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DESCRIPCION
Microorganismos recombinantes y sus usos
Campo

La presente invencion se refiere a métodos para la produccion de acetona, isopropanol y/o un precursor de acetona
y/o isopropanol mediante fermentacion microbiana de sustratos que comprenden monodxido de carbono y
microorganismos modificados genéticamente para su uso en tales métodos.

Antecedentes

Se sabe que algunos microorganismos tales como Clostridium acetobutylicum o Clostridium beijerinckii producen
acetona o isopropanol como subproductos principales durante la fermentacion del butanol (fermentacién ABE o IBE)
[George HA, Johnson JL, Moore WEC, Holdeman LV, Chen JS: Acetone, isopropanol, and butanol production by
Clostridium beijerinckii (syn. Clostridium butylicum) and Clostridium aurantibutyricum. Appl Environ Microbiol 45:
1160-1163]. Sin embargo, todos estos organismos cuentan con sustratos basados en azucar o almidén. Los
organismos acetogénicos tales como los microorganismos intimamente relacionados Clostridium autoethanogenum,
C. ljungdahlii, y C. ragsdalei son capaces de crecer quimioautétrofamente sobre gases que contienen CO o CO/H,
como unica fuente de energia y carbono y sintetizar productos tales como acetato, etanol, o 2,3-butanodiol, pero no
acetona ni isopropanol [Munasinghe PC, Khanal SK: Biomass-derived syngas fermentation into biofuels:
Opportunities and challenges. Bioresource Technol 2010, 5013-22].

Recientemente, se inform6 sobre la produccion de isopropanol en un estudio sobre Clostridium ragsdalei
(Clostridium cepa P11) en un fermentador a escala piloto de 100 L de gas de sintesis derivado de pasto varilla
[Kundiyana DK, Huhnke RL, Wilkins MR: Syngas fermentation in a 100-L pilot scale fermentor: Design and process
considerations. J Biosci Bioeng 2010, 109: 492-498]. No obstante, un estudio relacionado del mismo laboratorio
demostré que esto se debia a una contaminacion en el gas de sintesis utilizado ya que se hacia pasar a través de
una mezcla de depuracion que contenia 20 % de acetona [Ramachandriya KD: Effect of biomass generated
producer gas, methane and physical parameters on producer gas fermentations by Clostridium strain P11. Masters
thesis, Oklahoma State University 2009]. Los autores también observaron que la produccion de isopropanol puede
ser el resultado de la reduccion del acido propidnico en lugar de acetona. Los experimentos llevados a cabo por los
autores de la presente invencion con Clostridium ragsdalei (Clostridium cepa P11) y también con C.
autoethanogenum'y C. ljungdahlii nunca han mostrado produccion de acetona, isopropanol, o acido propionico.

El coste de muchas materias primas carbohidratadas para la produccién de productos quimicos tales como acetona
e isopropanol esta condicionado por su valor como alimento para seres humanos o pienso para animales, y la
plantacion de cultivos productores de almidén o sacarosa para semejante produccion no es econdmicamente
sostenible en todas las geografias. Por lo tanto, resulta interesante desarrollar tecnologias para convertir las fuentes
de carbono de coste mas bajo y/o mas abundantes en productos quimicos agricolas Utiles tales como acetona e
isopropanol.

El CO es el principal subproducto rico en energia libre de la combustién incompleta de materiales organicos tales
como el carbdn o el aceite y los productos derivados del aceite. Por ejemplo, se ha informado de que la industria del
acero en Australia produce y libera a la atmésfera mas de 500.000 toneladas de CO anualmente.

El documento WO 2010/121849 A1 describe células y métodos para la produccion de acetona. Este documento
también hace referencia a: un documento que resume la producciéon microbiana de acetona, butanol e isopropanol
(Biotechnology 6:229-268); desarrollos de la fermentacion clostridial de acetona, butanol e isopropanol (Appl
Microbiol Biotechnol .49: 639-648); y cepas de Clostridium ljungdahlii especificas PETC, ERI-2 y O-52 (documentos
WO 98/00558 y WO 00/68407).

Un objeto de la invencion es superar una o mas de las desventajas de la técnica anterior, o al menos proporcionar al
publico una opcién util.

Compendio de la invencion

La invencidon proporciona generalmente métodos para la produccion de isopropanol mediante fermentacion
microbiana de sustratos que comprenden CO.

El alcance de la invencion se define por medio de las reivindicaciones.

En un primer aspecto, la invencion proporciona un método para la produccién de isopropanol mediante fermentacion
microbiana, que comprende fermentar un sustrato que comprende CO utilizando un microorganismo acetogénico
carboxidotréfico recombinante capaz de producir isopropanol mediante fermentacion de CO,

en donde el microorganismo expresa las enzimas: acetil coenzima A acetiliransferasa (tiolasa; ThiIA; E.C. 2.3.1.9);
acetoacetil-CoA:acetato coenzima A transferasa A (CoA transferasa; CtfA; EC 2.8.3.9); y acetoacetil-CoA:acetato
coenzima A transferasa B (CoA transferasa; CtfB; EC 2.8.3.9); y
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en donde el microorganismo expresa adicionalmente la enzima:
a. acetoacetato descarboxilasa (Adc; EC 4.1.1.4); o
b. alfa-cetoisovalerato descarboxilasa (descarboxilasa; KivD; EC4.1.1.74);

en donde las enzimas no estan naturalmente presentes en un microorganismo parental del cual deriva el
microorganismo recombinante.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona el método de la parte (a) del primer aspecto, en donde el
microorganismo expresa adicionalmente la enzima alcohol deshidrogenasa (Adh; EC 1.1.1.2).

En un tercer aspecto, la invencién proporciona el método del segundo aspecto, en donde Adh se expresa
exoégenamente.

En un cuarto aspecto, la invencion proporciona el método de la parte (a) del primer aspecto, en donde el
microorganismo expresa adicionalmente la enzima alcohol deshidrogenasa (Adh2; EC 1.1.1.1).

En un quinto aspecto, la invencion proporciona el método del cuarto aspecto, en donde Adh2 se expresa
exoégenamente.

En un sexto aspecto, la invencion proporciona el método de la parte (a) del primer aspecto, en donde el
microorganismo expresa adicionalmente las enzimas alfa-cetoisovalerato descarboxilasa (descarboxilasa; KivD;
EC4.1.1.74) y alcohol deshidrogenasa (Adh2; EC 1.1.1.1).

En un séptimo aspecto, la invencion proporciona el método del sexto aspecto, en donde Adh2 se expresa
exoégenamente.

En un octavo aspecto, la invencion proporciona el método del primer aspecto, en donde el microorganismo parental
se selecciona del grupo de bacterias acetogénicas carboxidotrofas que comprende: Clostridium autoethanogenum,
Clostridium  ljungdahlii, Clostridium ragsdalei, Clostridium carboxidivorans, Clostridium drakei, Clostridium
scatologenes, Butyribacterium limosum, Butyribacterium methylotrophicum, Acetobacterium woodii, Alkalibaculum
bacchii, Blautia producta, Eubacterium limosum, Moorella thermoacetica, Moorella thermautotrophica, Oxobacter
pfennigii, y Thermoanaerobacter kiuvi.

En un noveno aspecto, la invencién proporciona el método del sexto aspecto, en donde el microorganismo parental
es Clostridium autoethanogenum DSM23693 o Clostridium ljungdahlii DSM13528 (o ATCC55383).

En un décimo aspecto, la invencién proporciona el método de uno cualquiera de los aspectos anteriores, en donde la
enzima:

a. ThiA esta codificada por un nucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO. 18; y

b. CtfA esta codificada por un nucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO. 19; y

c. CtfB esta codificada por un nucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO. 20 y/o

d. Adc esta codificada por un nucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO. 21; y/o

e. KivD esta codificada por un nucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO. 71; y/o

f. Adh esta codificada por un nucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO. 2, 3 0 4; y/o
g. Adh2 esta codificada por un nucleétido que comprende la secuencia de SEQ ID NO. 75.

En un undécimo aspecto, la invencién proporciona el método de uno cualquiera de los aspectos anteriores, en
donde:

a. el sustrato gaseoso que comprende CO se produce mediante un procedimiento industrial seleccionado del grupo
que consiste en fabricacién de productos de metal ferroso, fabricacion de productos no ferrosos, procedimientos de
refinado de petroleo, gasificacion de carbdn, gasificacion de biomasa, produccion energia eléctrica, produccion de
negro de humo, y fabricacion de coque; o

b. el sustrato gaseoso comprende de 20% a 70% en volumen de CO.

También se puede comentar ampliamente que la invencion consiste en las partes, elementos y caracteristicas a los
que se hace referencia o indicados en la memoria descriptiva de la solicitud, individual o colectivamente, en
cualquiera o todas las combinaciones de dos o mas de dichas partes, elementos o caracteristicas.
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Breve descripcion de las figuras

Estos y otros aspectos de la presente invencion, que deberian considerarse en todos sus nuevos aspectos, seran
evidentes a partir de la siguiente descripcion, que se proporciona solo a modo de ejemplo, con referencia a las
figuras adjuntas, en las que:

La Fig. 1 muestra el alineamiento de aminoacidos de la alcohol deshidrogenasa novedosa de C. autoethanogenum
(CAU), C. ljungdahlii (CU), y C. ragsdalei (CRA) con la alcohol secundario deshidrogenasa de C. beijerinckii cepa
NRRL-B593.

La Fig. 2 muestra la expresion del gen de la alcohol deshidrogenasa novedosa de Clostridium autoethanogenum
DSM23693 durante una ronda de fermentacion tipica, asi como la expresion de genes controlados por el promotor
del operon de Wood-Ljungdahl, el promotor del operén FiFo ATPasa, el promotor del operon complejo Rnf, y el
promotor de Piruvato:ferredoxina oxidorreductasa. Se compararon los niveles de ARNm de mas de 200 genes de
interés.

La Fig. 3 muestra la expresion de acetona del plasmido pMTL85147-thlA-ctfA-ctfB-adc.

La Fig. 4 muestra la ruta para la produccion de acetona e isopropanol a partir de gases que contienen CO o CO/H»
en C. autoethanogenum y C. ljungdahlii modificados genéticamente que portan el plasmido pMTL85147-thlA-ctfA-
ctfB-adc.

La Fig. 5 muestra los resultados de la secuenciacion del plasmido de expresion de acetona pMTL85147-thlA-ctfA-
ctfB-adc.

La Fig. 6 ilustra el plasmido de metilacion disefiado.

La Fig. 7 muestra la deteccion de ctfAB-adc (2,2 kb) a partir de PCR de plasmidos aislados de C. autoethanogenum
DSM23693 y C. ljungdahlii DSM13528 transformados. Escala = escala de ADN 1 KB Plus (Invitrogen); 1= control sin
molde; 2= plasmido aislado de C. autoethanogenum; 3= plasmido aislado de C. ljungdahlii; 4= pMTL85147-thlA-
ctfAB-adc original (control positivo).

La Fig. 8 muestra el resultado de experimentos de crecimiento con C. autoethanogenum DSM23693 + pMTL85147-
thlA-ctfAB-adc sobre gas de fabricas de acero.

La Fig. 9 muestra el resultado de experimentos de crecimiento con C. ljungdahlii DSM13528 + pMTL85147-thlA-
ctfAB-adc sobre gas de fabricas de acero.

La Fig. 10 muestra el resultado de GC que confirma la produccion de acetona con C. aufoethanogenum DSM13528
+ pMTL85147-thlA-ctfAB-adc (superior) y C. ljungdahlii DSM13528 + pMTL85147-thlA-ctfAB-adc (inferior) a partir de
gas de fabricas de acero.

La Fig. 11 muestra el resultado de GC que confirma la produccion de acetona con C. autoethanogenum DSM23693
+ pMTL85147-thlA-ctfAB-adc a partir de gas de sintesis.

La Fig. 12 muestra la toxicidad de acetona sobre cultivos de C. autoethanogenum DSM23693.
La Fig. 13 muestra la toxicidad de isopropanol sobre cultivos de C. autoethanogenum DSM23693.

La Fig. 14 muestra SEQ_ID NO 1: Secuencia de aminoacidos de la alcohol deshidrogenasa novedosa de C.
autoethanogeum, C. ljungdahliiy C. ragsdalei.

La Fig. 15 muestra SEQ_ID NO 2: Secuencia de acido nucleico de la alcohol deshidrogenasa novedosa de C.
autoethanogeum.

La Fig. 16 muestra SEQ_ID NO 3: Secuencia de acido nucleico de la alcohol deshidrogenasa novedosa de C.
ljungdahlii.

La Fig. 17 muestra SEQ_ID NO 4: Secuencia de acido nucleico de la alcohol deshidrogenasa novedosa de C.
ragsdalei.

La Fig. 18 muestra SEQ_ID NO 18: Secuencia de acido nucleico del gen de Tiolasa (thlA) de C. acetobutylicum
ATCC824.

La Fig. 19 muestra SEQ_ID NO 19: Secuencia de acido nucleico del gen de Acetoacetil-CoA:acetato Coenzima A
transferasa A (ctfA) de C. beijerinckii NCIMB8052.

La Fig. 20 muestra SEQ_ID NO 20: Secuencia de acido nucleico del gen de Acetoacetil-CoA:acetato Coenzima A
transferasa B (ctfB) de C. beijerinckii NCIMB8052.
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La Fig. 21 muestra SEQ_ID NO 21: Secuencia de acido nucleico del gen de Acetoacetato descarboxilasa (adc) de C.
beijerinckii NCIMB8052.

La Fig. 22 muestra SEQ_ID NO 22: Secuencia de acido nucleico del promotor del agrupamiento Wood-Ljungdahl
(Pw) de C. autoethanogenum.

La Fig. 23 muestra SEQ_ID NO 34: Secuencia de aminoacidos del gen de la metiltransferasa de Tipo Il disefiado.
La Fig. 24 muestra SEQ_ID NO 35: Secuencia de acido nucleico del gen de la metiltransferasa de Tipo Il disefiado.

La Fig. 25 muestra SEQ_ID NO 38: Secuencia de aminoacidos de la alcohol deshidrogenasa dependiente de NADP
de Clostridium beijerinckii NRRL B-593.

La Fig. 26 muestra SEQ_ID NO 39: Secuencia de acido nucleico de la alcohol deshidrogenasa dependiente de
NADP de Clostridium beijerinckii NRRL B-593.

La Fig. 27 muestra SEQ_ID NO 40: Secuencia de aminoacidos de la alcohol deshidrogenasa dependiente de NADP
de Thermoanaerobacter brockii ATCC 53556.

La Fig. 28 muestra SEQ_ID NO 41: Secuencia de acido nucleico de la alcohol deshidrogenasa de
Thermoanaerobacter brockii.

La Fig. 29 muestra SEQ_ID NO 42: Secuencia de aminoéacidos de la Tiolasa ThlA de C. acetobutylicum ATCC824.

La Fig. 30 muestra SEQ_ID NO 43: Secuencia de aminoacidos de la Acetoacetil-CoA:acetato Coenzima A
transferasa A CtfA de C. beijerinckii NCIMB8052.

La Fig. 31 muestra SEQ_ID NO 44: Secuencia de aminoacidos de la Acetoacetil-CoA:acetato Coenzima A
transferasa A CtfB de C. beijjerinckii NCIMB8052.

La Fig. 32 muestra SEQ_ID NO 45: Secuencia de aminoacidos de la Acetoacetato descarboxilasa Adc de C.
beijerinckii NCIMB8052.

La Fig. 33 muestra SEQ_ID NO 46: Secuencia de acido nucleico del plasmido de expresion que contiene la alcohol
deshidrogenasa pMTL85147-thlA-ctfAB-adc novedosa.

La Fig. 34 muestra SEQ_ID NO 47: Secuencia de acido nucleico de operén de Acetoacetil-CoA:acetato Coenzima A
transferasa A (ctfA), acetoacetil-CoA:acetato Coenzima A transferasa B (ctfB), y acetoacetato descarboxilasa (adc)
de C. beijerinckii.

La Fig. 35 muestra SEQ_ID NO 48: Secuencia de acido nucleico del plasmido de expresion que contiene alcohol
deshidrogenasa pMTL85147-thlA-ctfAB-adc-adh novedosa.

La Fig. 36 muestra SEQ_ID NO 49: Secuencia de acido nucleico del plasmido de metilacion disefiado.
La Fig. 37 muestra SEQ_ID NO 50: Secuencia de acido nucleico del promotor /ac.

La Fig. 38 muestra SEQ_ID NO 51: Secuencia de acido nucleico de la regién promotora del operon F1Fo ATPasa de
Clostridium autoethanogenum.

La Fig. 39 muestra SEQ_ID NO 52: Secuencia de acido nucleico de la regidon promotora del operén Rnf de
Clostridium autoethanogenum.

La Fig. 40 muestra SEQ_ID NO 53: Secuencia de acido nucleico de la regién promotora de Piruvato:ferredoxina
oxidorreductasa de Clostridium autoethanogenum.

La Fig. 41 muestra los resultados de la secuenciacion del plasmido de expresion que contiene la alcohol
deshidrogenasa pMTL85147-thlA-ctfA-ctfB-adc-adh novedosa.

La Fig. 42 muestra los resultados de la produccion de acetona e isopropanol con el plasmido de control que porta E.
coli XL-1 Blue MRF' Kan (pMTL85147), el plasmido de expresion de acetona (pMTL85147-thlA-ctfA-ctfB-adc), y el
plasmido de expresion de acetona que incluye la alcohol deshidrogenasa novedosa (pMTL85147-thlA-ctfA-ctfB-adc-
adh).

La Fig. 43 muestra el plasmido de expresion que contiene la alcohol deshidrogenasa pMTL85147-thlA-ctfA-ctfB-adc-
adh novedosa.

La Fig. 44 muestra SEQ_ID NO 56: Secuencia de acido nucleico del promotor de la agrupacion de Wood-Ljungdahl
(PwL) de C. ljungdahlii.
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La Fig. 45 muestra SEQ_ID NO 57: Secuencia de acido nucleico del promotor de la agrupacion de Wood-Ljungdahl
(PwL) de C. ragsdalei.

La Fig. 46 muestra SEQ_ID NO 58: Secuencia de acido nucleico de la regién promotora del operon F1Fo ATPasa de
Clostridium ljungdahlii.

La Fig. 47 muestra SEQ_ID NO 59: Secuencia de acido nucleico de la region promotora del operén FiFo ATPasa de
Clostridium ragsdalei.

La Fig. 48 muestra SEQ_ID NO 60: Secuencia de acido nucleico de la regiéon promotora del operén complejo Rnf de
Clostridium ljungdahlii.

La Fig. 49 muestra SEQ_ID NO 61: Secuencia de acido nucleico de la regiéon promotora del operén complejo Rnf de
Clostridium ragsdalei.

La Fig. 50 muestra SEQ_ID NO 62: Secuencia de acido nucleico de la regién promotora de la Piruvato:ferredoxina
oxidorreductasa de Clostridium ljungdabhlii.

La Fig. 51 muestra SEQ_ID NO 63: Secuencia de acido nucleico de la regién promotora de la Piruvato:ferredoxina
oxidorreductasa de Clostridium ragsdalei.

La Fig. 52 muestra el grafico de amplificacion por gRT-PCR que confirma la amplificacion de sondas para genes
heterdlogos thlA, ctfA, ctfB, y adc en Clostridium autoethanogenum que alberga el plasmido pMTL85147-thlA-ctfAB-
adc.

La Fig. 53 muestra el grafico de amplificacion por gRT-PCR que confirma la amplificacion de sondas para los genes
heterdlogos thlA, ctfA, ctfB, y adc en Clostridium ljungdahlii que alberga el plasmido pMTL85147-thlA-ctfAB-adc.

La Fig. 54 muestra SEQ_ID NO 73: Secuencia de aminoacidos de la alfa-cetoisovalerato descarboxilasa KivD de
Lactococcus lactis KF147 y SEQ_ID NO 72 Secuencia de acido nucleico de la Alfa-cetoacido descarboxilasa (kivd).

La Fig 55 muestra SEQ_ID NO 76: Secuencia de codones optimizados de Alfa-cetoacido descarboxilasa (kivd),
SEQ_ID NO 75: Secuencia de aminoacidos de la alcohol deshidrogenasa Adh2 de Saccharomyces cerevisiae y
SEQ_ID NO 74: Secuencia de acido nucleico de la Alcohol deshidrogenasa (adh2).

La Fig 56 muestra SEQ_ID NO 78: Operdn sintético de Alfa-cetoacido descarboxilasa (kivd) de codones optimizados
y Alcohol deshidrogenasa (Adh2) incluyendo la secuencia espaciadora con el sitio de unién al ribosoma, flanqueado
por Ndel y Kpnly SEQ_ID NO 77: Secuencia de codones optimizados de la Alcohol deshidrogenasa (Adh2).

La Fig 57 muestra SEQ_ID NO 82: Secuencia de acido nucleico del vector lanzadera de E. coli-Clostridium pMTL
85245 y SEQ_ID NO 79: Secuencia de acido nucleico del promotor de Fosfotransacetilasa Acetato quinasa de C.
autoethanogenum,

La Fig 58 muestra SEQ_ID NO 83: Secuencia de acido nucleico del plasmido de expresion pMTL85245-kivd-adh2
La Fig 59 muestra SEQ_ID NO 84: Secuencia de acido nucleico del plasmido de expresion pMTL85245-kivd

La Fig 60 muestra SEQ_ID NO 93: Secuencia de acido nucleico del plasmido de expresion pMTL85245-P-thl-ctfAB-
P-kivd

La Fig 61 muestra SEQ_ID NO 98: Secuencia de acido nucleico del plasmido de expresion pMTL83147-thlA-ctfAB-
adc-adh2.

La Fig 62 muestra SEQ_ID NO 101: Secuencia de acido nucleico del plasmido de expresiéon pMTL83147-thlA-ctfAB-
adc-P-kivd-adh2.

La Fig 63 muestra el plasmido de expresion de acetona pMTL85245-kivd-adh2
La Fig 64 muestra el plasmido de expresion de acetona pMTL85245-kivd

La Fig 65 muestra el resultado de la GC que confirma la produccion de acetona e isopropanol con C.
autoethanogenum DSM23693 como cepa de control (superior) C. autoethanogenum DSM23693 + pMTL85245-kivd-
adh2 (inferior) de gas de fabricas de acero que contiene CO.

La Fig 66 muestra el resultado de la GC que confirma la produccion de acetona e isopropanol con C.
autoethanogenum DSM23693 + pMTL85245-kivd de gas de fabricas de acero que contiene CO.

La Fig 67 muestra el plasmido de expresion de acetona pMTL85147-thlA-ctfA-ctfB-adc-P-kivd
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La Fig 68 muestra el plasmido de expresion de acetona pMTL83147-thlA-ctfA-ctfB-adc-adh. La Fig 69 muestra el
plasmido de expresion de acetona pMTL83147-thlA-ctfA-ctfB-adc-P-kivd-adh

La Fig 70 muestra el resultado de la GC que confirma la produccion de acetona e isopropanol con C.
autoethanogenum DSM23693 (superior) y C. autoethanogenum DSM23693 + pMTL85245-Pwl-thlA-ctfAB-kivd de
gas de fabricas de acero que contiene CO.

La Fig 71 muestra el resultado de la GC que confirma la produccion de acetona e isopropanol con C.
autoethanogenum DSM23693 + pMTL83147-thlA-ctfAB-adc-adh2 de gas de fabricas de acero que contiene CO.

La Fig 72 muestra el resultado de la GC que confirma la produccion de acetona e isopropanol con C.
autoethanogenum DSM23693 + pMTL83147-thlA-ctfAB-adc-P-kivd-adh2 de gas de fabricas de acero que contiene
CO.

La Fig 73 muestra combinaciones de genes sometidas a prueba de la ruta Clostridial y Alfa-cetoacido descarboxilasa
Kivd de codones optimizados de L lactis y Alcohol deshidrogenasa Adh2 de S. cerevisiae expresadas
heterélogamente en E. coliy C. autoethanogenum.

La Fig 74 muestra la conversion completa de acetona en isopropanol a elevadas concentraciones y tasas cuando se
introducen en un cultivo continuo estable de C. aufoethanogenum DSM23693 con gas de fabricas de acero que
contiene CO como sustrato.

Descripcion detallada de la invencion

A continuacion se proporciona una descripcion de la presente invencion, que incluye realizaciones preferidas de la
misma, proporcionadas en términos generales. La invencion se elucida adicionalmente en la descripcion
proporcionada bajo el encabezado "Ejemplos" mas adelante en la presente memoria, que proporciona datos
experimentales que respaldan la invencion, ejemplos especificos de diferentes aspectos de la invencién y medios
ilustrativos para llevar a cabo la invencion.

La produccién de acetona y/o isopropanol mediante fermentacion microbiana de los sustratos que comprenden CO
no habia sido referida anteriormente. Los autores de la presente invencién han demostrado ahora (entre otras
cosas), por medio de la modificacién genética, la produccion de acetona e isopropanol en especies de bacterias
acetogénicas carboxidotrofas capaces de utilizar CO como fuente de carbono y energia. Los autores de la presente
invencion también han sido capaces de demostrar sorprendentemente la conversién enzimatica natural de acetona
en isopropanol en presencia de gases que contienen CO por medio de especies acetogénicas carboxidotrofas muy
estrechamente relacionadas C. autoethanogenum, C. ljungdahli, y C. ragsdalei. Se identifico una alcohol
deshidrogenasa novedosa, que se mostré que era expresada constitutivamente a un elevado nivel durante una
ronda de fermentacién normal con C. aufoethanogenum y era capaz de convertir la acetona en isopropanol a altas
concentraciones y razones. Los autores de la presente invencion también han descubierto dos genes que
sorprendentemente confieren actividad hacia acetona e isopropanol en C. autoethanogenum. No se habia informado
previamente que estos genes, una alfa-cetoacido descarboxilasa (Kivd) de Lactococcus lactis y una alcohol
deshidrogenasa (Adh2) de Saccharomyces cerevisiae confirieran actividad hacia acetona o isopropanol o cualquiera
de sus precursores, en lugar de convertir los aminoacidos precursores en alcoholes de cadena ramificada. Los
autores de la presente invenciéon demostraron la produccion de acetona e isopropanol a partir de CO en C.
autoethanogenum utilizando varias combinaciones diferentes de genes y enzimas.

Por consiguiente, la invencién proporciona, por ejemplo, los métodos para la produccién de acetona, isopropanol y/o
precursores de acetona y/o isopropanol mediante fermentacion microbiana de sustratos que comprenden CO,
microorganismos modificados genéticamente para su uso en tales métodos, acidos nucleicos adecuados para la
preparacion de microorganismos modificados genéticamente y alcohol deshidrogenasas novedosas y acidos
nucleicos que las codifican.

Como se menciona en la presente memoria, un "caldo de fermentacién" es un medio de cultivo que comprende al
menos un medio nutriente y células bacterianas.

Como se menciona en la presente memoria, un microorganismo lanzadera es un microorganismo en el que se
expresa una enzima metiltransferasa y es distinto del microorganismo de destino.

Como se menciona en la presente memoria, un microorganismo de destino es un microorganismo en el que son
expresados los genes incluidos en una construccién/vector de expresion y es distinto del microorganismo lanzadera.

Se pretende que la expresién "producto de fermentacion principal” el producto de fermentacién que es producido a la
mayor concentracion y/o rendimiento.

Los términos "aumentar la eficacia”", "aumento de la eficacia" y similares, cuando se utilizan en relaciéon con un
procedimiento de fermentacion, incluyen, pero no se limitan a, aumento de una o mas de la tasa de crecimiento de
microorganismos que catalizan la fermentacion, el crecimiento y/o la tasa de produccion del producto a
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concentraciones elevadas de acetona y/o isopropanol, el volumen de producto deseado producido por volumen de
sustrato consumido, la tasa de produccion o el nivel de produccion del producto deseado, y la proporcion relativa del
producto deseado producido en comparacién con otros subproductos de la fermentacion.

Debe entenderse que la frase "sustrato que comprende mondéxido de carbono" y las expresiones similares incluyen
cualquier sustrato en el que haya disponible mondéxido de carbono para una o mas cepas de bacterias para el
crecimiento y/o la fermentacion, por ejemplo.

La frase "sustrato gaseoso que comprende mondxido de carbono" y frases y términos similares, incluyen cualquier
gas que contiene un nivel de monoxido de carbono. En ciertas realizaciones el sustrato contiene de 20% a 70% en
volumen de CO, de 30% a 60% en volumen de CO, y de 40% a 55% en volumen de CO. En realizaciones concretas,
el sustrato comprende aproximadamente 25%, o aproximadamente 30%, o aproximadamente 35%, o
aproximadamente 40%, o aproximadamente 45%, o aproximadamente 50% de CO, o aproximadamente 55% de CO,
o aproximadamente 60% en volumen de CO.

Si bien no es necesario que el sustrato contenga hidrégeno, la presencia de H, no debe ser perjudicial para la
formacion del producto. En descripciones particulares, la presencia de hidrogeno da como resultado una eficacia
total mejorada de produccion de alcohol. El sustrato puede comprender una razén de approx 2:1, o 1:1, 0 1:2 de
H2:CO. En una descripcion el sustrato comprende aproximadamente 30% en volumen o menos de Hy, 20% en
volumen o menos de H, aproximadamente 15% en volumen o menos de H, o aproximadamente 10% o en volumen
menos de Hy. En otras descripciones, la corriente de sustrato comprende bajas concentraciones de Hz, por ejemplo,
menos de 5%, o menos de 4%, o menos de 3%, o menos de 2%, o menos de 1%, o esta sustancialmente libre de
hidrégeno. El sustrato también puede contener por ejemplo algo de CO,, tal como de aproximadamente 1% a
aproximadamente 80% en volumen de CO2, o de 1% a aproximadamente 30% en volumen de COj. En una
descripcion, el sustrato comprende menos de o igual a aproximadamente 20% en volumen de CO». En descripciones
particulares el sustrato comprende menos de o igual a aproximadamente 15% en volumen de CO», menos de o igual
a aproximadamente 10% en volumen de CO», menos de o igual a aproximadamente 5% en volumen de CO; o no
contiene sustancialmente CO..

En la siguiente descripcion, las realizaciones de la invencion se describen en términos de suministro y fermentacion
de un "sustrato gaseoso que contiene CO". Sin embargo, debe apreciarse que el sustrato gaseoso se puede
proporcionar en formas alternativas. Por ejemplo, el sustrato gaseoso que contiene CO se puede proporcionar
disuelto en un liquido. Esencialmente, se satura un liquido con un gas que contiene mondxido de carbono y después
se afiade el liquido al biorreactor. Esto se puede lograr usando metodologia convencional. A modo de ejemplo, se
podria utilizar un generador de dispersion de microburbujas (Hensirisak et. al. "Scale-up of microbubble dispersion
generator for aerobic fermentation"; Applied Biochemistry and Biotechnology, Volumen 101, Numero 3 / octubre,
2002). A modo de ejemplo adicional, el sustrato gaseoso que contiene CO se puede adsorber en un soporte sélido.
Dichos métodos alternativos estan englobados por el uso de la expresion "sustrato que contiene CO" y similares.

En realizaciones particulares de la invencion, el sustrato gaseoso que contiene CO es un gas residual o de descarga
industrial. Se debe considerar ampliamente que los "gases residuales o de descarga industrial" incluyen cualquiera
de los gases que comprenden CO producido por un procedimiento industrial, e incluyen gases producidos como
resultado de la fabricaciéon de productos metalicos ferrosos, fabricacién de productos no ferrosos, procedimientos de
refinado del petréleo, gasificacion de carbon, gasificacion de biomasa, produccion de energia eléctrica, produccion
de negro de humo y fabricacion de coque. Se pueden proporcionar ejemplos adicionales en otra parte en la presente
memoria.

Salvo que el contexto requiera otra cosa, se pretende que las frases "fermentacién", "procedimiento de
fermentacion” o "reaccion de fermentacion” y similares, segun se utilizan en la presente memoria, abarquen tanto la
fase de crecimiento como la fase de biosintesis de producto del procedimiento. Como se describira adicionalmente
en la presente memoria, el biorreactor puede comprender un primer reactor de crecimiento y un segundo reactor de
fermentacion. Como tal, se debe tender que la adicién de metales o composiciones a la reaccion de fermentacion
incluye la adicién a uno o ambos de estos reactores.

El término "biorreactor" incluye un dispositivo de fermentacion que consiste en uno o mas recipientes y/o torres o
disposicion de tuberias, que incluye el reactor de tanque agitado continuo (CSTR), el reactor celular inmovilizado
(ICR), reactor de rejilla (TBR), columna de burbujas, fermentador de gas, mezclador estatico u otro recipiente u otro
dispositivo adecuado para el contacto gas-liquido. El biorreactor puede comprender un primer reactor de crecimiento
y un segundo reactor de fermentacion. Como tal, cuando se menciona la adicién de sustrato al biorreactor o reaccion
de fermentacion debe entenderse que incluye adicion a cualquiera o ambos de estos reactores donde sea
apropiado.

Los "acidos nucleicos exdgenos" son acidos nucleicos que se originan fuera del microorganismo en el que se
introducen. Los acidos nucleicos exdgenos se pueden obtener a partir de cualquier fuente apropiada, incluyendo,
pero sin limitarse al microorganismo en el que van a ser introducidos, cepas o especies de microorganismos que
difieren del organismo en el que van a ser introducidos, o pueden ser creados de forma artificial o recombinante. En
una realizacion, los acidos nucleicos exdgenos representan secuencias de acido nucleico presentes de forma natural
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dentro del microorganismo en el que se van a introducir, y se introducen para aumentar la expresion o expresar en
exceso un gen particular (por ejemplo, aumentando el numero de copias de la secuencia (por ejemplo un gen) o
introduciendo un promotor fuerte o constitutivo para aumentar la expresion). En otra realizacion, los acidos nucleicos
exogenos representan secuencias de acido nucleico que no se encuentran naturalmente dentro del microorganismo
en el que se van a introducir y permiten la expresion de un producto que no se encuentra naturalmente dentro del
microorganismo o el aumento de la expresion de un gen natural del microorganismo (por ejemplo, en el caso de la
introduccion de un elemento regulador tal como un promotor). El acido nucleico exdégeno se puede adaptar para
integrarlo en el genoma del microorganismo en el que se va a introducir o para que permanezca en un estado
extracromosomico.

Debe apreciarse que la invencién se puede poner en practica usando acidos nucleicos cuya secuencia varia de las
secuencias especificamente ejemplificadas en la presente memoria siempre que realicen sustancialmente la misma
funcién. Para secuencias de acido nucleico que codifican una proteina o péptido esto significa que la proteina
codificada, o el péptido, tienen sustancialmente la misma funcién. Para secuencias de acido nucleico que
representan secuencias promotoras, la secuencia variante tendra la capacidad de promover la expresiéon de uno o
mas genes. Tales acidos nucleicos se pueden denominar en la presente memoria "variantes funcionalmente
equivalentes". A modo de ejemplo, las variantes funcionalmente equivalentes de un acido nucleico incluyen variantes
alélicas, fragmentos de un gen, genes que incluyen mutaciones (delecion, insercion, sustituciones de nucleodtidos y
similares) y/o polimorfismos y similares. Los genes homologos de otros microorganismos también se pueden
considerar como ejemplos de variantes funcionalmente equivalentes de las secuencias ilustradas especificamente
en la presente memoria. Estos incluyen genes homologos en especies tales como Clostridium acetobutylicum,
Clostridium beijerinckii, C. saccharobutylicumy C. saccharoperbutylacetonicum, de los cuales se encuentran detalles
disponibles al publico en sitios de internet tales como Genbank o NCBI. En el caso de los genes derivados de
Sacchromyces cerevisiae y Lactococcus lactics, se pueden encontrar genes homologos, por ejemplo, en
Staphylococcus epidermidis (por ejemplo, NP_765765.1, EGG67352.1, ZP_04826144.1, ZP_04797999.1), Bacillus
cereus (por ejemplo, ZP_04273468.1, ZP_04317620.1) y Bacillus thuringiensis (por ejemplo, YP_003664720.1).
También se debe considerar que la frase "variantes funcionalmente equivalentes” incluye acidos nucleicos cuya
secuencia varia como resultado de la optimizacion de codones para un organismo particular. Las "variantes
funcionalmente equivalentes" de un acido nucleico de la presente invencion tendran preferiblemente una identidad
de secuencia de acido nucleico de al menos aproximadamente 70%, preferiblemente aproximadamente 80%, mas
preferiblemente aproximadamente 85%, preferiblemente aproximadamente 90%, preferiblemente aproximadamente
95% o mas con el acido nucleico identificado.

También debe apreciarse que la invencién se puede poner en practica usando polipéptidos cuya secuencia varia de
las secuencias de aminoacidos especificamente ejemplificadas en la presente memoria. Estas variantes se pueden
denominar en la presente memoria "variantes funcionalmente equivalentes". Una variante funcionalmente
equivalente de una proteina o un péptido incluye aquellas proteinas o péptidos que comparten al menos 40%,
preferiblemente 50%, preferiblemente 60%, preferiblemente 70%, preferiblemente 75%, preferiblemente 80%,
preferiblemente 85%, preferiblemente 90%, preferiblemente 95% o mayor identidad de aminoacidos con la proteina
o el péptido identificados y tiene sustancialmente la misma funcion que el péptido o la proteina de interés. Dichas
variantes incluyen dentro de su alcance fragmentos de una proteina o un péptido en donde el fragmento comprende
una forma truncada del polipéptido en donde las deleciones pueden ser de 1 a 5, a 10, a 15, a 20, a 25 aminoacidos,
y pueden extenderse desde el residuo 1 al 25 en cualquiera de los extremos del polipéptido, y en donde las
deleciones pueden ser de cualquier longitud dentro de la region; o pueden estar en un lugar interno. También se
deben tomar variantes funcionalmente equivalentes de los polipéptidos especificos de la presente invenciéon para
incluir polipéptidos expresados por genes homodlogos en otras especies de bacterias, por ejemplo como se
ejemplifica en el parrafo anterior.

Se pretende que "sustancialmente la misma funcion" segun se utiliza en la presente memoria, signifique que el acido
nucleico o polipéptido es capaz de realizar la funcién del acido nucleico o polipéptido del que es una variante. Por
ejemplo, una variante de una enzima de la invencién sera capaz de catalizar la misma reaccion que esa enzima. Sin
embargo, no debe entenderse que la variante tiene el mismo nivel de actividad que el polipéptido o acido nucleico
del que es una variante.

Se puede evaluar si una variante funcionalmente equivalente tiene sustancialmente la misma funcién que el acido
nucleico o polipéptido del que es una variante usando cualquier nimero de métodos conocidos. No obstante, a
modo de ejemplo, se pueden utilizar los métodos esbozados por Wiesenborn et al [Thiolase from Clostridium
acetobutylicum ATCC 824 and lts Role in the Synthesis of Acids and Solvents. Appl Environ Microbiol. 1988, 54:
2717-2722], Wiesenborn et al [Coenzyme A transferase from Clostridium acetobutylicum ATCC 824 and its role in
the uptake of acids. Appl Environ Microbiol. 1989, 55:323-9.], Peterson y Bennet [Purification of acetoacetate
decarboxylase from Clostridium acetobutylicum ATCC 824 and cloning of the acetoacetate decarboxylase gene in
Escherichia coli. Appl Environ Microbiol. 1990 56: 3491-3498], Ismail et al. [Purification and characterization of a
primary-secondary alcohol dehydrogenase of two strains of Clostridium beijerinckii. J Bacteriol 1993, 175: 5097-
5105], de la Plaza et al [Biochemical and molecular characterization of a-cetoisovalerate decarboxylase, an enzyme
involved in the formation of aldehydes from amino acids by Lactococcus lactis. FEMS Microbiol Lett. 2004 238: 367-
374] o Khorkin et al [NADP-dependent bacterial alcohol dehidrogenases: crystal structure, cofactor-binding and
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cofactor specificity of the ADHs of Clostridium beijerinckii and Thermoanaerobacter brockii. J Mol Biol. 1998, 22:
278(5): 967-981] para evaluar la actividad de la enzima.

"Expresar en exceso", "expresion en exceso " y términos y frases similares cuando se usan en relacion con la
invencion deben tomarse ampliamente para incluir cualquier incremento en la expresion de una o mas proteinas en
comparacion con el nivel de expresion de la proteina de un microorganismo parental bajo las mismas condiciones.
No debe entenderse que significa que la proteina se expresa a un nivel particular.

Un "microorganismo parental" es un microorganismo usado para generar un microorganismo recombinante de la
invencion. El microorganismo parental puede ser uno que aparezca en la naturaleza (es decir, un microorganismo de
tipo salvaje) o uno que ha sido previamente modificado pero que no expresa o expresa en exceso una o mas de las
enzimas objeto de la presente invencion. Por consiguiente, los microorganismos recombinantes de la invencion se
han modificado para expresar o expresar en exceso una 0 mas enzimas que No Se expresaron o0 se expresaron en
exceso en el microorganismo parental.

Se debe considerar ampliamente que los términos "construcciones" o "vectores" de acido nucleico y términos
similares incluyen cualquier acido nucleico (incluyendo ADN o ARN) adecuado para usar como un vehiculo para
transferir material genético a una célula. Se debe considerar que los términos incluyen plasmidos, virus (incluyendo
bacteriofagos), cosmidos y cromosomas artificiales. Las construcciones o vectores pueden incluir uno o mas
elementos reguladores, un origen de replicacion, un sitio de multiclonacion y/o un marcador seleccionable. En una
descripcion particular, las construcciones o vectores se adaptan para permitir la expresiéon de uno o mas genes
codificados por la construccion o vector. Las construcciones o vectores de acido nucleico incluyen acidos nucleicos
desnudos asi como acidos nucleicos formulados con uno o mas agentes para facilitar el suministro a una célula (por
ejemplo, acido nucleico conjugado con liposoma, un organismo en el que esta contenido el acido nucleico).

La "ruta de biosintesis de isopropanol" es la ruta enzimatica que permite el metabolismo de CO o CO/H; a
isopropanol, como se esboza, por ejemplo, en Figura 4.

La "ruta de biosintesis de acetona" es la ruta enzimatica que permite el metabolismo de CO o CO/H; a acetona,
como se esboza, por ejemplo, en la Figura 4.

Un "precursor" de acetona incluye Acetil-CoA, Acetoacetil-CoA, Acetoacetato, Acetil-Fosfato y Acido Acético.

Un "precursor" de isopropanol incluye Acetil-CoA, Acetoacetil-CoA, Acetoacetato, Acetona, Acetil-Fosfato y Acido
Acético.

Se debe considerar que la referencia a "alcohol deshidrogenasas" incluye alcohol deshidrogenasas que son capaces
de catalizar la conversion de cetonas (tales como acetona) a alcoholes secundarios (tales como isopropanol), o
viceversa. Dichas alcohol deshidrogenasas incluyen alcohol secundario deshidrogenasas y alcohol primario
deshidrogenasas. Una "alcohol secundario deshidrogenasa" es aquella que convierte las cetonas (tales como
acetona) en alcoholes secundarios (tales como isopropanol), o viceversa. Una "alcohol primario deshidrogenasa" es
aquella que puede convertir aldehidos en alcoholes primarios, o viceversa; sin embargo, una serie de alcohol
primario deshidrogenasas son capaces de catalizar la conversion de cetonas en alcoholes secundarios, o viceversa.
Estas alcohol deshidrogenasas también se pueden denominar "alcohol primario-secundario deshidrogenasas".

Como se ha comentado anteriormente en la presente memoria, la invencién proporciona un método que comprende
el uso de un microorganismo recombinante capaz de producir acetona, isopropanol y/o un precursor de acetona y/o
isopropanol mediante fermentacion de un sustrato que comprende CO. Las referencias a los microorganismos vy las
enzimas de mas abajo se refieren al uso de los microorganismos o enzimas en el método de la invencion.

En una realizacién particular, el microorganismo se adapta para expresar una o mas enzimas en la ruta de
biosintesis de isopropanol que no estan naturalmente presentes en el microorganismo parental. En otra realizacion,
el microorganismo se adapta para expresar en exceso una o mas enzimas en la ruta de biosintesis del isopropanol
que estan naturalmente presentes en el microorganismo parental.

En una realizacién particular, el microorganismo se adapta para expresar una o mas enzimas en la ruta de
biosintesis de acetona que no estan naturalmente presentes en el microorganismo parental. En otra realizacion, el
microorganismo se adapta para expresar en exceso una 0 mas enzimas en la ruta de biosintesis de acetona que
estan naturalmente presentes en el microorganismo parental.

En una realizacion particular, el microorganismo se adapta para expresar una o0 mas enzimas implicadas en la
conversion de acetona en isopropanol que no estan naturalmente presentes en el microorganismo parental. En otra
realizacion, el microorganismo se adapta para expresar en exceso una 0 mas enzimas implicadas en la conversion
de acetona en isopropanol que estan naturalmente presentes en el microorganismo parental.

En una realizacion, el microorganismo parental es capaz de fermentar un sustrato que comprende CO para producir
acetona pero no de convertir acetona en isopropanol y el microorganismo recombinante se adapta para expresar
una o mas enzimas implicadas en la conversién de acetona en isopropanol.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2702 621 T3

En ofra realizacion, el microorganismo parental es capaz de convertir acetona en isopropanol pero no es capaz de
fermentar un sustrato que comprende CO para producir acetona y el microorganismo recombinante se adapta para
expresar una o mas enzimas en la ruta de biosintesis de acetona.

En una realizacién, el microorganismo parental no es capaz de fermentar un sustrato que comprende CO para
producir acetona e isopropanol y el microorganismo recombinante se adapta para expresar una o mas enzimas en la
ruta de biosintesis de acetona y una o mas enzimas implicadas en la conversion de acetona en isopropanol.

El microorganismo puede adaptarse para expresar o expresar en exceso las una o mas enzimas mediante cualquier
numero de métodos recombinantes, incluyendo, por ejemplo, el aumento de la expresion de genes naturales dentro
del microorganismo (por ejemplo, introduciendo un promotor mas fuerte o constitutivo para dirigir la expresion de un
gen), el aumento del nimero de copias de un gen que codifica una enzima particular mediante la introduccion de
acidos nucleicos exdgenos que codifican y se adaptan para expresar la enzima, la introduccién de un acido nucleico
exogeno que codifica y se adapta para expresar una enzima que no se encuentra naturalmente dentro del
microorganismo parental.

En ciertas realizaciones, el microorganismo parental puede transformarse para proporcionar una combinacion de
aumento o expresion en exceso de uno o mas genes nativos del microorganismo parental y la introduccién de uno o
mas genes no nativos en el microorganismo parental. Por ejemplo, uno o mas genes que codifican una enzima en la
ruta de biosintesis de acetona pueden ser nativos con respecto al microorganismo parental pero pueden no incluir
uno o mas genes que codifican una enzima implicada en la conversion de acetona en isopropanol, o viceversa. El
microorganismo se podria modificar genéticamente para expresar en exceso los uno o mas genes nativos que
codifican una enzima en la ruta de biosintesis de acetona y para introducir un gen que codifica una enzima implicada
en la conversion de acetona en isopropanol, o viceversa. De un modo similar, el microorganismo se podria modificar
genéticamente para expresar en exceso una 0 mas enzimas en la ruta de biosintesis de acetona (y/o la conversion
de acetona en isopropanol) y para introducir uno o mas genes que codifican una enzima implicada en la misma ruta.

En una realizacion las una o mas enzimas en la ruta de biosintesis de acetona se seleccionan del grupo que
consiste en:

Acetil-Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThiA; E.C. 2.3.1.9);
Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa A (CoA transferasa; CtfA; EC 2.8.3.9);
Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA transferasa; CtfB; EC 2.8.3.9);
Acetoacetato descarboxilasa (Adc; EC 4.1.1.4);

Alfa-cetoisovalerato descarboxilasa (descarboxilasa; KivD; EC4.1.1.74); e,

Una variante funcionalmente equivalente de una o mas cualesquiera de las mismas.

A modo de ejemplo solamente, la informacién de la secuencia para cada uno de los péptidos se proporciona en la
tabla 6 o la tabla 18 en la presente memoria mas adelante.

Las enzimas utilizadas en los microorganismos de la invencion se pueden obtener de cualquier fuente apropiada,
incluyendo diferentes géneros y especies de bacterias, u otros organismos. Sin embargo, en una realizacion, la
Acetil-Coenzima A acetiliransferasa (Tiolasa; ThlA) es aquella de se obtiene de C. acetobutylicum. En una
realizacion, la Acetil-Coenzima A acetiltransferasa tiene la secuencia de aminoacidos ilustrada en la tabla 6 en la
presente memoria mas adelante, o es una variante funcionalmente equivalente de la misma.

En una realizacién, las enzimas Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa A (CoA transferasa; CtfA),
Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA transferasa; CtfB) y Acetoacetato descarboxilasa (Adc) se
obtienen de C. Beijerinckii.

En una realizacion, la enzima alfa-cetoisovalerato descarboxilasa (descarboxilasa; KivD) es la que se obtiene a partir
de L. lactis.

En una realizacion, cada enzima tiene la secuencia de aminoacidos ilustrada en la tabla 6 o 18 en la presente
memoria mas adelante, o es una variante funcionalmente equivalente de la misma.

En una realizacion, las una o mas enzimas implicadas en la conversién de acetona en isopropanol se seleccionan
del grupo que consiste en:

Alcohol Deshidrogenasa (Adh; EC 1.1.1.2);
Alcohol deshidrogenasa (Adh2; EC 1.1.1.1); y,

Una variante funcionalmente equivalente de las mismas.
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De nuevo, la enzima alcohol deshidrogenasa utilizada en la invencion se puede obtener de cualquier fuente
apropiada, incluyendo diferentes géneros y especies de bacterias (por ejemplo, las especies de bacterias ilustradas
en la tabla 13 en la presente memoria mas adelante. Sin embargo, en una realizacion particular, la Alcohol
Deshidrogenasa (Adh) se obtiene de C. autoethanogenum, C. ljungdahlii, ylo C. ragsdalei. En una descripcion, la
alcohol deshidrogenasa tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ_ID NO. 1 o es una variante funcionalmente
equivalente de la misma. En una descripciéon, la variante funcionalmente equivalente tiene al menos
aproximadamente 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia
con SEQ_ID NO. 1.

En una realizacion, la Alcohol Deshidrogenasa (Adh2) se obtiene de S. cerevisiae.

En una realizacién, el microorganismo comprende uno o mas acidos nucleicos exdgenos que codifican y estan
adaptados para expresar una o mas de las enzimas mencionadas antes en la presente memoria. En una realizacion,
los microorganismos comprenden uno o mas acidos nucleicos exégenos que codifican y se adaptan para expresar al
menos dos de las enzimas. En otras realizaciones, el microorganismo comprende uno o mas acidos nucleicos
exogenos que codifican y se adaptan para expresar 3, 4, 5, 0 6 de las enzimas.

En una realizacion particular, el microorganismo comprende uno o mas acidos nucleicos exdgenos que codifican
cada una de Acetil-Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA; E.C. 2.3.1.9), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A
transferasa A (CoA transferasa; CtfA; EC 2.8.3.9), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA
transferasa; CtfB; EC 2.8.3.9), y Acetoacetato descarboxilasa (Adc; EC 4.1.1.4) o una variante funcionalmente
equivalente de una o mas cualesquiera de las mismas.

En una realizacion particular, el microorganismo comprende uno o mas acidos nucleicos exdégenos que codifican
Alcohol Deshidrogenasa (Adh; EC 1.1.1.2) o una variante funcionalmente equivalente de la misma.

En una realizacion particular, el microorganismo comprende uno o mas acidos nucleicos exdgenos que codifican
cada una de Acetil-Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA; E.C. 2.3.1.9), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A
transferasa A (CoA transferasa; CtfA; EC 2.8.3.9), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA
transferasa; CtfB; EC 2.8.3.9), Acetoacetato descarboxilasa (Adc; EC 4.1.1.4), y Alcohol Deshidrogenasa (Adh; EC
1.1.1.2), o una variante funcionalmente equivalente de una o mas cualesquiera de las mismas.

En una realizacion particular, el microorganismo comprende uno o mas acidos nucleicos exdégenos que codifican
cada una de Alfa-cetoisovalerato descarboxilasa (descarboxilasa; KivD; EC4.1.1.74), y Alcohol deshidrogenasa
(Adh2; EC 1.1.1.1), o una variante funcionalmente equivalente de una o mas cualesquiera de las mismas.

En una realizacion particular, el microorganismo comprende uno o mas acidos nucleicos exdgenos que codifican
cada una de Acetil-Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA; E.C. 2.3.1.9), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A
transferasa A (CoA transferasa; CtfA; EC 2.8.3.9), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA
transferasa; CtfB; EC 2.8.3.9), y Alfa-cetoisovalerato descarboxilasa (descarboxilasa; KivD; EC4.1.1.74), o una
variante funcionalmente equivalente de una o mas cualesquiera de las mismas.

En una realizacion particular, el microorganismo comprende uno o mas acidos nucleicos exdgenos que codifican
Alfa-cetoisovalerato descarboxilasa (descarboxilasa; KivD; EC4.1.1.74), o una variante funcionalmente equivalente
de una o mas cualesquiera de las mismas.

En una realizacion particular, el microorganismo comprende uno o mas acidos nucleicos exdgenos que codifican
cada una de Acetil-Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA; E.C. 2.3.1.9), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A
transferasa A (CoA transferasa; CtfA; EC 2.8.3.9), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA
transferasa; CtfB; EC 2.8.3.9), Acetoacetato descarboxilasa (Adc; EC 4.1.1.4), y Alcohol deshidrogenasa (Adh2; EC
1.1.1.1), o una variante funcionalmente equivalente de una o mas cualesquiera de las mismas.

En otra realizacion particular, el microorganismo comprende uno o mas acidos nucleicos exdgenos que codifican
cada una de Acetil-Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA; E.C. 2.3.1.9), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A
transferasa A (CoA transferasa; CtfA; EC 2.8.3.9), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA
transferasa; CtfB; EC 2.8.3.9), Acetoacetato descarboxilasa (Adc; EC 4.1.1.4), Alfa-cetoisovalerato descarboxilasa
(descarboxilasa; KivD; EC4.1.1.74), y Alcohol deshidrogenasa (Adh2; EC 1.1.1.1), o una variante funcionalmente
equivalente de una o mas cualesquiera de las mismas.

En una realizacion, la Acetil-Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA) esta codificada por un acido nucleico que
comprende SEQ_ID NO. 18, o una de sus variantes funcionalmente equivalentes. En una realizacion, la Acetoacetil-
CoA:Acetato Coenzima A transferasa A (CoA transferasa; CtfA) esta codificada por un acido nucleico que
comprende SEQ_ID NO. 19, o una de sus variantes funcionalmente equivalentes. En una realizacion, la Acetoacetil-
CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA transferasa; CtfB) esta codificada por un acido nucleico que
comprende SEQ_ID NO. 20, o una de sus variantes funcionalmente equivalentes. En una realizacion, la
Acetoacetato descarboxilasa (Adc) esta codificada por un acido nucleico que comprende SEQ_ID NO. 21, o una de
sus variantes funcionalmente equivalentes. En una realizacion, la Alcohol Deshidrogenasa (Adh) esta codificada por
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un acido nucleico que comprende SEQ_ID NO. 2, SEQ_ID NO. 3, o SEQ_ID NO. 4, o una variante funcionalmente
equivalente de uno cualquiera de los mismos.

El microorganismo puede comprender uno o mas acidos nucleicos exdgenos. Cuando se desea transformar el
microorganismo parental con dos o mas elementos genéticos (tal como genes o elementos reguladores (por ejemplo
un promotor)) pueden estar contenidos en uno o mas acidos nucleicos exdgenos.

En una realizacioén, los uno o mas acidos nucleicos exdgenos son una construccion o vector de acido nucleico, en
una realizacién particular un plasmido, que codifica una o mas enzimas mencionadas en lo que antecede en
cualquier combinacién. En una realizacién particular, la construccion codifica cada una de ThiA, CtfA, CtfB, y Adc y
opcionalmente, Adh. En ofra realizacion, los uno o mas acidos nucleicos exdgenos son una construccion de acido
nucleico o vector, en una realizacion particular un plasmido, que codifica Adh, y opcionalmente ThIA, CtfA, CtfB, y/o
Adc. En una realizacion particular, la construccion codifica todas las ThiA, CtfA, CtfB, Adc y Adh. El vector también
puede comprender otras combinaciones de acidos nucleicos que codifican combinaciones de enzimas alternativas,
como resulta evidente de la descripcidon en otra parte de este documento. En una realizacién particular, el vector
comprende 1, 2, 3 o 4 de las secuencias de acido nucleico SEQ_ID NO. 19, 20, 21 y 22 o una variante
funcionalmente equivalente de uno cualquiera de los mismos, en cualquier orden. En otra realizacién, el vector
comprende SEQ_ID_NO. 2, 3 y/o 4, o una variante funcionalmente equivalente de uno cualquiera de los mismos, en
cualquier orden. En una realizacion, el vector comprende 1, 2, 3, o 4 de las secuencias de SEQ_ID NO. 19, 20, 21y
22 o una variante funcionalmente equivalente de uno cualquiera de los mismos y de SEQ_ID_NO. 2, 3 0 4, o una
variante funcionalmente equivalente de uno cualquiera de los mismos, en cualquier orden.

Los acidos nucleicos exdogenos pueden permanecer fuera del cromosoma después de la transformacion del
microorganismo parental o se pueden integrar en el genoma del microorganismo parental. Por consiguiente, pueden
incluir secuencias de nucleétidos adicionales adaptadas para ayudar a la integracion (por ejemplo, una regioén que
permite la recombinacion homologa e integracion dirigida en el genoma del anfitrién) o la expresion y replicacion de
una construccion extracromosomica (por ejemplo, origen de replicacién y otros elementos o secuencias
reguladoras).

En una realizacion, el microorganismo parental se selecciona del grupo de bacterias acetogénicas carboxidotrofas.
En ciertas realizaciones el microorganismo se selecciona del grupo que comprende Clostridium autoethanogenum,
Clostridium  ljungdahlii, Clostridium ragsdalei, Clostridium carboxidivorans, Clostridium drakei, Clostridium
scatologenes, Clostridium coskatii, Butyribacterium limosum, Butyribacterium methylotrophicum, Acetobacterium
woodii, Alkalibaculum bacchii, Blautia producta, Eubacterium limosum, Moorella thermoacetica, Moorella
thermautotrophica, Oxobacter pfennigii, y Thermoanaerobacter kiuvi.

En una realizacion particular, el microorganismo parental se selecciona de la agrupacion de Clostridia
etanologénicas, acetogénicas que comprende las especies C. autoethanogenum, C. ljungdahlii, y C. ragsdalei y
productos aislados relacionados. Estos incluyen pero no se limitan a cepas de C. autoethanogenum JAI-1T
(DSM10061) [Abrini J, Naveau H, Nyns E-J: "Clostridium autoethanogenum, sp. nov., an anaerobic bacterium that
produces ethanol de carbon monoxide". Arch Microbiol 1994, 4: 345-351], C. autoethanogenum LBS1560
(DSM19630) [Simpson SD, Forster RL, Tran PT, Rowe MJ, Warner IL: "Novel bacteria and methods thereof".
Patente internacional 2009, W0O/2009/064200], C. autoethanogenum LBS1561 (DSM23693), C. ljungdahlii PETCT
(DSM13528 = ATCC 55383) [Tanner RS, Miller LM, Yang D: Clostridium ljungdahlii sp. nov., an Acetogenic Species
in Clostridial rRNA Homology Group . Int J Syst Bacteriol 1993, 43: 232-236], C. ljungdahlii ERI-2 (ATCC 55380)
[Gaddy JL: "Clostridium stain which produces acetic acid from waste gases". Patente de Estados Unidos 1997,
5.593.886], C. ljungdahli C-01 (ATCC 55988) [Gaddy JL, Clausen EC, Ko C-W: "Microbial process for the
preparation of acetic acid as well as solvent for its extraction from the fermentation broth". Patente de Estados
Unidos, 2002, 6.368.819], C. ljungdahlii O-52 (ATCC 55989) [Gaddy JL, Clausen EC, Ko C-W: "Microbial process for
the preparation of acetic acid as well as solvent for its extraction State fermentation broth". Patente de Estados
Unidos, 2002, 6.368.819], C. ragsdalei P11T(ATCC BAA-622) [Huhnke RL, Lewis RS, Tanner RS: "Isolation and
Characterization of novel Clostridial Species". Patente internacional 2008, WO 2008/028055], productos aislados
relacionados tales como "C. coskatii" [Zahn et al - Novel ethanologenic species Clostridium coskatii (Solicitud de
Patente de Estados Unidos nimero US20110229947)], o cepas mutadas tales como C. ljungdahlii OTA-1 (Tirado-
Acevedo O. Production of Bioethanol from Synthesis Gas Using Clostridium ljungdahlii. Tesis doctoral, North
Carolina State University, 2010). Estas cepas forman un subconjunto dentro del conjunto | de ARNTr clostridial y su
gen de ARNr 16S es mas de 99% idéntico con un contenido de GC bajo similar de aproximadamente 30%. Sin
embargo, la reasociacion de ADN-ADN y los experimentos de huella dactilar de ADN mostraron que estas cepas
pertenecen a diferentes especies [Huhnke RL, Lewis RS, Tanner RS: "Isolation and Characterization of novel
Clostridial Species". Patente internacional 2008, WO 2008/028055].

Todas las especies de este conjunto tienen una morfologia y tamafo similares (las células en crecimiento
logaritmico tienen entre 0,5-0,7 x 3-5 pm), son mesdfilas (temperatura de crecimiento 6ptima 30-37°C) y
estrictamente anaerobias [Tanner RS, Miller LM, Yang D: Clostridium ljungdahlii sp. nov., an Acetogenic Species in
Clostridial rRNA Homology Group I. Int J Syst Bacteriol 1993, 43: 232-236; Abrini J, Naveau H, Nyns E-J:
"Clostridium autoethanogenum, sp. nov., an anaerobic bacterium that produces ethanol from carbon monoxide". Arch
Microbiol 1994, 4: 345-351; Huhnke RL, Lewis RS, Tanner RS: " "Isolation and Characterization of novel Clostridial
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Species". Patente internacional 2008, WO 2008/028055]. Ademas, comparten todos los mismos rasgos filogenéticos
principales, tal como un mismo intervalo de pH (pH 4-7,5, con un pH inicial 6ptimo de 5,5-6), crecimiento autotrofo
fuerte en gases que contienen CO con velocidades de crecimiento similares y un perfil metabdlico similar con etanol
y acido acético como producto final de fermentacion principal, y pequefias cantidades de 2,3-butanodiol y acido
lactico formados en determinadas condiciones. [Tanner RS, Miller LM, Yang D: Clostridium ljungdabhlii sp. nov., an
Acetogenic Species in Clostridial rRNA Homology Group |. Int J Syst Bacteriol 1993, 43: 232-236; Abrini J, Naveau
H, Nyns E-J: "Clostridium autoethanogenum, sp. nov., an anaerobic bacterium that produces ethanol de carbon
monoxide". Arch Microbiol 1994, 4: 345-351; Huhnke RL, Lewis RS, Tanner RS: " "Isolation and Characterization of
novel Clostridial Species". Patente internacional 2008, WO 2008/028055]. La produccién de indol se observo
también con las tres especies. Sin embargo, las especies se diferencian en el uso de sustratos de diferentes
azucares (p. €j. ramnosa, arabinosa), acidos (p. €j. gluconato, citrato), aminoacidos (p. €j. arginina, histidina), u otros
sustratos (p. €j. betaina, butanol). Ademas, se encontré que algunas de las especies eran auxotrofas para ciertas
vitaminas (p. €j. tiamina, biotina), mientras que otras no.

En una realizacion, la cepa original usa CO como Unica fuente de carbono y energia.

En una realizacion el microorganismo parental es Clostridium autoethanogenum o Clostridium ljungdahlii. En una
realizacion particular, el microorganismo es Clostridium autoethanogenum DSM23693. En ofra realizacion particular,
el microorganismo es Clostridium ljungdahlii DSM13528 (o ATCC55383).

En una realizacién, el microorganismo parental carece de uno o mas genes que codifican ThlA, CtfA, CtfB, Adc,
KivD, Adh y Adh2. En una realizacion particular, el microorganismo parental carece de un gen que codifica Adh. En
otra realizacion particular, el microorganismo parental carece de cada uno de los genes que codifican ThlA, CtfA,
CtfB, Adc, y KivD.

Los autores de la presente invencion han identificado una proteina Adh novedosa. Se describe una Alcohol
Deshidrogenasa (Adh) que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ_ID NO. 1, o una cualquiera de sus variantes
funcionalmente equivalentes. En una descripcién, la variante funcionalmente equivalente de la Alcohol
Deshidrogenasa (Adh) tiene al menos aproximadamente 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% de identidad de secuencia con SEQ_ID NO. 1.

Se describe un acido nucleico que codifica Adh de SEQ_ID NO. 1 o una de sus variantes funcionalmente
equivalentes. Los expertos en la técnica apreciaran faciimente tales acidos nucleicos, teniendo en cuenta la
secuencia de aminoacidos proporcionada en la presente memoria y el cddigo genético y la degeneracion del mismo.
No obstante, a modo de ejemplo, los acidos nucleicos que codifican Adh de SEQ_ID NO. 1 incluyen los acidos
nucleicos de SEQ_ID NO. 2, 3 o 4, o variantes funcionalmente equivalentes de los mismos. En una descripcion
particular, una variante funcionalmente equivalente de SEQ_ID NO. 2, 3 0 4 es un acido nucleico que tiene al menos
aproximadamente 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99%
de identidad de secuencia con SEQ_ID NO. 2, 3 0 4.

También se describen acidos nucleicos que son capaces de hibridar con al menos una porcién del acido nucleico de
SEQ_ID NO. 2, 3 0 4, un acido nucleico complementario a cualquiera de los mismos, o una variante funcionalmente
equivalente de uno cualquiera de los mismos. Tales acidos nucleicos hibridaran preferiblemente con el acido
nucleico de SEQ_ID NO. 2, 3 o0 4, un acido nucleico complementario a uno cualquiera de los mismos, o una variante
funcionalmente equivalente de uno cualquiera de los mismos, en condiciones de hibridacion restrictivas.
"Condiciones de hibridacion restrictivas" significa que el acido nucleico es capaz de hibridar con un molde diana en
condiciones de hibridacién convencionales tales como las descritas en Sambrook et al, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, USA. Se apreciara que el tamafio
minimo de tales acidos nucleicos es un tamafio que es capaz de formar un hibrido estable entre un acido nucleico
dado y la secuencia complementaria que se ha disefiado para su hibridacién. Por consiguiente, el tamafio depende
de la composicion del acido nucleico y del porcentaje de homologia entre el acido nucleico y su secuencia
complementaria, asi como de las condiciones de hibridacion que se utilizan (por ejemplo, temperatura y
concentraciones de sal). En una descripcion, el acido nucleico tiene al menos 10 nucledtidos de longitud, al menos
15 nucledtidos de longitud, al menos 20 nucledtidos de longitud, al menos 25 nucleétidos de longitud, o al menos 30
nucledtidos de longitud.

Los autores de la presente invencién también han identificado una serie de acidos nucleicos novedosos utiles como
sondas y cebadores, como se detalla en la presente memoria mas adelante en la seccion de ejemplos. Por ejemplo,
SEQ_ID NO. 5; SEQ ID NO: 6; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 8; SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 11; SEQ
ID NO: 12; SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 18; SEQ
ID NO: 23; SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 25; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 27; SEQ ID NO: 28; SEQ ID NO: 29; SEQ
ID NO: 30; SEQ ID NO: 31; SEQ ID NO: 32; SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 64; SEQ ID NO: 65; SEQ ID NO: 66; SEQ
ID NO: 67; SEQ ID NO: 68; SEQ ID NO: 69; SEQ ID NO: 70; SEQ ID NO: 71; SEQ ID NO: 85; SEQ ID NO: 86; SEQ
ID NO: 87; SEQ ID NO: 88; SEQ ID NO: 89; SEQ ID NO: 90; SEQ ID NO: 91; SEQ ID NO: 92; SEQ ID NO: 93; SEQ
ID NO: 94; SEQ ID NO: 96; SEQ ID NO: 97; SEQ ID NO: 99; SEQ ID NO: 100.
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La invencion también proporciona acidos nucleicos y construcciones de acidos nucleicos para su uso en la
generacion de microorganismos recombinantes de la invencion.

En una realizacién, los acidos nucleicos comprenden secuencias que codifican una o mas de las enzimas que
cuando se expresan en un microorganismo permiten que el microorganismo produzca acetona, isopropanol y/o un
precursor de acetona y/o isopropanol por fermentacién de un sustrato que comprende CO. En una realizacion
particular, la invencién proporciona un acido nucleico que codifica dos 0 mas enzimas que cuando se expresan en
un microorganismo permiten que el microorganismo produzca acetona, isopropanol y/o un precursor de acetona y/o
isopropanol por fermentaciéon de un sustrato que comprende CO. En una realizacion, los acidos nucleicos de la
invencién codifican 3, 4, 5 o 6 de tales enzimas.

En una realizacion particular, la enzimas se seleccionan entre Acetil-Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA),
Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa A (CoA transferasa; CtfA), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A
transferasa B (CoA ftransferasa; CtfB), Acetoacetato descarboxilasa (Adc), cetoisovalerato descarboxilasa
(descarboxilasa; KivD), Alcohol Deshidrogenasa (Adh), Alcohol Deshidrogenasa (Adh2), y una variante
funcionalmente equivalente de una o mas cualesquiera de las mismas.

En una realizacioén, un acido nucleico de la invencién comprende secuencias de acido nucleico que codifican cada
una de Acetil-Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa A (CoA
transferasa; CtfA), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA transferasa; CtfB), y Acetoacetato
descarboxilasa (Adc) o una variante funcionalmente equivalente de una o mas cualesquiera de las mismas, en
cualquier orden

En una realizacioén, un acido nucleico de la invencién comprende secuencias de acido nucleico que codifican cada
una de Acetil-Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa A (CoA
transferasa; CtfA), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA transferasa; CtfB), Acetoacetato
descarboxilasa (Adc), y Alcohol Deshidrogenasa (Adh) o una variante funcionalmente equivalente de una o mas
cualesquiera de las mismas, en cualquier orden.

En una realizacioén, un acido nucleico de la invencién comprende secuencias de acido nucleico que codifican cada
una de Alfa-cetoisovalerato descarboxilasa (descarboxilasa; KivD), y Alcohol deshidrogenasa (Adh2), o una variante
funcionalmente equivalente de una o mas cualesquiera de las mismas, en cualquier orden.

En una realizacion, un acido nucleico de la invencién comprende acidos nucleicos que codifican cada una de Acetil-
Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa A (CoA transferasa;
CtfA), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA transferasa; CtfB), y Alfa-cetoisovalerato
descarboxilasa (descarboxilasa; KivD), o una variante funcionalmente equivalente de una o mas cualesquiera de las
mismas, en cualquier orden.

En una realizacion, un acido nucleico de la invencién comprende acidos nucleicos que codifican Alfa-cetoisovalerato
descarboxilasa (descarboxilasa; KivD), o una variante funcionalmente equivalente de la misma. En una realizacion,
un acido nucleico de la invencidon comprende acidos nucleicos que codifican cada una de Acetil-Coenzima A
acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa A (CoA transferasa; CtfA),
Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA transferasa; CtfB), Acetoacetato descarboxilasa (Adc), y
Alcohol deshidrogenasa (Adh2), o una variante funcionalmente equivalente de una o mas cualesquiera de las
mismas, en cualquier orden.

En otra realizacion, un acido nucleico de la invencion comprende acidos nucleicos que codifican cada una de Acetil-
Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThlA), Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa A (CoA transferasa),
Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA transferasa; CtfB), Acetoacetato descarboxilasa (Adc),
Alfa-cetoisovalerato descarboxilasa (descarboxilasa; KivD), y Alcohol deshidrogenasa (Adh2), o una variante
funcionalmente equivalente de una o mas cualesquiera de las mismas, en cualquier orden.

Las secuencias de aminoacidos y de acidos nucleicos ilustrativas que codifican cada una de las enzimas anteriores
se proporcionan en GenBank como se describe en otra parte en la presente memoria (véanse, en particular, los
ejemplos proporcionados en las tablas 6 y 18 en la presente memoria mas adelante). No obstante, los expertos en la
técnica apreciaran facilmente secuencias de acidos nucleicos alternativas que codifican las enzimas o variantes
funcionalmente equivalentes de las mismas, teniendo en consideraciéon la informaciéon contenida en la presente
memoria, en GenBank y en otras bases de datos, y el codigo genético.

En una realizacion, la Alcohol Deshidrogenasa (Adh2) tiene la secuencia de SEQ_ID NO 75, o una de sus variantes
funcionalmente equivalentes.

En una realizacion, la secuencia de acido nucleico que codifica Acetil-Coenzima A acetiltransferasa (Tiolasa; ThIA)
comprende SEQ_ID NO. 18, o es una de sus variantes funcionalmente equivalentes. En una realizacion, la
secuencia de acido nucleico que codifica Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa A (CoA transferasa; CtfA)
comprende SEQ_ID NO. 19, o es una de sus variantes funcionalmente equivalentes. En una realizacion, la
secuencia de acido nucleico que codifica la Acetoacetil-CoA:Acetato Coenzima A transferasa B (CoA transferasa;
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CtfB) comprende SEQ_ID NO. 20, o es una de sus variantes funcionalmente equivalentes. En una realizacion, la
secuencia de acido nucleico que codifica la Acetoacetato descarboxilasa (Adc) comprende SEQ_ID NO. 21, o es
una de sus variantes funcionalmente equivalentes. En una realizacioén particular, la secuencia de acido nucleico que
codifica la Alcohol Deshidrogenasa (Adh) comprende SEQ_ID NO. 2, SEQ_ID NO. 3, o SEQ_ID NO. 4, o es una
variante funcionalmente equivalente de uno cualquiera de los mismos. En una descripcién, la variante
funcionalmente equivalente de SEQ_ID NO. 2, SEQ_ID NO. 3, o SEQ_ID NO. 4 tiene al menos aproximadamente
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de
secuencia con SEQ_ID NO. 2, 3 0 4.

Los acidos nucleicos de la invencion pueden permanecer fuera del cromosoma tras la transformacion de un
microorganismo parental o se pueden adaptar para la integracion en el genoma del microorganismo. Por
consiguiente, los acidos nucleicos de la invencion pueden incluir secuencias de nucleétidos adicionales adaptadas
para ayudar a la integracion (por ejemplo, una regién que permita la recombinacion homdloga y la integracion
dirigida al genoma del anfitrion) o la expresion estable y la replicacion de una construccion extracromosémica (por
ejemplo, origen de replicacion, promotor y otras secuencias reguladoras).

En una descripcion, el acido nucleico es una construccién o vector de acido nucleico. En una descripcién particular,
la construccioén de acido nucleico o vector es una construccion o vector de expresion.

Se apreciara que una construccion/vector de expresion puede contener cualquier nimero de elementos reguladores
ademas del promotor asi como genes adicionales adecuados para la expresion de otras proteinas si se desea. En
una descripcion, la construccion/vector de expresion incluye un promotor. En otra descripcion, la construccion/vector
de expresion incluye dos o mas promotores. En una realizacion particular, la construccién/vector de expresion
incluyen un promotor para cada gen que se vaya a expresar. En una descripcion, la construccion/vector de
expresion incluyen uno o mas sitios de unién ribosémicos, preferiblemente un sitio de unién ribosémico para cada
gen que se vaya a expresar.

Los expertos en la técnica apreciaran que las secuencias de acidos nucleicos y las secuencias de
construcciones/vectores descritas en la presente memoria pueden contener nucleétidos conectores convencionales
tales como los requeridos para los sitios de union a ribosomas y/o los sitios de restriccion. No se debe interpretar
que se requieran tales secuencias conectoras y no proporcionan una limitacion en las secuencias definidas.

Los acidos nucleicos y las construcciones de acido nucleico, incluyendo las construcciones/vectores de expresion,
se pueden construir usando cualquier numero de mecanismos convencionales en la técnica. Por ejemplo, se pueden
usar técnicas de sintesis quimica o recombinante. Dichas técnicas se describen, por ejemplo, en Sambrook et al,
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 1989). Se
describen técnicas ilustrativas adicionales en la seccion de ejemplos en lo sucesivo. Esencialmente, los genes
individuales y los elementos reguladores estaran operativamente unidos entre si de tal manera que los genes se
puedan expresar para formar las proteinas deseadas. Los expertos en la técnica apreciaran los vectores adecuados
para usar en la invencion. Sin embargo, a modo de ejemplo, los siguientes vectores pueden ser adecuados: vectores
pMTL80000, pIMP1, pJIR750 y los plasmidos ilustrados en la seccién de Ejemplos mas adelante en la presente
memoria.

Se debe apreciar que los acidos nucleicos la invencién pueden estar en cualquier forma apropiada, incluyendo ARN,
ADN, o ADNc.

También se describen organismos anfitriones, concretamente microorganismos, e incluyendo virus, bacterias, y
levaduras, que comprenden uno o mas cualesquiera de los acidos nucleicos descritos en la presente memoria.

Los uno o mas acidos nucleicos exdgenos se pueden suministrar a un microorganismo parental como acidos
nucleicos desnudos o se pueden formular con uno o mas agentes para facilitar el proceso de transformacion (por
ejemplo, acido nucleico conjugado con liposoma, un organismo en el que esta contenido el acido nucleico). Los uno
o0 mas acidos nucleicos pueden ser ADN, ARN o combinaciones de los mismos, si es adecuado. Se pueden utilizar
inhibidores de restriccion; véase, por ejemplo, Murray, N.E. et al. (2000) Microbial. Molec. Biol. Rev. 64, 412.)

Los microorganismos de la invencion se pueden preparar a partir de un microorganismo parental y uno o mas acidos
nucleicos exdégenos usando cualquier nimero de mecanismos conocidos en la técnica para la producciéon de
microorganismos recombinantes. A modo de ejemplo solo, la transformaciéon (que incluye transduccion o
transfeccion) se puede lograr por electroporacion, ultrasonidos, transformacion mediada por polietilenglicol,
competencia quimica y natural, o conjugacion. Se describen técnicas de transformacién adecuadas, por ejemplo, en
Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T: Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press,
Cold Spring Harbour, 1989.

Debido a los sistemas de restriccién que sean activos en el microorganismo que se vaya a transformar, puede ser
necesario metilar el acido nucleico que se vaya a introducir en el microorganismo. Esto se puede hacer usando una
variedad de técnicas, incluyendo las descritas a continuacion e ilustradas adicionalmente en la seccion de ejemplos
en lo sucesivo.
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A modo de ejemplo, se produce un microorganismo recombinante mediante un método que comprende las
siguientes etapas:

introduccién en un microorganismo lanzadera de (i) de una construccion/vector de expresién como se describe en la
presente memoria y (ii) una construccion/vector de metilacion que comprende un gen de metiltransferasa;

expresion del gen de metiltransferasa;
aislamiento de una o mas construcciones/vectores a partir del microorganismo lanzadera; e,
introduccion de una o mas construcciones/vectores en el microorganismo de destino.

Una vez que la construccion/vector de expresion y la construccion/vector de metilacion se introducen en el
microorganismo lanzadera, es inducido el gen de metiltransferasa presente en la construcciéon/vector de metilacion.
La induccién puede ser mediante cualquier sistema promotor adecuado. Los promotres adecuados incluyen el
promotor ara, tet, lac, o el sistema T7.

En una descripcion particular, la construccion/vector de metilacion tiene un origen de replicacion especifico para la
identidad del microorganismo lanzadera, de modo que cualquiera de los genes presentes en la construccion/vector
de metilacion son expresados en el microorganismo lanzadera. Preferiblemente, la construccion/vector de expresion
tiene un origen de replicacion especifico para la identidad del microorganismo de destino de modo que cualquier gen
presente en la construccidn/vector de expresion se expresa en el microorganismo de destino.

La expresion de la enzima metiltransferasa da como resultado la metilacion de los genes presentes en la
construccién/vector de expresion. La construccion/vector de expresion después se pueden aislar del microorganismo
lanzadera de acuerdo con uno cualquiera de una serie de métodos conocidos. A modo de ejemplo solo, se puede
usar la metodologia descrita en la seccion de ejemplos en lo sucesivo para aislar la construcciéon/vector de
expresion.

La construccion/vector de expresion puede introducirse en el microorganismo de destino usando cualquier nimero
de métodos conocidos. Sin embargo, a modo de ejemplo, se puede usar la metodologia descrita en la seccion de
ejemplos en lo sucesivo. Dado que la construccidon/vector de expresion estan metilados, las secuencias de acido
nucleico presentes en la construccion/vector de expresion pueden ser incorporadas al microorganismo de destino y
expresadas con éxito.

Esta previsto que se pueda introducir un gen de metiltransferasa en un microorganismo lanzadera y se exprese en
exceso. Por lo tanto, en una descripcion, la enzima metiltransferasa resultante se puede recoger usando métodos
conocidos y usar in vitro para metilar un plasmido de expresion. La construccion/vector de expresion pueden
introducirse a continuacion en el microorganismo de destino para su expresion. En otra descripcion, se introduce el
gen de metiltransferasa en el genoma del microorganismo lanzadera seguido de introduccién de la
construccion/vector de expresion en el microorganismo lanzadera, aislamiento de wuna o0 mas
construcciones/vectores a partir del microorganismo lanzadera y después introduccion de la construccion/vector de
expresion en el microorganismo de destino.

Se prevé que la construccion/vector de expresion y la construccion/vector de metilacion como se ha definido
anteriormente se pueden combinar para proporcionar una composicion objeto de la memoria. Dicha composicion
tiene utilidad particular para evitar mecanismos barrera de restriccion para producir microorganismos recombinantes
de la invencion.

En una descripcion particular, la construccion/vector de expresion y/o la construccidon/vector de metilacion son
plasmidos.

Los expertos en la técnica apreciaran una serie de metiltransferasas adecuadas para usar en la produccién de
microorganismos de la invencion. Sin embargo, a modo de ejemplo se puede usar la metiltransferasa del fago ®T1
de Bacillus subtilis y la metiltransferasa descrita en los ejemplos en lo sucesivo.

Se puede usar cualquier numero de construcciones/vectores adaptados para permitir la expresion de un gen de
metiltransferasa, para generar una construccion/vector de metilacion. Sin embargo, a modo de ejemplo, se puede
usar el plasmido descrito en la seccién de ejemplos en lo sucesivo.

La invencion proporciona un método para la produccion de uno o mas productos deseables (acetona, isopropanol,
y/o un precursor de acetona y/o isopropanol) mediante fermentaciéon microbiana que comprende fermentar un
sustrato que comprende CO utilizando un microorganismo recombinante de la invencion. Los métodos de la
invencion se pueden usar para reducir las emisiones atmosféricas totales de carbono de un procedimiento industrial.

Preferiblemente, la fermentacion comprende las etapas de fermentar anaerobiamente un sustrato en un biorreactor
para producir los uno o mas productos utilizando un microorganismo recombinante de la invencion.
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En una descripcion, el método comprende las etapas de:

(a) proporcionar un sustrato que comprende CO a un biorreactor que contiene un cultivo de uno o mas
microorganismos de la invencion; y

(b) fermentar anaerobiamente el cultivo en el biorreactor para producir los uno o mas productos.
En una realizaciéon el método comprende las etapas de:

(a) captura del gas que contiene CO producido como resultado del procedimiento industrial, antes de liberar el gas a
la atmoésfera;

(b) la fermentacion anaerobia del gas que contiene CO para producir los uno o mas productos por medio de un
cultivo que contiene uno o mas microorganismos de la invencion.

En una realizacion de la invencion, el sustrato gaseoso fermentado por el microorganismo es un sustrato gaseoso
que contiene CO. El sustrato gaseoso puede ser un gas residual que contiene CO obtenido como un subproducto de
un procedimiento industrial, o de alguna otra fuente tal como de humos de escape de automévil. En algunas
realizaciones, el procedimiento industrial se selecciona del grupo que consiste en la fabricacion de productos de
metales ferrosos, tales como una aceria, fabricacion de productos no ferrosos, procesos de refino de petréleo,
gasificacion de carbdn, produccion de energia eléctrica, produccion de negro de humo, produccién de amoniaco,
produccion de metanol y fabricacion de coque. En estas realizaciones, el gas que contiene CO puede capturarse del
procedimiento industrial antes de emitirse a la atmdsfera, usando cualquier método conveniente. EI CO puede ser un
componente de gas de sintesis (gas que comprende monodxido de carbono e hidrogeno). EI CO producido de
procedimientos industriales normalmente se quema para producir CO; y por lo tanto, la invenciéon tiene utilidad
particular en la reduccién de las emisiones gaseosas de CO, de efecto invernadero y produccion de butanol para
usar como un biocombustible. Dependiendo de la composicion del sustrato que contiene CO gaseoso, puede ser
conveniente tratarlo para eliminar cualquier impureza indeseada, tal como particulas de polvo antes de introducirlo a
la fermentacion. Por ejemplo, el sustrato gaseoso se puede filtrar o depurar por métodos conocidos.

Se apreciara que para que se produzca el crecimiento de la bacteria y CO para los uno o mas productos, ademas
del gas sustrato que contiene CO, sera necesario introducir en el biorreactor un medio nutriente liquido adecuado. El
sustrato y el medio se pueden alimentar al biorreactor en una forma continua, discontinua o de alimentacion
discontinua. Un medio nutriente contendra vitaminas y minerales suficientes para permitir el crecimiento del
microorganismo usado. Los medios anaerobios adecuados para la fermentacion para producir butanol usando CO
son conocidos en la técnica. Por ejemplo, se describen medios adecuados en Biebel (2001). En una descripcion el
medio es el descrito en la seccidon de Ejemplos en la presente memoria mas adelante.

La fermentacién se deberia llevar a cabo deseablemente en condiciones apropiadas para que se produzca la
fermentacion del CO para los uno o mas productos. Las condiciones de reaccion que deberian considerase incluyen
presion, temperatura, caudal de gas, caudal de liquido, pH del medio, potencial rédox del medio, velocidad de
agitacion (si se usa un reactor de tanque agitado continuo), nivel de indculo, concentraciones de sustrato gaseoso
maximo para asegurar que el CO en la fase liquida no se convierte en limitante, y concentraciones de producto
maximas para evitar la inhibiciéon por producto.

Ademas, a menudo es conveniente aumentar la concentracion de CO de una corriente de sustrato (o presion parcial
de CO en un sustrato gaseoso) y por lo tanto aumentar la eficacia de las reacciones de fermentacion cuando el CO
es un sustrato. El funcionamiento a presiones mas altas permite un aumento significativo en la tasa de transferencia
de CO desde la fase gaseosa a la fase liquida en la que puede ser absorbido por el microorganismo como una
fuente de carbono para la produccion de los uno o mas productos. Esto a su vez significa que el tiempo de retencion
(definido como el volumen liquido en el biorreactor dividido entre el caudal de gas de entrada) se puede reducir
cuando los biorreactores se mantienen a presion elevada en lugar de a presion atmosférica. Las condiciones de
reaccion optimas dependeran en parte del microorganismo particular de la invencion usado. Sin embargo, en
general, se prefiere que la fermentacion se lleve a cabo a presion mayor que la presién ambiente. Asimismo, puesto
que la tasa de conversion dada de un CO para los uno o mas productos es en parte funcion del tiempo de retencién
del sustrato, y que la consecucion de un tiempo de retenciéon deseado dicta a su vez el volumen requerido de un
biorrreactor, el uso de sistemas presurizados puede reducir enormemente el volumen del biorreactor requerido, y por
consiguiente el gasto de capital del equipo de fermentacion. De acuerdo con los ejemplos dados en la Patente de
Estados Unidos Num. 5.593.886, el volumen del reactor se puede reducir en proporcion lineal a los aumentos de la
presion de trabajo del reactor, es decir, los biorreactores que trabajan a 10 atmosferas de presion necesitan solo una
décima parte del volumen de los que trabajan a 1 atmdsfera de presion.

A modo de ejemplo, se han descrito los beneficios de llevar a cabo una fermentacion de gas a etanol a presiones
elevadas. Por ejemplo, el documento WO 02/08438 describe fermentaciones de gas a etanol realizadas a presiones
de 2,11 kg/cm? (30 psig) y 5,27 kg/cm? (75 psig), proporcionando productividades de etanol de 150 g/l/dia a 369
g/l/dia respectivamente. Sin embargo, se encontré que fermentaciones ilustrativas realizadas usando medios y
composiciones de gas de entrada similares a presion atmosférica, producen entre 10 y 20 veces menos etanol por
litro por dia.
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Es conveniente también que la velocidad de introduccién del sustrato gaseoso que contiene CO sea tal que asegure
que la concentracion de CO en la fase liquida no se convierta en limitante. Esto se debe a que una consecuencia de
las condiciones limitadas por el CO puede ser que el producto etanol sea consumido por el cultivo.

La composicion de las corrientes de gas usadas para alimentar una reaccion de fermentacion puede tener un
impacto importante en la eficacia y/o en los costes de esta reaccion. Por ejemplo, el O2 puede reducir la eficacia de
un procedimiento de fermentacion anaerobia. El procesamiento de gases no deseados o innecesarios en fases de
un procedimiento de fermentacion antes o después de la fermentacion, puede aumentar la carga en dichas etapas
(p. €j., donde la corriente de gas es comprimida antes de entrar en un biorreactor, se puede usar energia innecesaria
para comprimir gases que no son necesarios en la fermentacion). Por consiguiente, puede ser conveniente tratar las
corrientes de sustrato, en particular corrientes de sustrato obtenidas de fuentes industriales, para separar
componentes no deseados y aumentar la concentracion de los componentes convenientes.

En algunas descripciones, un cultivo de una bacteria de la invenciéon se mantiene en un medio de cultivo acuoso.
Preferiblemente, el medio de cultivo acuoso es un medio de crecimiento microbiano anaerobio minimo. Los medios
adecuados son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Num.
5.173.429 y 5.593.886 y el documento WO 02/08438, y como se describe en la seccidon de Ejemplos mas adelante
en este documento.

La acetona, el isopropanol, o una corriente mixta que contiene acetona y/o isopropanol y/o uno o mas productos
distintos, se pueden recuperar del caldo de fermentacion mediante métodos conocidos en la técnica, tales como
destilacién o evaporacion fraccionadas, pervaporacion, extraccion por destilacion de gas y fermentacion extractiva,
incluyendo por ejemplo, extraccion liquido-liquido.

En ciertas descripciones, los uno o mas productos se recuperan del caldo de fermentacién eliminando de manera
continua una porcién del caldo del biorreactor, separando las células microbianas del caldo (convenientemente por
filtracion), y recuperando uno o mas productos del caldo. Los alcoholes se pueden recuperar convenientemente, por
ejemplo, por destilacion. La acetona se puede recuperar por ejemplo por destilacion. Cualquier acido producido se
puede recuperar, por ejemplo, por adsorcion sobre carbén activado. Las células microbianas separadas
preferiblemente se devuelven al biorreactor de fermentacion. El producto permeado exento de células que queda
después de haber separado todos los alcoholes y acidos, preferiblemente también se devuelve al biorreactor de
fermentacion. Se pueden afiadir nutrientes adicionales (tales como vitamina B) al producto permeado exento de
células para recargar el medio nutriente antes de devolverlo al biorreactor.

Ademas, si el pH del caldo se ajusté como se ha descrito antes para potenciar la absorcion de acido acético en el
carbon activado, el pH deberia reajustarse a un pH similar al del caldo en el biorreactor de fermentacion, antes de
devolverlo al biorreactor.

Ejemplos:
La invencion ahora se describira con mas detalle con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.
Microorganismos y condiciones de crecimiento

Acetobacterium woodii DSM1030, Clostridium aceticum DSM1496, C. autoethanogenum DSM23693, C.
carboxidivorans DSM15243, y C. ljungdahlii DSM13528 procedian de DSMZ (The German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, Inhoffenstrale 7 B, 38124 Braunschweig, Alemania). C. autoethanogenum
DSM23693 es un producto derivado de C. autoethanogenum DSM10061.

C. ragsdalei ATCC BAA-622 procedian de la Coleccion de Cultivos Tipo Americana, Manassas, VA 20108, EE.UU.

C. acetobutylicum ATCC824, C. beijerinckii NRRL-B593, y C. beijerinckii NCIMB8052 se obtuvieron del Prof. David
Jones (University of Otago) y también se puede obtener de las colecciones de cepas publicas DSMZ y ATCC con los
numeros de acceso ATCC824/DSM792, DSM6423, y ATCC51743 respectivamente.

Escherichia coli DH50-T1R procedia de Invitrogen, Carlsbad, CA 92008, EE.UU. y Escherichia coli XL1-Blue MRF'
Kan y ABLE K de Stratagene (Santa Clara, CA 95051-7201, EE.UU.). Escherichia coli JW3350-2 procedia de The
Coli Genetic Stock Center (CGSC), New Haven, CT 06520-8103.

E. coli se cultivd en condiciones tanto aerobias como anaerobias, mientras las otras cepas se hicieron crecer
estrictamente de manera anaerobia en un volumen de 50 ml de medio liquido en frascos de suero con fructosa
(crecimiento heterétrofo) o gas a 206,84 kpa (30 psi) de fabricas de acero que contenia CO (recogido de la planta de
New Zealand Steel en Glenbrook, NZ; composicion: 44% de CO, 32% de Nz, 22% de CO3, 2% de H>) en el espacio
libre superior (crecimiento autotrofo).

El medio se preparo utilizando técnicas anaerobias convencionales [Hungate RE: A roll tube method for cultivation of
strict anaerobes, en Norris JR y Ribbons DW (eds.), Methods in Microbiology, vol. 3B. Academic Press, Nueva York,
1969: 117-132; Wolfe RS: Microbial formation of methane. Adv Microb Physiol 1971, 6: 107-146] de acuerdo con las
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formulaciones proporcionadas en la Tab. 2-4. Para el medio sélido, se afadié Bacto agar (BD, Frankton Lakes, NJ
07417, EE.UU.) al 1,2 %.

Todas las cepas se hicieron crecer a 37°C, excepto A. woodii, C. aceticum, y C. ragsdalei que se hicieron crecer a
30°C.

Tab. 2: Medio PETC (A. woodii, pH 8,2; C. aceticum, pH 7,4; C. autoethanogenum, C. carboxidivorans, C.
ljungdahlii, y C. ragsdalei, pH 5,6)

Componente del medio Concentracion por 1,0 litros de medio
NH,4CI 19

KCl 0,19

MgS04.7H.0 029

NaCl 089

KH2PO4 0,19

CaCl, 0,02¢g

Solucion de metales traza (véase mas abajo) 10 ml

Solucion de vitamina de Wolfe (véase mas abajo) 10 ml

Extracto de levadura (opcional) 19

Resazurina (2 g/l de cultivo de partida) 0,5 ml

NaHCOs; 29

Agente reductor 0,006-0,008 % (v/v)
Fructosa (para crecimiento heterétrofo) 59

Solucién de metales traza por litro de solucién de partida
Acido nitrilotriacético 2g

MnS0O4.H.0 19

Fe (SO4)2(NH4)2.6H0 08¢

CoCl2.6H.0 029

ZnS04.7H0O 0,2 mg

CuCl,.2H,0 0,02¢g
NaMo0O4.2H,0 0,02g

Na,SeO3 0,02g

NiCl,.6H20 0,02g
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Componente del medio Concentracion por 1,0 litros de medio
Na,WO,.2H,0 0,02g

Solucion de partida de agente reductor por 100 ml de solucion de partida
NaOH 09g

Cisteina.HCI 449

Na2S 49

Tab. 3: Medio Clostridial Reforzado RCM (C. acetobutylicum, C. beijerinckii)

Componente del medio Concentracion por 1,0 litros de medio
Producto digerido pancreatico de caseina 59

Peptona proteasa Num. 3 59

Extracto de carne de vacuno 1049

Extracto de levadura 39

Dextrosa 59

NaCl 59

Almidén soluble 19

Cisteina.HCI 0,59

Acetato de sodio 39

Tab. 4: Medio Luria Bertani LB (E. coli)

Componente del medio Concentracion por 1,0 litros de medio
Triptona 1049

Extracto de levadura 59

NaCl 1049
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Tab. 5: Medio minimo SD-8 (E. coli)

Componente del medio

Concentracion por 1,0 litros de medio

NH4CI 79
Na;HPO4 759
K2SO4 0,859
MgS0,.7H20 0,17 g
KH2PO4 7549
Solucion de metales traza (véase mas abajo) 0,8 ml
Extracto de levadura 59
Glucosa 20g

Solucion de metales traza

por 100 L de provision de partida

MnS0O4.H,0 19
FeS04.7H,0 449
COCl2.6H0 049
ZnS04.7H0O 0,29
CuCl2.2H,0 0,19
Na:Mo0O4.2H,0 0,29
Alx(SOy4)3 2,83¢g
H3BO4 059

Las fermentaciones con C. autoethanogenum DSM23693 se llevaron a cabo en biorreactores de 1,5L a 37°C y gas
de fabricas de acero que contenia CO como Unica fuente de energia y fuente de carbono como se describe mas
abajo. Se utilizé un medio definido que contenia por litro: Se preparé MgCl, CaCl; (0,5 mM), KCI (2 mM), HsPO.4 (5
mM), Fe (100 uM), Ni, Zn (5 uM), Mn, B, W, Mo, Se (2 yM) para el crecimiento del cultivo. El medio se transfirié al
biorreactor y se traté en autoclave a 121°C durante 45 minutos. Después del tratamiento en autoclave, el medio se
complementé con tiamina, pantotenato (0,05 mg), biotina (0,02 mg) y se redujo con cisteina-HCI 3 mM. Para lograr
las condiciones anaerobias el recipiente de reaccion se lavd con nitrégeno a través de un filtro de 0,2 um. Antes de
la inoculacion, el gas se intercambid por gas de fabricas de acero que contenia CO, introduciéndolo continuamente
en el reactor. El flujo de gas se ajust6 inicialmente a 80 ml/min, aumentando a 200 ml/min durante la fase
exponencial media, mientras se incrementaba la agitacion de 200 a 350 rpm. Se administré Na.S al reactor a 0,25
ml/h. Una vez alcanzada la DOgqg de 0,5, el biorreactor se cambié a modo continuo a una velocidad de 1,0 ml/min
(Velocidad de dilucion 0,96 d'). Se tomaron muestras de medio para medir la biomasa y los metabolitos y se realizo
un analisis del espacio libre superior del gas que fluia hacia dentro y hacia afuera de forma regular.

Anadlisis de metabolitos

El analisis HPLC de acetona, isopropanol y otros metabolitos se llevo a cabo utilizando un sistema de HPLC Agilent
Serie 1100 equipado con un RID (Detector del Indice de Refraccién) controlado a 35°C y una columna de acido
Organico Alltech IOA-2000 (150 x 6,5 mm, tamafio de particula 5 pm) mantenido a 60°C. Se us6 agua ligeramente
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acidulada (H2SO4 0,005 M) como fase movil, con un caudal de 0,7 ml/min. Para separar las proteinas y otros
residuos celulares, se mezclaron muestras de 400 pl con 100 pl de un acido 5-sulfosalicilico al 2% (p/v) y se
centrifugd a 14.000 x g durante 3 min para separar los residuos precipitados. Después se inyectaron 10 ul del liquido
sobrenadante en la HPLC para el analisis.

El analisis GC de la acetona, el isopropanol y otros metabolitos se realizé utilizando una GC del espacio libre
superior de Agilent 6890N equipado con una fibra de 1 cm de PDMS 100 de Supelco, una columna Alltech EC-1000
(30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), y un detector de ionizacion de llama (FID). Se transfirieron muestras de 5 ml a un tubo
Hungate, se calentaron a 40°C en un bafio de agua y se expusieron a la fibra durante exactamente 5 min. El inyector
se mantuvo a 250°C y se utilizé helio con un flujo constante de 1 ml/min como gas portador. El programa del horno
fue 40°C durante 5 min, seguido de un incremento de 10°C/min hasta 200°C. La temperatura se incrementd después
adicionalmente a 220°C con una tasa de 50°C/min seguido de un mantenimiento de 5 min a esta temperatura, antes
de que la temperatura se hiciera disminuir a 40°C con una tasa de 50°C/min y un mantenimiento final de 1 min. El
FID se mantuvo a 250°C con 40 ml/min de hidrogeno, 450 ml/min de aire y 15 ml/min de nitrbgeno como gas
constitutivo.

Analisis del espacio libre superior

Las mediciones se llevaron a cabo en un GC Varian CP-4900 Micro con dos canales instalados. El canal 1 era una
columna Mol-Sieve 10m que funcionaba a 70°C, argén a 200 kPa y un tiempo de flujo de retorno de 4,2 s, mientras
el canal 2 era una columna PPQ 10m que funcionaba a 90°C, helio a 150 kPa y sin flujo de retorno. La temperatura
del inyector para ambos canales fue de 70°C. Los tiempos de ejecucion se ajustaron a 120 s, pero todos los picos de
interés eluirian normalmente antes de 100 s.

Modificacion genética de C. autoethanogenum y C. ljungdahlii para la producciéon de acetona utilizando la
ruta Clostridial

C. autoethanogenum y C. ljungdahlii no son capaces de producir naturalmente acetona, por lo tanto la ruta de
biosintesis de acetona que existe en otras especies Clostridiales fue introducida en ambos organismos (Fig. 4). La
primera etapa de la ruta de biosintesis de acetona Clostridial a partir de acetil-CoA a acetoacetil-CoA es catalizada
por una acetil-Coenzima A acetiltransferasa o tiolasa. La conversién de acetoacetil-CoA en acetona es catalizada a
continuacién por un conjunto especializado de enzimas complejo acetato/butirato-acetoacetato CoA-transferasa y
acetoacetato descarboxilasa, que se pueden encontrar en pocos organismos como C. acetobutylicum y C.
beijerinckii (Tab. 6).

Tab. 6: NiOmeros de acceso de genes y enzimas implicados en la formaciéon de acetona a isopropanol.

Descripcion C. acetobutylicum C. beijerinckii

acido nucleico |aminoacido |acido Aminoacido
nucleico
Tiolasa (ThIA) NC_003030.1; |NP_349476.1 |INC_009617; YP_001310706.1
Gl: 1119056 Gl: 5294796
Acetato/Butirato-acetoacetato CoA- NC 001988.2; NP_149326.1 |[NC_009617; YP_001310904.1
transferasa subunidad A (CtfA) Gl: 1116168 Gl: 5294994
Acetato/Butirato-acetoacetato CoA- NC 001988.2; NP_149327.1 |[NC_009617; YP_001310905.1
transferasa subunidad A CtfB Gl: 1116169 Gl: 5294995
Acetoacetato descarboxilasa (Adc) NC_001988.2; NP_149328.1 |[NC_009617; YP_001310906.1
Gl: 1116170 Gl: 5294996

Mientras los genes de C. acefobutylicum que codifican las respectivas enzimas se dividen en 2 operones, los genes
de C. beijerinckii forman un operén comun, lo que los autores de la presente invencion consideran que ofrece una
ventaja. Los genes que codifican una tiolasa de C. acefobutylicum y el operén que codifica las enzimas
acetato/butirato-acetoacetato CoA-transferasa subunidad A, acetato/butirato-acetoacetato CoA-transferasa
subunidad B y acetoacetato descarboxilasa se ensamblaron en un operén sintético bajo el control de un promotor de
C. autoethanogenum nativo, fuerte (Fig. 3). Esta construccion se utilizd para modificar genéticamente ambos
organismos para la produccion de acetona. Con el fin de crear una cepa recombinante, se utilizd una
metiltransferasa novedosa para metilar la construccion, que a continuacion se transformoé y se expres6é en C.
autoethanogenum DSM23693 y C. ljungdahli DSM13528 (descrito en la presente memoria mas adelante). La
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produccion de acetona se mostré en diferentes corrientes de gas industrial (agua de desecho de fabricas de acero,
gas de sintesis).

Construccion de plasmido de expresion con genes de la ruta de acetona Clostridial:

En esta invencion se utilizaron técnicas de ADN recombinante y de clonacién molecular convencionales [Sambrook
J, Fritsch EF, Maniatis T: Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold
Spring Harbour, 1989; Ausubel FM, Brent R, Kingston RE, Moore DD, Seidman JG, Smith JA, Struhl K: Current
protocols in molecular biology. John Wiley & Sons, Ltd., Hoboken, 1987]. Las secuencias de ADN de los genes
biosintéticos de acetona se muestran en la Tab. 7. Se utilizd el promotor de la agrupacion de Wood-Ljungdahl de C.
autoethanogenum (aguas arriba del gen de la CO deshidrogenasa acsA) para la expresion de genes diana (Tab. 7).

Tab. 7: Secuencias utilizadas para el plasmido de expresion de acetona Clostridial

SEQ
Descripcion Fuente ID
NO:
. Clostridium acetobutylicum ATCC 824;
Tiolasa (thlA) NC_003030.1; GI- 1119056 18
Acetoacetil-CoA: operdon acetato Coenzima A transferasa A ﬁgsgé)%gq?7 reb%jsnzcﬂ)o 52"1\]_?2/'0% 656'805u2e;
(ctfA), acetoacetil-CoA:acetato Coenzima A transferasa B incluve GI', 5299 49'9 4’ GI,' 529’499,’5 ’ qGI' 47
(ctfB), y acetoacetato descarboxilasa (adc) Y ) ’ ) Y )
5294996
Promotor de la agrupacion Wood-Ljungdahl (Pu) Clostridium autoethanogenum DSM10061 22

Se aisl6 ADBN gendmico de Clostridium acetobutylicum ATCC824, C. beijerinckii NCIMB8052 y C.
autoethanogenum DSM10061 utilizando un método modificado por Bertram y Dirre (Conjugal transfer and
expression of streptococcal transposons in Clostridium acetobutylicum. Arch Microbiol 1989, 151: 551-557). Se
recogio un cultivo de 100 ml de toda la noche (6000 xg, 15 min, 4°C), se lavo con tampén de fosfato de potasio (10
mM, pH 7,5) y se suspendio en 1,9 ml de tampén STE (Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, Sacarosa 200 mM; pH 8,0). Se
afnadieron 300 pl de lisozima (~100.000 U) y la mezcla se incubd a 37°C durante 30 min, seguido de la adicion de
280 pl de una solucion de SDS al 10 % (p/v) y otra incubacion durante 10 min. El ARN se digiri6 a temperatura
ambiente mediante la adicion de 240 pl de una solucién de EDTA (0,5 M, pH 8), 20 ul de Tris-HCI (1 M, pH 7,5), y 10
pl de ARNasa A. A continuacion, se afiadieron 100 pl de Proteinasa K (0,5 U) y la proteolisis tuvo lugar durante 1-3 h
a 37°C. Finalmente, se afiadieron 600 pl de perclorato sédico (5 M), seguido de una extraccion con fenol-cloroformo
y una precipitacion con isopropanol. La cantidad y calidad de ADN se inspeccionaron espectrofotométricamente.

Los genes biosintéticos de acetona y el promotor de la agrupacion de Wood-Ljungdahl se amplificaron mediante
PCR con oligonucledtidos de la Tab. 8 utilizando ADN Polimerasa iProof High Fidelity (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA 94547, EE.UU.) y el siguiente programa: desnaturalizacién inicial a 98°C durante 30 segundos,
seguido de 32 ciclos de desnaturalizacion (98°C durante 10 segundos), recocido (50-62°C durante 30-120 segundos)
y elongacion (72°C durante 45 segundos), antes de una etapa de extension final (72°C durante 10 minutos).

Tab. 8: Oligonucleoétidos utilizados para la amplificacion de los genes de biosintesis de acetona y la region
promotora

Descripcion Ngmbre . del Secuencia de ADN (de 5' a 3) SEQID NO:
oligonucleédtido
ThIA-Cac-Ndel-F GTTCATATGAAAGAAGTTGTAATAGC 23

ThIA
ThlA-Cac-EcoRI-R CAAGAATTCCTAGCACTTTTCTAGC 24
Ctf-adc-cbei-Kpnl-F CTAGGTACCAGGGAGATATTAAAATG 25

Operén CtfA, CtfB, Adc
Ctf-adc-cbei-BamH1-R  |CGTGGATCCTCTATATTGCTTTTATT 26
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Nombre

. o del Secuencia de ADN (de 5' a 3')
oligonucleédtido

Descripcion SEQ ID NO:

Pwoodlj-Notl-F AAGCGGCCGCAGATAGTCATAATAGTTCC 27

PwL

Pwoodlj-Ndel-R TTCCATATGAATAATTCCCTCCTTAAAGC 28

La region promotora de 573 pb amplificada de la agrupacion de Wood-Ljungdahl (Pw.) se cloné en el vector
lanzadera de E. coli-Clostridium pMTL 85141 (FJ797651.1; Nigel Minton, University of Nottingham, Reino Unido)
[Heap JT, Pennington OJ, Cartman ST, Minton NP. A modular system for Clostridium shuttle plasmids. J Microbiol
Methods. 2009, 78: 79-85] utilizando los sitios de restriccion Notl y Ndel y la cepa DH5a-T1R. El plasmido creado
pMTL85147 y el producto de PCR de 1.194 pb del gen de la tiolasa se cortaron ambos con Ndel y EcoRIl. Una
ligacion se transformo en E. coli XL1-Blue MRF' Kan dando como resultado el plasmido pMTL85147-thlA. Con
posterioridad, el fragmento de PCR de 2.177 pb amplificado del operén ctfA-ctfB-adc de C. beijjerinckii NCIMB 8052
se clond en este vector utilizando Kpnl y BamHI y E. coli ABLE K, creando un plasmido pMTL85147-thlA-ctfA-ctfB-
adc. El inserto del plasmido resultante pMTL85147-thlA-ctfAB-adc se secuencid completamente utilizando los
oligonucledtidos proporcionados en la Tab. 9 y los resultados confirmaron que los genes de biosintesis de acetona y
la region promotora estaban libres de mutaciones (Fig. 5).

Tab. 9: Oligonucleétidos utilizados para la secuenciacion

Nombre del oligonucleétido Secuencia de ADN (de 5' a 3) SEQID NO:
Seqg-ThlA-CtfAB-Adh 3539-4139 CAGAGGATGTTAATGAAGTC 29
Seq-ThlA-CtfAB-Adh 4140-4740 CTGTGCAGCAGTACTTGT 30
Seq-ThIA-CtfAB-Adh 4741-5341 GCAATGATACAGCTT 31
Seq-ThIA-CtfAB-Adh 5342-5942 AACCTTGGAATAGGACTTC 32
Seq-ThlA-CtfAB-Adh 6544-7144 TGTGAACTAATATGTGCAGA 33
M13 Directo GTAAAACGACGGCCAG 56
M13 Inverso CAGGAAACAGCTATGAC 57

Produccion de acetona en E. coli con los genes de la ruta de acetona Clostridial:

Para confirmar la funcionalidad del plasmido construido, se obtuvo un perfil metabdlico de un cultivo durante la
noche de 5 ml de E. coli ABLE K que albergaba el plasmido pMTL85147-thlA-ctfA-ctfB-adc utilizando GC y HPLC,
confirmando la produccién de acetona.

Para investigar esto, se llevaron a cabo experimentos de crecimiento detallados adicionales por triplicado con medio
SD-8 minimo que contenia 25 ug/ml de cloramfenicol y E. coli XL-1 Blue MRF' Kan que portaba el plasmido pMTL
85147 (control negativo) o el plasmido de expresion pMTL 85147-thlA-ctfA-ctfB-adc (Fig. 42). Si bien no se pudo
observar <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>