINDICACIONES

1. Catalizador de células enteras, que expresa una a-dioxigenasa recombinante o la combinacién a base de una
acido graso reductasa recombinante y de una fosfopanteteinil-transferasa que fosfopanteteinila la acido graso
reductasa y que, adicionalmente, expresa una transaminasa.

2. Catalizador de células enteras segun la reivindicacion 1, en donde el catalizador de células enteras expresa
adicionalmente una aminoacido deshidrogenasa.

3. Catalizador de células enteras segun una de las reivindicaciones 1 a 2, en donde el catalizador de células enteras
expresa adicionalmente una alcano hidroxilasa.

4. Catalizador de células enteras segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el catalizador de células enteras
expresa adicionalmente un polipéptido de la familia AlkL.

5. Catalizador de células enteras segun una de las reivindicaciones 1 a 4, que expresa adicionalmente una alcohol
deshidrogenasa.

6. Catalizador de células enteras segun una de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la actividad de al menos una
enzima que participa en la 8 oxidacién esta reducida con respecto al tipo salvaje del catalizador de células enteras.

7. Catalizador de células enteras segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la actividad de BioH o de una
variante del mismo esta reducida o incrementada con respecto al tipo salvaje del catalizador de células enteras.

8. Catalizador de células enteras segun una de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la actividad de FadL o de una
variante del mismo esta incrementada con respecto al tipo salvaje del catalizador de células enteras.

9. Procedimiento para la reaccion de un acido carboxilico o acido dicarboxilico o de un monoéster de los mismos
para formar una amina o diamina, que comprende las etapas
a) proporcionar un acido carboxilico o acido dicarboxilico o un monoéster de los mismos, para el caso de
que se trate de un acido dicarboxilico,
b) poner en contacto el acido carboxilico o acido dicarboxilico o el monoéster de los mismos con una acido
graso reductasa fosfopanteteinilada o una a-dioxigenasa bajo formacién de un producto de aldehido, y
c) poner en contacto el producto de la etapa b) con una transaminasa.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que en la etapa c) esta presente una aminoacido deshidrogenasa.

11. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 9 a 10, en el que se proporciona al menos una enzima del
grupo que comprende acido graso reductasa fosfopanteteinilada, a-dioxigenasa, transaminasa, aminoacido
deshidrogenasa y alcano hidroxilasa en forma de un catalizador de células enteras segun una de las
reivindicaciones 1 a 8.

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 9 a 11, en el que en el caso del acido carboxilico o acido
dicarboxilico o del monoéster de los mismos se trata de un compuesto de la formula (1)

R'- A— COOR? (1)

en donde R’ se elige del grupo que comprende -H y COOR?,

en donde R? y R3, en cada caso e independientemente uno de otro, se eligen del grupo que comprende H, metilo,
etilo y propilo,

con la condicién de que al menos uno de los radicales R? y R® sea H,

en donde A representa un grupo hidrocarbonado con al menos cuatro atomos de carbono no ramificado, ramificado,
lineal, ciclico, sustituido o no sustituido.

13. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 9 a 12, en el que A presenta la férmula -(CH3).-, siendo n al
menos 4, preferiblemente al menos 10.

14. Uso del catalizador de células enteras segun una de las reivindicaciones 1 a 8 o del procedimiento segun una de

las reivindicaciones 9 a 12, para la aminacién de un acido carboxilico o acido dicarboxilico o de un monoéster de los
mismos.
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15. Mezcla de reaccién que comprende el catalizador de células enteras segun una de las reivindicaciones 1 a 8 en
solucién acuosa, asi como un acido carboxilico o acido dicarboxilico o un monoéster de los mismos de la férmula (1)

R' - A— COOR? (1)

en donde R’ se elige del grupo que comprende -H y COOR?,

en donde R? y R3, en cada caso e independientemente uno de otro, se eligen del grupo que comprende H, metilo,
etilo y propilo,

con la condicién de que al menos uno de los radicales R? y R® sea H,

en donde A representa un grupo hidrocarbonado con al menos cuatro atomos de carbono no ramificado, ramificado,
lineal, ciclico, sustituido o no sustituido.
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