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DESCRIPCIÓN 
 
Microorganismo recombinante con productividad aumentada de 2,3-butanodiol y método para producir 2,3-
butanodiol que lo utiliza 
 5 
[Campo técnico] 
 
La presente invención 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. 
 10 
[Antecedentes de la técnica] 
 
2,3-butanodiol (CH3CHOHCHOHCH3), que es uno de los alcoholes que tiene cuatro carbonos y dos grupos 
hidroxilos (-OH), es capaz de convertirse en un catalizador químico con 1,3-Butadieno que es una materia prima 
utilizada en un proceso de fabricación de caucho sintético y metil etil cetona (MEK) utilizados como un aditivo de 15 
combustible y un disolvente (Ji et al., Biotechnol. Adv., 29: 351, 2011). Además, 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 síntesis química y un proceso de fermentación 20 
microbiana. Sin embargo, puesto que el coste de producción de 2,3-butanodiol a través de los procesos descritos 
anteriormente es significativamente alto, la producción a escala industrial de 2,3-butanodiol no se logra. Entretanto, 
de acuerdo con un aumento rápido en el precio de materias primas fósiles y el refuerzo de la regulación sobre 
contaminación ambiental internacional, junto con el reciente y rápido desarrollo de una tecnología de producción de 
2,3-butanodiol a través de un proceso de fermentación de microorganismos, ha aumentado la importancia del interés 25 
en la producción de 2,3-butanodiol de origen biológico a través de la fermentación de microorganismos y su 
investigación y desarrollo. 
 
Un método para producir el 2,3-butanodiol de origen biológico es convertir biomasa renovable en 2,3-butanodiol a 
través de fermentación de microorganismos que tienen capacidad de producir 2,3-butanodiol. Se produce 2,3-30 
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 fácilmente, la tasa de crecimiento es rápida y el 2,3-butanodiol es capaz de 35 
producirse a partir de varios tipos de biomasas incluyendo pentosa derivada de material lignocelulósico (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 investigación sobre producción del 2,3-butanodiol de origen biológico a través del proceso de fermentación de 40 
microorganismos se ha realizado de acuerdo con dos campos divididos en un campo de optimización del proceso de 
fermentación (temperatura, pH, oxígeno disuelto y similares) y un campo de desarrollo de microorganismos 
(descubrimiento de microorganismos, comprensión de características fisiológicas, mutación, ingeniería genética y 
similares). En el campo de optimización del proceso de fermentación, se identificaron diversas condiciones tales 
como temperatura, pH, concentración de oxígeno disuelto y similares para producir eficazmente 2,3-butanodiol (Ji et 45 
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 producción de 2,3-butanodiol a través del proceso de 
fermentación de microorganismos en las condiciones descritas anteriormente todavía tiene dificultades para 
aplicarse directamente a procesos comerciales debido a un rendimiento y productividad bajos. Además, la 
producción tiene una desventaja en que también se producen diversos subproductos tales como ácidos orgánicos 50 
incluyendo ácido láctico, alcoholes incluyendo etanol y similares, junto con 2,3-butanodiol en el proceso de 
fermentación. La aparición de subproductos reduce el rendimiento de 2,3-butanodiol para biomasa y requiere 
enormes costes para la separación y purificación en un proceso de recuperación de 2,3-butanodiol de un fluido de 
cultivo. 
 55 
Por consiguiente, la investigación sobre el desarrollo de microorganismos asociados con la producción de 2,3-
butanodiol ha progresado principalmente por la reducción de subproductos. Como un método representativo, Ji et 
al., consiguieron éxito mediante la inhibición parcial de la aparición de ácidos orgánicos que son subproductos, 
mediante la exposición a UV de una cepa silvestre de Klebsiella oxytoca como uno de los métodos de mutagénesis 
química física (Ji et al., Biotechnol. Lett., 30: 731, 2008). Además, existe un intento para mejorar la producción de 60 
2,3-butanodiol mediante la aplicación de un método de inyección 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 todavía insuficientes para aplicarse directamente a 
procesos comerciales en vistas de productividad, concentración 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 concentración 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 específicos tiene una pequeña cantidad de subproductos mientras que, simultáneamente, tiene alta 
selectividad y alta productividad de 2,3-butanodiol y, por consiguiente, completaron la presente invención. 5 
 
[Divulgación] 
 
[Problema técnico] 
 10 
Un objetivo de la presente invención 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. 
 
[Solución Técnica] 15 
 
Para alcanzar el objetivo de la presente invención, 
de acuerdo con una realización ilustrativa de la presente invención, 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 ácido fórmico y 20 
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 realización ilustrativa de la presente invención, se proporciona un método para producir 2,3-
butanodiol, incluyendo el método: 25 
 

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

 
[Efectos ventajosos] 30 
 
El microorganismo recombinante de acuerdo con la presente invención puede producir 2,3-butanodiol con alta 
selectividad y concentración. 
 
[Descripción de los dibujos] 35 

 
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 amplificación por PCR y electroforesis para 
confirmar que se elimina IdhA, que es un gen de lactato deshidrogenasa asociado con la aparición de ácido 
láctico. 40 
La Fig. 3 es una imagen de gel de agarosa obtenida mediante amplificación por PCR y electroforesis para 
confirmar que se elimina pflB, que es un gen de piruvato-formiato liasa asociado con la aparición de formiato. 
La Fig. 4 ilustra resultados de la fermentación de una cepa de Klebsiella oxytoca del Ejemplo comparativo 1. 
La Fig. 5 ilustra resultados de la fermentación de una cepa de Klebsiella oxytoca recombinante del Ejemplo 
comparativo 2. 45 
La Fig. 6 ilustra resultados de la fermentación de una cepa de Klebsiella oxytoca recombinante del Ejemplo 1. 
Las figuras 7 a 11 ilustran resultados de la fermentación discontinua de una cepa de Klebsiella oxytoca 
recombinante del Ejemplo 1 que depende de una velocidad de agitación 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 agitación). 50 
La Fig. 12 ilustra resultados de la fermentación discontinua alimentada de una cepa de Klebsiella oxytoca 
recombinante del Ejemplo 1 realizada mediante la retención de la velocidad de agitación de 450 rpm en 
condiciones aerobias. 
La Fig. 13 ilustra resultados de la fermentación discontinua alimentada de una cepa de Klebsiella oxytoca 
recombinante del Ejemplo 1 realizada mediante el control de la agitación 55 

 
[DESCRIPCIÓN DE LAS REALIZACIONES ILUSTRATIVAS] 
 
La presente invención se refiere a: 
 60 

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 ácido 
fórmico 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. 

 65 
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un método para producir 2,3-butanodiol, incluyendo el método: cultivar el microorganismo recombinante de la 
presente invención; y 
recuperar 2,3-butanodiol del microorganismo recombinante cultivado. 

 
En lo sucesivo en el presente documento, la presente invención se describe con detalle. 5 
 
Microorganismo recombinante que tiene capacidad mejorada de producir 2,3-butanodiol 
 
El microorganismo recombinante de la presente invención es 
un microorganismo recombinante que tiene capacidad mejorada de producir 2,3-butanodiol, 10 
en donde se inhibe la ruta para convertir piruvato en acetil-CoA, la ruta para convertir piruvato en ácido fórmico 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. 
 
Además, el microorganismo recombinante de la presente invención es un microorganismo recombinante a partir del 15 
cual no se elimina un gen que codifica la enzima de deshidrogenación de alcoholes (aldehído/alcohol 
deshidrogenasa), es decir, adhE. 
 
Preferentemente, como se ilustra en la Fig. 1, el microorganismo recombinante de la presente invención es un 
microorganismo recombinante en el que se inhibe la ruta para convertir piruvato en acetil-CoA, la ruta para convertir 20 
piruvato en ácido fórmico o la ruta para convertir piruvato en lactato mientras que tiene rutas biosintéticas de acetil-
CoA y lactato. 
 
Además, el microorganismo recombinante de la presente invención tiene alta selectividad, rendimiento, 
concentración y productividad de 2,3-butanodiol. Es decir, en el microorganismo recombinante de la presente 25 
invención, la selectividad de 2,3-butanodiol es del 70 % o más, preferentemente, 80 % o más y el rendimiento de 
2,3-butanodiol es 0,35 g/g o más basándose en cultivo discontinuo o cultivo discontinuo alimentado. Además, debido 
a la recombinación, el microorganismo recombinante de la presente invención inhibe mejor la capacidad de producir 
ácido fórmico, ácido acético o etanol en comparación con un microorganismo silvestre. 
 30 
Ruta biosintética de acetil-CoA 
 
Una ruta biosintética de acetil-CoA acuerdo con la presente invención significa una ruta en la que se sintetiza acetil-
CoA a partir de un metabolito específico en un microorganismo. La ruta biosintética de acetil-CoA de acuerdo con la 
presente invención es una ruta para sintetizar acetil-CoA a partir de piruvato y similares. 35 
 
Ruta biosintética de lactato 
 
Una ruta biosintética de lactato de acuerdo con la presente invención significa una ruta en la que se sintetiza lactato 
a partir de un metabolito específico en un microorganismo. La ruta biosintética de lactato de acuerdo con la presente 40 
invención es una ruta para sintetizar lactato a partir de piruvato y similares. 
 
Microorganismo que tiene rutas biosintéticas de acetil-CoA y lactato 
 
Los microorganismos de la presente invención se incluyen en el género Klebsiella, preferentemente, Klebsiella 45 
oxytoca (K. oxytoca), Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) y similares y el más preferentemente, Klebsiella 
oxytoca (K. oxytoca). 
 
Inhibición de la ruta para convertir piruvato en acetil-CoA 
 50 
La piruvato-formiato liasa controla la conversión de piruvato en acetil-CoA. Una ruta para convertir piruvato en acetil-
CoA puede inhibirse mediante la inhibición de la piruvato-formiato liasa. La inhibición de la piruvato-formiato liasa 
puede lograrse mediante la inhibición de la expresión de la piruvato-formiato liasa, la inhibición de la actividad 
enzimática de la piruvato-formiato liasa y similares. Por ejemplo, la piruvato-formiato liasa puede inhibirse mediante 
la selección de métodos apropiados por un experto en la técnica, los métodos apropiados tales como deleción de 55 
pflB que es un gen que codifica la piruvato-formiato liasa, desarrollo de mutantes en el gen (un mutante que inhibe la 
expresión de un gen normal mediante la mutación, sustitución o deleción parcial de bases del gen o mediante la 
introducción parcial de bases en el gen), regulación de la expresión de genes en un proceso de transcripción o un 
proceso de traducción y similares. 
 60 
Inhibición de la ruta para convertir piruvato en ácido fórmico 
 
La piruvato-formiato liasa controla la conversión de piruvato en ácido fórmico. Una ruta para convertir piruvato en 
ácido fórmico puede inhibirse mediante la inhibición de la piruvato-formiato liasa. La inhibición de la piruvato-formiato 
liasa puede lograrse mediante la inhibición de la expresión de la piruvato-formiato liasa, la inhibición de la actividad 65 
enzimática de la piruvato-formiato liasa y similares. Por ejemplo, la piruvato-formiato liasa puede inhibirse mediante 
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la selección de métodos apropiados por un experto en la técnica, los métodos apropiados tales como deleción de 
pflB que es un gen que codifica la piruvato-formiato liasa, desarrollo de mutantes en el gen (un mutante que inhibe la 
expresión de un gen normal mediante la mutación, sustitución o deleción parcial de bases del gen o mediante la 
introducción parcial de bases en el gen), regulación de la expresión de genes en un proceso de transcripción o un 
proceso de traducción y similares. 5 
 
Inhibición de la ruta para convertir piruvato en lactato 
 
La lactato deshidrogenasa controla la conversión de piruvato en lactato. Una ruta para convertir piruvato en lactato 
puede inhibirse mediante la inhibición de la lactato deshidrogenasa. La inhibición de la lactato deshidrogenasa puede 10 
lograrse mediante la inhibición de la expresión de la lactato deshidrogenasa, la inhibición de la actividad enzimática 
de la lactato deshidrogenasa y similares. Por ejemplo, la lactato deshidrogenasa puede inhibirse mediante la 
selección de métodos apropiados por el experto en la técnica, los métodos apropiados tales como deleción de ldhA 
que es un gen que codifica la lactato deshidrogenasa, desarrollo de mutantes en el gen (un mutante que inhibe la 
expresión de un gen normal mediante la mutación, sustitución o deleción parcial de bases del gen o mediante la 15 
introducción parcial de bases en el gen), regulación de la expresión de genes en un proceso de transcripción o un 
proceso de traducción y similares. 
 
Enzima de deshidrogenación de alcoholes 
 20 
Una enzima de deshidrogenación de alcoholes (aldehído/alcohol deshidrogenasa) controla una ruta para convertir 
acetil-CoA en etanol. Por consiguiente, existe un caso de promoción de un aumento de la producción de 2,3-
butanodiol mediante la deleción de adhE que es un gen que codifica la enzima de deshidrogenación de alcoholes 
para inhibir la aparición de etanol (Ji et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 85: 1751, 2010). Sin embargo, en el 
microorganismo recombinante de la presente invención, cuando adhE se elimina adicionalmente, la cantidad de 25 
producción, selectividad y productividad de 2,3-butanodiol disminuye significativamente. Por consiguiente, adhE que 
es un gen que codifica la enzima de deshidrogenación de alcoholes no se elimina en la presente invención. 
 
Método para producir 2,3-butanodiol 
 30 
Un método para producir 2,3-butanodiol de la presente invención incluye cultivar el microorganismo recombinante de 
la presente invención; 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 oxígeno, es decir, aire durante el cultivo y, específicamente, el suministro del oxígeno 35 
puede realizarse mediante agitación. Preferentemente, se realiza el cultivo mientras se agita a una velocidad de 
agitación de 450 rpm o menos, más preferentemente, 50 a 450 rpm y, todavía más 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 oxígeno. Como un método para controlar la cantidad de suministro de oxígeno durante el cultivo, por 40 
ejemplo, el cultivo de la presente invención puede realizarse mientras se agita y el cultivo puede controlar la 
productividad de 2,3-butanodiol mediante el control de la velocidad de agitación durante el cultivo. Por ejemplo, 
cuando aumenta la concentración de acetoína a 5 g/l o más, preferentemente, 10 g/l o más, la velocidad de agitación 
puede disminuir, lo que aumenta la concentración y productividad de 2,3-butanodiol e inhibe la aparición de 
subproductos. 45 
 
[Mejor modo] 
 
Diversas ventajas y características de la presente invención y métodos que la llevan a cabo serán evidentes a partir 
de la siguiente descripción de las realizaciones con referencia a los dibujos adjuntos. Sin embargo, la presente 50 
invención no se limita a la realización ilustrativa divulgada en el presente documento sino que se implementará 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 invención y 
el alcance de la presente invención. Por lo tanto, la presente invención se definirá solamente mediante el alcance de 
las reivindicaciones adjuntas. 55 
 
Material y método 
 

Concentración (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 producción (g) de 2,3-butanodiol / fuente de carbono (g) × 100 60 
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 producción (g) de 2,3-butanodiol / (cantidades de producción (g) 
de 2,3-butanodiol, etanol, acetoína, ácido succínico, formiato de lactato y ácido acético) × 100 

 65 
<Ejemplo experimental 1> Producción de microorganismo recombinante 
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Para inactivar un gen diana de Klebsiella oxytoca producido con un fragmento de ADN que incluye una región 
homóloga del gen diana, se utilizó un mecanismo recombinante de bacterias y se amplificó mediante PCR la región 
homóloga del gen a eliminar. Después, se transfirió el fragmento de ADN correspondiente que incluye la región 
homóloga a las bacterias y, luego, se eliminó el gen diana mediante el mecanismo recombinante por recombinasa 
entre la región homóloga del gen en el fragmento de ADN y un gen en el cromosoma de Klebsiella oxytoca. 5 
 
En primer lugar, para realizar la clonación de lactato deshidrogenasa de Klebsiella oxytoca, se amplificó una región 
homóloga 1 (SEQ ID NO: 2) de ldhA (SEQ ID NO: 1), que es un gen diana, con cebadores de SEQ ID NO: 3 y 4 
mediante PCR. Además, se amplificó una región homóloga 2 (SEQ ID NO: 5) del mismo con cebadores de SEQ ID 
NO: 6 y 7 mediante PCR. Después, se utilizaron simultáneamente las dos regiones homólogas 1 y 2 como un molde 10 
y se amplificaron mediante PCR, completando así un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 8) que incluye las regiones 
homólogas 1 y 2. 
 
Entretanto, para realizar la clonación de una región homóloga de la piruvato-formiato liasa de Klebsiella oxytoca, se 
amplificó una región homóloga 1 (SEQ ID NO: 10) de pflB (SEQ ID NO: 9), que es un gen diana, con cebadores de 15 
SEQ ID NO: 11 y 12 mediante PCR. Además, se amplificó una región homóloga 2 (SEQ ID NO: 13) del mismo con 
cebadores de SEQ ID NO: 14 y 15 mediante PCR. Después, se utilizaron simultáneamente las dos regiones 
homólogas 1 y 2 como un molde y se amplificaron mediante PCR, completando así un fragmento de ADN (SEQ ID 
NO: 16) que incluye las regiones homólogas 1 y 2 (Tabla 1). Para aumentar la probabilidad de recombinación del 
gen diana, el fragmento de ADN completado puede incluir un gen de resistencia antibiótica y similares. Además, el 20 
fragmento de ADN puede incluir un gen sacB que codifica una enzima levansacarasa, para eliminar el gen de 
resistencia antibiótica recombinante en el cromosoma. 
 

[Tabla 1] 

SEQ ID NO. SECUENCIAS 

1 

 
2 
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3 Ko_ldhA_FP1 - CACGGATCCATGACGTTCGCTAAATCCTGC 

4 Ko_ldhA_RP1 - GCACAAAAGGGCAAGGAAAAAAGACTTTTCTCCAGTGATA 

5 

 

6 Ko_ldhA_FP2 - TATCACTGGAGAAAAGTCTTTTTTCCTTGCCCTTTTGTGC 

7 Ko_ldhA_RP2 - CCTGCGGCCGCTAATTATTAATTCATCAGGTC 

8 
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9 
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10 

 

11 Ko_pflB_FP1 - ATCGGATCCGGGTCAACTGGCGAAAAACTGGCTCAACGT 

12 Ko_pflB_RP1 - GAGTAATAACGTCCTGCTGCTGTAACTTTTCATTAAGCTCGGACAT 

13 

 

14 Ko_pflB_FP2 - ATGTCCGAGCTTAATGAAAAGTTACAGCAGCAGGACGTTATTACTC 

15 Ko_pflB_RP2 - ACTGCGGCCGCGCTTGAGATCGAGCATCACCAGGTCGGTGA 
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Desarrollo de microorganismo recombinante 
 
Se transfirieron los fragmentos de ADN producidos a Klebsiella oxytoca mediante la utilización de electroporación 
(25 uF, 200 Ω, 18 kV/cm) y el gen diana fue capaz de eliminarse mediante la utilización de un mecanismo 5 
recombinante del microorganismo. 
 
Se transfirió el fragmento de ADN que incluye la región homóloga de un gen ldhA a Klebsiella oxytoca silvestre para 
producir una Klebsiella oxytoca recombinante a partir de la cual se eliminó el gen ldhA (Ejemplo comparativo 2). 
Entretanto, después de eliminarse el gen ldhA de la Klebsiella oxytoca silvestre, se transfirió el fragmento de ADN 10 
que incluye la región homóloga de un gen pflB para producir Klebsiella oxytoca a partir de la cual se eliminó 
adicionalmente el gen pflB junto con la deleción del gen ldhA (Ejemplo 1). 
 
Se realizó electroporación y se cultivaron los microorganismos recombinantes a 30 °C durante 1 hora y se 
estabilizaron. Después, se cultivaron los microorganismos recombinantes mediante dispersión de los mismos en un 15 
medio sólido compuesto LB que contiene antibióticos (tales como kanamicina, cloranfenicol y similares) a 37 °C, 
respectivamente. 
 
Después, se realizó PCR de colonias en las colonias cultivadas en el medio sólido y se confirmó que se eliminaron 
los genes correspondientes de las colonias (la Fig. 2 ilustra la deleción de ldhA y la Fig. 3 ilustra la deleción de pflB, 20 
respectivamente). En el presente caso, para confirmar que se eliminó el gen ldhA, se realizó PCR con cebadores de 
SEQ ID NO: 17 y 18 y para confirmar que se eliminó el gen pflB, se realizó PCR con cebadores de SEQ ID NO: 19 y 
20 (Tabla 2). 
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[Tabla 2] 

SEQ ID NO. SECUENCIAS 

17 Ko_ldhA_Sc_FP - CCATCTGCATCGTATCCGCTGGCTTAAT 

18 Ko_ldhA_Sc_RP - GCTGAAGCGGTTGCACATATTACCTG 

18 Ko_pflB_Sc_FP - ACCATCACTAAGGGTTGTTTCAGGCAGTAA 

20 Ko_pflB_Sc_RP - GCTAAAAAGGCCCCACTTGCGTGGAGCCTT 
 
En la próxima prueba, se utilizó una Klebsiella oxytoca silvestre como ejemplo comparativo 1. Entretanto, se produjo 
una Klebsiella oxytoca recombinante a partir de la cual se eliminaron los genes ldhA y adhE mediante la deleción 5 
adicional del gen adhE de la Klebsiella oxytoca recombinante de la cual se eliminó ldhA de acuerdo con el ejemplo 
comparativo 2, siendo el gen adhE un gen que codifica una enzima de deshidrogenación de alcoholes 
(aldehído/alcohol deshidrogenasa) implicada directamente la aparición de etanol. Se comprobó la Klebsiella oxytoca 
recombinante producida a partir de la cual se eliminaron los genes ldhA y adhE como el ejemplo comparativo 3. Se 
eliminó el gen adhE de forma similar al método para eliminar el gen ldhA o el gen pflB. Se transfirió el fragmento de 10 
ADN que incluye la región homóloga del gen adhE a la Klebsiella oxytoca de la cual se eliminó el ldhA, produciendo 
así Klebsiella oxytoca a partir de la cual se eliminó adicionalmente el gen adhE junto con la deleción del gen ldhA. 
 
<Ejemplo experimental 2> 
 15 
Se realizó un cultivo discontinuo mediante la utilización 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 l de medio compuesto y se cultivaron. En el presente caso, se realizó la 
fermentación en condiciones microaerobias (una velocidad aeróbica de 1 vvm y una velocidad de agitación de 150 20 
rpm) a una concentración inicial de glucosa de 90 g/l, pH 6,8 y una temperatura de cultivo de 37 °C. Se utilizó 
NH4OH 5N para controlar el pH durante la fermentación. Se tomaron muestras de las cepas de Klebsiella oxytoca 
durante la fermentación y se obtuvieron tasas de crecimiento mediante la medición de la densidad óptica 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 concentración de 2,3-butanodiol de las mismas mediante 25 
cromatografía líquida (HPLC). 
 
Como resultado, en la cepa del Ejemplo comparativo 2, la cantidad de producción de 2,3-butanodiol fue 29,91 g/l y el 
rendimiento de producción de 2,3-butanodiol (gramos de 2,3-butanodiol / gramos de glucosa) fue 0,32. Además, en 
la cepa del Ejemplo comparativo 2, la productividad (g/l/h) de 2,3-butanodiol fue 1,07 y la selectividad del mismo fue 30 
59 %. En comparación con el ejemplo comparativo 1, que es una Klebsiella oxytoca silvestre, se confirmó que la 
cepa recombinante del Ejemplo comparativo 2 mejoró toda la concentración de producción, rendimiento de 
producción, productividad y selectividad de 2,3-butanodiol mientras disminuyó la producción de ácido láctico y 
aumentó la capacidad de producción de 2,3-butanodiol. Sin embargo, la Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo 
comparativo 2 todavía producía cantidades excesivas de subproductos que incluyen ácido fórmico y etanol, que se 35 
consideran como una causa de la inhibición de la concentración de producción, rendimiento de producción, 
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 comparación con el ejemplo comparativo 2 (Klebsiella oxytoca ∆ldhA, 2,3-BDO 29,91 g/l), en la cepa 40 
recombinante del ejemplo 1, aumentó la cantidad de producción de 2,3-butanodiol a 39,17 ± 1,51 g/l. Además, se 
confirmó en la cepa recombinante del ejemplo 1 que la cantidad de producción de ácido fórmico se redujo en un 90 
% o más y la cantidad de producción de etanol se redujo en un 73 % o más y el rendimiento de producción de 2,3-
butanodiol (gramos de 2,3-butanodiol / gramos de glucosa) también aumentó significativamente de 0,32 a 0,45. Tras 
considerar que un rendimiento teórico de 2,3-butanodiol (un rendimiento cuando se supone que toda la glucosa 45 
suministrada a Klebsiella oxytoca se convierte en 2,3-butanodiol) es 0,5, un rendimiento del ejemplo 1 (el 
rendimiento teórico del mismo es 90 %) fue notablemente alto. 
 
Por consiguiente, se pudo confirmar que la aparición de subproductos disminuyó notablemente y se produjo 2,3-
butanodiol con alta pureza mediante la eliminación simultánea de subproductos tales como ácido fórmico, etanol y 50 
similares, a través de la deleción de los genes ldhA y pflB. Con respecto a esto, se pudo confirmar que la deleción 
del gen (ldhA), que codifica la enzima de deshidrogenación del ácido láctico (lactato deshidrogenasa) de Klebsiella 
oxytoca, y el gen (pflB), que codifica la piruvato-formiato liasa, es, significativamente, importante para la producción 
de 2,3-butanodiol en diversas etapas de rutas para producir 2,3-butanodiol (Figura 6) (Tabla 3). 

55 
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<Ejemplo experimental 3> 
 
Se probó si se mejoró o no la capacidad de producción de 2,3-butanodiol en el momento de eliminar un gen 
implicado en la aparición de subproductos en competición con la biosíntesis de 2,3-butanodiol en un microorganismo 
que produce 2,3-butanodiol. adhE es un gen que codifica una enzima de deshidrogenación de alcoholes 5 
(aldehído/alcohol deshidrogenasa) directamente implicada en la aparición de etanol, que es un subproducto en la 
producción de 2,3-butanodiol. Por consiguiente, se cultivó la Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo 
comparativo 3, de la cual se eliminaron ldhA y adhE, y se comparó 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. 10 
 
Como resultado, en el ejemplo comparativo 3, del cual se eliminaron simultáneamente ldhA y adhE de Klebsiella 
oxytoca, la cantidad de producción de 2,3-butanodiol disminuyó bastante para ser 25,96 g/l en comparación con el 
ejemplo comparativo 2 (Klebsiella oxytoca ∆ldhA, 2,3-BDO 29,91 g/l). Además, en el ejemplo comparativo 3, el 
rendimiento de producción de 2,3-butanodiol fue 0,27, que fue menor que el del ejemplo comparativo 2 (0,32) y la 15 
selectividad del mismo fue del 55 %, que fue menor que la del ejemplo comparativo 2 (59 %) y la productividad (g/l/h) 
fue 0,36, que es notablemente menor que la del ejemplo comparativo 2 (1,07). Además, en el ejemplo comparativo 
3, la cantidad de producción de etanol disminuyó en comparación con el ejemplo comparativo 2; sin embargo, la 
capacidad de producción de 2,3-butanodiol se deterioró bastante. 
 20 
Además, aunque se compara con el ejemplo 1, pudo apreciarse que la capacidad de producción de 2,3-butanodiol 
del ejemplo comparativo 3 disminuyó notablemente (Tabla 4). Por consiguiente, se pudo confirmar que a pesar de 
que se eliminó el gen implicado en la aparición de subproductos, no fue favorable para la producción de 2,3-
butanodiol. 

25 
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<Ejemplo experimental 4> Cambio en la producción de 2,3-butanodiol de acuerdo con el cambio en la cantidad de 
suministro de oxígeno 
 
Se evaluaron los efectos del cambio en la cantidad de oxígeno disuelto en un medio que depende de la velocidad de 
agitación durante el cultivo, en un rendimiento de producción, una productividad y selectividad de 2,3-butanodiol 5 
mediante la utilización de la Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo 1. 
 
En primer lugar, se inoculó el microorganismo recombinante del ejemplo 1 en 250 ml de medio compuesto que 
incluye 9 g/l de glucosa (50 mM) y se cultivó a 37 °C durante 16 horas. Después, se inoculó el fluido de cultivo 
obtenido en 3 l de medio compuesto y se realizó fermentación discontinua. La fermentación se realizó en 10 
condiciones microaerobias (velocidad aeróbica de 1 vvm), a una concentración inicial de glucosa de 90 g/l, pH 6,8 y 
una temperatura de cultivo de 37 °C, con diversas velocidades de agitación, por ejemplo, 150 rpm, 250 rpm, 350 rpm 
y 450 rpm. Se utilizó NH4OH 5N para controlar el pH durante la fermentación. Se tomaron muestras de las cepas de 
Klebsiella oxytoca recombinante durante la fermentación y se obtuvieron tasas de crecimiento mediante la medición 
de la densidad óptica a 600 (DO 600) de las muestras tomadas. Después, se centrifugaron las muestras tomadas a 15 
13.000 rpm durante 10 minutos y se analizaron metabolitos del sobrenadante y la concentración de 2,3-butanodiol 
(2,3-BDO) de las mismas mediante cromatografía líquida (HPLC). 
 
Como resultado, en la cepa de Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo 1, la productividad (g/l/h) de 2,3-
butanodiol fue cambiando en gran medida dependiendo del cambio en la velocidad de agitación. Es decir, se pudo 20 
confirmar que en el momento de la agitación a una velocidad de agitación de 450 rpm, la productividad de 2,3-
butanodiol aumentó en 5 veces o más en comparación con la agitación a una velocidad de agitación de 150 rpm 
(Tabla 5, Figura 7 a 11). Se puedo confirmar que el cambio en la cantidad de suministro de oxígeno que depende de 
la velocidad de agitación pudo mejorar la productividad del ejemplo 1. 
 25 

[Tabla 5] 

Velocidad de agitación 
(rpm) 

2,3-Butanodiol 

Concentración (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> Producción de 2,3-butanodiol a través de fermentación discontinua alimentada en 
condiciones aerobias (agitación a velocidad de agitación de 450 rpm) 
 30 
Se realizó fermentación discontinua alimentada para producir 2,3-butanodiol mediante la utilización de la cepa del 
ejemplo 1 mientras se mantiene una velocidad de agitación de 450 rpm que presentó la productividad más mejorada 
basándose en los resultados de ejemplo experimental 4. 
 
En primer lugar, se inoculó la cepa de Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo 1 en 250 ml de medio compuesto 35 
que incluye 9 g/l de glucosa (50 mM) y se cultivó a 37 °C durante 16 horas y, luego, se inoculó el fluido de cultivo 
obtenido en 3 l de medio compuesto y se realizó el cultivo discontinuo alimentado. En el presente caso, la 
fermentación se realizó en condiciones microaerobias (velocidad aeróbica de 1 vvm), a una concentración inicial de 
glucosa de 90 g/l, pH 6,8 y una temperatura de cultivo de 37 °C. La velocidad de agitación se mantuvo 
constantemente a 450 rpm. Se utilizó NH4OH 5N para controlar el pH durante la fermentación. Cuando disminuyó la 40 
concentración de glucosa a 10 g/l o menos durante la fermentación, se introdujo una solución de glucosa de 700 g/l 
o más. Se tomó una muestra de la cepa de Klebsiella oxytoca recombinante durante la fermentación y se obtuvo una 
tasa de crecimiento mediante la medición de la densidad óptica a 600 (DO 600) de la muestra tomada. Después, se 
centrifugó la muestra tomada a 13.000 rpm durante 10 minutos y se analizaron el metabolito del sobrenadante y la 
concentración de 2,3-butanodiol de la misma mediante cromatografía líquida (HPLC). 45 
 
Como resultado, se pudo confirmar que cuando la velocidad de agitación se mantuvo continuamente a 450 rpm, la 
capacidad de producción de 2,3-butanodiol no se mantuvo de forma continua (Tabla 6). En particular, se pudo 
confirmar que cuando la concentración de acetoína era superior a 10 g/l, la capacidad de producción de 2,3-
butanodiol disminuyó notablemente (Figura 12). Se pudo apreciar que se necesitó que se controlara la velocidad de 50 
agitación del cultivo discontinuo alimentado basándose en los resultados del cultivo discontinuo alimentado realizado 
a la velocidad de agitación mantenida a 450 rpm, y se necesitó que se determinase un punto temporal para controlar 
la velocidad de agitación basándose en la concentración de acetoína a acumularse. 
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[Tabla 6] 

Cepa 

2,3-Butanodiol 

Concentración 
(g/l) 

Productividad 
(g/l/h) 

Rendimiento 
(g/g) 

Selectividad 
(%) 

Acetoína 
(g/l) 

Ácido 
succínico 
(g/l) 

Ácido acético 
(g/l) 

Ejemplo 
1 57,7 1,65 29 63 13,44 12,38 5,32 

 
<Ejemplo experimental 6> Producción de 2,3-butanodiol a través de fermentación discontinua alimentada 
 
Se inoculó la cepa de Klebsiella oxytoca recombinante del ejemplo 1 en 250 ml de medio compuesto que incluye 9 5 
g/l de glucosa (50 mM) y se cultivó a 37 °C durante 16 horas. Después, se inoculó el fluido de cultivo obtenido en 3 l 
de medio compuesto y se realizó el cultivo discontinuo alimentado. En el presente caso, se realizó la fermentación 
en condiciones microaerobias (velocidad aeróbica de 1 vvm), a una concentración inicial de glucosa de 90 g/l, 
pH 6,8, una temperatura de cultivo de 37 °C y una velocidad de agitación de 450 rpm. Se utilizó NH4OH 5N para 
controlar el pH durante la fermentación. Cuando disminuyó la concentración de glucosa a 10 g/l o menos durante la 10 
fermentación, se introdujo una solución de glucosa de 700 g/l o más. Además, en un punto temporal en el que la 
concentración de acetoína, que es uno de los subproductos, es 7 g/l, se realizó la fermentación mediante el cambio 
de la velocidad de agitación de 450 a 350 rpm. Se tomó una muestra de la cepa de Klebsiella oxytoca recombinante 
durante la fermentación y se obtuvo una tasa de crecimiento mediante la medición de la densidad óptica a 600 (DO 
600) de la muestra tomada. Después, se centrifugó la muestra tomada a 13.000 rpm durante 10 minutos y se 15 
analizaron el metabolito del sobrenadante y la concentración de 2,3-butanodiol de la misma mediante cromatografía 
líquida (HPLC). 
 
Como resultado, en comparación con el cultivo discontinuo alimentado realizado mediante el mantenimiento de 
manera uniforme de la velocidad de agitación a 450 rpm en el ejemplo experimental 5, toda la concentración, la 20 
productividad, el rendimiento y la selectividad de 2,3-butanodiol aumentó en gran medida en 74,5 %, 29,7 %, 55,2 % 
y 27,0 %, respectivamente. Por lo tanto, se pudo confirmar que la producción 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 oxígeno disuelto que 
depende de la velocidad de agitación. Por consiguiente, se determinó que la productividad de 2,3-butanodiol pudo 
mejorarse mediante el control de la velocidad de agitación para controlar la cantidad de oxígeno disuelto en el medio 25 
(Tabla 7, Figura 13). 
 

[Tabla 7] 

Cepa 

2,3-Butanodiol 

Concentración 
(g/l) 

Productivida
d 
(g/l/h) 

Selectividad 
(%) 

Acetoína 
(g/l) 

Ácido 
succínico 
(g/l) 

Ácido acético 
(g/l) 

Ejemplo 1 100,66 2,14 80 5,19 14,76 2,73 

 
[APLICABILIDAD INDUSTRIAL] 30 
 
La presente invención 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 
ácido fórmico 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. El microorganismo recombinante de la presente 35 
invención puede producir 2,3-butanodiol con alta selectividad y concentración. 
 

<110> GS CALTEX CORPORATION 
 
<120> MICROORGANISMO RECOMBINANTE QUE TIENE CAPACIDAD MEJORADA DE PRODUCIR 40 
BUTANODIOL Y MÉTODO PARA PRODUCIR BUTANODIOL QUE UTILIZA EL MISMO 
 
<130> DOP130178PCT 
 
<150> 10-2013-0028884 45 
<151> 18/03/2013 
 
<150> 10-2013-0114791 
<151> 26/09/2013 
 50 
<160> 20 
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<170> KopatentIn 2.0 
 
<210> 1 
<211> 990 
<212> ADN 5 
<213> Klebsiella oxytoca 
 
<400> 1 
 

 10 
 

<210> 2 
<211> 595 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> homólogo del gen ldhA 
 
<400> 2 20 
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<210> 3 
<211> 30 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 10 
<400> 3 
cacggatcca tgacgttcgc taaatcctgc 30 
 
<210> 4 
<211> 40 15 
<212> ARN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 20 
 
<400> 4 
gcacaaaagg gcaaggaaaa aagacttttc tccagtgata 40 
 
<210> 5 25 
<211> 591 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> homólogo del gen ldhA 
 
<400> 5 
 

 35 
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<210> 6 
<211> 40 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 10 
<400> 6 
 
tatcactgga gaaaagtctt ttttccttgc ccttttgtgc 40 
 
<210> 7 15 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> cebador 
 
<400> 7 
 
cctgcggccg ctaattatta attcatcagg tc 32 25 
 
<210> 8 
<211> 1146 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> fragmento de ADN 
 
<400> 8 35 
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<210> 9 
<211> 2283 
<212> ADN 5 
<213> Klebsiella oxytoca 
 
<400> 9 
 

 10 
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<210> 10 
<211> 635 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> homólogo del gen pflB 
 10 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 39 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 10 
<400> 11 
atcggatccg ggtcaactgg cgaaaaactg gctcaacgt 39 
 
<210> 12 
<211> 46 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 20 
 
<400> 12 
gagtaataac gtcctgctgc tgtaactttt cattaagctc ggacat 46 
 
<210> 13 25 
<211> 669 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> homólogo del gen pflB 
 
<400> 13 
 

 35 
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<210> 14 
<211> 46 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 10 
<400> 14 
atgtccgagc ttaatgaaaa gttacagcag caggacgtta ttactc 46 
 
<210> 15 
<211> 41 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 20 
 
<400> 15 
actgcggccg cgcttgagat cgagcatcac caggtcggtg a 41 
 
<210> 16 25 
<211> 1258 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> fragmento de ADN 
 
<400> 16 
 

 35 
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<210> 17 
<211> 28 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 10 
<400> 17 
ccatctgcat cgtatccgct ggcttaat 28 
 
<210> 18 
<211> 26 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 20 
 
<400> 18 
gctgaagcgg ttgcacatat tacctg 26 
 
<210> 19 25 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> cebador 
 
<400> 19 
accatcacta agggttgttt caggcagtaa 30 5 
 
<210> 20 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 20 15 
gctaaaaagg ccccacttgc gtggagcctt 30 
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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 ácido fórmico y una ruta para 
convertir piruvato en lactato en un microorganismo que tiene rutas biosintéticas de acetil-CoA y lactato, 5 
y el microorganismo es Klebsiella. 
 
2. El microorganismo recombinante de la reivindicación 1, en el que se inhiben la ruta para convertir piruvato en 
acetil-CoA y la ruta para convertir piruvato en ácido fórmico mediante la inhibición de la piruvato-formiato liasa. 
 10 
3. El microorganismo recombinante de la reivindicación 1, en el que se inhibe la ruta para convertir piruvato en 
lactato mediante la inhibición de la lactato deshidrogenasa. 
 
4. El microorganismo recombinante de la reivindicación 1, en el que se eliminan o se inhiben pflB y ldhA, siendo el 
pflB un gen que codifica piruvato-formiato liasa y siendo el ldhA un gen que codifica lactato deshidrogenasa. 15 
 
5. El microorganismo recombinante de la reivindicación 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 reivindicación 1, en el que la selectividad de 2,3-butanodiol es del 70 % o 20 
más basada en cultivo discontinuo. 
 
7. El microorganismo recombinante de la reivindicación 1, en el que el rendimiento de 2,3-butanodiol es 0,35 g/g o 
más basado en cultivo discontinuo. 
 25 
8. El microorganismo recombinante de la reivindicación 1, en el que la selectividad de 2,3-butanodiol es del 70 % o 
más basada en cultivo discontinuo alimentado. 
 
9. El microorganismo recombinante de la reivindicación 1, en el que la selectividad de 2,3-butanodiol es del 80 % o 
más basada en cultivo discontinuo alimentado. 30 
 
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. 35 

 
11. El método de la reivindicación 10, en donde el cultivo se realiza en condiciones aerobias. 
 
12. El método de la reivindicación 10, en donde el cultivo controla la productividad de 2,3-butanodiol mediante el 
control de la cantidad de suministro de oxígeno. 40 
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