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DESCRIPCION

Procedimiento de produccion de ésteres alquilicos de acidos grasos usando microorganismos que tienen capacidad
de producir aceite

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccion de un éster alquilico de acido graso usando
Rhodococcus opacus que tiene la capacidad de producir aceite, y mas particularmente a un procedimiento de
produccion de un éster alquilico de acido graso, comprendiendo el procedimiento el cultivo de Rhodococcus opacus
que tiene la capacidad para producir aceite, acumulando asi una gran cantidad de aceite en los microorganismos,
induciendo la autolisis del aceite producido en Rhodococcus opacus para producir un acido graso libre, y
convirtiendo el acido graso libre en un éster alquilico.

Antecedentes de la invencion

Recientemente, debido a los altos precios del petréleo y las preocupaciones medioambientales, la produccion
microbiana de biocombustibles ha recibido una gran atencion. Ademas, el biodiesel ha sido sustituido por un aceite
liviano, o una mezcla de biodiesel con aceite liviano ha surgido como un combustible alternativo que se puede usar
en motores diésel, y por lo tanto el tamafio de mercado del biodiesel ha aumentado rapidamente. En la Unién
Europea (UE) en 2008, se produjeron 6,6 millones de toneladas de biodiesel, lo que representa un tamafo de
mercado de 5,5 mil millones de euros (Biodiesel Market, Frost & Sullivan). Ademas, en Estados Unidos. En 2006, se
produjeron 3 mil millones de galones de biodiesel (Biodiesel Market, Global Industry Analysts Inc, 2006. 5).

El biodiesel es ventajoso porque tiene una alta tasa de combustion y, por lo tanto, una baja emision de gases
venenosos, un valor de calentamiento aproximadamente 10 % mas bajo que el del petréleo ligero y un punto de
ignicion mas alto que el del petroleo ligero, lo que indica que es mas estable durante almacenamiento y transporte.
El biodiesel se ha producido principalmente al procesar los componentes grasos de los animales y las plantas para
que tengan propiedades similares a las de los aceites ligeros o para permitir que los aceites y grasas vegetales
(salvado de arroz, aceite de cocina de desecho, aceite de soja, aceite de colza, etc.) reaccionen con alcohol. Sin
embargo, en este caso, hay un inconveniente en que es dificil producir biodiesel en grandes cantidades. Por lo tanto,
si el biodiesel adecuado como combustible alternativo para el aceite liviano se produce en grandes cantidades
usando microorganismos, la importacion de petréleo crudo disminuira y la emision de gases de efecto invernadero
disminuira, lo que provocara efectos ambientales.

Mientras tanto, el aceite es un portador de energia que se sintetiza y se acumula en las células microbianas cuando
los microorganismos son ricos en fuentes de carbono, pero carecen de otros factores de crecimiento (nitrégeno,
fésforo, oxigeno, azufre, etc.). Cuando el entorno de crecimiento microbiano cambia de modo que los otros factores
de crecimiento se suministran a los microorganismos, el aceite acumulado se degradara y se usara como fuente de
energia.

Se sabe que el aceite puede consistir en mas de 100 tipos de mondmeros, dependiendo del tipo de microorganismo
productor de aceite, el tipo de material quimico suministrado, los cambios en las condiciones de cultivo, etc.

Recientemente, se desarroll6 la tecnologia de produccién de éster alquilico de acido graso mediante la adicion de
alcohol a acido graso vegetal tal como cafia de azucar, y el éster alquilico de acido graso producido se esta usando
actualmente como combustible biodiesel. Ademas, los procedimientos para esterificar acidos grasos libres se
describen en la Publicacion de Patente Europea No. 127104A, en la Publicacion de Patente Europea No. 184740A y
en la Patente Estadounidense No. 4,164,506. De acuerdo con las descripciones de estas patentes, se lleva a cabo
una reaccion de esterificacion calentando una mezcla de acidos grasos y triglicéridos de acidos graso junto con
metanol. Ademas, la Publicacién de Patente Europea No. 708813A describe un procedimiento de producciéon de
éster alquilico de acidos grasos a partir de aceites y grasas en un mayor rendimiento, en el cual el acido graso libre
se separa de una glicerina resultante del intercambio de éster y luego se esterifica.

El documento WO 2008/151149 describe un procedimiento de produccién de diésel renovable que comprende:
(a) cultivar una poblacion de microorganismos en presencia de una fuente de carbono fija, en donde:
(i) los microorganismos acumulan al menos el 10 % de su peso celular seco como lipidos; y

(i) la fuente de carbono fija se selecciona del grupo que consiste en glicerol, material celuldsico
despolimerizado, sacarosa, melaza, glucosa, arabinosa, galactosa, xilosa, fructosa, arabinosa,
manosa, acetato y cualquier combinacion de los anteriores;

(b) aislar componentes lipidicos de los microorganismos cultivados; y

(c) someter los componentes lipidicos aislados a una o mas reacciones quimicas para generar alcanos de
cadena lineal, mediante lo cual se produce diésel renovable.
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El documento WO 2009/035551 describe un procedimiento de produccion de un aceite bioldgico que comprende
cultivar un microorganismo del reino Stramenopile mediante fermentacion heterotréfica usando materia prima que
contiene celulosa como fuente de carbono, en donde aproximadamente del 11 % a aproximadamente el 99 % de los
acidos grasos insaturados en dicho aceite bioldgico son acidos grasos poliinsaturados.

Sin embargo, en este procedimiento, es dificil obtener grandes cantidades de acidos grasos o acidos grasos libres.
Ademas, es dificil aumentar la acumulacién y la producciéon de acidos grasos vegetales que se usan actualmente
con mayor frecuencia, debido a que el periodo de crecimiento de las plantas es largo y un enfoque de ingenieria
metabdlica para producir los acidos grasos vegetales es algo dificil.

Por consiguiente, los presentes inventores han realizado grandes esfuerzos para desarrollar un nuevo procedimiento
capaz de producir un éster alquilico de acido graso, que se puede usar como biodiesel, con alta eficiencia y
productividad usando una metodologia de ingenieria metabdlica, y como resultado, han encontrado que el éster
alquilico de acido graso se puede producir con alta eficiencia al maximizar la produccion de aceite en
microorganismos productores de aceite usando un procedimiento de ingenieria metabdlica, y luego inducir la
autolisis del aceite en los microorganismos para producir un acido graso libre que luego es convertido en un éster de
alquilo, completando asi la presente invencion.

Divulgacion de la invencion

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un nuevo procedimiento capaz de producir grandes cantidades
de un éster alquilico de acidos grasos, que se puede usar como biodiesel, con alta eficiencia y productividad usando
una metodologia de ingenieria metabdlica.

Para lograr el objeto anterior, la presente invencidon proporciona un procedimiento de producciéon de un éster
alquilico de acido graso usando Rhodococcus opacus, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) cultivar Rhodococcus opacus que tiene la capacidad de producir aceite y transformarse con un primer
gen que codifica una triacilglicerol lipasa y un segundo gen que codifica una monoacil glicerol lipasa,
produciendo asi aceite;

(b) inducir la autolisis del aceite producido en Rhodococcus opacus para producir un acido graso libre, en
donde la autolisis es llevada a cabo en Rhodococcus opacus mediante triacil glicerol lipasa y monoacil
glicerol lipasa; y

(c) agregar un alcohol al acido graso libre producido y hacer reaccionar el alcohol con el acido graso libre
para producir un éster alquilico de acido graso,

en donde el primer gen comprende la SEQ ID NO: 19, y el segundo gen comprende el gen de la lipasa
MAG de M. smegmatis producido por amplificacion por PCR de ADN gendmico de M. smegmatis con los
cebadores de la SEQ ID NO: 13 y la SEQ ID NO: 14 de acuerdo con el Ejemplo 2.

Otras caracteristicas y realizaciones de la presente invencion seran mas evidentes a partir de las siguientes
descripciones detalladas y las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra un proceso de produccion de un éster metilico de acido graso con alta eficiencia a partir
del aceite tipico de triacilglicerol (TAG) usando Rhodococcus opacus PD630.

La figura 2 muestra mapas genéticos de los vectores recombinantes rpROUC18 (a) y rprROUC18_KM (b).

La figura 3 muestra un mapa genético del vector recombinante pRUCSdpMag que contiene los genes sdp1
y MSMEG_0220.

La figura 4 muestra los tipos y la informacion de plasmidos hechos en base a la informacién que se muestra
en la Tabla 1.

La figura 5 muestra los resultados del analisis por cromatografia de gases de acidos grasos libres.

Las figuras 6 y 7 muestran los resultados del analisis por cromatografia de gases del éster metilico de
acidos grasos.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece la invencién. En general,
la nomenclatura usada en el presente documento y los procedimientos experimentales son aquellos bien conocidos
y comunmente empleados en la técnica.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2713526 T3

La definicion de los términos principales usados en la descripcion detallada de la invencion es la siguiente.

Como se usa en este documento, el término "aceite" se refiere a un portador de energia que se sintetiza y se
acumula en las células de los microorganismos cuando los microorganismos son ricos en fuentes de carbono, pero
carecen de otros factores de crecimiento (nitrégeno, fésforo, oxigeno, azufre, etc.). Es un precursor de acidos grasos
libres que se hidroliza en acidos grasos libres y glicerol.

Como se usa en el presente documento, el término "acidos grasos" se refiere a un tipo de cadena de acidos
monocarboxilicos saturados o insaturados. Estos acidos grasos se clasifican de acuerdo con la longitud de la
cadena de carbono y la saturacion, y los acidos grasos resultantes de la hidrdlisis del aceite (es decir, la grasa) se
denominan "acidos grasos libres".

En un aspecto, la presente invencion esta dirigida a un procedimiento de produccion de un éster alquilico de acido
graso usando Rhodococcus opacus, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) cultivar Rhodococcus opacus que tiene la capacidad de producir aceite y transformarse con un primer
gen que codifica una triacilglicerol lipasa y un segundo gen que codifica una monoacil glicerol lipasa,
produciendo asi aceite;

(b) inducir la autolisis del aceite producido en Rhodococcus opacus para producir un acido graso libre, en
donde la es llevada a cabo en Rhodococcus opacus mediante triacil glicerol lipasa y monoacil glicerol
lipasa; y

(c) agregar un alcohol al acido graso libre producido y hacer reaccionar el alcohol con el acido graso libre
para producir un éster alquilico de acido graso,

en donde el primer gen comprende la SEQ ID NO: 19, y el segundo gen comprende el gen de la lipasa
MAG de M. smegmatis producido por amplificacion por PCR de ADN gendmico de M. smegmatis con los
cebadores de la SEQ ID NO: 13 y la SEQ ID NO: 14 de acuerdo con el Ejemplo 2.

En la presente invencion, el aceite puede ser cualquier aceite producido en microorganismos, y sus ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, triacilglicerol (TAG), diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), fosfolipido, lipido de
esterol, esfingolipido, sacarolipido, llipidos de prenol y policétido.

En este documento, el acido graso libre que se produce por la descomposicion del aceite puede ser un acido graso
saturado o insaturado, en el que el acido graso insaturado se refiere a un acido graso que tiene uno o mas enlaces
dobles en la cadena de carbono, y sus ejemplos incluyen acido oleico, acido linoleico, acido linolénico, acido
palmitoleico, acido ricinoleico, acido vaccénico, acido gadoleico, acido araquidénico, EPA (acido 5,8,11,14,17-
eicosapentaenoico), acido erucico, DHA (acido 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico), etc. Ademas, el acido graso
saturado se refiere a un acido graso que no tiene doble enlace en la cadena de carbono, y sus ejemplos incluyen
acido butirico, acido caproico, acido caprilico, acido caprico, acido laurico, acido miristico, acido palmitico, acido
estearico, acido araquidico, acido behénico, acido lignocérico, etc. El acido graso que se usa en la presente
invencion puede sustituirse con un sustituyente seleccionado del grupo que consiste en, pero no limitado a, un grupo
de anillos aromaticos, un grupo epoxi, un grupo ciano y un grupo halégeno.

En la presente invencion, el aceite que es un precursor de acido graso libre es producido por Rhodococcus opacus
que tiene la capacidad de producir aceite.

Aplanochytrium sp., Aspergillus sp., Amoebobacter sp., Aphanocapsa sp., Aphanothece sp. Aquaspirillum
autotrophicum, Azorhizobium caulinodans, Azospirillum sp., Azospirillum sp., Azotobacter sp., Bacillus sp., Beggiatoa
sp., Beijjerinckia sp., Beneckea sp., Blakeslea sp., Bordetella pertussis, Bradyrhizobium japonicum, Caryophanon
latum, Caulobacter sp., Chlorogloea sp., Chromatium sp., Chromobacterium sp., Clostridium sp., Comamonas sp.,
Corynebacterium sp., Crypthecodinium sp., Cyanobacteria sp., Derxia sp., Desulfonema sp., Desulfosarcina
variabilis, Desulfovibrio sapovorans, Ectothiorhodospira sp., Elina sp., Entomophthora sp., Ferrobacillus ferroxidans,
Flavobacterium sp., Haemophilus influenzae, Halobacterium sp., Haloferax mediterranei, Hydroclathratus clathratus,
Hydrogenomonas facilis, Hydrogenophaga sp., Hyphomicrobium sp., llyobacter delafieldii, Japonochytrium sp.,
Labrys monachus, Lamprocystis roseopersicina, Lampropedia hyalina, Legionella sp., Leptothrix discophorus,
Methylobacterium sp., Methylosinus sp., Micrococcus sp., Mortierella sp., Mycobacterium sp., Nitrobacter sp.,
Nocardia sp., Paracoccus dentrificans, Oscillatoria limosa, Penicillium cyclopium, Photobacterium sp., Physarum
ploycephalum, Phycomyces sp., Pseudomonas sp., Pythium sp., Ralstonia sp., Rhizobium sp., Rhodobacillus sp.,
Rhodobacter sp., Rhodococcus sp., Rhodocyclus sp., Rhodomicrobium vannielii, Rhodopseudomonas.

En la presente invencion, el cultivo en la etapa (a) puede comprender un cultivo de primer paso para el crecimiento
de células microbianas y un cultivo de segundo paso para la produccion de aceite, en el cual el cultivo para la
produccion de aceite se lleva a cabo preferiblemente en un medio que contiene una fuente de nitrégeno limitada con
el fin de aumentar la produccion de petroleo.
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El aceite producido por Rhodococcus opacus se somete autolisis en el microorganismo, y la autolisis en la etapa (b)
se puede llevar a cabo mediante la triacilglicerol lipasa (EC: 3,1,1.34, 3,1,1,13) y la monoacilglicerol lipasa (EC: 3,1.
1,23).

Preferiblemente, un gen que codifica lipasa puede introducirse o amplificarse en los microorganismos que tienen la
capacidad de producir aceite. Mas preferiblemente, un gen de lipasa que puede activarse por reaccion con un
sustrato puede introducirse en los microorganismos. En un ejemplo de la presente invencion, para la autolisis de
aceite en microorganismos, se usé una cepa microbiana introducida con genes de lipasa de SEQ ID NO: 5y 8. En
otro ejemplo de la presente invencion, se us6 una cepa microbiana introducida con los genes de la triacilglicerol
lipasa de SEQ ID NOS: 17, 18 y 19 solos o un gen de la monoacilglicerol lipasa de SEQ ID NO: 20 solo o una
combinacién de los mismos.

En la presente invencion, el alcohol que se afade en la etapa (c) puede ser un alcohol primario, un alcohol
secundario o un alcohol terciario. Preferiblemente, se puede usar un alcohol que tiene de 1 a 8 atomos de carbono o
una mezcla de dos o0 mas de alcoholes que tienen de 1 a 8 atomos de carbono. Mas preferiblemente, se puede usar
metanol.

Ademas, la reaccion en la etapa (c) se puede llevar a cabo a 80-120 °C durante 1-24 horas. Ademas, la reaccién en
la etapa (c) se puede llevar a cabo en presencia de un disolvente organico, preferiblemente cloroformo.

En un ejemplo de la presente invencion, se usé Rhodococcus opacus PD630 como una cepa microbiana que tiene la
capacidad de producir aceite, y se realizé un proceso de cultivo de dos etapas que consiste en un cultivo de primera
etapa para el crecimiento de células microbianas y un cultivo de segunda etapa para la produccion de petréleo. En el
cultivo de la segunda etapa para la produccion de petréleo, se usé un medio con una fuente limitada de nitrégeno
para inducir la produccion de petroleo. Para la autolisis del aceite producido, se introdujo un gen de lipasa que se
activa con acetamida en la cepa microbiana, y la lipasa activada agregando acetamida a los microorganismos se us6
para producir aproximadamente 0,27 g/L de acido graso libre in vivo.

Ademas, la solucion de acido graso libre obtenida se liofilizé para eliminar el agua, después se le agregaron
cloroformo y metanol que contenia H,SO4 y se dejo reaccionar a 100 °C durante 12 horas. Luego, se afiadié agua y
se separo la capa de disolvente organico, obteniendo asi el éster metilico de acidos grasos libres. La concentracion
del éster metilico de acidos grasos libres producido fue de 0,2 g/L, lo que sugiere que se logré la conversion del
acido graso libre en el éster metilico de acidos grasos libres (Figura 1). Esto demostré que el uso del procedimiento
de acuerdo con la presente invencion permite que se produzca un éster metilico de acidos grasos con alta eficiencia
en un procedimiento mas facil y respetuoso con el medio ambiente, lo que indica que el procedimiento de la
presente invencion es muy util para la produccién de biodiesel como un sustituto del aceite liviano o similar.

En otro ejemplo de la presente invencién, se usé una cepa microbiana introducida con un gen de la triacilglicerol
lipasa solo o un gen de la monoacilglicerol lipasa solo o una combinacién de los mismos, y luego se vio que, cuando
el gen de la triacilglicerol lipasa y el gen de la monoacilglicerol lipasa se introdujeron juntos en la cepa microbiana, se
produjo una mayor cantidad de acido graso libre a partir de la misma cantidad de glucosa en comparacién a cuando
se introdujo el gen de la triacilglicerol lipasa o el gen de la monoacilglicerol lipasa, y se produjo un éster metilico de
acido graso con mayor eficiencia cuando el gen de la triacilglicerol lipasa y el gen de la monoacilglicerol lipasa se
introdujeron juntos. Por lo tanto, en la presente invencion, el gen de la triacilglicerol lipasa y el gen de la
monoacilglicerol lipasa se introducen juntos en una cepa microbiana.

Mientras tanto, los siguientes ejemplos de la presente invencion ilustran solo medios especificos y procedimientos de
cultivo, sera obvio para los expertos en la materia usar una solucion glicolitica como suero o CSL (licor de maiz) y
otros medios, y usar diversos procedimientos de cultivo, como el cultivo discontinuo o el cultivo continuo, como se
informa en la literatura (Lee et al., Bioprocess Biosyst. Eng., 26: 63, 2003; Lee et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 58:
663, 2002; Lee et al., Biotechnol. Lett., 25: 111, 2003; Lee et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 54: 23, 2000; Lee et al.,
Biotechnol. Bioeng., 72: 41, 2001).

Ejemplos
En lo que sigue, la presente invencion se describira con mas detalle con referencia a ejemplos.

Ademas, aunque los siguientes ejemplos ilustran que se usa metanol como alcohol en un proceso de esterificacion
de un acido graso libre, sera obvio para una persona experta en la técnica que se pueden usar otros alcoholes para
esterificar acidos grasos libres, produciendo asi diversos tipos de ésteres alquilicos de acidos grasos.

Ejemplo 1: Preparacion (1) de la cepa recombinante Rhodococcus opacus PD630 con introduccion de genes
que inducen la autolisis del aceite

1-1. Construccion del plasmido pRUCSdp
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Un vector recombinante de rpROUC18 (SEQ ID NO: 1) y un vector recombinante de rpROUC18_KM (SEQ ID NO:
2), que tienen los mapas genéticos mostrados en la Figura 2, se prepararon a partir de un plasmido pUC18
(Phamacia, Biotech, Uppsala, Suecia) y luego se introdujeron fragmentos de genes de la siguiente manera.

En primer lugar, se realiz6 PCR usando el ADN gendémico de Arabidopsis thaliana col. como plantilla con cebadores
sintetizados de SEQ ID NOS: 3 y 4, construyendo asi un fragmento del gen sdp1 que codifica la triacilglicerol lipasa.

SEQ ID NO: 3: 5-TATAGGCGCCATGGATATAAGTAATGAGGC-3'
SEQ ID NO: 4: 5-TGTCCTGCAGCTAAGCATCTATAACACTAC-3'

Luego, el fragmento sdp1 preparado (SEQ ID NO: 5) se traté con enzimas de restriccion (Narl y Pstl) y luego se ligo
en un plasmido rpROUC18 (Phamacia, Biotech, Uppsala, Suecia) mediante ADN ligasa T4, construyendo asi el
plasmido recombinante pRUCSdp.

1-2. Construccion del plasmido pRUCSdpMag

Se realizé6 PCR usando el ADN genémico de Mycobacterium smegmatis (KCTC 9108) como plantilla con cebadores
sintetizados de SEQ ID NOS: 6 y 7, construyendo asi un fragmento del gen MSMEG-0220 que codifica la
monoacilglicerol lipasa.

SEQ ID NO: 6:

57—
TATATCTAGAACAACGGGGAGGACAACCGAATGGTGAGCAGCACCCGCAGTGRAACAC-37
SEQ ID NO: 7: 5'-TATATCTAGATCACAGATGACTCACGATCCATGAG-3'

Luego, el fragmento MSMEG_0220 preparado (SEQ ID NO: 8) se traté con una enzima de restriccion (Xbal) y luego
se ligo en un plasmido pRUCSdp mediante la ADN-ligasa T4, construyendo asi el plasmido recombinante
pRUCSdpMag que se muestra en la Figura 3. Luego, el plasmido recombinante preparado pRUCSdpMag se
introdujo en una cepa Rhodococcus opacus PD630 DSM 44193 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Alemania), construyendo asi una cepa recombinante introducida con un gen de lipasa que se
activa con acetamida.

Ejemplo 2: Preparacion (2) de cepas recombinantes de Rhodococcus opacus PD630 con introduccion de
genes que inducen la autolisis del aceite

2-1. Construccion de plasmidos.

Usando los cebadores, las condiciones y las plantillas de genes mostrados en la Tabla 1 a continuacion, se
construyeron diversos plasmidos como se muestra en la Figura 4 introduciendo triacilglicerol lipasa y
monoacilglicerol lipasa en el plasmido rpROUC18 y un plasmido rpROUC18 KM del Ejemplo 1-1. Ademas, la
triacilglicerol lipasa y la monoacilglicerol lipasa también se introdujeron juntos en los plasmidos. La tabla 1 a
continuacion indica los tipos de enzimas de restriccion y los origenes de los genes, y, ademas, se pueden introducir
diversos tipos de genes.

Como se describe en el Ejemplo 1, se us6 un promotor inducido por la acetamida en el plasmido rpROUC18 de
manera que el gen introducido podria operarse en el momento deseado, en el que la acetamida se us6 a una
concentracion del 0,5 % (p/p).

Cebador ARAT_f (SEQ ID NO: 9)
5'-TATATTCCATGGGGAGGACAACATATAAGTAATGAGGCTAGT-3'

Cebador ARAT-r (SEQ ID NO: 10)
5'-CCGCCTGCAGCTAAGCATCTATAACACTAC-3'

Cebador ATAG7_f (SEQ ID NO: 11)
5'-TATTGACGTCGACAACGGGGAGGACAACCGAATGGAACGCGGATCCACTTG-3'
Cebador ATAG7-r (SEQ ID NO: 12)
5'-CTTGTACTAAGTCCCGGGTTAGTGGACGACCTCGAAGC-3'

Cebador Mlip2_f (SEQ ID NO: 13)
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5-TATTGGCGCCGACAACGGGGAGGACAACCGAATGGTGAGCAGCACCCGCAGTGAA-3'

Cebador Mlip2_r (SEQ ID NO: 14)

5-CCACGATGGACACGTTGTACTAAGTCTGCAGTCACAGATGACTCACGATCC-3'

Cebador PAO_f (SEQ ID NO: 15) 5-TATAGACGTCATGAAGAAGAAGTCTCTGCTCCCC-3'

Cebador PAO_r (SEQ ID NO: 16)

5-TCGAaagcttCTACAGGCTGGCGTTCTTCA-3'

[Tabla 1]
Gen Cebador Sitio enzimatico de restriccion contenido Condicién de reaccion
en el cebador.
Ciclo 1: 94 °C, 5 min
TAG lipasa de  Arabidopsis| \paT ¢ | Ncol Ciclo II: (30 ciclos)
thaliana
ARAT r |Pstl 94°C,40s
56 °C, 30 s
TAG lipasa de Aspergillus | ATAG7-f | Aatll 72 °C, 1 min
fumigatus
rATAG7' Xmal Ciclo Ill: 72 °C, 5 min
) PAO f [Aatll Ciclo IV: 4 °C, almacenar
TAG lipasa de Pseudomonas
aeruginosa )
PAO r [Hindlll
Ciclo 1: 94 °C, 5 min
Ciclo II: (30 Ciclos)
Mlip2_f | Narl 94°C,40s
MAG lipasa de Mycobacterium | Mlip2_r |Pstl 56 °C,30s
smegmatis
72 °C, 2 min
Ciclo lll: 72 °C, 5 min
Ciclo IV: 4 °C,
almacenamiento

En la Figura 4, el fragmento del gen de la TAG lipasa de Arabidopsis thaliana introducido en el plasmido
roROUC18KM_Ara y en el plasmido rpROUC18KM_Ara_MAG, tiene una secuencia de SEQ ID NO: 17, y el
fragmento del gen de la TAG 7G lipasa de Aspergillus fumigatus introducido en el plasmido rpROUC18KM_Af7G y
en el plasmido rpROUC18KM_Af7G_MAG tiene una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 18. También, el
fragmento del gen de la TAG lipasa de Pseudomonas aeruginosa introducido en el plasmido rpROUC18KM_PAO y
el plasmido rpROUC18KM_PAO_MAG tiene una secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO: 19, y el fragmento del
gen de la lipasa MAG de M. smegmatis introducido en el plasmido rpROUC18KM_MAG y en el plasmido
roROUC18KM_Ara_MAG, el plasmido rpROUC18KM_Af7G_MAG vy el plasmido rpROUC18KM_PAO_MAG tiene
una secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 20.
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Ejemplo 3: Produccion de éster metilico de acidos grasos usando la cepa recombinante de Rhodococcus
opacus PD630

3-1: Produccién (1) de acido graso libre usando la cepa recombinante de Rhodococcus opacus PD630 del Ejemplo 1

Con el fin de cultivar la cepa recombinante de Rhodococcus opacus PD630 del Ejemplo 1, introducida con el gen de
la lipasa que se activa con acetamida, se realizé un cultivo de dos etapas en un medio que tiene una fuente de
nitrégeno limitada para producir aceite.

En primer lugar, en el cultivo de la primera etapa, la cepa recombinante del Ejemplo 1 se cultivd en un matraz de 250
ml que contenia 100 ml de NB (caldo nutritivo) a 30 °C y 250 rpm durante 24 horas.

El caldo de cultivo se centrifugd a 6000 rpm durante 10 minutos para recolectar las células microbianas que luego se
lavaron con medio MSM (que se usa en el cultivo de segunda etapa) para eliminar el componente NB. Luego, la
solucion celular se centrifugé a 6000 rpm durante 10 minutos para recolectar las células microbianas que luego se
suspendieron en 100 ml de medio MSM. La composicion del medio MSM (pH 7,0) fue la siguiente: por litro de agua
destilada, 0,8 g de KH,PO4, 5,58 g de Na;HPO,, 0,1g de (NH4).S0s, 0,12 g de MgS0O47H,0, 0,5 mg de FeS0O45H,0,
1,54 mg de MnSO45H,0, 2,86 mg de H3BO3, 0,039 mg de CuSO45H,0, 0,041 mg de CoCl»,6H,0, 0,021 mg de
ZnCly, 0,025 mg de Na;Mo0O42H,0, y 11,6 mg de CaCl,2H,0.

Se afiadieron 20 g/l de glucosa como fuente de carbono a las células microbianas suspendidas en 100 ml del medio
MSM, después de lo cual las células microbianas se cultivaron a 30°C y 250 rpm durante 24 horas. Luego, se
verifico la acumulacién de aceite en la cepa microbiana en tiempo real mediante monitorizacion microscépica. Luego,
para activar la lipasa para producir acido graso libre, se agregoé 0,5 % (p/v) de acetamida a las células microbianas
que luego se cultivaron a 30 °C durante 48 horas.

Una vez completado el cultivo, el caldo de cultivo se centrifugd a 6000 rpm durante 10 minutos para recolectar las
células. Las células recolectadas se lavaron una vez con agua destilada y luego se secaron en un secador a 100 °C
durante 24 horas.

Las células secas se analizaron mediante cromatografia de gases usando un sistema de cromatografia de gases de
la serie Agilent 6890N (Chiraldex G-TA de Astec, Estados Unidos) equipado con una columna capilar, midiendo asi
el contenido de acido graso libre sintetizado en las células. Los resultados del cultivo en matraz de dos etapas
indicaron que el acido graso libre se produjo a una concentracion de 0,27 g/l.

3-2: Produccién (2) de acido graso libre usando la cepa recombinante de Rhodococcus opacus PD630 del Ejemplo 2

Para cultivar las cepas recombinantes de Rhodococcus opacus PD630 del Ejemplo 2, introducidas con el gen de la
lipasa que se activa con acetamida, se realizd un cultivo de dos etapas en un medio que tiene una fuente limitada de
nitrégeno para producir aceite.

En primer lugar, en el cultivo de la primera etapa, cada una de las cepas recombinantes del Ejemplo 2 se cultivo en
un matraz de 250 ml que contenia 200 ml de TSB (caldo de soja triptico) a 30 °C y 200 rpm durante 16 horas.

El caldo de cultivo se centrifugd a 3000 rpm durante 30 minutos para recolectar las células microbianas que luego se
lavaron con medio MSM para eliminar el componente TSB. Luego, la soluciéon de células se centrifugé a 3000 rpm
durante 30 minutos para recolectar las células microbianas que luego se suspendieron en 200 ml de medio MSM. La
composicion del medio MSM (pH 7,0) fue la siguiente: por litro de agua destilada, 0,8 g de KH2PO,, 5,58 g de
NazHPO,, 0,1 g (NH4)2S04, 0,12 g de MgS047H,0, 1,0 mg de FeSO45H,0, 3,08 mg de MnSO45H,0, 5,72 mg de
H3BO3, 0,078 mg de CuS0O45H,0, 0,082 mg de CoCl,6H,0, 0,042 mg de ZnCl;, 0,050 mg de Na;MoO42H,0 y 23,2
mg de CaCl;2H,0.

Se afiadieron 20 g/l de glucosa como fuente de carbono a las células microbianas suspendidas en 200 ml del medio
MSM, después de lo cual las células microbianas se cultivaron a 30°C y 200 rpm durante 48 horas. Luego, se
verifico la acumulacién de aceite en la cepa microbiana en tiempo real mediante monitorizacion microscépica. Luego,
para activar la lipasa para producir acido graso libre, se agregé 0,5 % (p/v) de acetamida a las células microbianas
que luego se cultivaron a 30 °C durante 24 horas.

Una vez completado el cultivo, el caldo de cultivo se centrifugé a 3,000 rpm durante 30 minutos para recolectar las
células. El sobrenadante se liofilizd a -45 °C y 1,33 kPa durante 48 horas. Las células recolectadas se lavaron una
vez con agua destilada y luego se secaron en un secador a 80 °C durante 24 horas. Se tomaron y trataron 0,1 g de
cada uno de los materiales resultantes usando un sistema de identificacion microbiana (Microbial ID, Inc., Network,
Del., Estados Unidos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, preparando asi las muestras de cromatografia
de gases.

Cada una de las muestras preparadas se analizd mediante cromatografia de gases usando un sistema de
cromatografia de gases de la serie Agilent 6890N (Chiraldex G-TA de Astec, Estados Unidos) equipado con una
columna capilar, midiendo asi el contenido de acido graso libre sintetizado en las células.
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Los resultados del cultivo en matraz de 2 etapas como se describié anteriormente indicaron que el contenido de
acido graso libre en el sobrenadante fue significativamente mayor que el contenido de acido graso libre en las
células, lo que sugiere que el acido graso libre se secreté extracelularmente. La Figura 5 muestra los resultados de
la medicion del acido graso libre en el sobrenadante liofilizado. Como puede verse en la Figura 5, el acido graso libre
se produjo como una mezcla de acidos grasos libres que tienen diversas longitudes. Ademas, se pudo ver que,
cuando la triacilglicerol lipasa se introdujo junto con la monoacilglicerol lipasa, se produjo una mayor cantidad de
acido graso libre a partir de la misma cantidad de glucosa en comparacién con la introduccion de la triacilglicerol
lipasa sola.

3-3: Conversion de acido graso libre en éster metilico de acido graso

A la cepa microbiana seca obtenida en el Ejemplo 3-1, se agregaron 2 ml de cloroformo y se agregé 1 ml de metanol
que contenia 3 % (v/v) de H,SO4. La mezcla se dejo reaccionar a 100°C durante 12 horas.

Una vez completada la reaccion, la mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se afiadié 1 ml de agua destilada a la
mezcla, que luego se agité intensamente durante 5 minutos, con lo cual la mezcla se separé en una capa de
disolvente organico (cloroformo) y una capa de agua (solucion acuosa). El material resultante se centrifugd a 10 000
rpm durante 10 minutos, y solo la capa de disolvente organico se recogi¢ y analizé por cromatografia de gases
usando un sistema de cromatografia de gases de la serie Agilent 6890N (Chiraldex G-TA de Astec, Estados Unidos)
equipado con una columna capilar, midiendo asi la concentracion de éster metilico de acido graso producido en la
capa de disolvente organico.

Como resultado, como se muestra en la Figura 6, se encontré que se produjo un éster metilico de acido graso C13 a
una concentracion de 0,2 g/l. Esto sugiere que el acido graso libre se convirtié en el éster metilico del acido graso.

Ademas, se afadié el mismo metanol descrito anteriormente y se hizo reaccionar con el sobrenadante obtenido en
el Ejemplo 3-2, y luego se midio la concentracion del éster metilico graso producido en la solucién de reaccion.

Como resultado, como puede verse en la Figura 7, el acido graso libre se convirtié en éster metilico de acido graso.
En particular, se pudo observar que, cuando se introdujeron ftriacilglicerol lipasa (TAG lipasa) y monoacilglicerol
lipasa (lipasa MAG), se produjo una cantidad significativamente mayor de metil éster de acido graso en comparacion
con la introduccién de ftriacilglicerol lipasa (TAG lipasa) o monoacilglicerol lipasa (MAG lipasa) sola. Como se
describio anteriormente, el procedimiento de produccién de éster alquilico de acido graso usando microorganismos
de acuerdo con la presente invencion muestra una alta eficiencia de produccién, de manera que se puede usar
inmediatamente para la produccién de biocombustible. Ademas, se pudo observar que la eficiencia de produccién
del éster metilico de acidos grasos de la presente invencion fue significativamente mayor que la de un procedimiento
existente conocido en la técnica.

En otras palabras, se demostré que el uso del procedimiento de acuerdo con la presente invencion permite que se
produzca un éster metilico de acido graso con una alta eficiencia en un procedimiento mas facil y respetuoso con el
medio ambiente, lo que indica que el procedimiento de la presente invencidon es muy util para la produccion de
biodiesel como sustituto del aceite liviano o similar.

Aplicabilidad industrial

Como se describié anteriormente, de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion, el aceite acumulado en
microorganismos, como el triacilglicerol que es un aceite tipico producido por microorganismos, se puede convertir
en un éster alquilico de acido graso con alta eficiencia usando una metodologia de ingenieria metabdlica. Por lo
tanto, el procedimiento de la presente invencién es util para la produccién industrial de un éster alquilico de acido
graso del cual recientemente se ha encontrado que es efectivo como biodiesel.

<110> Korea Advanced Institute of Science and Technology

<120> Procedimiento de preparacion de ésteres alquilicos de acidos grasos usando microorganismos capaces de
producir aceite
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gatctaccgyg
cgaagagttc
tcccgatcea
ctggtagtcce
acgtcgtcge
ggcgecctge
gtctcattge
acgtcgggcece
gacttatgag
acattcggat
ctcecgeaaga
atggaccgce
gtggacgcac
ctgaccgaac
gcggteggga
aaageccgage
cgccoccgea
atggtcatag
agccggaage

tgcgttgege

ttccacgagy
ggtgacggca
gacggggacc
gacgcgtgeg
aacatggcgt
aggtegactce
caaagatttg
gtctcgaaag
actgttgagt
acgceccgegt
tgggcgtgga
ccgegtggcea
tecgacegttt
gcggegtcat
aggcgttggt
gtgcoegeege
agctegccaa
ctgtttectg
ataaagtgta

tcactgeoceg

cgctcaacgt
tcatgagecgc
gggtggtggt
tcaattctgg
gggtagcttc
tagacggeat
cgactgtgec
tcagtcgcat
catgacagac
ctcgacttece
cggcgaccygg
ggtctgecaac
gggacgctcee
catcgtggac
gcagatcatg
tgetegtgag
ccacgacgtt
tgtgaaattg
aagcctgggy

c¢tttecagte
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gtacgggect
catcaactte
gaccttcgac
ctgatgtcaa
gggcccgtceg
cttgeoccaga
gaatgagact
tagaccggct
accgcgaaca
cggcagaacce
atctatgccg
tcgcatctgg
acgttggagg
cgcacgtacc
gcggtcatgg
teegeecgeeg
gctegtgeee
ttatcecgecte
tgcctaatga

gggaaacctyg
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gcgetcaagy
aaggtggaca
gggaagttcc
cgggttcgaa
acaacgggga
ttttteccag
gtegggegte
catttgttgc
tccecgecece
ttgaccgeea
ataaggtgac
atgccggega
tcatcgacac
gccocgectaga
ccgagatgga
cccgtggaaa
gtgagctcga
acaattccac
gtgagctaac

tcogtgeocage

aactcatcca
tccagegtcg
tcgactacecg
cgcaaccgca
ggacaaccga
gtaagagege
tcattcececee
tcaatgcgcec
gaccggacgc
gatggacacg
cggccgcacyg
cacgctegtg
aatccacgac
tgccagtgac
agtcaacttg
gcacaccgga
attcgtaatce
acaacatacg
tcacattaat

tgcattaatg
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aatcggccaa
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
cccecctgac
actataaaga
cctgecegett
tagctecacge
geacgaaced
caacceggta
agegaggtat
tagaaggaca
tggtagatet
gcagcagatt
gtctgacget
aaggatcttc
atatgagtaa
gatctgteta
acgggagggce
ggctccagat
tgcaacttta
ttegecagtt
ctcgtegttt
atccceccatg
taagttggec
catgcecatce
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct

cgcaaaaaag
atattattga

ttagaaaaat

o]

cgcgegggga
ctgcgetegg
ttateccacag
gocaggaacce
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacc
tgtaggtatc
ccegtteage
agacacgact
gtaggcggtyg
gtatttggta
tgateaggea
acgcgcagaa
cagtggaacyg
acctagatcc
acttggtctg
tttegttecat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tecgeetceeca
aatagtttge
ggtatggcectt
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
ccgetgttga
tttactttca

ggaataaggg
agcatttate

aaacaaatag
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gaggcggttt
tcgttcgget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaategacyg
ttececeetgg
tgtcegectt
tecagtteggt
coegacegety
tatcgccact
ctacagagtt
tectgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttge
gcccecagtge
taaaccagecc
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagctc
aagcggttag
cactcatggt
tttectgtgac
gttgecteottg
tgctecatcat
gatccagttce
ccagegtttc

cgacacggaa
agggttattyg

gggttcegeg

gegtattggg
gcggcgagcg
taacgcagga
cgegttgetg
ctecaagteag
aagctcccte
tecteocectteg
gtaggtcgtt
cgeettatee
ggcagcagcee
cttgaagtygy
gctgaagcca
cgetggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaate
ctgactceee
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttge
tgeocattget
cggttcccaa
ctcectteggt
tatggcagca
tggtgagtac
coccggegtea
tggaaaacgt
gatgtaacce
tgggtgagca

atgttgaata
tetecatgage

cacatttccc

12

cgctcttecg
gtatcagctc
aagaacatgt
gegtttttec
aggtggegaa
gtgecgctetce
ggaagcgtgy
cgctcocaage
ggtaactate
actggtaaca
tggectaact
gttaccttcg
ggtggttttt
cctttgatcet
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcegtgtaga
ccgcgagace
gccgagegca
cgggaagcta
acaggcatceg
cgatcaaggc
cctecgateg
ctgecataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcttegggge
actcgtgcac
aaaacaggaa

ctecatactet
ggatacatat

cgaaaagtgc

cttecteget
actcaaaggc
gagcaaaagqg
ataggctecceg
accegacagg
ctgttccgac
cgctttetea
tgggetgtgt
gtettgagte
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgeaa
tttectacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctecage
taactacgat
cacgctecacc
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacyg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattectgaga
ataccgegece
gaaaactcte
ccaactgatc
ggcaaaatgc

tectttttea
ttgaatgtat

cacctgacgt
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cgcaccgate
aatctectgat
gcttacataa
tegaggecoge
gataatgtcg
gagttgtttc
agactaaact
cctgatgatg
gaagaatatc
ttgcattcga
caggcgcaat
aatggctgge
gattcagteg
ttaataggtt
atcctatgga
tatggtattg
ttctaagate
catccacgaa
gegtegtece
ctaccgectgg
accgcaacgt
aaccgaggceg

tcatctatca

gcacttecca
gttacattge
acagtaatac
gattaaattce
ggcaatcagg
tgaaacatgg
ggctgacgga
catggttact
ctgattecagy
ttecctgtttg
cacgaatgaa
ctgttgaaca
tcactcatgg
gtattgatgt
actgectegg
ataatcctga
tacecggttee
gagtteggtg
gatccagacyg
tagtccgacg
cgtcgecaaca
ccatggatat

tgggtcgaac

acagttgeygg
acaagataaa
aaggggtgtt
caacatggat
tgcgacaatce
caaaggtagc
atttatgect
caccactgeg
tgaaaatatt
taattgtecct
taacggtttg
agtctggaaa
tgatttctea
tggacgagtc
tgagttttet
tatgaataaa
acgaggceget
acggcatcat
gggaccgggt
cgtgcgtcaa
tggcgtgggt
aagtaatgag

cattgettte
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aatatatcat
atgagccata
gctgatttat
tatcgattgt
gttgccaatg
cttecgaccea
atcoceggga
gttgatgege
tttaacagcg
gttgatgcga
gaaatgcata
cttgataace
ggaatcgecag
cctteattac
ttgcagttte
caacgtgtac
gagcgccate
ggtggtgacc
ttctggectga
agcttcggge
gctagtgtcg

agagtettgt
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aaagccacgt
catgaacaat
ttcaacggga
atgggtataa
atgggaagcc
atgttacaga
tcaagcattt
aaacagcatt
tggecagtgtt
atcgegtatt
gtgattttga
agcttttgece
ttatttttga
accgatacca
agaaacggct
atttgatgcect
gggcctgege
aacttcaagg
ttegacggga
tgtcaacggg
ccgtecgacaa
atcccttttce

tctgtagatce

tgtgtctcaa
aaaactgtet
aacgtcttge
atgggetege
cgatgecgeca
tgagatggtc
tatcegtact
ccaggtatta
cctgegecygy
tegtecteget
tgacgagcgt
attctcaceg
cgaggggaaa
ggatcttgece
ttttcaaaaa
cgatgagttt
tcaaggaact
tggacatcca
agttcectega
ttcgaacgca
cggggaggac
gattggacca

aatgtcacag
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cttaggegtg
tcaccgtttg
atcattgect
cggaggaagt
gctgctaaga
gagttggtta
gacattatgt
gagcttcata
tetactecagt
ctttctttta
ggggcttcte
ttacctcegaa
aggtcttgge
gatcagctcg
gatatcagac
gcttatgaca
ccteocteggt
gcttcttgtg
ggagagatcg
tcatectggac
aaagaactgt
ttactgegte
catctagtgg
cteggtyggac
cctgectacte
aaagcggceta
tgcgggateg
aagaaaagtg
accaccagat
tcaacagget
aatttaageg

cctttaatga

atctetttceg
tgtcgtggtt
ttgtgttgaa
tttggaggaa
tgttagagaa
agaacaagct
tttgtatgag
aaggtagact
tgagaatggt
tgcatgaaac
ttggtgeogtt
taattgetgg
cagaactaca
gaggcegtgtt
agttgcaatg
tgacaggaag
gtcttaacta
cttttecctgg
taccgtatca
gcocggtggag
tcaatgtcaa
taaaggattt
agatggaggt
tegeaaaget
ttgctcagta
accaaggaag
agecttgeget
cggagagagce
tcaatgcttc
cactggatga
acagtgaaac

gaacagctte

gttcttgttg
tcatcctcgg
acgatacacg
tatgatgogg
ggaaacacca
tcaggagctt
agctgatttg
tcaggttect
ttgtaactet
acggcatgecc
tcatgttggt
ttctagtgtt
gagtttcttt
ctcaatagtg
tatgettaga
gattcteggg
tttgacttcg
tctectttgaa
tcecacecttte
agatggtagt
tcattttatt
agttcgaget
caaacataga
ttttgetecag
ctecgaagatt
aagatgcact
tgatgattet
cgecactgece
aagaagaatc
tetagteact
agagagcgtg

tgctaataag
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cattggttte
aaccctcaag
aatgtgaaaa
acggetttga
aagatgaatg
cgtcatcogte
gtgaggaatc
agacatatca
gattcagagyg
tttggtagaa
gtggttagga
ggatccatca
gagaattctt
aaacgggtaa
aacctcacaa
atcaccgttt
cctcatgtgg
gctcaagagc
aatttggatc
ttggaggttg
gtgagccaag
tatggtggta
tgcaaccagg
gagtgggaay
atacaaaatc
tgggagaage
gtagctatte
acgtcttegt
ccatcttgga
gacaataacc
gagttgagtt

tteattgatt

15

ttagatttaa
ggattttagc
taaaggegga
cttatgagga
aatctgatct
gccaagaagyg
tcggtaatat
aagagtacat
agctttettt
cggctttgcet
ctttggttga
tttgtgetgt
tgcattcttt
tgacacaagyg
gcaatctcac
gctccccaag
ttatatggag
taatggctaa
cagaagtagg
atttaccaat
ccaatcctca
gattcgeage
tattagagct
gtgatgttac
cgactcatgt
tctecagecat
ttaaccatat
ctecatcacgg
acgtccttge
teccacgette
cttggacaag

ttgttecagag

gctgaccgtt
ggtggttaca
aatggcttac
atgggctceat
ttatgatgaa
ctcacttaga
gtgtaattcg
tgatgaggtg
agaagagaag
tttgagtggt
gcataagcett
tgtggecetea
acagttcttt
ggctectacac
attccaagaa
aaagcatgaa
cgcagtgact
agatcgaagt
cactaaatca
gatgcagcett
cattgctcca
taagectegeyg
cggttttect
agttgtaatyg
cgagcttcag
aaaatcaaac
geggaggetc
attggettca
cagagagaac
ttegggoagg
aactggtgga

tcttgatate

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240

3300



gacattgcat
ggctcgttta
aatagcaaca
cagcctgaga
atgecatcga
gagaaggaga
gaagaacata
cceggtgtcetg
cagattttte
gactgtcggg
ggcteatttyg
aacatecceccg
aaccttgace
gccgataagg
ctggatgeccg
gaggtcatcg
taccgeeogea
atggceogaga
gcecgeecgtg
gcccgtgage
gctcacaatt
atgagtgage
cctgtegtge
tgggegetct
agcggtateca
aggaaagaac
gotggegttt
tcagaggtygg
cctegtgege
ttcgggaagce

cgttegetee

tggtcagagg
ctccaagccce
atcttggaac
gaacgagtaa
ttgggaaceca
tggattgtag
acggctcgag
gtagtgttat
ccaggtaaga
cgtctecattce
ttgeteaaty
ccccgaccgg
gocagatgga
tgaccggcecg
gcgacacgct
acacaatcca
tagatgecag
tggaagtcaa
gaaagcacac
tcgaattcgt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgecatt
teccgettcect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacccga
tcteectgtte
gtggcogettt

aagctggget

atttagtagc
gagatccata
aagcacttca
cggatttgtg
aaatacagag
ctctgtatca
tctggttact
agatgecttag
gegegtotea
ccccacgteg
cgeegactta
acgcacattce
cacgeteage
cacgatggac
cgtggtggac
cgacctgacc
tgacgcggtce
cttgaaagec
cggacgccec
aatcatggtc
tacgageccgg
taattgegtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagcea
tcegecccee
caggactata
cgaccctgee
ctcatagctc

gtgtgcacga
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agtcccaatt
gcggctcatt
agcataacag
ttaaacgteg
ttaccagaga
gaacacgaag
gtttcttecag
ctgcaggteg
ttgecaaaga
ggcegtcoteg
tgagactgtt
ggatacgcce
aagatgggeg
cgccecogegt
gcactcgace
gaacgcggcyg
gggaaggegt
gagcegtgeeg
cgcaagctcg
atagctgttt
aagcataaag
gogctcacty
ccaacgcgeg
ctcgectgege
acggttatce
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgctgtagg

acacecegtt

16

ctccagcagt
cggatatcga
ttactgaagg
ttaaaagaga
gtgtacaget
aagatgataa
aagattccgg
actctagacg
tttgegactyg
aaagtcagtc
gagtcatgac
gcgtetegac
tggacggega
ggcaggtctg
gtttgggacg
tcatcatcgt
tggtgcagat
ccgetgeteg
ccaaccacga
cctgtgtgaa
tgtaaagccet
ccocgetttec
gggagaggcg
tcggtegttc
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gcgttteccee
tacctgtccg
tatctcagtt

cagacagace

tcetcectggt
atcaaacagc
tgatctteta
gaacttggga
cgatataceg
cgacaatgaa
tttacaagaa
gcatcttgee
tgeegaatga
gcattagacc
agacaccgey
ttcoeceggeag
ceggatetat
caactcgecat
ctccacgttg
ggaccgcacyg
catggeggtce
tgagtcecgee
cgttgctcgt
attgttatcc
ggggtgecta
agtecgggaaa
gtttgcgtat
ggctgcggeg
gggataacgc
aggcegegtt
gacgctcaag
ctggaagctce
cctttctecec
cggtgtaggt

gctgegecett

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3260

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4580

5040

5100

5160
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atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttacc
tageggtagt
agatecctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
cccecgtegtg
gataccgcga
aagggccgag
ttgececgggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggtcctecg
agcactgcat
gtactcaace
gtcaatacgg
acgttcttcg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
teccegaaaa
<210>3
<211> 30
<212> ADN

tatcgtettg
aacaggatta
aactacgget
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atctttteta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
ategttgtca
aattctectta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctetteettt
atatttgaat

gtgccacctg

<213> Secuencia Artificial

<220>
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agtccaaccc
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
geaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
caccggetec
gtecctgecaac
gtagttegee
cacgctcgtce
catgatcccecc
gaagtaagtt
ctgtcatgecc
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttecage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa

acgte

ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctcttgatce
gattacgege
cgetcagtgg
cttcacctag
gtaaacttgg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatcecgee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgc
ggccgcagtyg
atccgtaaga
tatgcggega
cagaacttta
cttaccgcetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt

aaataaacaa

<223>Cebador de PCR para el fragmento del gen sdpl

<400> 3

tataggcgcc atggatataa gtaatgaggc 30

<210> 4
<211> 30

17

gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaagq
aacgaaaact
atccttttaa
tctgacagtt
tcatccatag
tctggecccca
gcaataaacc
tccatccagt
ttgecgecaacg
gcttcattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttttetg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccagcg
agggcgacac
tatcagggtt

ataggggttc

cactggcage
agttcttgaa
ctetgetgaa
ccaccgctgg
gatetcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgctt
ttgectgact
gtgctgcaat
agccagccgg
ctattaattg
ttgttgcececat
gctceggtte
ttagctcctt
tggttatgge
tgactggtga
cttgececcocgge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttectgggtyg
ggaaatgttg
attgtctecat

cgcgcacatt

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5340

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6625



10
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador de PCR para el fragmento del gen sdpl
<400> 4

tgtcctgcag ctaagcatct ataacactac 30

<210>5

<211> 2478

<212> ADN

<213> Fragmento del gen sdpl de Arabidopsis thaliana col.

<400> 5

18



atggatataa
ggtcgaacca
ctettteggt
tegtggttte
gtgttgaaac
tggaggaata
ttagagaagg
aacaagctte
tgtatgagag
ggtagactte
agaatggttt
catgaaacac
ggtgcgtttc
attgctggtt
gaactacaga
ggcgtgttet
ttgcaatgta
acaggaagga
cttaactatt
tttcectggtc

ccgtatcatce

cggtggagag

gtaatgaggc
ttgctttcag
tettgttgea
atccteggaa
gatacacgaa
tgatgcggac
aaacaccaaa
aggagetteg
ctgatttggt
aggttectag
gtaactectga
ggcatgectt
atgttggtgt
ctagtgttgg
gtttctttga
caatagtgaa
tgcttagaaa
ttctegggat
tgacttegce
tectttgaage
caccttteaa

atggtagttt

tagtgtecgat
agtcttgttc
ttggtttett
ccctcaaggg
tgtgaaaata
ggctttgact
gatgaatgaa
tecatcgtege
gaggaatctc
acatatcaaa
ttcagaggag
tggtagaacyg
ggttaggact
atccatcatt
gaattetttg
acgggtaatg
cctecacaage
caccgtttge
tcatgtggtt
tcaagagcta

tttggatcca

ggaggttgat
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cccttttega
tgtagatcaa
agatttaage
attttagcgg
aaggoggaaa
tatgaggaat
tctgatcttt
caagaaggct
ggtaatatgt
gagtacattg
ctttetttag
getttgettt
ttggttgagc
tgtgctgttg
cattctttac
acacaagggyg
aatctcacat
tccecaagaa
atatggagcyg
atggctaaag
gaagtaggca

ttaccaatga

19

ttggaccatc
tgtcacagct
tgacecgttte
tggttacaat
tggettaceg
gggctecatgc
atgatgaaga
cacttagaga
gtaattcgga
atgaggtgte
aagagaagct
tgagtggtgyg
ataagctttt
tggcctcaag
agttctttga
ctctacacga
tccaagaagce
agcatgaacc
cagtgactge
atcgaagtgg
ctaaatecatce

tgcagcettaa

atctatcatg
taggcgtgat
accgtttgtg
cattgeccttt
gaggaagttt
tgctaagatg
gttggttaag
cattatgttt
gcttcataaa
tactcagttyg
ttettttatg
ggctteotett
acctcgaata
gtcttggeca
tcagctegga
tatcagacag
ttatgacatg
teccteoggtgt
ttettgtget
agagatcgta
atctggacgce

agaactgttce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200
1260

1320



10

15

aatgtcaatc
aaggatttag
atggaggtca
gcaaagcttt
gctcagtact
caaggaagaa
cttgegettg
gagagagccg
aatgcttcaa
ctggatgatce
agtgaaacag
acagcttctg
gtcagaggat
ccaagcccga
cttggaacaa
acgagtaacg
gggaaccaaa
gattgtagct
ggctegagte
agtgttatag
<210>6
<211> 57
<212> ADN

attttattgt
ttcgagetta
aacatagatg
ttgctcagga
cgaagattat
gatgeacttg
atgattctgt
ccactgccac
gaagaatccc
tagtcactga
agagcgtgga
ctaataagtt
ttagtagcag
gatccatagc
gcacttcaag
gatttgtgtt
atacagagtt
ctgtatcaga
tggttactgt

atgettag

<213> Secuencia Artificial

<220>
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gagccaagec
tggtggtaga
caaccaggta
gtgggaaggt
acaaaatccg
ggagaagetc
agctattctt
gtcttegtet
atcttggaac
caataacctc
gttgagttct
cattgatttt
tcccaattet
ggctcattcg
cataacagtt
aaacgtegtt
accagagagt
acacgaagaa

ttecttecagaa

aatcctcaca
ttcgcagecta
ttagagctcg
gatgttacag
actcatgtcg
tcagccataa
aaccatatge
catcacggat
gtccttgeca
cacgcttett
tggacaagaa
gttcagagtc
ccagecagtte
gatatcgaat
actgaaggtg
aaaagagaga
gtacagcteg
gatgataacg

gattceggtt

ttgetccatt
agctcgegea
gttttectet
ttgtaatgcc
agcttcagaa
aatcaaactg
ggaggctcaa
tggcttcaac
gagagaactc
cgggcaggaa
ctggtggacc
ttgatatcga
ctectggtgg
caaacagcaa
atcttctaca
acttgggaat
atataccgga
acaatgaaga

tacaagaacc

<223> Cebador de PCR para el fragmento del gen MSMEG_0220

<400> 6

tatatctaga acaacgggga ggacaaccga atggtgagca gcacccgcag tgaacac

<210>7
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR para el fragmento del gen MSMEG_0220

<400> 7

20

actgcgteta
tctagtggag
cggtggactc
tgctactcett
agcggctaac
cgggatcgag
gaaaagtgcg
caccagattc
aacaggctca
tttaagcgac
tttaatgaga
cattgcattg
ctegtttact
tagcaacaat
gcctgagaga
gccategatt
gaaggagatg
agaacataac

ggtgtctggt

57

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2478



10

15

20

tatatctaga tcacagatga ctcacgatcc atgag

<210> 8
<211> 843
<212> ADN
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35

<213> Fragmento del gen MSMEG_0220 de Mycobacterium smegmatis

<400> 8
atggtgagca
tacgacgtgt
gocgaacacy
gtgtacgcac
gacctgtegg
cccacactge
ggegeteggt
cacgacggcg
ggcatccegyg
gcctacaagg
ctgateggece
gtggtgcacyg
cgegtggett
aacgaacccg
tga

<210>9
<211>42
<212> ADN

gecaccogeaqy
ggacccecga
caggecgeta
tcgaccacceg
agttegtega
cgcggategt
acccgggega
tatcgccggt
tggagaacct
ccgatccgat
tgggacagag
gcgacaagga
ccgaggatgt

aacagaaact

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador de ARAT f

<400> 9

tgaacacage
caccgacccg
ccaccacgte
cggacacggce
ggacttcoecge
gcteggecac
gtactcggecce
gctggtcegoeg
ggacgccgac
ggttcaccac
catgcegeag
ccgecteate
ccacctgaag

cgteocctegac

tttgceggeg
cgeggggteg
gegcaacggt
cgeteoceggeg
acactegteg
agcatgggcg
atggtgctgt
gtggccaaag
geggtetege
ggcaagctge
cgggcecgegyg
ccggtggegy
gtctacccecg

gacgtcacct

tatattccat ggggaggaca acatataagt aatgaggcta gt 42

<210> 10
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador ARAT-r

21

teggeggegt
tegtgetgge
teggggecge
gtaagcgegt
gcategeeoge
gcggcategt
ccgggecegae
tgctgggcraa
gcgaccecga
ccgecgggeat
acgctgacege
gcageegget
ggctgtacca

catggatcogt

cogecategte
gcacggttac
gggectgete
tcacctgege
gaacgaccac
cttegeetat
cgtgaacgeca
actcgegecec
ggtggtcogeg
cgcgegegeg
geegetgetg
gctegtegac
cgaggtgtte

gagtcatctg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

843
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15

20

25

30

35
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<400> 10

ccgcctgeag ctaagcatct ataacactac 30

<210> 11

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador ATAGT7 _f

<400> 11

tattgacgtc gacaacgggg aggacaaccg aatggaacgc ggatccactt g 51
<210> 12

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador ATAG7-r

<400> 12

cttgtactaa gtcccgggtt agtggacgac ctcgaagc 38
<210> 13

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador Mlip2_f

<400> 13

tattggcgcc gacaacgggg aggacaaccg aatggtgagc agcacccgca gtgaa
<210> 14

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> cebador Mlip2_r

<400> 14

ccacgatgga cacgttgtac taagtctgca gtcacagatg actcacgatc c 51
<210> 15

<211> 34

<212> ADN

22

55



10

15

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador PAO f

<400> 15

tatagacgtc atgaagaaga agtctctgct cccc
<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> cebador PAO r

<400> 16

tcgaaagctt ctacaggctg gcgttcttca
<210> 17

<211> 2478

<212> ADN
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34

<213>Fragmento del gen de la TAG lipasa de Arabidopsis thaliana

<400> 17

23



atggatataa
ggtcgaacca
ctettteggt
tegtggttte
gtgttgaaac
tggaggaata
ttagagaagg
aacaagcttc
tgtatgagag
ggtagacttc
agaatggttt
catgaaacac
ggtgegttte
attgetggtt
gaactacaga
ggcgtgttct
ttgcaatgta
acaggaagga

cttaactatt

gtaatgaggce
ttgcttteag
tettgttgea
atceteggaa
gatacacgaa
tgatgcggac
aaacaccaaa
aggagcttcg
ctgatttggt
aggttectag
gtaactctga
ggcatgcoctt
atgttggtgt
ctagtgttgg
gtttctttga
caatagtgaa
tgcttagaaa
ttctogggat

tgacttagece

tagtgtcgat
agtcttgtte
ttggtttett
ccectcaaggy
tgtgaaaata
ggcetttgact
gatgaatgaa
tcatcgtcge
gaggaatctc
acatatcaaa
ttcagaggag
tggtagaacg
ggttaggact
atccatcatt
gaattctttg
acgggtaatg
cctcacaage
caccgtttge

tcatgtggtt
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cecttttega
tgtagatcaa
agatttaage
attttagegy
aaggcggaaa
tatgaggaat
tctgatcettt
caagaaggct
ggtaatatgt
gagtacattg
ctttetttag
gctttgettt
ttggttgage
tgtgctgttyg
cattctttac
acacaagggg
aatctcacat
tccccaagaa

atatggagcg

24

ttggaccatc
tgtcacaget
tgaccgttte
tggttacaat
tggcttacecg
gggctcatge
atgatgaaga
cacttagaga
gtaattegga
atgaggtgtc
aagagaagct
tgagtggtgg
ataagectttt
tggccteaag
agttctttga
ctctacacga
tccaagaage
agcatgaacc

cagtgactge

atctatcatg
taggegtgat
acegtttgtyg
cattgecttt
gaggaagttt
tgctaagatg
gttggttaag
cattatgttt
gcttcataaa
tactcagttg
ttettttatyg
ggcttcotett
acctcgaata
gtecttggeca
tcagctcgga
tatcagacag
ttatgacatg
tccteggtgt

ttettgtget

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



tttecetggtce
ccgtatcatc
cggtggagag
aatgtcaatce
aaggatttag
atggaggteca
gcaaagcttt
gctcagtact
caaggaagaa
cttgegettg
gagagagccg
aatgcttcaa
ctggatgatce
agtgaaacag
acagcttectg
gtcagaggat
ccaagcccga
cttggaacaa
acgagtaacg
gggaaccaaa
gattgtaget
ggctegagte
agtgttatag
<210> 18
<211> 1047
<212> ADN

tctttgaage
cacctttcaa
atggtagttt
attttattgt
ttcgagctta
aacatagatg
ttgetcagga
cgaagattat
gatgcacttg
atgattctgt
ccactgccac
gaagaatcce
tagtcactga
agagcgtgga
ctaataagtt
ttagtagcag
gatccatage
gcacttcaag
gatttgtgtt
atacagagtt
ctgtatcaga
tggttactgt

atgettag
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tcaagagcta
tttggatcca
ggaggttgat
gagccaagec
tggtggtaga
caaccaggta
gtgggaaggt
acaaaateccg
ggagaagctce
agctattctt
gtcttcgtet
atecttggaac
caataacctc
gttgagttet
cattgatttt
tceccaattcet
ggctecatteg
cataacagtt
aaacgtcgtt
accagagagt
acacgaagaa

ttettcagaa

atggctaaag
gaagtaggca
ttaccaatga
aatcectcaca
ttcgecageta
ttagagecteg
gatgttacag
actcatgtcyg
tcagecataa
aaccatatgcec
catcacggat
gtcecttgeca
cacgettett
tggacaagaa
gttcagagte
ccagcagtte
gatatcgaat
actgaaggtg
aaaagagaga
gtacagctcg
gatgataacg

gatteceggtt

atcgaagtgg
ctaaatecatc
tgcagcttaa
ttgctecatt
agctcgcgea
gttttectet
ttgtaatgece
agcttcagaa
aatcaaactg
ggaggctcaa
tggcttcaac
gagagaactc
cgggcaggaa
ctggtggace
ttgatatcga
ctectggtgg
caaacagcaa
atcttectaca
acttgggaat
atatacecgga
acaatgaaga

tacaagaacc

<213> Fragmento del gen de la TAG 7G lipasa de Aspergillus fumigatus

<400> 18

25

agagatcgta
atctggacgc
agaactgttc
actgegteta
tctagtggag
cggtggacte
tgctactett
agcggctaac
cgggatcgag
gaaaagtgcg
caccagattc
aacaggctca
tttaagcgac
tttaatgaga
cattgecattyg
ctegtttact
tagcaacaat
gcctgagaga
gccatcgatt
gaaggagatyg
agaacataac

ggtgtctggt

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2478



atggaacgceg
atggtacatg
tgtaggttte
aaatcacata

gtettacgag
gtecttgege

ggagttcagt
actgcaacag
atagatgagy
atgataagte
cctcatcgtg
ccccagttat
acgcgcaagt
tacttcaget
cgegttette
tggggaaaat
aacaggctga

atctetgget
<210>19
<211> 936
<212> ADN

gatccacttyg
ttggtgcaga
gatcatttag
agcatatagg

acgaatatgce
atgggctect

actggcgagg
tacctececttce
gcgeccagag
gtctaagace
gttctacggt
attacactct
atatggaaga
acggcgeagae
aagaggtgga
acaaaggcac
agtggettge

tcocgaggtegt
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cgtcataagg
attgaatgeg
ttetteetat
tteccgatget

ggtgatccga
aggttttgat

aatcaaggaa
ggggtccatt
gaaagetgta
gaagaagtte
tgcagattat
cggaaaactc
tacgttcaat
gatgcaacca
aggatataac
cectggaaggg
gggcgagata

ccactaa

actgcggett
tectgecacaag
cggagetteco
cttgacccte

gatcattacg
gagttacgcc

gctttgacce
gagatgcgtg
aatattattg
aaggtettgt
gtccttgage
aaggttgaaa
ccagccacgc
agcttttggt
gatgggctag
gocageocace

actggaaaca

ctegatcaca
taaggtttct
acgetttgee
gccttgatga

aaaccccaaa
tcgetggece

agaaaggagt
cggaggagct
cgggecttga
ctttgacgac
gaattggtga
ctggagectt
ctgacgttga
ctatgtteceg
tcagegtege
tggatttgat

ggcaaaggtt

<213> Fragmento del gen de la TAG lipasa de Pseudomonas aeruginosa

<400> 19

26

atggacgact
tegecagectyg
gtgcaggagce
tcttggaaag

gtatccagtt
tetcettect

gcaagtcatc
ggtgaaggat
tgctegttac
aattgegact
cgagcggcta
ttcccagttg
ggatgttegt
cttgteecat
tagcagcaaa
caactggacc

tgtaaaatct

60

120

180

2490

300
360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1047



atgaagaaga
agccctctga
ggcatgeteg
ttgocgecgtg
gtecegeggeg
aaggtcaacc
cgtccegace
gccgacttec
gtcaacagce
tcactgggct
ccgecagggea
tattactcct
ctoggegect
tgcagttege

gtgaaccagyg
cagcacgcca

<210> 20
<211> 936
<212> ADN

agtectetget
tccaggccag
gettegacaa
acggtgeocca
agcagttget
tgatcggeca
tgatcgette
tgcgecagat
tceggegeget
cgctggagtc
tccecacete
ggagecggttc
cgtegetgac
acctgggeat

tetteggect
accgcctgaa
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ceccectegye
cacctacacc
catecteggy
ggtctacgtce
gcaacaggtg
cagccacgyge
cgccacceage
cccaccgggt
gatcagctte
gctgaacagc
ggcetgegge
ctegeegetyg
cttcaagaac
ggtgatecge

caccagcecetyg
gaacgccagc

ctggccateyg
cagaccaaat
gtogactact
accgaagtca
gaggaaatcg
gggeccgacca
gtecggegece
tcggeocggeg
ctttecageg
gagggtgccg
gaaggegcect
accaacttce
ggcaccgeca
gacaactacc

tteocgagacceca
ctgtag

gtetegecte
accccatcgt
ggttoggeat
gccagttgga
tcgeecetecag
tccgetacgt
cgcacaaggyg
aggcagtcct
gcagcaccgy
cgcgcttcaa
acaaggtcaa
tcgatecegag
acgacggcct
ggatgaacca

goceggtcag

<213>Fragmento del gen de la monoacil glicérido lipasa de M.smegmatis

<400> 20

27

tectegetgece
gctggeccac
teccagegee
cacctcggaa
aggccagecce
cgccgeegta
ttecggacacc
ctccgggetg
tacgcagaat
cgccaagtac
cggcgtgage
cgacgecttce
ggtcggcace
cctggacgag

cgtctacege

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

200
936



atgaagaaga
agccctctga
ggcatgctcg
ttgcgeegtg
gtcecgeggeg
zaggtcaacc
cgtacecgace
goegacttce
gtcaacagcc
tcactgggct
ccgecagggea
tattactecct
cteggegect
tgcagttcge
gtgaaccagy

cagcacgcca

agtctetget
tccaggeccag
gcttcgacaa
acggtgeccca
agcagttgct
tgatcggeca
tgategette
tgcgcecagat
tcggegeget
cgetggagtce
tccccaccte
ggageggtte
cgtegetgac
acctgggcat
tetteggect

accgectgaa

cecccctegye
cacctacacc
catccteggg
ggtctacgtc
gcaacaggtg
cagccacgge
cgecaccage
cccaccegggt
gatcagcttc
gctgaacagc
ggcctgegge
ctegeegetyg
cttcaagaac
ggtgatccge
caccagecty

gaacgccage
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ctggccateg
cagaccaaat
gtcgactact
accgaagtca
gaggaaatcg
gggccgacca
gteggegece
teggceggeg
ctttccageg
gagggtgccyg
gaaggcgect
accaacttce
ggcaccgcca
gacaactacc
ttegagacea

ctgtag

28

gtctegecte
accccatcgt
ggttcggeat
gccagttgga
tegeecteag
tcegectacgt
cgeacaaggy
aggcagtect
gcagcaccgg
cgcgcttcaa
acaaggtcaa
tegateccgag
acgacggcct
ggatgaacca

goceggtoag

tctegetgece
gctggeccac
teoccagegee
cacctcggaa
cggccagece
cgeegecogta
tteggacace
cteecgggcetg
tacgcagaat
cgccaagtac
cggcgtgage
cgacgectte
ggteggeace
cctggacgag

cgtetacege

60

1290

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

936
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de produccion de un éster alquilico de acido graso usando Rhodococcus opacus,
comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) cultivar Rhodococcus opacus que tiene la capacidad de producir aceite y transformado con un primer
gen que codifica una ftriacilglicerol lipasa y un segundo gen que codifica una monoacilglicerol lipasa,
produciendo asi aceite;

(b) inducir la autolisis del aceite producido en Rhodococcus opacus para producir un acido graso libre, en el
que la autolisis es llevada a cabo en Rhodococcus opacus mediante la triacil glicerol lipasa y la monoacil
glicerol lipasa; y

(c) agregar un alcohol al acido graso libre producido y hacer reaccionar el alcohol con el acido graso libre
para producir un éster alquilico de acido graso,

en el que el primer gen comprende la SEQ ID NO: 19, y el segundo gen comprende el gen de la lipasa MAG
de M. smegmatis producido por amplificacién por PCR de ADN genémico de M. smegmatis con los
cebadores de la SEQ ID NO: 13 y la SEQ ID NO: 14 de acuerdo con el Ejemplo 2.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el cultivo en la etapa (a) se lleva a cabo en un medio que
contiene una fuente de nitrégeno limitada.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el acido graso libre es un acido graso saturado o insaturado.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que el acido graso libre se selecciona del grupo que consiste en
acido oleico, acido linoleico, acido linolénico, acido palmitoleico, acido ricinoleico, acido vaccénico, acido gadoleico,
acido araquiddénico, EPA (acido 5, 8,11,14,17-eicosapentaenoico), acido erucico, DHA (4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico), acido butirico, acido caproico, acido caprilico, acido caprico, acido laurico, acido miristico, acido
palmitico, acido estearico, acido araquidico, acido behénico y acido lignocérico.

5. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que el acido graso libre se sustituye con un sustituyente
seleccionado del grupo que consiste en un grupo de anillo aromatico, un grupo epoxi, un grupo ciano y un grupo
halégeno.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la reaccion en la etapa (c) se lleva a cabo a 80-120 °C durante
1-24 horas.
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FIG. 7

Concentraciones de FAME producida de dcidos grasos libres en medio de culdvo (g)

Cepas 13:0 140 150 16:0 170 180 b i 2240 Totalg1.}
Rhadococrus opacs - - - - 0171 - - - 0171
ccpa PIH30

Repacus pROUCLIEKM - 0,153 0214 - - 0367
_Ara

Ropacus rpROUCLE - - - 0,066 0053 - - - 0119
BTG

fopacus _rpROUCLE - - 0173 - - - 0,052 - 0225
PAD

Ropacus TpROUCLIEKM - - - - - . 0,210 . 0,210
MAG

Ropacus -rpROUCLEKM 0,204 0327 - - - - - - 0,525
Ara_WMaG

Repacus rpROUCLE - 0,236 - 0195 - - - - 0431
AFTG_MAG

Ropacus _pROUCLE - 0GR 0081 0,126 LU 0,180 = = 0,539

PAC_MAG
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