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DESCRIPCION
Produccién de acido glicélico mediante fermentacion a partir de recursos renovables.
Campo de la invenciéon

La invencién comprende un procedimiento para la bioconversion a acido glicélico, de una fuente de carbono
fermentable, por un microorganismo desarrollado de manera aerdbica.

Antecedentes de la invenciéon

El acido glicdlico (HOCH,COOH) es el primer miembro de la familia de acidos alfa-hidroxi, de acidos carboxilicos. El
acido glicdlico presenta una doble funcionalidad tanto con alcohol como con grupos funcionales acidos
moderadamente fuertes, en una molécula muy pequefa. Esto logra atributos quimicos de caracter unico asi como
una quimica tipica acida y alcohdlica.

El &cido glicdlico utiliza tanto los grupos hidroxilo como los grupos acido carboxilico para formar complejos de anillo
de cinco miembros (quelatos) con metales polivalentes. Esta capacidad de acomplejamiento de iones metalicos es
util en la disolucién de escala de agua dura y en la prevencion de depdsito, en especial, en aplicaciones de limpieza
acida en las que la buena capacidad de enjuague es un factor clave. El acido glicélico pasa por reacciones con
acidos y alcoholes organicos para formar ésteres. Los ésteres glicélicos de alquilo de bajo peso molecular presentan
unas propiedades de solvencia inusuales, y pueden utilizarse como un reemplazo para n- e iso-propanol,
etilendiamina, fenol, m-cresol, acetato de 2-etoxietilo y lactato de etilo y metilo. Los ésteres de alquilo de peso
molecular méas alto pueden utilizarse en formulaciones de productos para el cuidado personal. El acido glicélico
puede reaccionar con si mismo para formar dimero de glicélido, oligémeros de poliéster de cabeza a cola y polimeros
de cadena larga. Pueden prepararse copolimeros con otros alfa hidroxiacidos tales como acido lactico. Los polimeros
de poliésteres se hidrolizan gradualmente en entomos acuosos, a velocidades controlables. Esta propiedad los hace
utiles en aplicaciones biomédicas, tales como suturas solubles, y en aplicaciones en las que se necesita la liberacion
controlada de acido, para reducir el pH. En la actualidad, se consumen anualmente mas de aproximadamente
14000000 kg (15000 toneladas) de acido glicolico en los Estados Unidos.

Son divulgados en la técnica unos procedimientos para la conversiéon enzimatica de un sustrato en acido glicolico.
Todos estos procedimientos comprenden preparar una enzima cultivando un microorganismo y utilizar a continuacién
la enzima que es producida, posiblemente con la célula de microorganismo completa, para convertir un sustrato de
complejo en un medio de reaccion. El sustrato de complejo puede ser glicolonitrilo, convertido en glicolato mediante
una nitrilasa (documento WO 02/068658; documento JP 09 028390). El sustrato de complejo puede ser un acido 2-
oxo-carboxilico convertido estereoespecificamente en el acido (R)-2-hidroxi carboxilico con la combinacién de dos
enzimas, YiaE y una glucosa deshidrogenasa (Yun & al., Biotechnology Progress, vol. 21, n° 2, 2005, 366-371). El
sustrato puede ser etilenglicol, convertido en glicolato mediante lactaldehido reductasa y lactaldehido
deshidrogenasa (documento WO-A-2005106005). Para la produccion biolégica de &cido glicolico, presentada en la
figura 1, se requiere la formacion de glioxilato como un un producto intermedio, que es reducido a glicolato por una
oxidorreductasa dependiente de NADPH (nicotinamida adenosina dinucleétido fosfato), codificada por el gen ycdwW
(Nunez y col. (2001): Biochemistry; 354; 707-715). El glioxilato es un producto intermedio del ciclo de glioxilato (ciclo
de acido tricarboxilico y derivacién de glioxilato, resefiado por Neidhardt, F. C. (Director de Ed.); R. Curtiss lll; J. L.
Ingraham; E. C. C. Lin; K. B. Low; B. Magasanik; W. S. Reznikoff; M. Riley; M. Schaechter; y H. E. Umbarger (eds.);
1996: Escherichia coli and Salmonella: Cellular and Molecular Biology. American Society for Microbiology). En este
ciclo, el isocitrato es disociado en succinato y glioxilato, una reaccién que es catalizada por isocitrato liasa, codificada
por el gen AceA. El succinato entra directamente en el ciclo de acido citrico, y es convertido en oxaloacetato. El
glioxilato se convierte en malato, mediante la incorporacién de una molécula de acetil-CoA derivada de acetato, una
reaccion catalizada por las dos isoenzimas malato sintasas codificadas por aceB y gc/B. La entrada de carbono en la
desviacién de glioxilato es regulada en el nivel de transcripcion y postranscripcion. La regulacion transcripcional es
ejercida sobre el operén aceBAK por el represor IcIR. AceBAK codifica malato sintasa, isocitrato liasa e isocitrato
cinasa/fosfatasa, respectivamente. El gen iclR es autorregulado de manera negativa y activado por la proteina FadR.
La actividad de isocitrato deshidrogenasa, codificada por el gen icd, es regulada en forma postranscripcién. La
isocitrato deshidrogenasa y la isocitrato liasa compiten por el sustrato comun isocitrato. Debido a que el valor K, para
isocitrato es significativamente superior para la reaccion de isocitrato liasa, la entrada en la via de glioxilato depende,
en parte, de la regulacién de la enzima isocitrato deshidrogenasa. La actividad de isocitrato deshidrogenasa es
modulada por su fosforilacion o defosforilacién catalizada por AceK. La fosforilacion reduce la actividad de lcd, y la
defosforilacion reactiva la enzima lcd. La accién de AceK como cinasa o fosfatasa depende de la presencia de varios
metabolitos. La reduccion de isocitrato y 3-fosfoglicerato estimula la actividad de cinasa; la presencia de piruvato y
AMP inhibe la funcién de cinasa, para favorecer de ese modo la actividad de fosfatasa (ver, ademas, Neidhard). El
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glioxilato puede ser convertido en tartronato semialdehido por una glioxilato carboligasa codificada por gcl, y en 2-
ceto-4-hidroxi glutarato, por una 2-ceto-3-desoxigluconato 6-fosfato aldolasa, codificada por eda; mientras que el
glicolato puede ser reducido a glicoaldehido por una glicoaldehido deshidrogenasa dependiente de NAD®
(nicotinamida adenosina dinucleétido) codificada por aldA, u oxidado a glioxilato por una glicolato oxidasa
dependiente de NAD" codificada por glcDEF.

El problema que la presente invencién debe resolver es la produccion biolégica de acido glicélico a partir de un
sustrato de carbono econdmico, tal como glucosa u otros azucares. La cantidad de etapas bioquimicas y la
complejidad de las vias metabdlicas requieren, para un procedimiento industrial factible para la produccién de acido
glicolico, el uso de un catalizador de célula entera metabdlicamente disefiado.

Sumario de la invencién

En el contexto de la presente invencidn se ha resuelto el problema planteado y la presente invencién proporciona un
procedimiento para la bioconversién de una fuente de carbono fermentable apta para ser metabolizada por un
microorganismo recombinante modificado para convertir directamente dicha fuente de carbono en acido glicdlico. El
microorganismo es modificado para atenuar la conversion de glioxilato en productos diferentes a glicolato, con la
atenuacion de la expresion de por lo menos un gen, seleccionado de entre los genes siguientes implicados en el
metabolismo de glioxilato:

aceB que codifica la malato sintasa,

glcB que codifica la segunda malato sintasa,

gcl que codifica la glioxilato carboligasa,

eda que codifica la 2-ceto-desoxigluconato 6-fosfato aldolasa.

La fuente de carbono fermentable es un azicar seleccionado de entre monosacaridos, disacaridos, trisacaridos,
oligosacaridos y polisacaridos. El procedimiento de la invencion comprende las etapas siguientes:

a) fermentar el microorganismo para producir acido glicélico convirtiendo la fuente de carbono en &cido glicdlico,
b) concentrar el acido glicdlico en las bacterias o en el medio y

c) recuperar el acido glicélico del caldo de fermentacion y/o la biomasa que permanece opcionalmente en partes
o en la cantidad total (0-100%) del producto final. Se utiliza la glucosa como un modelo de sustrato y se utiliza
E. coli recombinante como el hospedador modelo. En un aspecto de la presente invencioén, se construyen E.
coli recombinantes, que no pueden metabolizar glioxilato en otros compuestos diferentes de glicolato,
mediante la inactivacién de los genes que aceB’ gicB’, glc y eda. En otro aspecto de la presente invencion, se
usa una actividad de glioxilato reductasa dependiente de NADPH, para reducir el glioxilato téxico en glicolato,
utilizando unos genes codificantes endégenos como ycdW o yiaE. En un aspecto adicional de la presente
invencion el gen que codifica las enzimas metabolizadoras de glicolato, glicolato oxidasa (g/cDEF) y
glicoaldehido deshidrogenasa (aldA), es eliminado. Ademas, el flujo en la via de glioxilato es incrementada por
i) el aumento del nivel de AceA, mediante la inactivacion del gen icIR, o directamente, el aumento de la
expresion de aceA; ii) la disminucion del nivel de expresién o la inactivacion del gen que codifica la isocitrato
deshidrogenasa (icd); e iii) la inactivacion de los genes que codifican la piruvato oxidasa (poxB) y la via de
acetato (ack, pta). En un aspecto final de la presente invencion, se obtiene un mejor rendimiento de la
produccion de glicolato, por medio de la mayor disponibilidad de NADPH, mediante la inactivaciéon de los
genes que codifican la glucosa-6-fosfato isomerasa (pgi), la 6-fosfogluconato deshidratasa (edd) y la
transhidrogenasa soluble (udhA). La presente invencion puede aplicarse, en general, para incluir cualquier
sustrato de carbono que sea convertido sin dificultad en acetil-coA.

Por lo tanto, un objetivo de la presente invencién consiste en proporcionar un organismo recombinado, util para la
produccion de acido glicodlico, que comprende: (a) por lo menos la inactivacion de todos los genes codificadores de
malato sintasas, glioxilato carboligasas y 2-ceto-3-desoxigluconato 6-fosfato aldolasa; (b) por lo menos un gen que
codifica un polipéptido que presenta una actividad de glioxilato reductasa dependiente de NADPH; y (c) por lo menos
la inactivacién de los genes que codifican la oxidacion de glicolato dependiente de NAD" a glioxilato. Opcionalmente,
el organismo recombinado puede comprender: i) mutaciones de inactivacion en genes enddgenos seleccionados de
entre el grupo que consiste en: (a) un gen que codifica un represor de la via de glioxilato; (b) un gen que codifica un
polipéptido que presenta una actividad de glucosa-6-fosfato isomerasa; (c) un gen que codifica un polipéptido que
presenta una actividad de transhidrogenasa soluble; (d) un gen que codifica un polipéptido que presenta una
actividad de 6-fosfogluconato deshidratasa; (e) genes que codifican polipéptidos que presentan unas actividades de
fosfo-transacetilasa y acetato cinasa; (f) un gen que codifica la actividad de piruvato oxidasa; (g) un gen que codifica
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la actividad de glicoaldehido deshidrogenasa; ii) mayor nivel de un gen que codifica la isocitrato liasa; y iii) menor
nivel, o inactivacién, de un gen que codifica un polipéptido que presenta una actividad de isocitrato deshidrogenasa.

En otra forma de realizacién, la invencion proporciona un procedimiento para la produccion de acido glicélico a partir
de un organismo recombinado, que comprende: (a) el contacto del organismo recombinado de la presente invencion,
con por lo menos una fuente de carbono seleccionada de entre el grupo que consiste en monosacaridos,
oligosacaridos, polisacaridos y sustratos de carbono simple, con lo cual se produce glicolato; opcionalmente, (b) la
recuperacion del acido glicélico producido en la etapa (a), a una etapa de polimerizacion hasta por lo menos dimeros
de acido glicdlico; y (c) la recuperacién de acido glicolico mediante la despolimerizacion a partir de dimeros,
oligémeros y polimeros de acido glicélico.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos adjuntos, que se incorporan a la memoria y forman parte de la misma, ejemplifican la invencion, y junto
con la descripcidn, tienen la funcion de explicar los principios de la presente invencion.

La figura 1 representa el disefio genético de la glicdlisis, el ciclo de TCA (acido tricarboxilico) y la via de glioxilato
en el desarrollo del sistema de produccién de acido glicélico a partir de carbohidratos.

La figura 2 es un diagrama que muestra la construccién del vector pME101-ycdW.
Descripcion detallada de la invencion

De acuerdo con la presente solicitud, pueden usarse los siguientes términos para la interpretacion de las
reivindicaciones y de la memoria.

El término “cepa mutante” se refiere a una cepa no natural.

El término “microorganismo” se refiere a toda clase de organismos unicelulares, entre ellos, organismos procariotas
como bacterias, y organismos eucariotas, como levaduras. Las bacterias incluyen en particular: Enterobacteriaceae,
Bacillaceae, Streptomycetaceae y Corynebacteriaceae. La Enterobacteriaceae comprende en particular pero no
exclusivamente los géneros Escherichia, Klebsiella, Salmonella y Pantoea.

El término “transformacion” o “transfeccién” se refiere a la adquisicion de nuevos genes en una célula, tras la
incorporacion de acido nucleico exdgeno. El término “transformante” se refiere al producto de una transformacion. El
término “genéticamente alterado” se refiere al procedimiento de cambio de material hereditario mediante la
transformacion o mutacion.

El término “atenuacién” se refiere a la menor expresion de un gen, o a la menor actividad de la proteina, producto del
gen. El experto en la materia conoce numerosos medios para obtener este resultado; por ejemplo:

- la introduccion de una mutacion en el gen, para disminuir el nivel de expresion de este gen, o el nivel de
actividad de la proteina codificada;

- el reemplazo del promotor natural del gen por un promotor de baja fuerza, para lograr menor expresion;

- el uso de elementos desestabilizadores del correspondiente ARN mensajero o de la proteina;

- la eliminacion del gen, si no es necesaria la expresion.
El término “expresion” se refiere a la transcripcion y traduccion de un gen a la proteina, producto del gen.
El término “plasmido” o “vector”, de acuerdo con la presente solicitud, se refiere a un elemento cromosémico
adicional que a menudo porta genes que no son parte del metabolismo central de la célula, y habitualmente, en forma
de molécula de ADN de doble hebra circular.
El término “sustrato de carbono” o “fuente de carbono” significa cualquier fuente de carbono apta para ser
metabolizada por un microorganismo, en el que el sustrato contiene por lo menos un atomo de carbono. Los autores
se refieren en particular a fuentes de carbono renovables, econdmicas y fermentables tal como monosacaridos,

oligosacaridos, polisacaridos, sustratos de un solo carbono, y polioles tal como glicerol. El sustrato de un sélo
carbono se define como moléculas de carbono que contienen Unicamente un atomo de carbono tal como metanol.
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Los monosacaridos de la formula (CH20), también se denominan osas u “azicares simples”; los monosacaridos
incluyen sacarosa, fructosa, glucosa, galactosa y manosa. Otras fuentes de carbono que comprenden mas de un
monosacarido se denominan disacaridos, trisacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. Los disacaridos incluyen
sacarosa (sucrosa), lactosa y maltosa. El almidon y hemicelulosa son polisacaridos, también conocidos como
“azucares complejos”: Por lo tanto el término “fuente de carbono” hace referencia a cualquier producto como se
mencioné anteriormente y las mezclas de los mismos.

El término “ATCC” representa la American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Md. 20852, U.
S. A

Los términos “glioxilato” y “acido glioxilico” se usan de modo indistinto.
Los términos “glicolato” y “acido glicdlico” se usan indistintamente.

En la descripcion de la presente invencion, las enzimas se identifican por sus actividades especificas. Esta definicion,
por lo tanto, incluye todos los polipéptidos que presentan la actividad especifica definida, también presente en otros
organismos, mas en particular, en otros microorganismos. A menudo, las enzimas con actividades similares pueden
ser identificadas por su agrupacion en ciertas familias definidas como PFAM o COG.

La PFAM (base de datos de familias de proteinas de alineaciones y modelos Markov escondidos;
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam) representa una gran coleccion de alineaciones de secuencias de proteinas.
Cada PFAM hace posible la visualizacion de mudltiples alineaciones, la observacién de dominios de proteina, la
evaluacion de la distribucion entre organismos, el acceso a otras bases de datos, y la visualizacion de estructuras de
proteinas conocidas.

Los COG (racimos de grupos de ortélogos de proteinas; http://www.ncbi.nim.nih.gov/COG/) se obtienen mediante la
comparacién de secuencias de proteinas de 43 genomas completamente secuenciados que representan 30 lineas
filogénicas principales. Cada COG se define a partir de por lo menos tres lineas, lo que permite la identificacion de
dominios conservados anteriores.

Los medios para la identificacion de secuencias homélogas y sus porcentajes de homologia son bien conocidos por
el experto en la materia, y comprenden, en particular, los programas BLAST, que pueden usarse desde el sitio de
Internet http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, con los parametros por defecto indicados en dicho sitio de Internet. Las
secuencias obtenidas a continuacion pueden ser explotadas (por ejemplo, alineadas), usando, entre otros, los
programas CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) o MULTALIN (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/cgi-
bin/multalin.pl), con los parametros por defecto indicados en dichos sitios de Internet.

Usando las referencias proporcionadas en GenBank para genes conocidos, los expertos en la materia pueden
determinar los genes equivalentes en otros organismos, en cepas bacterianas, levaduras, hongos, mamiferos,
plantas, etc. Este trabajo de rutina se realiza de modo conveniente utilizando secuencias de consenso que pueden
ser determinadas efectuando alineaciones de secuencias con genes derivados de otros microorganismos, y
disefiando sondas de degeneracion para clonar el gen correspondiente en otro organismo. Estos métodos de rutina
de biologia molecular son bien conocidos por el experto en la materia, y se describen, por ejemplo, en la referencia
de Sambrook et al. (1989 Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring
Harbor, New York).

La presente invencién proporciona un método para la produccién de acido glicolico, sus derivados o precursores, por
fermentacion, mediante el cultivo de un microorganismo en un medio de cultivo apropiado que comprende una fuente
de carbono, y la recuperacién de acido glicélico desde el medio de cultivo.

Una forma de realizacion adicional de la invencion proporciona un método en el que el microorganismo es modificado
de manera que presenta una baja capacidad de conversion de glioxilato, excepto para producir glicolato, debido a la
atenuacion de genes que codifican enzimas que consumen glioxilato, un precursor clave de glicolato: genes aceB y
gcB, que codifican malato sintasas, gcl, que codifica glioxilato carboligasa, y eda, que codifica 2-ceto-3-
desoxigluconato 6-fosfato aldolasa.

En otra forma de realizacién de la invencion, el microorganismo contiene por lo menos un gen que codifica un
polipéptido que cataliza la conversion de glioxilato en glicolato.

En particular, se presenta un gen que codifica una enzima glioxilato reductasa dependiente de NADPH, para
convertir, en condiciones aerdbicas, el producto intermedio glioxilato toxico en el producto final de baja toxicidad,
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glicolato. El gen puede ser exégeno o enddgeno, y puede ser expresado en forma cromosémica o extracromosomica.
Un gen que codifica glioxilato reductasa dependiente de NADPH puede tomarse de entre los genes ycdW o yiaE del
genoma de E. coli MG1655. En una forma de realizacion preferida, la expresion de por lo menos uno de dichos genes
es mayor. Si es necesario, puede obtenerse un alto nivel de actividad de glioxilato reductasa dependiente de NADPH,
a partir de genes ubicados cromosomicamente, utilizando una o varias copias sobre el genoma, que pueden
introducirse por medio de métodos de recombinacién conocidos por el experto en la materia. Para genes
extracromosOmicos, pueden usarse diferentes tipos de plasmidos que difieren con respecto a su origen de
replicacion, y en consecuencia, con respecto a su numero de copias en la célula. Estos pueden presentarse como 1-
5 copias, ca. 20 o hasta 500 copias que corresponden a plasmidos de bajo numero de copias con ajustada
replicaciéon (pSC101, RK2), plasmidos de bajo niumero de copias (pPACYC, pRSF1010) o plasmidos de alto nimero de
copias (pSK bluescript Il). Los genes ycdW o yiaE pueden ser expresados usando promotores con diferente fuerza,
que deben ser inducidos o no, por moléculas inductoras. Los ejemplos son los promotores Prtc, Ptac, Plac y el
promotor lambda cl u otros promotores conocidos por el experto en la materia. La expresion de los genes ademas
puede ser reforzada por elementos que estabilizan el ARN mensajero correspondiente (Carrier y Keasling (1998):
Biotechnol. Prog.; 15; 58-64) o la proteina (por ejemplo, marcas GST, Amersham Biosciences).

En una forma de realizacion adicional de la invencion, el microorganismo es modificado de manera que no puede
metabolizar sustancialmente el glicolato. Este resultado puede lograrse mediante la atenuacién de por lo menos uno
de los genes que codifican enzimas que consumen glicolato (glcDEF, que codifica glicolato oxidasa, y aldA, que
codifica glicoaldehido deshidrogenasa). La atenuacion de genes puede llevarse a cabo por medio del reemplazo del
promotor natural por un promotor de baja fuerza, o por un elemento desestabilizador del correspondiente ARN
mensajero o de la proteina. Si es necesario, puede lograrse ademas la atenuacion completa del gen, mediante una
eliminacion de la correspondiente secuencia de ADN.

En otra forma de realizacion, el microorganismo utilizado en el método de la invencion es transformado para
incrementar el flujo de la via de glioxilato.

El flujo en la via de glioxilato puede aumentarse por diferentes medios, y en particular:
i) disminuyendo la actividad de la enzima isocitrato deshidrogenasa (Icd);
ii) disminuyendo la actividad de por lo menos una de las siguientes enzimas:

- fosfo-transacetilasa, codificada por el gen pta
- acetato cinasa, codificada por el gen ack

- piruvato oxidasa, codificada por el gen poxB
- mediante la atenuacién de los genes;

iii) aumentando la actividad de la enzima isocitrato liasa, codificada por el gen aceA.

La disminucién del nivel de isocitrato deshidrogenasa puede efectuarse mediante la introduccién de promotores
artificiales que conducen la expresion del gen icd, que codifica la isocitrato deshidrogenasa; o por medio de la
introduccion de mutaciones en el gen icd, que reducen la actividad enzimatica de la proteina.

Debido a que la actividad de la proteina Icd es reducida por la fosforilaciéon, también puede ser controlada
introduciendo genes aceK mutantes que tienen mayor actividad de cinasa o menor actividad de fosfatasa, en
comparacioén con la enzima AceK natural.

El aumento de la actividad de la isocitrato liasa puede efectuarse ya sea mediante la atenuacion del nivel de genes
icIR o fadR, que codifican para represores de la via de glioxilato, ya sea mediante la estimulacién de la expresion del
gen aceA, por ejemplo, introduciendo promotores artificiales que conducen la expresion del gen, o introduciendo
mutaciones en el gen AceA que incrementan la actividad de la proteina codificada.

Una forma de realizacién de la invencion proporciona un mejor rendimiento de la produccién de glicolato, mediante el
incremento de la disponibilidad de NADPH para la glioxilato reductasa dependiente de NADPH. Esta modificacién de
las caracteristicas del microorganismo puede obtenerse a través de la atenuacion de por lo menos uno de los genes
seleccionados de entre los siguientes: pgi, que codifica la glucosa-6-fosfato isomerasa; udhA, que codifica la
transhidrogenasa soluble; y edd, que codifica la actividad de 6-fosfogluconato deshidratasa. Con tales modificaciones
genéticas, todo el glucosa-6-fosfato tendra que entrar en glicdlisis a través de la via de pentosa fosfato, y se
produciran 2 NADPH por glucosa-6-fosfato metabolizado.
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En otra forma de realizacion, la invencidon proporciona un procedimiento para la produccidon de acido glicélico por
fermentacion, a partir de un organismo recombinado, que comprende: (a) el contacto del organismo recombinado de
la presente invencién, con por lo menos una fuente de carbono seleccionada de entre el grupo que consiste en
glucosa, sacarosa, monosacaridos, oligosacaridos, polisacaridos, almidén o sus derivados, glicerol y sustratos de
carbono simple, con lo cual se produce acido glioxilico. Opcionalmente, el procedimiento comprende una etapa de
concentracion de glicolato en las bacterias o en el medio, y la aislacién de acido glicélico del caldo de fermentacion o
la biomasa que, en forma opcional, permanece en porciones o en la cantidad total (0-100%) en el producto final.
Opcionalmente, el procedimiento comprende una etapa de recuperacion del acido glicélico producido en la etapa (a),
a través de una etapa de polimerizacion hasta por lo menos dimeros de acido glicdlico; y (b) la recuperacion de acido
glicolico mediante la despolimerizacion a partir de dimeros, oligémeros y/o polimeros de acido glicolico.

Los expertos en la materia podran definir las condiciones de cultivo para los microorganismos de acuerdo con la
invencion. En particular, las bacterias son fermentadas a una temperatura entre 20°C y 55°C, preferentemente, entre
25°C y 40°C, y mas especificamente, aproximadamente 30°C para C. glutamicum, aproximadamente 37°C, para E.
coli.

La fermentacién se lleva a cabo, en general, en fermentadoras con un medio de cultivo inorganico de composicion
definida conocida, adaptada para las bacterias utilizadas, que contiene por lo menos una fuente de carbono simple, y
si es necesario, un cosustrato necesario para la produccion del metabolito.

La invencion se refiere ademas al microorganismo descrito anteriormente. Preferentemente, este microorganismo se
selecciona de entre el grupo que consiste en E. coli, C. glutamicum o S. cerevisiae.

Ejemplo 1

Construccién de cepas que no pueden metabolizar glioxilato, excepto para reducirlo a glicolato: MG1655 AaceB Agcl
AglcB

Para eliminar el gen aceB, se usa la estrategia de recombinacion homdloga descrita por Datsenko & Wanner (2000).
Esta estrategia permite la insercion de un casete de resistencia a cloranfenicol o kanamicina, y a la vez, se eliminan
la mayoria de los genes en cuestion. Para este propdsito, se usan los siguientes oligonucleétidos:

DaceBF (SEC ID n°: 1)

ggcaacaacaaccgatgaactggctttcacaaggccgtatggcgagcaggagaagcaaattcttactgccgaageggtagCATATGAATATCCTCC
TTAG

con

- una region (caracteres en minuscula) homologa a la secuencia (4213068-4213147) del gen aceB (secuencia
de referencia en el sitio de Internet http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacién del casete de resistencia a cloranfenicol
(secuencia de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645);

DaceBR (SEC ID n°: 2)

ggcggtagcectggcagggtcaggaaatcaattaactcatcggaagtggtgatetgticcatcaagegtgeggeatcgtc TGTAGGCTGGAGCTGCTT
CG

con

- una region (caracteres en minuscula) homologa a la secuencia (4214647-4214569) del gen aceB (secuencia
de referencia en el sitio de Internet http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacién del casete de resistencia a cloranfenicol
(secuencia de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucleétidos DaceBF y DaceBR se usan para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol a partir del
plasmido pKD3. El producto de PCR obtenido entonces se introduce por electroporacién en la cepa MG1655
(pKD46), en la cual la enzima recombinasa Red expresada permite la recombinaciéon homologa. A continuacién se
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seleccionan los transformantes resistentes a cloranfenicol, y se verifica la insercién del casete de resistencia por
medio de un analisis de PCR con los oligonucleétidos aceBF y aceBR, definidos a continuacion. La cepa retenida se
designa como MG1655 AaceB::Cm.

aceBF (SEC ID n°: 3): cgttaagcgattcagcaccttacc (homologo a la secuencia de 4212807 a 4212830).
aceBR (SEC ID n° 4): ccagtttctgaatagcttcc (homologo a la secuencia de 4215327 a 4215308).

A continuacion, el gen gcl es eliminado en la cepa MG1655 AaceB::Cm por medio de la transduccion. En primer
lugar, se construye la cepa MG1655 Agcl::Km usando el mismo método que el descrito anteriormente, con los
siguientes oligonucledtidos:

DgclF (SEC ID n°: 5)

ggcaaaaatgagagccgttgacgcggcaatgtatgtgctggagaaagaaggtatcactaccgecttcggtgttccgggagc TGTAGGCTGGAGCTG
CTTCG

con

- una region (caracteres en minuscula) homoéloga a la secuencia (533142-533224) de la regién del gen gc/
(secuencia de referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645);

DgipR (SEC ID n°: 6)
gcgttacgttttaacggtacggatccatccagcgtaaaccggcttcegtggtggtitggggtttatattcacacccaacccCATATGAATATCCTCCTTA
G

con

- una region (caracteres en minuscula) homoéloga a la secuencia (535720-535640) de la regién del gen gc/
(secuencia de referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacién del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucleétidos DgclF y DgipR se usan para amplificar el casete de resistencia a kanamicina a partir del
plasmido pKD4. El producto de PCR obtenido entonces se introduce por electroporacién en la cepa MG1655
(pKD46). A continuacion se seleccionan los transformantes resistentes a kanamicina, y se verifica la insercion del
casete de resistencia por medio de un analisis de PCR, con los oligonucleétidos gclF y gipR definidos a continuacion.
La cepa retenida se designa como MG1655 Agcl::Km.

gclF (SEC ID n°: 7): ggatatgcccaccttgctgaagg (homologo a la secuencia de 532795 a 532817);
gipR (SEC ID n°: 8): cgcttagtttcaatcggggaaatgg (homologo a la secuencia de 536114 a 536090).

Para transferir la eliminacién Agcl::Km, se usa el método de transduccién de fago P1. El protocolo por seguir se
implementa en dos etapas, con la preparacion del lisado de fagos de la cepa MG1655 Agcl::Km, y a continuacion, la
transduccion en la cepa MG1655 AaceB::Cm. La construccion de la cepa se describe anteriormente.

Preparacioén de lisado de fagos P1:

- Inoculacion con 100 pl de un cultivo de toda la noche de la cepa MG1655 Agcl::Km de 10 mlde LB + Km, 50
pg/ml, + glucosa, 0,2%, + CaCly, 5 mM.

- Incubacién durante 30 min a 37°C con agitacion.
- Adicién de 100 pl de lisado de fagos P1 preparado en la cepa MG1655 (aproximadamente 1,10° fagos/ml).

- Agitacion a 37°C durante 3 horas hasta el lisado de todas las células.
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- Adicién de 200 pl de cloroformo y torbellino.
- Centrifugacion durante 10 min a 4500 g para eliminar los restos celulares.
- Transferencia de sobrenadante a un tubo estéril, y adicion de 200 pl de cloroformo.
- Almacenamiento del lisado a 4°C.
Transduccion

- Centrifugacion durante 10 min a 1500 g de 5 ml de un cultivo de toda la noche de la cepa MG1655 AaceB::Cm
en medio LB.

- Suspension de la miniesfera celular en 2,5 ml de MgSO4, 10 mM; CaCl,, 5 mM.
- Tubos de control: 100 pl de células;
100 pl de fagos P1 de la cepa MG1655 Agcl::Km.
- Tubo de ensayo: 100 pl de células + 100 pl de fagos P1 de la cepa MG1655 Agcl::Km.
- Incubacién durante 30 min a 30°C sin agitacion.
- Adicién de 100 pl de citrato de sodio, 1 M, en cada tubo, y torbellino.
- Adicién de 1 ml de LB.
- Incubacién durante 1 hora a 37°C con agitacion.
- Esparcimiento sobre discos LB + Km, 50 pg/ml, tras el centrifugado de los tubos durante 3 min a 7000 rpm
- Incubacion a 37°C durante la noche.

Verificacion de la cepa.

A continuacién, se seleccionan los transformantes resistentes a kanamicina, y se verifica la eliminacion del gen
Agcl::Km por medio de un andlisis de PCR, con los oligonucleétidos gclF y gipR descritos anteriormente. La cepa
retenida se designa como MG1655 AaceB::Cm Agcl::Km.

A continuacion pueden eliminarse los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol. El plasmido pCP20, que
porta FLP recombinasa que actua en los sitios FRT de los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol, se
introduce entonces en los sitios de recombinacion, mediante electroporacion. Después de una serie de cultivos a
42°C, se verifica la pérdida de los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol por medio de un analisis de
PCR, con los mismos oligonucleétidos que los utilizados anteriormente (aceBF/aceBR y gclF/gipR). La cepa retenida
se designa como MG 1655 AaceB Agcl.

A continuacién, se elimina el gen gicB en la cepa MG1655 AaceB Agcl, mediante la transduccién. En primer lugar, se
construye la cepa MG1655 AglcB::Km usando el mismo método que el descrito anteriormente, con los siguientes
oligonucleétidos:

DalcBR (SEC ID n°: 9)

cccagagccgtttacgcattgacgccaattttaaacgttttgtggatgaagaagttttaccgggaacagggetggacgcCATATGAATATCCTCCTTA
G

con

- una regioén (caracteres en minuscula) homéloga a la secuencia (3121805-3121727) de la region del gen gicB
(secuencia de referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacion del gen de resistencia a kanamicina (secuencia de
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referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645);

DglcBF (SEC ID n°: 10)

cgcgtaaacgccaggcgtgtaataacggttcggtatagecgtttggcetgttticacgccgaggaagattaaatcgctggc TGTAGGCTGGAGCTGCTT
CG

con

- una regioén (caracteres en minuscula) homéloga a la secuencia (3119667-3119745) de la region del gen gicB
(secuencia de referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucleétidos DglcBF y DgIcBR se usan para amplificar el casete de resistencia a kanamicina a partir del
plasmido pKD4. El producto de PCR obtenido entonces se introduce por electroporacién en la cepa MG1655
(pKD46). A continuacion se seleccionan los transformantes resistentes a kanamicina, y se verifica la insercion del
casete de resistencia por medio de un anadlisis de PCR, con los oligonucleétidos glcBF y glcBR definidos a
continuacion. La cepa retenida se designa como MG1655 AglcB::Km.

glcBR (SEC ID n°: 11): gccagcaaatggcgagtge (homdlogo a la secuencia de 3122225 a 3122207).
glcBF (SEC ID n°: 12): cgcagagtatcgttaagatgtcc (homadlogo a la secuencia de 3119475 a 3119497).

Para transferir la eliminacion AglcB::Km, se usa el método de transduccion de fagos P1. Se utiliza la preparacion del
lisado de fagos de la cepa MG1655 AglcB::Km para la transduccién en la cepa MG1655 AaceB Agcl.

A continuacién, se seleccionan los transformantes resistentes a kanamicina, y se verifica la eliminacién del gen
AglcB::Km por medio de un andlisis de PCR con los oligonucleétidos definidos anteriormente, glcBF y glcBR. La cepa
retenida se designa como MG1655 AaceB Agcl/ AgleB::Km.

A continuacion puede eliminarse el casete de resistencia a kanamicina. El plasmido pCP20, que porta FLP
recombinasa que actua en los sitios FRT del casete de resistencia a kanamicina, se introduce entonces en los sitios
de recombinacién mediante la electroporacién. Después de una serie de cultivos a 42°C, se verifica la pérdida del
casete de resistencia a kanamicina por medio de un analisis de PCR con los mismos oligonucleétidos utilizados
anteriormente (glcBF y glcBR). La cepa retenida se designa como MG1655 AaceB Agcl AgicB.

Ejemplo 2

Construccion de cepas con mayor nivel de glioxilato reductasa dependiente de NADPH: MG 1655 AaceB Agcl AgicB
(obME101-ycdW)

Para reforzar el nivel de glioxilato reductasa dependiente de NADPH, el gen ycdW se expresa desde el plasmido
pCL1920 (Lerner & Inouye, 1990, NAR 18, 15 p. 4631) usando el promotor Ptrc. Para la expresion desde un vector
de bajo numero de copias, se construye el plasmido pME101, de la siguiente manera. El plasmido pCL1920 se
amplifica por PCR, usando los oligonucleétidos PME101F y PME101R y el fragmento BstZ17]-Xmnl del vector
PTRC99A que aloja el gen lacl, y se inserta el promotor Py en el vector amplificado.

PME101F (SEC ID n°: 13): Ccgacagtaagacgggtaagcctg
PME101R (SEC ID n°: 14): Agcttagtaaagccctcgctag

El gen ycdW se amplifica por PCR a partir de ADN gendémico, usando los siguientes oligonucledétidos:

BspHI ycdW (SEC ID n°: 15): agctagctctcatgagaataaatttcgcacaacgcttttcggg
Smal ycdW (SEC ID n°: 16): gcatgcatcccgggqtctctcctgtaticaattcccgee

El fragmento de PCR se digiere con BspHI y Smal, y se clona en el vector pME101 cortado por las enzimas de
restriccion Ncol y Smal, para lograr el plasmido pME101-ycdW.

El plasmido pME101-ycdW a continuacién se introduce en la cepa MG1655 AaceB Agcl AglcB.
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Ejemplo 3
Construccién de cepas con menor consumo de glicolato: MG 1655 AaceB Agcl AgicDEFGB AaldA (pME101-ycdW)
Se eliminan los genes glcDEFGB en la cepa MG1655 AaceB Agcl, por medio de la transduccion.

En primer lugar, se construye la cepa MG1655 AglcDEFGB::Km usando el mismo método que el descrito
anteriormente, con los siguientes oligonucledtidos:

DglcDR (SEC ID n°: 17)

gcgtcttgatggcegcetttaccecgatgtcgaccgcacateggtactgatggcactgcgtgagceatgteectggacttgagatccCATATGAATATCCTCCT
TAG

con

- una region (caracteres en minuscula) homodloga a la secuencia (3126016-3125934) del gen gicD (secuencia
de referencia en el sitio de Internet http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacién del casete de resistencia a cloranfenicol
(secuencia de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645);

DglcBF (SEC ID n°: 18)

cgcgtaaacgccaggcgtgtaataacggttcggtatagecgtttggcetgtticacgccgaggaagattaaatcgctggc TGTAGGCTGGAGCTGCTT
CG

con

- una regioén (caracteres en minuscula) homéloga a la secuencia (3119667-3119745) de la region del gen gicB
(secuencia de referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia de cloranfenicol
(secuencia de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Se usan los oligonucleétidos DglcDR y DglcBF para amplificar el casete de resistencia a kanamicina a partir del
plasmido pKD4. El producto de PCR obtenido a continuacion se introduce por medio de la electroporacién en la cepa
MG1655 (pKD46), en la cual la enzima recombinasa Red expresada permite la recombinacion homéloga. A
continuacién, se seleccionan los transformantes resistentes a cloranfenicol, y se verifica la insercién del casete de
resistencia por medio de un analisis de PCR, con los oligonucleétidos glcDR y glcBF definidos a continuacion. La
cepa retenida se designa como MG1655 AglcDEFGB::Km.

glcDR (SEC ID n°: 19): ccaagacaaggtcacagagc (homologo a la secuencia de 3126183 a 3126164).
glcBF (SEC ID n°: 20): cgcagagtatcgttaagatgtcc (homdlogo a la secuencia de 3119475 a 3119497).

Para transferir la eliminacion AglcDEFGB::Km, se usa el método de transduccién de fagos P1. Se utiliza la
preparacion del lisado de fagos de la cepa MG1655 AglcDEFGB::Km, para la transduccion en la cepa MG1655
AaceB Agcl.

A continuacién, se seleccionan los transformantes resistentes a kanamicina, y se verifica la eliminacién del gen
AglcDEFGB::Km por medio de un andlisis de PCR con los oligonucleétidos previamente definidos, glcBF y gIlcDR. La
cepa retenida se designa como MG1655 AaceB Agcl AglcDEFGB::Km.

A continuacién, se elimina el gen aldA en la cepa MG1655 AaceB Agc/ AglcDEFGB::Km, por medio de la
transduccion. En primer lugar, se construye la cepa MG1655 aldA::Cm usando el mismo método que el descrito
anteriormente, con los siguientes oligonucledtidos:

AIdA D r (SEC ID n°: 21)

ttaagactgtaaataaaccacctgggtctgcagatattcatgcaagccatgtttaccatctgcgccgccaataccggattt CATATGAATATCCTCCTTA
G

11
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con

- unaregion (caracteres en minuscula) homologa a la secuencia (1487615 a 1487695) del gen aldA (secuencia
de referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645);

AIdA D f (SEC ID n°: 22)

atgtcagtacccgttcaacatcctatgtatatcgatggacagtttgttacctggecgtggagacgcatggattgatgtggtaGTGTAGGCTGGAGCTGCTT
CG

con

- unaregion (caracteres en minuscula) homologa a la secuencia (1486256 a 1486336) del gen aldA (secuencia
de referencia en el sitio de Internet http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucledtidos aldAF y aldAR se usan para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol a partir del
plasmido pKD3. El producto de PCR obtenido a continuaciéon se introduce mediante la electroporacion en la cepa
MG1655 (pKD46), en la cual la enzima recombinasa Red expresada permite la recombinacion homdloga. Entonces
se seleccionan los transformantes resistentes a kanamicina, y se verifica la insercion del casete de resistencia por
medio de un andlisis de PCR con los oligonucleétidos YdcFCf y gapCCR definidos a continuacién. La cepa retenida
se designa como MG 1655 AaldA::Cm.

YdcFCf (SEC ID n°: 23): tgcagcggcgcacgatggcgacgttccgecg (homdloga a la secuencia de 1485722 a 1485752).
gapCCR (SEC ID n°: 24): cacgatgacgaccattcatgcctatactgge (homologa a la secuencia de 1488195 a 1488225).

Para transferir la eliminacion AaldA::Cm, se usa el método de transduccion de fagos P1. Se utiliza la preparacion del
lisado de fagos de la cepa MG1655 AaldA:Cm para la transduccion en la cepa MG1655 AaceB Agcl
AgIcDEFGB::Km.

A continuacién, se seleccionan los transformantes resistentes a kanamicina, y se verifica la eliminacién del gen
AaldA::Cm por medio de un analisis de PCR con los oligonucleétidos definidos anteriormente, YdcFCf y gapCCR. La
cepa retenida se designa como MG1655 AaceB Agcl AglcDEFGB::Km AaldA::Cm.

A continuacion pueden eliminarse los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol. Se introduce entonces el
plasmido pCP20, que porta FLP recombinasa que actua en los sitios FRT de los casetes de resistencia a kanamicina
y cloranfenicol, en los sitios de recombinacion, mediante la electroporacion. Después de una serie de cultivos a 42°C,
se verifica la pérdida de los casetes de resistencia a kanamicina y cloranfenicol por medio de un andlisis de PCR, con
los mismos oligonucleétidos que los utilizados anteriormente (glcBF/glcDR y YdcFCf/gapCCR). La cepa retenida se
designa como MG1655 AaceB Agcl AgicDEFGB AaldA. A continuacion, se introduce el plasmido pME101-ycdW en la
cepa MG1655 AaceB Agcl AgicDEFGB AaldA.

Ejemplo 4

Construccion de cepas con mayor flujo en la via de glioxilato: MG1655 AaceB Agcl AglcDEFGB AaldA AiclR
(PME101-ycdW)

Se introduce la eliminacion de gen ic/lR en la cepa MG1655 AaceB Agcl AglcDEFGB AaldA, usando la misma
estrategia que la descrita anteriormente, con los siguientes oligonucleoétidos:

DiclF (SEC ID n°: 25)

CgcacccattcccgcgaaacgcggcagaaaacccgcecgtigccaccgcaccagegactggacaggttcagtetttaacgcgTGTAGGCTGGAGCT
GCTTCG
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con

- una region (caracteres en minuscula) homdloga a la secuencia (4221202-4221120) del gen iclR (secuencia de
referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645);

DicIR (SEC ID n°: 26)

gcgcattccaccgtacgccagcegtcacttecticgecgctttaatcaccatcgcgeccaaactcggtcacgeggtcatcggCATATGAATATCCTCCTTA
G

con

- una region (caracteres en minuscula) homodloga a la secuencia (4220386-4220465) del gen iclR (secuencia de
referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucleétidos DiclF y DicIR se usan para amplificar el casete de resistencia a kanamicina a partir del plasmido
pKD4. El producto de PCR obtenido entonces se introduce por electroporacion en la cepa MG1655 AaceB Agcl
AgIlcDEFGB AaldA (pKD46). A continuacion se seleccionan los transformantes resistentes a kanamicina, y se verifica
la insercion del casete de resistencia por medio de un analisis de PCR, con los oligonucleétidos iclF e icIR definidos a
continuacion. La cepa retenida se designa como MG1655 AaceB Agcl AglcDEFGB AaldA Aic/R::Km.

IclF (SEC ID n°: 27): cctttgaggtcgcatggccagtcgge (homologo a la secuencia de 4221558 a 4221533).
icIR (SEC ID n°: 28): gctttttaatagaggcgtcgccagctecttgee (homadlogo a la secuencia de 4219917 a 4219949).

A continuacion, puede eliminarse el casete de resistencia a kanamicina. El plasmido pCP20, que porta FLP
recombinasa que actua en los sitios FRT del casete de resistencia a kanamicina, entonces se introduce en los sitios
de recombinacién mediante la electroporacién. Después de una serie de cultivos a 42°C, se verifica la pérdida del
casete de resistencia a kanamicina por medio de un analisis de PCR, con los mismos oligonucleétidos que los
utilizados anteriormente (iclF e icIR). La cepa retenida se designa como MG1655 AaceB Agcl AgicDEFGB AaldA
AicIR. A continuacion se introduce el plasmido pME101-ycdW en la cepa MG1655 AaceB Agcl AgicDEFGB AaldA
AiclR.

Ejemplo 5

Construccién de cepas con mayor disponibilidad de NADPH: MG1655 AACEB AGCL AICLR AGLCDEFGB AALDA
AEDD-EDA (PME101-YCDW)

Se eliminan los genes edd-eda en la cepa MG1655 AaceB Agcl AglcB AglcDEF AaldA AiclR, por medio de la
transduccion.

En primer lugar, se construye la cepa MG1655 Aedd-eda::Cm usando el mismo método que el descrito
anteriormente, con los siguientes oligonucleétidos:

DeddF (SEC ID n°: 29)

Cgcgcgagactcgcetctgcttatctcgecccggatagaacaagcgaaaacttcgaccgttcategttcgcagtiggecatgcgg TGTAGGCTGGAGCTG
CTTCG

con:

- una region (caracteres en minuscula) homologa a la secuencia (1932582-1932500) de la region de los genes
edd-eda (secuencia de referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacién del casete de resistencia a cloranfenicol
(secuencia de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645);
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DedaR (SEC ID n°: 30)

gcttagcgcecttctacagcttcacgcgecagcettagtaatgeggtegtaatcgeccgcticcagegeatctgccggaaccCATATGAATATCCTCCTTA
G

con

- una region (caracteres en minuscula) homologa a la secuencia (1930144-1930223) de la region de los genes
edd-eda (secuencia de referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacién del casete de resistencia a cloranfenicol
(secuencia de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucledtidos DeddF y DedaR se usan para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol a partir del
plasmido pKD3. El producto de PCR obtenido entonces se introduce, mediante electroporacién, en la cepa MG1655
(pKD46). A continuacion, se seleccionan los transformantes resistentes a cloranfenicol, y se verifica la insercion del
casete de resistencia por medio de un analisis de PCR, con los oligonucleétidos eddF y edaR definidos a
continuacion. La cepa retenida se designa como MG1655 Aedd-eda::Cm.

eddF (SEC ID n°: 31): Gggtagactccattactgaggcgtgggcg (homdlogo a la secuencia de 1932996 a 1932968).
edaR (SEC ID n°: 32): ccacatgataccgggatggtgacg (homologo a la secuencia de 1929754 a1929777).

Para transferir la eliminacion Aedd-eda::Cm, se usa el método de transduccién de fagos P1 descrito anteriormente.
Se utiliza la preparacion del lisado de fagos de la cepa MG1655 Aedd-eda::Cm para la transduccion en la cepa
MG1655 AaceB Agcl AglcDEFGB AaldA AicRR.

A continuacion se seleccionan los transformantes resistentes a cloranfenicol, y se verifica la eliminacion del gen
Aedd-eda::Cm por medio de un andlisis de PCR con los oligonucledtidos eddF y edaR. La cepa retenida se designa
como MG1655 AaceB Agcl AglcB AglcDEF AaldA AiclR Aedd-eda::Cm.

A continuacién, puede eliminarse el casete de resistencia a cloranfenicol. El plasmido pCP20, que porta FLP
recombinasa que actua en los sitios FRT del casete de resistencia a cloranfenicol, se introduce entonces en los sitios
de recombinacién mediante la electroporacién. Después de una serie de cultivos a 42°C, se verifica la pérdida del
casete de resistencia a cloranfenicol, por medio de un andlisis de PCR usando los mismos oligonucleétidos que los
descritos anteriormente (eddF y edaR). La cepa retenida se designa como MG1655 AaceB Agc/ AgicDEFGB AaldA
AicIR Aedd-eda.

Se introduce entonces el plasmido pME101-ycdW en la cepa MG1655 AaceB Agcl AgicDEFGB AaldA AiclR Aedd-
eda.

Ejemplo 6

Construccion de cepas con mayor disponibilidad de NADPH: MG1655 AACEB AGCL AICLR AGLCDEFGB AALDA
APGI::CM AEDD-EDA (PME101-YCDW)

Se introduce la eliminacion de gen pgi en la cepa MG1655 AaceB Agcl AglcB AglcDEF AaldA AiclR Aedd-eda,
utilizando la misma estrategia que la descrita anteriormente, con los siguientes oligonucleétidos:

DpaiF (SEC ID n°: 33)

ccaacgcagaccgctgcctggcaggcactacagaaacacttcgatgaaatgaaagacgttacgatcgccgatctttttgcTGTAGGCTGGAGCTGC
TTCG

con

- una region (caracteres en minuscula) homdloga a la secuencia (4231352-4231432) del gen pgi (secuencia de
referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacién del casete de resistencia a cloranfenicol
(secuencia de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645);
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DpgiR (SEC ID n°: 34)

gcgccacgctttatagcggttaatcagaccattggtcgagctatcgtggctgcetgatttctttatcatctttcagctctgCATATGAATATCCTCCTTAG
con

- una region (caracteres en minuscula) homdloga a la secuencia (4232980-4232901) del gen pgi (secuencia de
referencia en el sitio de Internet http://genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres en mayuscula) para la amplificacién del casete de resistencia a cloranfenicol
(secuencia de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucledtidos DpgiF y DpgiR se usan para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol a partir del
plasmido pKD3. El producto de PCR obtenido a continuacion se introduce por medio de la electroporacion, en la cepa
MG1655 AaceB Agcl AglcB AglcDEF AaldA AiclR Aedd-eda (pKD46). A continuacion, se seleccionan los
transformantes resistentes a cloranfenicol, y se verifica la insercion del casete de resistencia mediante un analisis de
PCR, con los oligonucledtidos pgiF y pgiR definidos a continuacion. La cepa retenida se designa como MG1655
AaceB Agcl AglcB AglcDEF AaldA AiclR Aedd-eda Apgi::Cm.

pgiF (SEC ID n°: 35): gcggggcggttgtcaacgatggggtcatgec (homologo a la secuencia de 4231138 a 4231167).
pgiR (SEC ID n°: 36): cggtatgatttccgttaaattacagacaag (homélogo a la secuencia de 4233220 a 4233191).

A continuacién se introduce el plasmido pME101-ycdW en la cepa MG1655 AaceB Agcl AgicDEFGB AaldA AiclR
Aedd-eda Apgi::Cm.

Ejemplo 7

Construccién de cepas con mayor disponibilidad de NADPH: MG1655 AACEB AGCL AICLR AGLCDEFGB AALDA
APGI AEDD-EDA::CM AUDHA::KM (PME101-YCDW)

Se introduce la eliminacion de gen udhA en la cepa MG1655 AaceB Agcl AgicDEFGB AaldA AiclR Apgi::Cm Aedd-
eda, usando la misma estrategia que la descrita anteriormente, con los siguientes oligonucleétidos:

DudhAF (SEC ID n°: 37)

CCCAGAATCTCTTTTGTTTCCCGATGGAACAAAATTTTCAGCGTGCCCACGTTCATGCCGACGATTTGTGCGC
GTGCCAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG

con

- una region (caracteres en negrita) homologa a la secuencia (4157588-4157667) del gen udhA (secuencia de
referencia en el sitio de Internet http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres subrayados) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645);

DudhAR (SEC ID n°: 38)

GGTGCGCGCGTCGCAGTTATCGAGCGTTATCAAAATGTTGGCGGCGGTTGCACCCACTGGGGCACCATCCC
GTCGAAAGCCATATGAATATCCTCCTTAG

con

- una region (caracteres en negrita) homologa a la secuencia (4158729-4158650) del gen udhA (secuencia de
referencia en el sitio de Internet http:/genolist.pasteur.fr/Colibri/);

- una region (caracteres subrayados) para la amplificacion del casete de resistencia a kanamicina (secuencia
de referencia en Datsenko, K. A. & Wanner, B. L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Los oligonucledtidos DudhAF y DudhAR se usan para amplificar el casete de resistencia a kanamicina a partir del
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plasmido pKD4. El producto de PCR obtenido a continuacién se introduce mediante electroporacion en la cepa
MG1655 AaceB Agcl AgIicDEFGB AaldA AiclR Apgi::Cm Aedd-eda (pKD46). A continuacion, se seleccionan los
transformantes resistentes a kanamicina, y se verifica la insercion del casete de resistencia por medio de un analisis
de PCR con los oligonucleétidos udhAF y udhAR definidos a continuacion. La cepa retenida se designa como
MG1655 AaceB Agcl AglcDEFGB AaldA AicR Apgi::Cm Aedd-eda AudhA::Km.

udhAF (SEC ID n°: 39): (homodlogo a la secuencia de 4157088 a 4157108).
GATGCTGGAAGATGGTCACT

udhAR (SEC ID n°: 40): (homologo a la secuencia de 4159070 a 4159052).
gtgaatgaacggtaacgc

Se introduce entonces el plasmido pME101-ycdW en la cepa MG1655 AaceB Agc/ AglcDEFGB AaldA AiclR Apgi::Cm
Aedd-eda AudhA:Km.

Ejemplo 8

Fermentacién de cepas productoras de acido glicélico en matraces de Erlenmeyer

Se evaluaron inicialmente los comportamientos de las cepas en 250 ml de cultivos de matraces de Erlenmeyer con
tabique, usando medio M9 modificado (Anderson, 1946, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A, 32: 120-128), suplementado
con 40 g/l de MOPS y 10 g/l de glucosa, y ajustado a pH 6,8. Si fue necesario, se agregd espectinomicina en una
concentracion de 50 mg/l, y se agregaron también 100 ym de IPTG para la induccion del vector de expresion, si
estaba presente. Se usé un precultivo de toda la noche para inocular un cultivo de 50 ml hasta una ODegg nm de
aproximadamente 0,3. Los cultivos se mantuvieron en una agitadora a 30°C y 400 rpm, hasta que se agoté la glucosa
en el medio de cultivo. Al final del cultivo, se analizaron la glucosa y el acido glicélico por medio de la HPLC, usando
una columna Biorad HPX 97H para la separacion, y un refractometro, para la deteccion.

La comparacioén de los comportamientos de las diferentes cepas se proporciona en la tabla siguiente (en la que cada

valor es la media de n repeticiones). La cepa que se describe en el ejemplo 1 no mostré ninguna produccion de acido
glicolico.
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Las cepas que se describen en el ejemplo 6 y en el ejemplo 7 son las mejores productoras de acido glicolico, con
valoraciones superiores a 2 g/l, y rendimientos superiores a 0,2 g/g.

Ejemplo 9

Fermentacién de cepas productoras de acido glicélico en fermentadora de alimentacién en lotes

Se evaluaron las cepas descritas en el ejemplo 6 y en el ejemplo 7 en condiciones de produccién, en una
fermentadora de 600 ml usando un protocolo de alimentacion en lotes.

Se llevé a cabo un primer precultivo en medio LB suplementado con 2,5 g/l de glucosa, a 30°C, seguido de un
segundo precultivo en un matraz de Erlenmeyer de 500 ml, que contenia 50 ml de medio sintético suplementado
con 40 g/l de MOPS y 10 g/l de glucosa (el mismo medio utilizado para cultivos en matraz), a 30°C. Este segundo
precultivo se usé para inoculacion de la fermentadora.

La fermentadora, que contenia 200 ml de medio sintético suplementado con 40 g/l de glucosa, 50 mg/l de
espectinomicina, e IPTG, 100 uM, se inoculdé a una densidad 6ptica inicial de aproximadamente 2. El cultivo se
llevo a cabo a 30°C con agitacion y aireacion ajustada para mantener el oxigeno disuelto superior al 30% de
saturacion. Se ajustd el pH a 6,8 mediante la adicion de base. El cultivo se llevd a cabo en un modo de lotes
hasta el agotamiento de la glucosa. En dicho momento, se agregdé una solucion de 500 g/l de glucosa
suplementada con sulfato de magnesio, oligoelementos, espectinomicina e IPTG, para restaurar una
concentracion de 40 g/l de glucosa en el medio. Se realizaron otras adiciones cada vez que se consumia la
glucosa.

En la rutina, la cepa descrita en el ejemplo 7 proporcion6 un mejor rendimiento de produccion que la cepa
descrita en el ejemplo 6, en fermentadoras (rendimiento a partir de glucosa: 0,22 g/g, en comparacién con 015

g/9).

A continuacién se proporciona una representacion del curso de tiempo de fermentacion para la produccién de
acido glicolico, usando la cepa del ejemplo 7.

Tiempo (h) | ODegonm (AU) | Glucosa (g/l) | Acido glicélico (g/l)
0 2,0 35,45 0,11
16 3,7 34,70 0,57
20 5.1 33,25 1,14
25 6,7 31,24 1,81
39 14,8 20,55 4,75
44 20,3 12,24 7,02
49 27,9 248 9,44
64 53,9 7,94 18,80
70 62,8 33,97 21,76
73 67,8 24,54 23,54
87 84,0 36,60 28,70
93 89,6 25,61 31,33

La valoracion final obtenida fue de 31 g/l de acido glicdlico, con un rendimiento a partir de glucosa de 0,22 g/g.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la produccion fermentativa de acido glicdlico mediante el cultivo de un microorganismo
recombinante modificado para convertir una fuente de carbono en &acido glicélico, en un medio de cultivo
apropiado que comprende una fuente fermentable de carbono apta para ser metabolizada por el microorganismo,
comprendiendo dicho método las etapas de:

a) fermentar el microorganismo para producir acido glicolico convirtiendo la fuente de carbono en acido
glicolico,

b) concentrar el acido glicélico en el microorganismo o en el medio y

c) recuperar el acido glicélico del caldo de fermentacion y/o la biomasa que permanece opcionalmente en
partes o en la cantidad total (0 - 100%) en el producto final, en el que la fuente fermentable de carbono es
un azucar seleccionado de entre monosacaridos, disacaridos, trisacaridos, oligosacaridos y polisacaridos,

y en el que se modifica el microorganismo para atenuar la conversion de glioxilato en productos diferentes del
glicolato, con la atenuacién de la expresion de por lo menos un gen, seleccionado de entre los genes siguientes
implicados en el metabolismo del glioxilato:

» aceB que codifica la malato sintasa

» glcB que codifica la segunda malato sintasa

» gcl que codifica la glioxilato carboligasa

* eda que codifica 2-ceto-3-desoxigluconato 6-fosfato aldolasa.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que el glicolato es aislado a través de una etapa de polimerizacion a
por lo menos dimeros de glicolato.

3. Método segun la reivindicacion 2, en el que el glicolato es recuperado mediante la despolimerizacion a partir
de dimeros, oligbmeros y/o polimeros de glicolato.

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que el microorganismo contiene por lo menos un gen que codifica un
polipéptido que cataliza la conversién de glioxilato en glicolato.

5. Método segun la reivindicacion 4, en el que el gen codifica una glioxilato reductasa dependiente de NADPH.

6. Método segun la reivindicacion 5, en el que el gen que codifica un polipéptido con actividad de glioxilato
reductasa dependiente de NADPH es enddgeno.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que la expresion de dicho gen es aumentada.

8. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que el gen que codifica un polipéptido con
actividad de glioxilato reductasa dependiente de NADPH se selecciona de entre ycdW e yiaE.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el microorganismo es modificado de manera
que no resulta apto para metabolizar sustancialmente el glicolato, atenuandose la expresion de por lo menos un
gen, seleccionado de entre los genes siguientes implicados en el metabolismo de glicolato:

» gIcDEF que codifica la glicolato oxidasa
» aldA que codifica la glicoaldehido deshidrogenasa.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que se transforma el microorganismo para
aumentar el flujo de la via de glioxilato:

- atenuando la actividad de la enzima isocitrato deshidrogenasa, o
- atenuando la expresién de por lo menos uno de los genes siguientes:

» pta que codifica la fosfo-transacetilasa
» ack que codifica la acetato cinasa
» poxB que codifica la piruvato oxidasa, o

- aumentando la actividad de aceA.

11. Método segun la reivindicacion 10, en el que se aumenta la expresion de aceA mediante la atenuacion de la
expresion de los genes ic/R o fadR.

19



10

15

ES 2 691206 T3

12. Método segun la reivindicacién 10, en el que se aumenta la expresion de aceA introduciendo un promotor
artificial aguas arriba del gen aceA.

13. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que se aumenta la disponibilidad de NADPH
atenuando la expresion de por lo menos un gen, seleccionado de entre los siguientes:

* pgique codifica la glucosa-6-fosfato isomerasa
* udhA que codifica la transhidrogenasa soluble
* edd que codifica la fosfogluconato deshidratasa.

14. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que la fuente de carbono es por lo menos una
de las siguientes: glucosa, sacarosa, mono- u oligosacaridos, o almidén.

15. Microorganismo recombinante como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.

16. Microorganismo segun la reivindicacion 15, que se selecciona de entre el grupo que consiste en E. coli, C.
glutamicum o S. cerevisiae.
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ES 2 691206 T3
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