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DESCRIPCION

Microorganismo recombinante con productividad aumentada de 2,3-butanodiol y método para producir 2,3-
butanodiol que lo utiliza

[Campo técnico]

La presente invencion se refiere a un microorganismo recombinante que tiene capacidad mejorada de producir 2,3-
butanodiol y a un método para producir 2,3-butanodiol que lo utiliza, en donde el microorganismo es Klebsiella.

[Antecedentes de la técnica]

2,3-butanodiol (CH;CHOHCHOHCHS3), que es uno de los alcoholes que tiene cuatro carbonos y dos grupos
hidroxilos (-OH), es capaz de convertirse en un catalizador quimico con 1,3-Butadieno que es una materia prima
utilizada en un proceso de fabricacion de caucho sintético y metil etil cetona (MEK) utilizados como un aditivo de
combustible y un disolvente (Ji et al., Biotechnol. Adv., 29: 351, 2011). Ademas, 2,3-butanodiol se aplica como un
potenciador de octano mediante la mezcla con gasolina, que es un intermediario significativamente importante en las
industrias de combustible (Celinska et al., Biotechnol. Adv., 27: 715, 2009).

2,3-butanodiol es capaz de producirse mediante un proceso de sintesis quimica y un proceso de fermentacion
microbiana. Sin embargo, puesto que el coste de produccion de 2,3-butanodiol a través de los procesos descritos
anteriormente es significativamente alto, la produccion a escala industrial de 2,3-butanodiol no se logra. Entretanto,
de acuerdo con un aumento rapido en el precio de materias primas fosiles y el refuerzo de la regulacién sobre
contaminacién ambiental internacional, junto con el reciente y rapido desarrollo de una tecnologia de produccion de
2,3-butanodiol a través de un proceso de fermentacion de microorganismos, ha aumentado la importancia del interés
en la produccion de 2,3-butanodiol de origen biolégico a través de la fermentacién de microorganismos y su
investigacion y desarrollo.

Un método para producir el 2,3-butanodiol de origen biolégico es convertir biomasa renovable en 2,3-butanodiol a
través de fermentacion de microorganismos que tienen capacidad de producir 2,3-butanodiol. Se produce 2,3-
butanodiol mediante varios tipos de microorganismos tales como especie Klebsiella, especie Enterobacter, especie
Bacillus, especie Serratia y similares (Maddox IS, Biotechnol., 6: 269, 1996). En particular, Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae), Klebsiella oxytoca (K. oxytoca) y Paenibacillus polymyxa producen una cantidad relativamente grande
de 2,3-butanodiol. En particular, Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) y Klebsiella oxytoca (K. oxytoca) tienen
ventajas en que el cultivo se realiza faciimente, la tasa de crecimiento es rapida y el 2,3-butanodiol es capaz de
producirse a partir de varios tipos de biomasas incluyendo pentosa derivada de material lignocelulésico (Ji et al.,
Biotechnol. Adv., 29: 351, 2011; Chandel et al., Sustainable Biotechnol., 63, 2010; Jansen et al., Biotechnol. Bioeng.,
26: 362, 1984; Jansen et al., Adv. Biochem. Eng., 27: 85, 1983).

La investigacién sobre produccion del 2,3-butanodiol de origen bioldgico a través del proceso de fermentacién de
microorganismos se ha realizado de acuerdo con dos campos divididos en un campo de optimizacién del proceso de
fermentacién (temperatura, pH, oxigeno disuelto y similares) y un campo de desarrollo de microorganismos
(descubrimiento de microorganismos, comprension de caracteristicas fisiolégicas, mutacion, ingenieria genética y
similares). En el campo de optimizacion del proceso de fermentacion, se identificaron diversas condiciones tales
como temperatura, pH, concentracion de oxigeno disuelto y similares para producir eficazmente 2,3-butanodiol (Ji et
al., Bioresour. Technol., 100: 3410, 2009; Nakashimada et al., J. Biosci. Bioeng., 90: 661, 2000; Nakashimada et al.,
Biotechnol. Lett., 20: 1133, 1998). Sin embargo, la producciéon de 2,3-butanodiol a través del proceso de
fermentacion de microorganismos en las condiciones descritas anteriormente todavia tiene dificultades para
aplicarse directamente a procesos comerciales debido a un rendimiento y productividad bajos. Ademas, la
produccién tiene una desventaja en que también se producen diversos subproductos tales como acidos organicos
incluyendo &cido lactico, alcoholes incluyendo etanol y similares, junto con 2,3-butanodiol en el proceso de
fermentacién. La aparicion de subproductos reduce el rendimiento de 2,3-butanodiol para biomasa y requiere
enormes costes para la separacion y purificacion en un proceso de recuperacion de 2,3-butanodiol de un fluido de
cultivo.

Por consiguiente, la investigacion sobre el desarrollo de microorganismos asociados con la produccion de 2,3-
butanodiol ha progresado principalmente por la reduccién de subproductos. Como un método representativo, Ji et
al., consiguieron éxito mediante la inhibicién parcial de la aparicion de acidos organicos que son subproductos,
mediante la exposicion a UV de una cepa silvestre de Klebsiella oxytoca como uno de los métodos de mutagénesis
quimica fisica (Ji et al., Biotechnol. Lett., 30: 731, 2008). Ademas, existe un intento para mejorar la produccién de
2,3-butanodiol mediante la aplicacién de un método de inyeccion de iones (haz de iones) a una cepa de Klebsiella
pneumoniae para aumentar la velocidad de consumo de biomasa (Ma et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 82: 49,
2009). Sin embargo, las cepas anteriormente desarrolladas son todavia insuficientes para aplicarse directamente a
procesos comerciales en vistas de productividad, concentracion final y rendimiento de 2,3-butanodiol.
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Por lo tanto, los presentes inventores estudiaron un microorganismo recombinante que no solo tiene alta
productividad, alta concentracion y alto rendimiento de 2,3-butanodiol, sino también que tiene alta selectividad de
2,3-butanodiol, que genera menos subproductos y encontraron que un microorganismo recombinante del cual se
eliminan genes especificos tiene una pequefia cantidad de subproductos mientras que, simultaneamente, tiene alta
selectividad y alta productividad de 2,3-butanodiol y, por consiguiente, completaron la presente invencion.

[Divulgacién]
[Problema técnico]

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar un microorganismo recombinante que tiene capacidad
mejorada de producir 2,3-butanodiol y un método para producir 2,3-butanodiol que utiliza el mismo, en donde el
microorganismo es Klebsiella.

[Solucion Técnica]

Para alcanzar el objetivo de la presente invencion,

de acuerdo con una realizacion ilustrativa de la presente invencion, se proporciona un microorganismo recombinante
que tiene capacidad mejorada de producir 2,3-butanodiol,

en donde se inhibe una ruta para convertir piruvato en acetil-CoA, una ruta para convertir piruvato en acido féormico y
una ruta para convertir piruvato en lactato en un microorganismo que tiene rutas biosintéticas de acetil-CoA y lactato,
en donde el microorganismo es Klebsiella.

De acuerdo con otra realizacion ilustrativa de la presente invencién, se proporciona un método para producir 2,3-
butanodiol, incluyendo el método:

cultivar el microorganismo recombinante como se describe anteriormente; y recuperar 2,3-butanodiol del
microorganismo recombinante cultivado.

[Efectos ventajosos]

El microorganismo recombinante de acuerdo con la presente invencion puede producir 2,3-butanodiol con alta
selectividad y concentracién.

[Descripcion de los dibujos]

La Fig. 1 es un diagrama que ilustra una ruta en la que 2,3-butanodiol se sintetiza en una cepa de Klebsiella.

La Fig. 2 es una imagen de gel de agarosa obtenida mediante amplificacién por PCR y electroforesis para
confirmar que se elimina IdhA, que es un gen de lactato deshidrogenasa asociado con la aparicion de acido
lactico.

La Fig. 3 es una imagen de gel de agarosa obtenida mediante amplificacion por PCR y electroforesis para
confirmar que se elimina pfIB, que es un gen de piruvato-formiato liasa asociado con la aparicién de formiato.

La Fig. 4 ilustra resultados de la fermentacion de una cepa de Klebsiella oxytoca del Ejemplo comparativo 1.

La Fig. 5 ilustra resultados de la fermentacion de una cepa de Klebsiella oxytoca recombinante del Ejemplo
comparativo 2.

La Fig. 6 ilustra resultados de la fermentacion de una cepa de Klebsiella oxytoca recombinante del Ejemplo 1.
Las figuras 7 a 11 ilustran resultados de la fermentacion discontinua de una cepa de Klebsiella oxytoca
recombinante del Ejemplo 1 que depende de una velocidad de agitacion de 150 rpm (Fig. 7), 250 rpm (Fig. 8),
350 rpm (Fig. 9) y 450 rpm (Fig. 10) (Fig. 11: concentraciones de 2,3-butanodiol por hora dependiendo de la
velocidad de agitacion).

La Fig. 12 ilustra resultados de la fermentacién discontinua alimentada de una cepa de Klebsiella oxytoca
recombinante del Ejemplo 1 realizada mediante la retenciéon de la velocidad de agitacion de 450 rpm en
condiciones aerobias.

La Fig. 13 ilustra resultados de la fermentacion discontinua alimentada de una cepa de Klebsiella oxytoca
recombinante del Ejemplo 1 realizada mediante el control de la agitacion

[DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES ILUSTRATIVAS]

La presente invencion se refiere a:
un microorganismo recombinante que tiene capacidad mejorada de producir 2,3-butanodiol,
en donde se inhibe una ruta para convertir piruvato en acetil-CoA, una ruta para convertir piruvato en acido
férmico y una ruta para convertir piruvato en lactato en un microorganismo que tiene rutas biosintéticas de acetil-

CoAy lactato, en donde el microorganismo es Klebsiella.

Ademas, la presente invencion se refiere a:
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un método para producir 2,3-butanodiol, incluyendo el método: cultivar el microorganismo recombinante de la
presente invencion; y
recuperar 2,3-butanodiol del microorganismo recombinante cultivado.

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencion se describe con detalle.

Microorganismo recombinante gue tiene capacidad mejorada de producir 2,3-butanodiol

El microorganismo recombinante de la presente invencién es

un microorganismo recombinante que tiene capacidad mejorada de producir 2,3-butanodiol,

en donde se inhibe la ruta para convertir piruvato en acetil-CoA, la ruta para convertir piruvato en acido férmico y la
ruta para convertir piruvato en lactato en un microorganismo que tiene rutas biosintéticas de acetil-CoA y lactato, en
donde el microorganismo es Klebsiella.

Ademas, el microorganismo recombinante de la presente invencion es un microorganismo recombinante a partir del
cual no se elimina un gen que codifica la enzima de deshidrogenacién de alcoholes (aldehido/alcohol
deshidrogenasa), es decir, adhE.

Preferentemente, como se ilustra en la Fig. 1, el microorganismo recombinante de la presente invencién es un
microorganismo recombinante en el que se inhibe la ruta para convertir piruvato en acetil-CoA, la ruta para convertir
piruvato en acido férmico o la ruta para convertir piruvato en lactato mientras que tiene rutas biosintéticas de acetil-
CoAy lactato.

Ademas, el microorganismo recombinante de la presente invencion tiene alta selectividad, rendimiento,
concentracion y productividad de 2,3-butanodiol. Es decir, en el microorganismo recombinante de la presente
invencion, la selectividad de 2,3-butanodiol es del 70 % o mas, preferentemente, 80 % o mas y el rendimiento de
2,3-butanodiol es 0,35 g/g o mas basandose en cultivo discontinuo o cultivo discontinuo alimentado. Ademas, debido
a la recombinacién, el microorganismo recombinante de la presente invencion inhibe mejor la capacidad de producir
acido férmico, acido acético o etanol en comparacion con un microorganismo silvestre.

Ruta biosintética de acetil-CoA

Una ruta biosintética de acetil-CoA acuerdo con la presente invencion significa una ruta en la que se sintetiza acetil-
CoA a partir de un metabolito especifico en un microorganismo. La ruta biosintética de acetil-CoA de acuerdo con la
presente invencidn es una ruta para sintetizar acetil-CoA a partir de piruvato y similares.

Ruta biosintética de lactato

Una ruta biosintética de lactato de acuerdo con la presente invencion significa una ruta en la que se sintetiza lactato
a partir de un metabolito especifico en un microorganismo. La ruta biosintética de lactato de acuerdo con la presente
invencién es una ruta para sintetizar lactato a partir de piruvato y similares.

Microorganismo gue tiene rutas biosintéticas de acetil-CoA y lactato

Los microorganismos de la presente invencion se incluyen en el género Klebsiella, preferentemente, Klebsiella
oxytoca (K. oxytoca), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) y similares y el mas preferentemente, Klebsiella
oxytoca (K. oxytoca).

Inhibicién de la ruta para convertir piruvato en acetil-CoA

La piruvato-formiato liasa controla la conversién de piruvato en acetil-CoA. Una ruta para convertir piruvato en acetil-
CoA puede inhibirse mediante la inhibicién de la piruvato-formiato liasa. La inhibicién de la piruvato-formiato liasa
puede lograrse mediante la inhibicién de la expresion de la piruvato-formiato liasa, la inhibicion de la actividad
enzimatica de la piruvato-formiato liasa y similares. Por ejemplo, la piruvato-formiato liasa puede inhibirse mediante
la seleccion de métodos apropiados por un experto en la técnica, los métodos apropiados tales como delecion de
pflB que es un gen que codifica la piruvato-formiato liasa, desarrollo de mutantes en el gen (un mutante que inhibe la
expresion de un gen normal mediante la mutacion, sustitucion o delecion parcial de bases del gen o mediante la
introduccion parcial de bases en el gen), regulacién de la expresién de genes en un proceso de transcripcién o un
proceso de traduccién y similares.

Inhibicién de la ruta para convertir piruvato en acido férmico

La piruvato-formiato liasa controla la conversion de piruvato en acido féormico. Una ruta para convertir piruvato en
acido férmico puede inhibirse mediante la inhibicion de la piruvato-formiato liasa. La inhibicién de la piruvato-formiato
liasa puede lograrse mediante la inhibicién de la expresion de la piruvato-formiato liasa, la inhibicién de la actividad
enzimatica de la piruvato-formiato liasa y similares. Por ejemplo, la piruvato-formiato liasa puede inhibirse mediante
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la seleccidon de métodos apropiados por un experto en la técnica, los métodos apropiados tales como delecion de
pflB que es un gen que codifica la piruvato-formiato liasa, desarrollo de mutantes en el gen (un mutante que inhibe la
expresion de un gen normal mediante la mutacion, sustitucion o delecion parcial de bases del gen o mediante la
introduccion parcial de bases en el gen), regulacion de la expresién de genes en un proceso de transcripcion o un
proceso de traduccion y similares.

Inhibicién de la ruta para convertir piruvato en lactato

La lactato deshidrogenasa controla la conversién de piruvato en lactato. Una ruta para convertir piruvato en lactato
puede inhibirse mediante la inhibicion de la lactato deshidrogenasa. La inhibicion de la lactato deshidrogenasa puede
lograrse mediante la inhibicién de la expresion de la lactato deshidrogenasa, la inhibicion de la actividad enzimatica
de la lactato deshidrogenasa y similares. Por ejemplo, la lactato deshidrogenasa puede inhibirse mediante la
seleccién de métodos apropiados por el experto en la técnica, los métodos apropiados tales como delecion de IdhA
que es un gen que codifica la lactato deshidrogenasa, desarrollo de mutantes en el gen (un mutante que inhibe la
expresion de un gen normal mediante la mutacion, sustitucion o delecion parcial de bases del gen o mediante la
introduccion parcial de bases en el gen), regulacién de la expresién de genes en un proceso de transcripcién o un
proceso de traduccién y similares.

Enzima de deshidrogenacién de alcoholes

Una enzima de deshidrogenacion de alcoholes (aldehido/alcohol deshidrogenasa) controla una ruta para convertir
acetil-CoA en etanol. Por consiguiente, existe un caso de promociéon de un aumento de la produccion de 2,3-
butanodiol mediante la delecién de adhE que es un gen que codifica la enzima de deshidrogenacion de alcoholes
para inhibir la aparicion de etanol (Ji et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 85: 1751, 2010). Sin embargo, en el
microorganismo recombinante de la presente invencién, cuando adhE se elimina adicionalmente, la cantidad de
produccién, selectividad y productividad de 2,3-butanodiol disminuye significativamente. Por consiguiente, adhE que
es un gen que codifica la enzima de deshidrogenacion de alcoholes no se elimina en la presente invencion.

Método para producir 2,3-butanodiol

Un método para producir 2,3-butanodiol de la presente invencién incluye cultivar el microorganismo recombinante de
la presente invencién; y recuperar 2,3-butanodiol del microorganismo recombinante cultivado.

Se realiza el cultivo en condiciones aerobias, preferentemente, condiciones microaerobias. Por ejemplo, se realiza el
cultivo mientras se suministra oxigeno, es decir, aire durante el cultivo y, especificamente, el suministro del oxigeno
puede realizarse mediante agitacion. Preferentemente, se realiza el cultivo mientras se agita a una velocidad de
agitacion de 450 rpm o menos, mas preferentemente, 50 a 450 rpm y, todavia mas preferentemente, 150 a 450 rpm.

Preferentemente, el cultivo puede controlar la productividad de 2,3-butanodiol mediante el control de una cantidad de
suministro de oxigeno. Como un método para controlar la cantidad de suministro de oxigeno durante el cultivo, por
ejemplo, el cultivo de la presente invencién puede realizarse mientras se agita y el cultivo puede controlar la
productividad de 2,3-butanodiol mediante el control de la velocidad de agitacién durante el cultivo. Por ejemplo,
cuando aumenta la concentracion de acetoina a 5 g/l o mas, preferentemente, 10 g/l 0 mas, la velocidad de agitacion
puede disminuir, lo que aumenta la concentracion y productividad de 2,3-butanodiol e inhibe la aparicion de
subproductos.

[Mejor modo]

Diversas ventajas y caracteristicas de la presente invencién y métodos que la llevan a cabo seran evidentes a partir
de la siguiente descripcion de las realizaciones con referencia a los dibujos adjuntos. Sin embargo, la presente
invencion no se limita a la realizacion ilustrativa divulgada en el presente documento sino que se implementara de
diversas formas. Las realizaciones ilustrativas se proporcionan a modo de ejemplo solamente de forma que un
experto familiarizado con la técnica pueda comprender completamente las descripciones de la presente invencion y
el alcance de la presente invencion. Por lo tanto, la presente invencion se definird solamente mediante el alcance de
las reivindicaciones adjuntas.

Material y método

Concentracion (g/l) de -2,3-butanodiol: Cantidad de 2,3-butanodiol para producirse por unidad de volumen
Rendimiento (g/g) de -2,3-butanodiol: Cantidad de produccion (g) de 2,3-butanodiol / fuente de carbono (g) x 100
Productividad (g/l/h) de -2,3-butanodiol: Cantidad de 2,3-butanodiol para producirse por unidad de tiempo y
unidad de volumen

Selectividad (%) de 2,3-butanodiol: Cantidad de produccién (g) de 2,3-butanodiol / (cantidades de produccion (g)
de 2,3-butanodiol, etanol, acetoina, acido succinico, formiato de lactato y acido acético) x 100

<Ejemplo experimental 1> Produccién de microorganismo recombinante
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Para inactivar un gen diana de Klebsiella oxytoca producido con un fragmento de ADN que incluye una region
homéloga del gen diana, se utilizé6 un mecanismo recombinante de bacterias y se amplific6 mediante PCR la regién
homologa del gen a eliminar. Después, se transfirié el fragmento de ADN correspondiente que incluye la region
homologa a las bacterias y, luego, se eliminé el gen diana mediante el mecanismo recombinante por recombinasa
entre la regién homéloga del gen en el fragmento de ADN y un gen en el cromosoma de Klebsiella oxytoca.

En primer lugar, para realizar la clonacion de lactato deshidrogenasa de Klebsiella oxytoca, se amplificé una region
homéloga 1 (SEQ ID NO: 2) de IdhA (SEQ ID NO: 1), que es un gen diana, con cebadores de SEQ ID NO: 3y 4
mediante PCR. Ademas, se amplificé una regién homéloga 2 (SEQ ID NO: 5) del mismo con cebadores de SEQ ID
NO: 6 y 7 mediante PCR. Después, se utilizaron simultaneamente las dos regiones homélogas 1 y 2 como un molde
y se amplificaron mediante PCR, completando asi un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 8) que incluye las regiones
homologas 1y 2.

Entretanto, para realizar la clonacion de una region homéloga de la piruvato-formiato liasa de Klebsiella oxytoca, se
amplificd una regién homoéloga 1 (SEQ ID NO: 10) de pfIB (SEQ ID NO: 9), que es un gen diana, con cebadores de
SEQ ID NO: 11 y 12 mediante PCR. Ademas, se amplificé una regién homéloga 2 (SEQ ID NO: 13) del mismo con
cebadores de SEQ ID NO: 14 y 15 mediante PCR. Después, se utilizaron simultaneamente las dos regiones
homélogas 1 y 2 como un molde y se amplificaron mediante PCR, completando asi un fragmento de ADN (SEQ ID
NO: 16) que incluye las regiones homdélogas 1 y 2 (Tabla 1). Para aumentar la probabilidad de recombinacién del
gen diana, el fragmento de ADN completado puede incluir un gen de resistencia antibiética y similares. Ademas, el
fragmento de ADN puede incluir un gen sacB que codifica una enzima levansacarasa, para eliminar el gen de
resistencia antibi6tica recombinante en el cromosoma.

[Tabla 1]

SEQ ID NO. | SECUENCIAS

1 ATGAAAATCGCTGTGTATAGTACAAAACAGTACGACAAGAAGTATCTGCAGCATGTTAATGATG
CATATGGCTTTGAACTGGAGTTTTTTGACTTCCTGCTAACCGAAAAAACCGCCAAAACCGCCA
ACGGCTGTGAAGCGGTGTGTATCTTCGTAAACGATGACGGTAGCCGCCCGGTACTTGAAGAA
CTGAAAGCCCACGGCGTGCAGTACATCGCGCTGCGCTGCGCGGGGTTCAACAACGTTGACC
TCGATGCCGCCAAAGAGCTGGGCCTGCGGGTGGTGCGCGTCCCGGCCTACTCGCCGGAAG
CGGTCGCTGAGCACGCGATCGGCATGATGATGTCGCTGAACCGCCGCATTCACCGTGCCTA
TCAGCGCACCCGCGACGCGAACTTCTCTCTGGAAGGGCTGACCGGTTTCACCATGCACGET
AAAACCGCCGGCGTTATTGGCACCGGTAAAATCGGCGTCGCCGCGCTGCGCATTCTTAAAG
GCTTCGGTATGCGTCTGCTGGCGTTTGATCCCTACCCAAGCGCCGCOGCGCTGGATATGGEG
CGTGGAGTATGTCGATCTTGAAACCCTGTACCGGGAGTCCGATGTTATCTCACTGCACTGCC
CACTGACCGATGAAAACTACCATTTGCTGAACCATGCCGCGTTCGATCGCATGAAAGACGGGE
GTGATGATCATCAACACCAGCCGCGGCECGECTCATCGAT TCGCAGGCAGCGATCGACGCCC
TGAAGCATCAGAAAATTGGCGCGCTGGGEGATGEGACGTCTATGAGAACGAACGCGATCTGTTC
TTTGAAGATAAGTCTAATGACGTGATTCAGGATGATGTGTTCCGCCGTCTCTCCGCCTGCCAT
AACGTCCTGTTTACCGGTCACCAGGCGTTTCTGACCGCGGAAGCGTTGATCAGCATTTCGCA
AACCACCCTCGACAACCTGCGTCAAGTGGATGCAGGCGAAACCTGTCCTAACGCACTGGTCT
GA

2 ATGACGTTCGCTAAATCCTGCGCCGTCATCTCGCTGCTGATCCCGGGCACCTCCGGGCTACT
GCTGTTCGGCACCCTGGCATCGECCAGCCCGGGACATTITCCTGTTAATGTGGATGAGCGCC
AGCCTCGGCGCTATCGGCGCGATTCTGGCTCTCGTGGCTGACGGGCTACCGCTACCGGTACC
ATCTGCATCGTATCCGCTGGCTTAATGCCGAACGCCTCGCTCGCGGCCAGTTGTTCCTGCGE
CGCCACGECGCETGGGCAGTCTTTTTTAGCCGCTTTCTCTCTCCGCTTCGCGCCACCGTGC
CGCTGETAACCGGCOGCCACGCGGCACCTCTCTCTGGCAGTTTCAGCTCGCCAACGTCAGCTC

CGGGCTGCTCTGGCCGCTGATCCTGCTGGCGOCAGGCGCGTTAAGCCTCAGCTTTTGATGA
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AAGGTATTGTCTTTTAAAGAGATTTCTTAACACCGCGATATGCTCTAGAATTATTACTATAACCT

GCTGATTAAACTAGTTTTTAACATTTGTAAGATTATTTTAATTATGCTACCGTGACGGTATTATCA

CTGGAGAAAAGTCTTTTTTCCTTGCCCTTTTGTGC

Ko_ldhA_FP1 - CACGGATCCATGACGTTCGCTAAATCCTGC

Ko_ldhA_RP1 - GCACAAAAGGGCAAGGAAAAAAGACTTTTCTCCAGTGATA

TATCACTGGAGAAAAGTCTTTTTTCCTTGCCCTTTTGTGCTCCCCCTTCGCGGGGGGCACATT

CAGATAATCCCCACAGAAATTGCCTGCGATAAAGTTACAATCCCTTCATTTATTAATACGATAA

ATATTTATGGAGATTAAATGAACAAGTATGCTGCGCTGCTGGCGGTGGGAATGTTGCTATCGG

GCTGCGTTTATAACAGCAAGGTGTCGACCAGAGCGGAACAGCTTCAGCACCACCGTTTTGTG

CTGACCAGCGTTAACGGGCAGCCGCTGAATGCCGCGGATAAGCCGCAGGAGCTGAGCTTC

GGCGAAAAGATGCCCATTACGGGCAAGATGTCTGTTTCAGGTAATATGTGCAACCGCTTCAG

CGGCACGGGCAAAGTCTCTGACGGCGAGCTGAAGGTTGAAGAGCTGGCAATGACCCGCATG

CTCTGCACGGACTCGCAGCTTAACGCCCTGGACGCCACGCTGAGCAAAATGCTGCGCGAAG

GCGCGCAGGTCGACCTGACGGAAACGCAGCTAACGCTGGCGACCGCCGACCAGACGCTGG

TGTATAAGCTCGCCGACCTGATGAATTAATAATTA

Ko_ldhA_FP2 - TATCACTGGAGAAAAGTCTTTTTTCCTTGCCCTTTTGTGC

Ko_ldhA_RP2 - CCTGCGGCCGCTAATTATTAATTCATCAGGTC

ATGACGTTCGCTAAATCCTGCGCCGTCATCTCGCTGCTGATCCCGGGCACCTCCGGGCTACT

GCTGTTCGGCACCCTGGCATCGGCCAGCCCGGGACATTTCCTGTTAATGTGGATGAGCGCC

AGCCTCGGCGCTATCGGCGGATTCTGGCTCTCGTGGCTGACGGGCTACCGCTACCGGTACC

ATCTGCATCGTATCCGCTGGCTTAATGCCGAACGCCTCGCTCGCGGCCAGTTGTTCCTGCGC

CGCCACGGCGCETGGGCAGTCTTTTTTAGCCGCTTTCTCTCTCCGCTTCGCGCCACCGTGC

CGCTGGTAACCGGCGCCAGCGGCACCTCTCTCTGGCAGTTTCAGCTCGCCAACGTCAGCTC

CGGGCTGCTCTGGCCGCTGATCCTGCTGGCGCCAGGCGCGTTAAGCCTCAGCTTTTGATGA

AAGGTATTGTCTTTTAAAGAGATTTCTTAACACCGCGATATGCTCTAGAATTATTACTATAACCT

GCTGATTAAACTAGTTTTTAACATTTGTAAGATTATTTTAATTATGCTACCGTGACGGTATTATCA

CTGGAGAAAAGTCTTTTTTCCTTGCCCTTTTGTGCTCCCCCTTCGCGGGGGGCACATTCAGAT

AATCCCCACAGAAATTGCCTGCGATAAAGTTACAATCCCTTCATTTATTAATACGATAAATATTT

ATGGAGATTAAATGAACAAGTATGCTGCGCTGCTGGCGGTGGGAATGTTGCTATCGGGCTGC

GTTTATAACAGCAAGGTGTCGACCAGAGCGGAACAGCTTCAGCACCACCGTTTTGTGCTGAC

CAGCGTTAACGGGCAGCCGCTGAATGCCGCGGATAAGCCGCAGGAGCTGAGCTTCGGCGA

AAAGATGCCCATTACGGGCAAGATGTCTGTTTCAGGTAATATGTGCAACCGCTTCAGCGGCA

CGGGCAAAGTCTCTGACGGCGAGCTCGAAGGTTGAAGAGCTGGCAATGACCCGCATGCTCTG

CACGGACTCGCAGCTTAACGCCCTGGACGCCACGCTGAGCAAAATGCTGCGCGAAGGCGC

GCAGGTCGACCTGACGGAAACGCAGCTAACGCTGGCGACCGCCGACCAGACGCTGGTGTA

TAAGCTCGCCGACCTGATGAATTAATAATTA
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ATGTCCGAGCTTAATGAAAAGTTAGCCACAGCCTGGGAAGGTTTTGCGAAAGGTGACTGGCA

GAACGAAGTCAACGTCCGCGACTTCATCCAGAAAAACTATACCCCGTACGAAGGTGACGAGT

CCTTCCTGGCTGGCGCAACTGACGCGACCACCAAGCTGTGGGACACCGTAATGGAAGGCGT

TAAACAGGAAAACCGCACTCACGCGCCTGTTGATTTTGATACTTCCCTTGCATCCACCATCAC

TTCTCATGACGCTGGCTACATCGAGAAAGGTCTCGAGAAAATCGTTGGTCTGCAGACTGAAG

CTCCGCTGAAACGCGCGATTATCCCGTTCGGCGGCATCAAAATGGTCGAAGGTTCCTGCAAA

GCGTACGATCGCGAGCTGGACCCGATGCTGAAGAAAATCTTCACTGAATACCGTAAAACTCA

CAACCAGGGCGTGTTTGACGTTTACACCAAAGACATCCTGAACTGCCGTAAATCTGGTGTTCT

GACCGGTCTGCCGGATGCCTATGGCCGTGGTCGTATCATCGGTGACTACCGTCGCGTTGCG

CTGTACGGTATCGACTTCCTGATGAAAGACAAATACGCTCAGTTCGTTTCTCTGCAAGAGAAA

CTGGAAAACGGCGAAGATCTGGAAGCAACCATCCGTCTGCGCGAAGAAATCTCTGAACAGCA

CCGCGCGCTGGGTCAGATCAAAGAAATGGCGGCTAAATATGGCTGCGATATCTCTGGTCCTG

CTACCACCGCTCAGGAAGCTATCCAGTGGACCTACTTCGGTTACCTGGCTGCCGTAAAATCT

CAGAACGGCGCGGCAATGTCCTTCGGTCGTACCTCCAGCTTCCTGGACATCTTCATCGAACG

TGACCTGAAAGCCGGTAAAATCACCGAGCAAGACGCACAGGAAATGATTGACCACCTGGTCA

TGAAACTGCGTATGGTTCGTTTCCTGCGTACCCCTGAATATGATGAACTGTTCTCTGGCGACC

CGATCTGGGCAACAGAATCTATCGGCGGTATGGGCGTTGACGGCCGTACTCTGGTCACCAA

AAACAGCTTCCGTTTCCTGAACACCCTGTACACCATGGGGCCGTCTCCGGAGCCGAACATCA

CCATTCTGTGGTCTGAAAAACTGCCGCTGAGCTTCAAAAAATACGCCGCGAAAGTGTCCATC

GATACCTCTTCTCTGCAGTACGAGAACGATGACCTGATGCGTCCTGACTTCAACAACGATGAC

TACGCTATCGCTTGCTGCGTAAGCCCGATGGTTGTTGGTAAGCAAATGCAGTTCTTCGGCGC

GCGTGCTAACCTGGCGAAAACCATGCTGTACGCAATCAACGGCGGCGTTGATGAAAAACTGA

AAATGCAGGTTGGTCCTAAATCTGAACCGATCAAAGGCGACGTTCTGAACTTCGACGAAGTGA

TGGACCGCATGGATCACTTCATGGACTGGCTGGCTAAACAGTACGTCACTGCGCTGAACATC

ATCCACTACATGCACGACAAGTACAGCTACGAAGCTTCCCTGATGGCGCTGCACGACCGTGA

TGTTATCCGCACCATGGCATGTGGTATCGCAGGTCTTTCCGTTGCGGCTGACTCCCTGTCTG

CAATCAAATATGCGAAAGTTAAACCGATTCGTGACGAAAACGGTCTGGCTGTCGACTTCGAAA

TCGAAGGCGAATACCCGCAGTTTGGTAACAACGACTCTCGCGTCGATGATATGGCCGTTGAC

CTGGTTGAACGTTTCATGAAGAAAATTCAGAAACTGCACACCTACCGCAACGCTATCCCGACT

CAGTCCGTTCTGACCATCACCTCTAACGTTGTGTATGGTAAGAAAACCGGCAACACCCCTGA

CGGETCATCGCECTGGCECTCCGTTCGGACCAGGTGCTAACCCGATGCACGGCCGTGACCA

GAAAGGCGCTGTTGCCTCTCTGACCTCCGTTGCAAAACTGCCGTTTGCTTACGCGAAAGATG

GTATTTCTTACACCTTCTCTATCGTGCCGAACGCGCTGGGTAAAGACGACGAAGTTCGTAAAA

CTAACCTCGCCGGCCTGATGGATGGTTACT TCCACCACGAAGCGTCCATCGAAGGCGGTCA

GCATCTGAACGTCAACGTTATGAACCGCGAAATGCTGCTCGACGCGATGGAAAACCCGGAAA
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AATATCCGCAGCTGACCATCCGCGTATCCGGCTACGCAGTACGTTTTAACTCCCTGACTAAAG

AACAGCAGCAGGACGTTATTACTCGTACCTTCACTCAGACCATGTAA

10

GGGTCAACTGGCGAAAAACTGGCTCAACGTCTATGTTGGTAACCTGATTGGTTGCTTACTGTT

TGTATTGCTGATGTGGCTTTCAGGCGAATATATGACTGCCAACGGTCAATGGGGACTTAACGT

TCTGCAAACCGCCGACCACAAAATGCACCATACTTTTGTTGAAGCCGTGTGCCTGGGTATCCT

GGCAAACCTGATGGTCTGCCTTGCGATATGGATGAGTTACTCCGGCCGTAGCCTGATGGATA

AAGCCATGATTATGGTTTTACCGGTGGCAATGTTTGTTGCCAGCGGGTTTGAGCACAGTATCG

CGAACATGTTTATGATCCCGCTGGGTATCGTTATCCGCGACTTTGCAAGCCCGGAATTCTGGA

CCGCAGTTGGTTCAACTCCGGAAAGTTTCTCTCACCTGACCGTCATGAACTTCATCACTGATA

ACCTGATTCCGGTAACTATCGGGAACATCATCGGCGGTGGTCTGCTGGTTGGGTTGACATAC

TGGGTCATTTACCTGCGTGGCGACCGACCATCACTAAGGGTTGTTTCAGGCAGTAAATAAAAAA

TCCACTTAAGAAGGTAGGTGTTACATGTCCGAGCTTAATGAAAAGTTACAGCAGCAGGACGTT

ATTACTC

11

Ko_pflIB_FP1 - ATCGGATCCGGGTCAACTGGCGAAAAACTGGCTCAACGT

12

Ko_pflIB_RP1 - GAGTAATAACGTCCTGCTGCTGTAACTTTTCATTAAGCTCGGACAT

13

ATGTCCGAGCTTAATGAAAAGTTACAGCAGCAGGACGTTATTACTCGTACCTTCACTCAGACC
ATGTAATGGTATTGACTGAAATCGTACAGTAAAAAGCGTACAATAAAGGCTCCACGCAAGTGG
GGCCTTTTTAGCAATATCATCCTGCCCCAGTCTCTTTTGTCTGCTGTCTATACTTTATGGATAA
CAGCCAAAACAGACTCGACATAGCCTTTGAGCTGTGCATCTACATAGGCCCCGGATGGGCCA
AATTCGGAGATATCACCGCAATGTCAACAATTGGTCGCATTCACTCCTTTGAATCCTGTGGCA
CCGTCGATGGCCCGGGGATTCGCTTTATCACCTTCTTCCAGGGCTGCCTGATGCGCTGCCTC
TATTGCCACAACCGCGATACCTGGGATACCCACGGCGGCAAAGAGATTACCGTTGAAGAGCT
GATCGAAAGAGGTGGTGACCTATCGCCACTTTATGAACGCTTCCGGCGGCGGCGTGACGGCA
TCCGGCGGCGAGGCTATCCTGCAGGCCGAATTTGTTCGCGACTGGTTCCGCGCCTGTAAGA
AAGAAGGTATTCATACCTGTCTCGATACCAACGGCTTTGTGCGCCGCTACGATCCGGTTATTG
ATGAACTGCTGGAGGTCACCGACCTGGTGATGCTCGATCTCAAGC

14

Ko_pflIB_FP2 - ATGTCCGAGCTTAATGAAAAGTTACAGCAGCAGGACGTTATTACTC

15

Ko_pflIB_RP2 - ACTGCGGCCGCGCTTGAGATCGAGCATCACCAGGTCGGTGA
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16 GGGTCAACTGGCGAAAAACTGGCTCAACGTCTATGTTGGTAACCTGATTGGTTGCTTACTGTT
TGTATTGCTGATGTGGCTTTCAGGCGAATATATGACTGCCAACGGTCAATGGGGACTTAACGT
TCTGCAAACCGCCGACCACAAAATGCACCATACTTTTGTTGAAGCCGTGTGCCTGGGTATCCT
GGCAAACCTGATGGTCTGCCTTGCGGTATGGATGAGTTACTCCGGCCGTAGCCTGATGGATA
AAGCCATGATTATGGTTTTACCGGTGGCAATGTTTGTTGCCAGCGGGTTTGAGCACAGTATCG
CGAACATGTTTATGATCCCGCTGGGTATCGTTATCCGCGACTTTGCAAGCCCGGAATTCTGGA
CCGCAGTTGGTTCAACTCCGGAAAGTTTCTCTCACCTGACCGTCATGAACTTCATCACTGATA
ACCTGATTCCGGTAACTATCGGGAACATCATCGGCGGTGGTCTGCTGGTTGGGTTGACATAC
TGGGTCATTTACCTGCGTGGCGACGACCATCACTAAGGGTTGTTTCAGGCAGTAAATAAAAAA
TCCACTTAAGAAGGTAGGTGTTACATGTCCGAGCTTAATGAAAAGTTACAGCAGCAGGACGTT
ATTACTCGTACCTTCACTCAGACCATGTAATGGTATTGACTGAAATCGTACAGTAAAAAGCGTA
CAATAAAGGCTCCACGCAAGTGGGGCCTTTTTAGCAATATCATCCTGCCCCAGTCTCTTTTGT
CTGCTGTCTATACTTTATGGATAACAGCCAAAACAGACTCGACATAGCCTTTGAGCTGTGCAT
CTACATAGGCCCCGGATGGGCCAAATTCGGAGATATCACCGCAATGTCAACAATTGGTCGCA
TTCACTCCTTTGAATCCTGTGGCACCGTCGATGGCCCGGGGATTCGCTTTATCACCTTCTTCC
AGGGCTGCCTGATGCGCTGCCTCTATTGCCACAACCGCGATACCTGGGATACCCACGGCGG
CAAAGAGATTACCGTTGAAGAGCTGATGAAAGAGGTGGTGACCTATCGCCACTTTATGAACG
CTTCCGGCGGCGGCGTGACGGCATCCGGCGGCGAGGCTATCCTGCAGGCCGAATTTGTTC
GCGACTGGTTCCGCGCCTGTAAGAAAGAAGGTATTCATACCTGTCTCGATACCAACGGCTTT
GTGCGCCGCTACGATCCGGTTATTGATGAACTGCTGGAGGTCACCGACCTGGTGATGCTCG

ATCTCAAGC

Desarrollo de microorganismo recombinante

Se transfirieron los fragmentos de ADN producidos a Klebsiella oxytoca mediante la utilizacion de electroporacion
(25 uF, 200 Q, 18 kVicm) y el gen diana fue capaz de eliminarse mediante la utilizacién de un mecanismo
recombinante del microorganismo.

Se transfirié el fragmento de ADN que incluye la region homaéloga de un gen IdhA a Klebsiella oxytoca silvestre para
producir una Klebsiella oxytoca recombinante a partir de la cual se eliminé el gen IdhA (Ejemplo comparativo 2).
Entretanto, después de eliminarse el gen IdhA de la Klebsiella oxytoca silvestre, se transfirio el fragmento de ADN
que incluye la regién homologa de un gen pfIB para producir Klebsiella oxytoca a partir de la cual se elimind
adicionalmente el gen pflB junto con la delecion del gen IdhA (Ejemplo 1).

Se realizé electroporacion y se cultivaron los microorganismos recombinantes a 30 °C durante 1 hora y se
estabilizaron. Después, se cultivaron los microorganismos recombinantes mediante dispersion de los mismos en un
medio sélido compuesto LB que contiene antibiéticos (tales como kanamicina, cloranfenicol y similares) a 37 °C,
respectivamente.

Después, se realizd PCR de colonias en las colonias cultivadas en el medio sélido y se confirmé que se eliminaron
los genes correspondientes de las colonias (la Fig. 2 ilustra la delecién de IdhA y la Fig. 3 ilustra la delecion de pfiB,
respectivamente). En el presente caso, para confirmar que se eliminé el gen IdhA, se realiz6 PCR con cebadores de
SEQ ID NO: 17 y 18 y para confirmar que se eliminé el gen pfiB, se realiz6 PCR con cebadores de SEQ ID NO: 19y
20 (Tabla 2).
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[Tabla 2]
SEQ ID NO. | SECUENCIAS
17 Ko_IdhA_Sc_FP - CCATCTGCATCGTATCCGCTGGCTTAAT
18 Ko_IdhA_Sc_RP - GCTGAAGCGGTTGCACATATTACCTG
18 Ko_pflIB_Sc_FP - ACCATCACTAAGGGTTGTTTCAGGCAGTAA
20 Ko_pflIB_Sc_RP - GCTAAAAAGGCCCCACTTGCGTGGAGCCTT

En la préxima prueba, se utilizé una Klebsiella oxytoca silvestre como ejemplo comparativo 1. Entretanto, se produjo
una Klebsiella oxytoca recombinante a partir de la cual se eliminaron los genes IdhA y adhE mediante la delecién
adicional del gen adhE de la Klebsiella oxytoca recombinante de la cual se elimin6 IdhA de acuerdo con el ejemplo
comparativo 2, siendo el gen adhE un gen que codifica una enzima de deshidrogenaciéon de alcoholes
(aldehido/alcohol deshidrogenasa) implicada directamente la aparicion de etanol. Se comprobé la Klebsiella oxytoca
recombinante producida a partir de la cual se eliminaron los genes IdhA y adhE como el ejemplo comparativo 3. Se
elimin6 el gen adhE de forma similar al método para eliminar el gen IdhA o el gen pfIB. Se transfirié el fragmento de
ADN que incluye la region homdloga del gen adhE a la Klebsiella oxytoca de la cual se eliminé el IdhA, produciendo
asi Klebsiella oxytoca a partir de la cual se eliminé adicionalmente el gen adhE junto con la delecién del gen IdhA.

<Ejemplo experimental 2>

Se realiz6 un cultivo discontinuo mediante la utilizacion de microorganismos del ejemplo 1, ejemplos comparativo 1 y
2 preparados en el Ejemplo comparativo 1 anterior. En primer lugar, se inocularon cepas de Klebsiella oxytoca en
250 ml de medio compuesto que incluye 9 g/l de glucosa (50 mM) y se cultivaron a 37 °C durante 16 horas y, luego,
se inocularon los fluidos de cultivo en 3 | de medio compuesto y se cultivaron. En el presente caso, se realiz6 la
fermentacion en condiciones microaerobias (una velocidad aerébica de 1 vwm y una velocidad de agitacion de 150
rpm) a una concentracion inicial de glucosa de 90 g/l, pH 6,8 y una temperatura de cultivo de 37 °C. Se utilizé
NH4OH 5N para controlar el pH durante la fermentacion. Se tomaron muestras de las cepas de Klebsiella oxytoca
durante la fermentacion y se obtuvieron tasas de crecimiento mediante la medicion de la densidad 6ptica a 600 (DO
600) de las muestras tomadas. Después, se centrifugaron las muestras tomadas a 13.000 rpm durante 10 minutos y
se analizaron metabolitos del sobrenadante y la concentracion de 2,3-butanodiol de las mismas mediante
cromatografia liquida (HPLC).

Como resultado, en la cepa del Ejemplo comparativo 2, la cantidad de produccién de 2,3-butanodiol fue 29,91 g/l y el
rendimiento de produccién de 2,3-butanodiol (gramos de 2,3-butanodiol / gramos de glucosa) fue 0,32. Ademas, en
la cepa del Ejemplo comparativo 2, la productividad (g/I/h) de 2,3-butanodiol fue 1,07 y la selectividad del mismo fue
59 %. En comparacion con el ejemplo comparativo 1, que es una Klebsiella oxytoca silvestre, se confirmé que la
cepa recombinante del Ejemplo comparativo 2 mejoré toda la concentracién de produccién, rendimiento de
produccién, productividad y selectividad de 2,3-butanodiol mientras disminuyé la produccion de acido lactico y
aumenté la capacidad de produccién de 2,3-butanodiol. Sin embargo, la Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo
comparativo 2 todavia producia cantidades excesivas de subproductos que incluyen &cido férmico y etanol, que se
consideran como una causa de la inhibicion de la concentracion de produccion, rendimiento de produccion,
selectividad y similares, de 2,3-butanodiol del ejemplo comparativo 2 (la figura 4 ilustra el ejemplo comparativo 1 y la
figura 5 ilustra el ejemplo comparativo 2).

Entretanto, en comparacion con el ejemplo comparativo 2 (Klebsiella oxytoca AldhA, 2,3-BDO 29,91 g/l), en la cepa
recombinante del ejemplo 1, aumenté la cantidad de produccién de 2,3-butanodiol a 39,17 + 1,51 g/l. Ademas, se
confirmo en la cepa recombinante del ejemplo 1 que la cantidad de produccién de acido férmico se redujo en un 90
% o mas y la cantidad de produccion de etanol se redujo en un 73 % o mas y el rendimiento de produccion de 2,3-
butanodiol (gramos de 2,3-butanodiol / gramos de glucosa) también aumento significativamente de 0,32 a 0,45. Tras
considerar que un rendimiento tedrico de 2,3-butanodiol (un rendimiento cuando se supone que toda la glucosa
suministrada a Klebsiella oxytoca se convierte en 2,3-butanodiol) es 0,5, un rendimiento del ejemplo 1 (el
rendimiento tedérico del mismo es 90 %) fue notablemente alto.

Por consiguiente, se pudo confirmar que la aparicion de subproductos disminuyé notablemente y se produjo 2,3-
butanodiol con alta pureza mediante la eliminacion simultanea de subproductos tales como acido férmico, etanol y
similares, a través de la delecion de los genes IdhA y pfIB. Con respecto a esto, se pudo confirmar que la delecién
del gen (IdhA), que codifica la enzima de deshidrogenacion del acido lactico (lactato deshidrogenasa) de Klebsiella
oxytoca, y el gen (pflB), que codifica la piruvato-formiato liasa, es, significativamente, importante para la produccién
de 2,3-butanodiol en diversas etapas de rutas para producir 2,3-butanodiol (Figura 6) (Tabla 3).
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<Ejemplo experimental 3>

Se probd si se mejoré o no la capacidad de produccion de 2,3-butanodiol en el momento de eliminar un gen
implicado en la aparicién de subproductos en competicion con la biosintesis de 2,3-butanodiol en un microorganismo
gue produce 2,3-butanodiol. adhE es un gen que codifica una enzima de deshidrogenacion de alcoholes
(aldehido/alcohol deshidrogenasa) directamente implicada en la aparicion de etanol, que es un subproducto en la
produccién de 2,3-butanodiol. Por consiguiente, se cultivd la Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo
comparativo 3, de la cual se eliminaron IdhA y adhE, y se comparé con la del ejemplo 1. En el presente caso, las
condiciones de cultivo del microorganismo recombinante del ejemplo comparativo 3 fueron las mismas que aquellas
del ejemplo experimental 2.

Como resultado, en el ejemplo comparativo 3, del cual se eliminaron simultaneamente IdhA y adhE de Klebsiella
oxytoca, la cantidad de produccion de 2,3-butanodiol disminuyé bastante para ser 25,96 g/l en comparacion con el
ejemplo comparativo 2 (Klebsiella oxytoca AldhA, 2,3-BDO 29,91 g/l). Ademas, en el ejemplo comparativo 3, el
rendimiento de produccién de 2,3-butanodiol fue 0,27, que fue menor que el del ejemplo comparativo 2 (0,32) y la
selectividad del mismo fue del 55 %, que fue menor que la del ejemplo comparativo 2 (59 %) y la productividad (g/I/h)
fue 0,36, que es notablemente menor que la del ejemplo comparativo 2 (1,07). Ademas, en el ejemplo comparativo
3, la cantidad de produccion de etanol disminuyé en comparaciéon con el ejemplo comparativo 2; sin embargo, la
capacidad de produccion de 2,3-butanodiol se deterior6 bastante.

Ademas, aunque se compara con el ejemplo 1, pudo apreciarse que la capacidad de produccion de 2,3-butanodiol
del ejemplo comparativo 3 disminuyé notablemente (Tabla 4). Por consiguiente, se pudo confirmar que a pesar de
gue se elimin6 el gen implicado en la aparicion de subproductos, no fue favorable para la produccion de 2,3-
butanodiol.
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<Ejemplo experimental 4> Cambio en la produccién de 2,3-butanodiol de acuerdo con el cambio en la cantidad de
suministro de oxigeno

Se evaluaron los efectos del cambio en la cantidad de oxigeno disuelto en un medio que depende de la velocidad de
agitacion durante el cultivo, en un rendimiento de produccion, una productividad y selectividad de 2,3-butanodiol
mediante la utilizacion de la Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo 1.

En primer lugar, se inoculé el microorganismo recombinante del ejemplo 1 en 250 ml de medio compuesto que
incluye 9 g/l de glucosa (50 mM) y se cultivd a 37 °C durante 16 horas. Después, se inocul6 el fluido de cultivo
obtenido en 3 | de medio compuesto y se realizé fermentacién discontinua. La fermentacion se realizd en
condiciones microaerobias (velocidad aerébica de 1 vvm), a una concentracion inicial de glucosa de 90 g/l, pH 6,8 y
una temperatura de cultivo de 37 °C, con diversas velocidades de agitacion, por ejemplo, 150 rpm, 250 rpm, 350 rpm
y 450 rpm. Se utilizé NH4OH 5N para controlar el pH durante la fermentacion. Se tomaron muestras de las cepas de
Klebsiella oxytoca recombinante durante la fermentacién y se obtuvieron tasas de crecimiento mediante la medicion
de la densidad optica a 600 (DO 600) de las muestras tomadas. Después, se centrifugaron las muestras tomadas a
13.000 rpm durante 10 minutos y se analizaron metabolitos del sobrenadante y la concentracion de 2,3-butanodiol
(2,3-BDO) de las mismas mediante cromatografia liquida (HPLC).

Como resultado, en la cepa de Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo 1, la productividad (g/l/lh) de 2,3-
butanodiol fue cambiando en gran medida dependiendo del cambio en la velocidad de agitacion. Es decir, se pudo
confirmar que en el momento de la agitacion a una velocidad de agitacion de 450 rpm, la productividad de 2,3-
butanodiol aumenté en 5 veces 0 mas en comparacion con la agitacion a una velocidad de agitacién de 150 rpm
(Tabla 5, Figura 7 a 11). Se puedo confirmar que el cambio en la cantidad de suministro de oxigeno que depende de
la velocidad de agitacion pudo mejorar la productividad del ejemplo 1.

[Tabla 5]
Velocidad de agitacién | 2,3-Butanodiol
(rpm) Concentracion (g/l) | Rendimiento (g/g) | Productividad (g/l/h) | Selectividad (%)
150 39,17 £1,51 0,45 0,43 £0,02 83,33 +£1,53
250 33,51 £0,23 0,39 £0,01 0,77 £0,02 84
350 31,39 £1,68 0,37 £0,02 1,40 £0,12 80 +1,00
450 30,79 £1,46 0,35 +£0,02 2,71 £0,21 84 + 4,58

<Ejemplo experimental 5> Produccion de 2,3-butanodiol a través de fermentacion discontinua alimentada en
condiciones aerobias (agitacion a velocidad de agitacién de 450 rpm)

Se realiz6é fermentacion discontinua alimentada para producir 2,3-butanodiol mediante la utilizaciéon de la cepa del
ejemplo 1 mientras se mantiene una velocidad de agitacion de 450 rpm que presenté la productividad mas mejorada
basandose en los resultados de ejemplo experimental 4.

En primer lugar, se inocul6 la cepa de Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo 1 en 250 ml de medio compuesto
que incluye 9 g/l de glucosa (50 mM) y se cultivé a 37 °C durante 16 horas y, luego, se inocul6 el fluido de cultivo
obtenido en 3 | de medio compuesto y se realiz6 el cultivo discontinuo alimentado. En el presente caso, la
fermentacién se realiz6 en condiciones microaerobias (velocidad aerdbica de 1 vvm), a una concentracion inicial de
glucosa de 90 g/l, pH 6,8 y una temperatura de cultivo de 37 °C. La velocidad de agitacion se mantuvo
constantemente a 450 rpm. Se utiliz6 NH4sOH 5N para controlar el pH durante la fermentacion. Cuando disminuyo6 la
concentracion de glucosa a 10 g/l o menos durante la fermentacion, se introdujo una solucién de glucosa de 700 g/l
0 mas. Se tomé una muestra de la cepa de Klebsiella oxytoca recombinante durante la fermentacién y se obtuvo una
tasa de crecimiento mediante la medicion de la densidad optica a 600 (DO 600) de la muestra tomada. Después, se
centrifugd la muestra tomada a 13.000 rpm durante 10 minutos y se analizaron el metabolito del sobrenadante y la
concentracion de 2,3-butanodiol de la misma mediante cromatografia liquida (HPLC).

Como resultado, se pudo confirmar que cuando la velocidad de agitacion se mantuvo continuamente a 450 rpm, la
capacidad de produccién de 2,3-butanodiol no se mantuvo de forma continua (Tabla 6). En particular, se pudo
confirmar que cuando la concentracion de acetoina era superior a 10 g/l, la capacidad de produccién de 2,3-
butanodiol disminuy6 notablemente (Figura 12). Se pudo apreciar que se necesitd que se controlara la velocidad de
agitacion del cultivo discontinuo alimentado basandose en los resultados del cultivo discontinuo alimentado realizado
a la velocidad de agitacion mantenida a 450 rpm, y se necesitd que se determinase un punto temporal para controlar
la velocidad de agitacion basandose en la concentracion de acetoina a acumularse.
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[Tabla 6]
2,3-Butanodiol
Cepa .. .. .. .. , ACidO . L.
Concentracion Productividad | Rendimiento | Selectividad | Acetoina succinico Acido acético
(9/) (9/1/h) (9/9) (%) (gl o/ (gl
E‘emp'o 57,7 1,65 29 63 13,44 12,38 5,32

<Ejemplo experimental 6> Produccién de 2,3-butanodiol a través de fermentacién discontinua alimentada

Se inocul6 la cepa de Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo 1 en 250 ml de medio compuesto que incluye 9
g/l de glucosa (50 mM) y se cultivé a 37 °C durante 16 horas. Después, se inoculd el fluido de cultivo obtenido en 3 |
de medio compuesto y se realiz6 el cultivo discontinuo alimentado. En el presente caso, se realiz6 la fermentacion
en condiciones microaerobias (velocidad aerdbica de 1 vvm), a una concentracion inicial de glucosa de 90 g/I,
pH 6,8, una temperatura de cultivo de 37 °C y una velocidad de agitacion de 450 rpm. Se utiliz6 NH,OH 5N para
controlar el pH durante la fermentacion. Cuando disminuy6 la concentracién de glucosa a 10 g/l o menos durante la
fermentacién, se introdujo una solucién de glucosa de 700 g/l o mas. Ademas, en un punto temporal en el que la
concentracion de acetoina, que es uno de los subproductos, es 7 g/l, se realizé la fermentacién mediante el cambio
de la velocidad de agitacion de 450 a 350 rpm. Se tomdé una muestra de la cepa de Klebsiella oxytoca recombinante
durante la fermentacion y se obtuvo una tasa de crecimiento mediante la medicién de la densidad éptica a 600 (DO
600) de la muestra tomada. Después, se centrifugé la muestra tomada a 13.000 rpm durante 10 minutos y se
analizaron el metabolito del sobrenadante y la concentracién de 2,3-butanodiol de la misma mediante cromatografia
liquida (HPLC).

Como resultado, en comparacién con el cultivo discontinuo alimentado realizado mediante el mantenimiento de
manera uniforme de la velocidad de agitaciéon a 450 rpm en el ejemplo experimental 5, toda la concentracion, la
productividad, el rendimiento y la selectividad de 2,3-butanodiol aumenté en gran medida en 74,5 %, 29,7 %, 55,2 %
y 27,0 %, respectivamente. Por lo tanto, se pudo confirmar que la produccién de 2,3-butanodiol que utiliza la cepa
recombinante del ejemplo 1 se vio afectada en gran medida por el control de la cantidad de oxigeno disuelto que
depende de la velocidad de agitacion. Por consiguiente, se determind que la productividad de 2,3-butanodiol pudo
mejorarse mediante el control de la velocidad de agitacién para controlar la cantidad de oxigeno disuelto en el medio
(Tabla 7, Figura 13).

[Tabla 7]
2,3-Butanodiol
Cepa Concentracion (I:I’OdUCtIVIda Selectividad | Acetoina sjé%?nico Acido acético
(o) (g/ih) (%) (g g/ (g
Ejemplo1 | 100,66 214 80 5,19 14,76 273

[APLICABILIDAD INDUSTRIAL]
La presente invencion se refiere a un microorganismo recombinante que tiene capacidad mejorada de producir 2,3-
butanodiol, en donde se inhibe una ruta para convertir piruvato en acetil-CoA, una ruta para convertir piruvato en
acido formico y una ruta para convertir piruvato en lactato en un microorganismo que tiene rutas biosintéticas de
acetil-CoA vy lactato, en donde el microorganismo es Klebsiella. EI microorganismo recombinante de la presente
invencion puede producir 2,3-butanodiol con alta selectividad y concentracion.

<110> GS CALTEX CORPORATION

<120> MICROORGANISMO RECOMBINANTE QUE TIENE CAPACIDAD MEJORADA DE PRODUCIR
BUTANODIOL Y METODO PARA PRODUCIR BUTANODIOL QUE UTILIZA EL MISMO

<130> DOP130178PCT

<150> 10-2013-0028884
<151> 18/03/2013

<150> 10-2013-0114791
<151> 26/09/2013

<160> 20
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<170> Kopatentin 2.0

<210>1

<211>990

<212> ADN

<213> Klebsiella oxytoca

<400> 1

atgaaaatcg
gatgcatatg
accgccaacg
cttgaagaac
aacgttgacc
tcgeccggaag
caccgtgect
accatgcacg
cgcattctta
gcgctggata
atctcactge
gatcgcatga
caggcagcga
gagaacgaac
ttcegecegte
gcggaagegt

ggcgaaacct

ctgtgtatag
gctttgaact
gctgtgaagc
tgaaagccca
tcgatgcege
cggtcgetga
atcagcgcac
gtaaaaccgc
aaggcttegg
tgggcgtgga
actgcccact
aagacggggt
tcgacgecect
gcgatetgtt
tcteegectg
tgatcagcat

gtcctaacge

tacaaaacag
ggagtttttt
ggtgtgtatc
cggcgtgecag
caaagagctg
gcacgcgatce
ccgcgacgeg
cggcgttatt
tatgegtcectg
gtatgtcgat
gaccgatgaa
gatgatcatc
gaagcatcag
ctttgaagat
ccataacgtc
ttcgcaaacc

actggtctga

tacgacaaga
gacttecctge
ttcgtaaacg
tacatcgcege
ggcctgeggg
ggcatgatga
aacttctcte
ggcaccggta
ctggegtttg
cttgaaaccce
aactaccatt
aacaccagcc
aaaattggcg
aagtctaatg
ctgtttaccg

accctcgaca

<210> 2

<211>595

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> homologo del gen IdhA

<400> 2

17

agtatctgca
taaccgaaaa
atgacggtag
tgcgetgege
tggtgcgegt
tgtcgctgaa
tggaagggct
aaatcggcgt
atccctacce
tgtaccggga
tgctgaacca
gcggegeget
cgctggggat
acgtgattca
gtcaccaggce

acctgegtca

gcatgttaat
aaccgccaaa
ccgeceggta
ggggttcaac
ccecggectac
ccgecgcecatt
gaccggttte
cgeccegegetg
aagcgccgcec
gtcecgatgtt
tgccgegtte
catcgattcg
ggacgtgtat
ggatgatgtg
gtttctgacce

agtggatgca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

990
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atgacgttcg
ctgctgtteg
gccagecteg
taccatctge
ctgecgeegee
accgtgeecge
gtcagctceg
ttttgatgaa
tattactata
ctaccgtgac
<210> 3

<211> 30
<212> ADN

ctaaatcctg
gcaccctgge
gcgctatecgg
atcgtatccg
acggcgegtg
tggtaaccgg
ggctgctctg
aggtattgtc
acctgctgat

ggtattatca

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3

ES2671 153713

cgecegtceate
atcggccage
cggattctgg
ctggcttaat
ggcagtcttt
cgccageggce
gccgctgatce
ttttaaagag
taaactagtt

ctggagaaaa

cacggatcca tgacgttcgc taaatcctgc 30

<210> 4
<211> 40
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4

gcacaaaagg gcaaggaaaa aagacttttc tccagtgata

<210>5
<211>591
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> homologo del gen IdhA

<400> 5

tatcactgga gaaaagtctt ttttccttge cecttttgtge teccececctteg cggggggcac

tecgetgetga
ccgggacatt
ctectegtgge
gccgaacgcec
tttagccget
acctctctcet
ctgctggege
atttcttaac
tttaacattt

gtetttttte

40

18

tcececgggceac
tcctgttaat
tgacgggcta
tcgetegegg
ttctctectee
ggcagtttca
caggcgcegtt
accgcgatat
gtaagattat

cttgccecettt

ctcegggceta
gtggatgagc
ccgctaccgg
ccagttgttce
gcttegegee
gctecgecaac
aagcctcagce
gctctagaat
tttaattatg

tgtge

60
120
180
240
300
360
420
480
540

595

60
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attcagataa
acgataaata
ttgctatcgg
caccgttttg
gagctgagcet
tgcaaccgcet
gcaatgaccc
aaaatgctgce

gccgaccaga

tcececcacaga
tttatggaga
gctgcegttta
tgctgaccag
tcggcgaaaa
tcagcggcac
gcatgectctg
gcgaaggcgce

cgctggtgta

<210>6

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6

ES2671 153713

aattgecctge
ttaaatgaac
taacagcaag
cgttaacggg
gatgcccatt
gggcaaagtc
cacggactcg
gcaggtcgac

taagectegece

tatcactgga gaaaagtctt ttttccttgc ccttttgtgce 40

<210>7

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 7

cctgeggecg ctaattatta attcatcagg tc
<210>8

<211> 1146

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de ADN

<400> 8

atgacgttcg ctaaatcctg cgccgtcatce tcgetgetga tccecgggcac ctecgggeta
ctgctgtteg gcaccctgge atcggccage ccgggacatt tcctgttaat gtggatgage
gccagecteg gegetategg cggattetgg ctetegtgge tgacgggeta ccgetacegg

taccatctge atcgtatcceg ctggettaat geccgaacgec tcecgetegegg ccagttgtte

32

gataaagtta
aagtatgctg
gtgtcgacca
cagccgctga
acgggcaaga
tctgacggceg
cagcttaacg
ctgacggaaa

gacctgatga

19

caatccctte
cgetgetgge
gagcggaaca
atgccgegga
tgtctgttte
agctgaaggt
ccctggacge
cgcagctaac

attaataatt

atttattaat
ggtgggaatg
gcttcagcac
taagccgcecag
aggtaatatg
tgaagagctg
cacgctgage
gctggcgacce

a

120

180

240

300

360

420

480

540

591

60

120

180

240
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ctgegecegece
accgtgceccge
gtcagctcceg
ttttgatgaa
tattactata
ctaccgtgac
cttecgegggyg
ccttcattta
ctggcggtgg
gaacagctte
gcggataagce
gtttcaggta
aaggttgaag
gacgccacgce
ctaacgcectgg
taatta
<210>9

<211> 2283
<212> ADN

acggcgcgtg
tggtaaccgg
ggctgcetctg
aggtattgtc
acctgcectgat
ggtattatca
ggcacattca
ttaatacgat
gaatgttgcet
agcaccaccg
cgcaggagct
atatgtgcaa
agctggcaat
tgagcaaaat

cgaccgecga

<213> Klebsiella oxytoca

<400> 9
atgtccgagce
cagaacgaag
gagtccttecce
ggcgttaaac
accatcactt
cagactgaag
ggttcctgceca
taccgtaaaa
cgtaaatctg
gactaccgtce
ttegtttete

cgcgaagaaa

ttaatgaaaa
tcaacgtccg
tggctggege
aggaaaaccg
ctcatgacgce
ctcegetgaa
aagcgtacga
ctcacaacca
gtgttctgac
gcgttgeget
tgcaagagaa

tctetgaaca

ES2671 153713

ggcagtcttt
cgccagcggce
gccgcectgatce
ttttaaagag
taaactagtt
ctggagaaaa
gataatcccc
aaatatttat
atcgggcectge
ttttgtgcetg
gagcttcgge
ccgettecage
gacccgcecatg
gctgcgcgaa

ccagacgcetg

gttagccaca
cgacttcatc
aactgacgcg
cactcacgcg
tggctacatc
acgcgcgatt
tcgecgagetg
gggcgtgttt
cggtectgecg
gtacggtatc
actggaaaac

gcaccgcgeg

tttagccget
acctctctcet
ctgctggege
atttcttaac
tttaacattt
gtcttttttce
acagaaattg
ggagattaaa
gtttataaca
accagcgtta
gaaaagatgc
ggcacgggca
ctctgcacgg
ggcgcgeagg

gtgtataagc

gcctgggaag

cagaaaaact
accaccaagc
cctgttgatt
gagaaaggtc
atccegtteg
gacccgatge
gacgtttaca
gatgcctatg
gacttcctga
ggcgaagatc

ctgggtcaga

20

ttctetctee
ggcagtttca
caggcgegtt
accgcgatat
gtaagattat
cttgcecettt
cctgcgataa
tgaacaagta
gcaaggtgtce
acgggcagcc
ccattacggg
aagtctctga
actcgcagcet
tcgacctgac

tcgecgaccet

gttttgcgaa
ataccccgta
tgtgggacac
ttgatacttc
tcgagaaaat
gcggcatcaa
tgaagaaaat
ccaaagacat
gcegtggteg
tgaaagacaa
tggaagcaac

tcaaagaaat

gcttegegee
gctecgceccaac
aagcctcage
gctctagaat
tttaattatg
tgtgctccce
agttacaatc
tgctgcgetg
gaccagagcg
gctgaatgcce
caagatgtct
cggcgagcetg
taacgccectg
ggaaacgcag

gatgaattaa

aggtgactgg
cgaaggtgac
cgtaatggaa
ccttgcatcce
cgttggtctg
aatggtcgaa
cttcactgaa
cctgaactge
tatcatecggt
atacgctcag
catcecgtctg

ggcggctaaa

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1146

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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tatggectgeg
tteggttace
tccagecttee
gacgcacagg
acccctgaat
ggtatgggeg
ctgtacacca
ccgcetgaget
gagaacgatg
gtaagcccga
aaaaccatgc
cctaaatctg
gatcacttca
atgcacgaca
cgcaccatgg
aaatatgcga
gaaggcgaat
ctggttgaac
actcagtccg
cctgacggtce
gaccagaaag
aaagatggta
gttcgtaaaa
gaaggcggte
gaaaacccgg
aactccctga

taa

<210>10
<211> 635
<212> ADN

atatctctgg
tggctgecegt
tggacatctt
aaatgattga
atgatgaact
ttgacggccg
tggggcegtc
tcaaaaaata
acctgatgeg
tggttgttgg
tgtacgcaat
aaccgatcaa
tggactggct
agtacagcta
catgtggtat
aagttaaacc
acccgcagtt
gtttcatgaa
ttctgaccat
gtcgegetgg
gcgetgttge
tttcttacac
ctaacctege
agcatctgaa
aaaaatatcc

ctaaagaaca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> homologo del gen pflB

<400> 10

ES2671 153713

tcectgetace
aaaatctcag
catcgaacgt
ccacctggtce
gttectctgge
tactctggtce
tcecggagecg
cgccgcgaaa
tcctgactte
taagcaaatg
caacggcggc
aggcgacgtt
ggctaaacag
cgaagcttecc
cgcaggtcett
gattcgtgac
tggtaacaac
gaaaattcag
cacctctaac
cgcteegtte
ctctcetgacce
cttctctatc
cggecctgatg
cgtcaacgtt
gcagctgacc

gcagcaggac

accgcectcagg
aacggcgcgg
gacctgaaag
atgaaactgce
gacccgatct
accaaaaaca
aacatcacca
gtgtccateg
aacaacgatg
cagttcttceg
gttgatgaaa
ctgaacttcg
tacgtcactg
ctgatggege
tcegttgegg
gaaaacggtc
gactctcgeg
aaactgcaca
gttgtgtatg
ggaccaggtg
tccgttgeaa
gtgccgaacg
gatggttact
atgaaccgcecg
atccgegtat

gttattactc

21

aagctatcca
caatgtccett
ccggtaaaat
gtatggttcg
gggcaacaga
gcttcegttt
ttetgtggte
atacctcttce
actacgctat
gcgegegtge
aactgaaaat
acgaagtgat
cgctgaacat
tgcacgaccg
ctgactccct
tggctgtcga
tcgatgatat
cctaccgcaa
gtaagaaaac
ctaacccgat
aactgccgtt
cgctgggtaa
tccaccacga
aaatgctgct
ccggctacge

gtaccttcac

gtggacctac
cggtegtacce
caccgagcaa
tttecctgegt
atctatcggce
cctgaacacc
tgaaaaactg
tctgcagtac
cgettgetge
taacctggceg
gcaggttggt
ggaccgcatg
catccactac
tgatgttatce
gtctgcaatc
cttcgaaatc
ggccegttgac
cgctatcceg
cggcaacacc
gcacggccegt
tgcttacgeg
agacgacgaa
agcgtccatc
cgacgcgatg
agtacgtttt

tcagaccatg

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2283
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gggtcaactg
gtttgtattg
taacgttctg
gggtatcctg
cctgatggat
tgagcacagt
aagcccggaa
catgaacttc
tctgetggtt
gttgtttcag

taatgaaaag

<210> 11
<211> 39
<212> ADN

gcgaaaaact
ctgatgtggce
caaaccgccg
gcaaacctga
aaagccatga
atcgcgaaca
ttctggaccg
atcactgata
gggttgacat
gcagtaaata

ttacagcagc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 11

ES2671 153713

ggctcaacgt
tttcaggcga
accacaaaat
tggtctgect
ttatggtttt
tgtttatgat
cagttggttc
acctgattcc
actgggtcat
aaaaatccac

aggacgttat

atcggatccg ggtcaactgg cgaaaaactg gctcaacgt

<210>12
<211> 46
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 12

ctatgttggt
atatatgact
gcaccatact
tgeggtatgg
accggtggca
ccegetgggt
aactccggaa
ggtaactatc
ttacctgegt
ttaagaaggt

tactce

39

gagtaataac gtcctgctge tgtaactitt cattaagctc ggacat 46

<210>13
<211> 669
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> homdlogo del gen pflB

<400> 13

atgtccgage ttaatgaaaa gttacagcag caggacgtta ttactcgtac cttcactcag

22

aacctgattg
gccaacggtc
tttgttgaag
atgagttact
atgtttgttg
atcgttatce
agtttctcte
gggaacatca
ggcgacgacc

aggtgttaca

gttgcttact
aatggggact
ccgtgtgect
ccggecgtag
ccagecgggtt
gcgactttge
acctgaccgt
tcggcggtgg
atcactaagg

tgtcecgaget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

635

60
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accatgtaat
aagtggggcc
ttatggataa
ccggatggge
ttgaatcctg
gcctgatgeg
agattaccgt
ccggcggcgg
actggttcceg
tgecgecegeta
atctcaagce
<210> 14

<211> 46
<212> ADN

ggtattgact
tttttagcaa
cagccaaaac
caaattcgga
tggcaccgtc
ctgecctctat
tgaagagctg
cgtgacggca
cgcctgtaag

cgatcecggtt

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 14
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gaaatcgtac
tatcatcctg
agactcgaca
gatatcaccg
gatggccegg
tgccacaacc
atgaaagagg
tcecggeggeg
aaagaaggta

attgatgaac

agtaaaaagc
ccccagtctce
tagcctttga
caatgtcaac
ggattcgett
gcgatacctg
tggtgaccta
aggctatcct
ttcatacctg

tgctggaggt

atgtccgagc ttaatgaaaa gttacagcag caggacgtta ttactc 46

<210>15
<211>41
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 15

actgcggecg cgcttgagat cgageatcac caggtcggtg a

<210> 16
<211> 1258
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> fragmento de ADN

<400> 16

41

gtacaataaa
ttttgtctge
gctgtgcatce
aattggtcge
tatcaccttc
ggatacccac
tcgecacttt
gcaggccgaa
tctcgatacce

caccgacctg

ggctccacge
tgtctatact
tacataggcc
attcactcct
ttccagggct
ggcggcaaag
atgaacgcectt
tttgttcgeg
aacggctttg

gtgatgctceg

gggtcaactg gcgaaaaact ggctcaacgt ctatgttggt aacctgattg gttgcttact

gtttgtattg ctgatgtggec tttcaggcga atatatgact gccaacggtc aatggggact
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taacgttctg
gggtatcctg
cctgatggat
tgagcacagt
aagcccggaa
catgaacttc
tctgetggtt
gttgtttcag
taatgaaaag
gtattgactg
ttttagcaat
agccaaaaca
aaattcggag
ggcaccgteg
tgcctctatt
gaagagctga
gtgacggcat
gcctgtaaga

gatcecggtta

caaaccgccg
gcaaacctga
aaagccatga
atcgcgaaca
ttctggaccg
atcactgata
gggttgacat
gcagtaaata
ttacagcagc
aaatcgtaca
atcatcctge
gactcgacat
atatcaccgc
atggccecggg
gccacaaccg
tgaaagaggt
ccggecggcega
aagaaggtat

ttgatgaact
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accacaaaat
tggtctgect
ttatggtttt
tgtttatgat
cagttggttc
acctgattce
actgggtcat
aaaaatccac
aggacgttat
gtaaaaagcg
cccagtetcet
agcctttgag
aatgtcaaca
gattcgettt
cgatacctgg
ggtgacctat
ggctatcctg
tcatacctgt

gctggaggte

gcaccatact
tgcggtatgg
accggtggceca
ccegetgggt
aactccggaa
ggtaactatc
ttacctgegt
ttaagaaggt
tactecgtacc
tacaataaag
tttgtctget
ctgtgcatct
attggtcgca
atcaccttct
gatacccacg
cgccacttta
caggccgaat
ctcgatacca

accgacctgg

<210> 17

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 17
ccatctgcat cgtatccgct ggcttaat 28

<210> 18

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 18
gctgaagcgg ttgcacatat tacctg 26

<210> 19

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

24

tttgttgaag
atgagttact
atgtttgttg
atcgttatcc
agtttctcte
gggaacatca
ggcgacgacc
aggtgttaca
ttcactcaga
gctccacgcea
gtctatactt
acataggccc
ttcactcctt
tccagggcetg
gcggcaaaga
tgaacgcttce
ttgttcgega
acggctttgt

tgatgctcga

ccgtgtgect
ccggecgtag
ccagegggtt
gcgactttge
acctgaccgt
tcggeggtgg
atcactaagg
tgtcecgaget
ccatgtaatg
agtggggect
tatggataac
cggatgggcc
tgaatcctgt
cctgatgege
gattaccgtt
cggcggcegge
ctggtteege
gcgecgcetac

tctcaage

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1258
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15

<220>
<223> cebador

<400> 19
accatcacta agggttgttt caggcagtaa

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 20
gctaaaaagg ccccacttge gtggagectt
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REIVINDICACIONES
1. Un microorganismo recombinante que tiene capacidad mejorada de producir 2,3-butanodiol, en donde se inhiben
una ruta para convertir piruvato en acetil-CoA, una ruta para convertir piruvato en acido férmico y una ruta para
convertir piruvato en lactato en un microorganismo que tiene rutas biosintéticas de acetil-CoA y lactato,
y el microorganismo es Klebsiella.

2. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1, en el que se inhiben la ruta para convertir piruvato en
acetil-CoA y la ruta para convertir piruvato en acido formico mediante la inhibicién de la piruvato-formiato liasa.

3. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1, en el que se inhibe la ruta para convertir piruvato en
lactato mediante la inhibicion de la lactato deshidrogenasa.

4. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1, en el que se eliminan o se inhiben pflB y IdhA, siendo el
pflB un gen que codifica piruvato-formiato liasa y siendo el IdhA un gen que codifica lactato deshidrogenasa.

5. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1, en el que no se elimina un gen que codifica una enzima
para convertir acetil-CoA en etanol.

6. El microorganismo recombinante de la reivindicacién 1, en el que la selectividad de 2,3-butanodiol es del 70 % o
mas basada en cultivo discontinuo.

7. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1, en el que el rendimiento de 2,3-butanodiol es 0,35 g/g o
mas basado en cultivo discontinuo.

8. El microorganismo recombinante de la reivindicacion 1, en el que la selectividad de 2,3-butanodiol es del 70 % o
mas basada en cultivo discontinuo alimentado.

9. El microorganismo recombinante de la reivindicacién 1, en el que la selectividad de 2,3-butanodiol es del 80 % o
mas basada en cultivo discontinuo alimentado.

10. Un método para producir 2,3-butanodiol, comprendiendo el método:

cultivar el microorganismo recombinante de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9; y
recuperar 2,3-butanodiol del cultivo.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde el cultivo se realiza en condiciones aerobias.

12. El método de la reivindicacion 10, en donde el cultivo controla la productividad de 2,3-butanodiol mediante el
control de la cantidad de suministro de oxigeno.
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Fig.2
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Fig.3
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Fig.4
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Fig.5
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Fig.7
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Fig.9

METABOLITO (g/1), DOsoo

ES2671 153713

GSC12206 AldhA ApfIB_350rpm_3L

. .

R )

» =} Glucosa

% -4x— Etanol
=== Acetoina

Zw*ﬁzsﬁDo

' —@— Succinato

; —+— Lactato

Formiato

Acetato

43 63 83 100
TIEMPO (horas)

35



METABOLITO (g/!), DOsoo

3,00

ES2671 153713

GSC12206 AldhA ApflB_450rpm_3L

L

40 60
TIEMPO (horas)

36

. —4-D0

»J- Glucosa
~£»~ Etanol
=~} Acetoina i
—3¥— 2,3-BDO
—@— Succinato

—+— Lactato

Formiato

Acetato

82 100



2,3- BDO (g/l), DOsoo

iy

ES2671 153713

‘o = .
L3 B

TIEMPO (horas)

37

4= 2,3-BDO(150rpm)
~=- 2,3-BDO(250rpm)
—— 2,3-BDO(350rpm)
—i 2,3-BDO(450rpm)



ES2671 153713

Fig.1l2
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