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DESCRIPCIÓN

Procedimiento de producción de ésteres alquílicos de ácidos grasos usando microorganismos que tienen capacidad 
de producir aceite

Campo técnico

La presente invención se refiere a un procedimiento de producción de un éster alquílico de ácido graso usando 5
Rhodococcus opacus que tiene la capacidad de producir aceite, y más particularmente a un procedimiento de 
producción de un éster alquílico de ácido graso, comprendiendo el procedimiento el cultivo de Rhodococcus opacus
que tiene la capacidad para producir aceite, acumulando así una gran cantidad de aceite en los microorganismos, 
induciendo la autolisis del aceite producido en Rhodococcus opacus para producir un ácido graso libre, y 
convirtiendo el ácido graso libre en un éster alquílico.10

Antecedentes de la invención

Recientemente, debido a los altos precios del petróleo y las preocupaciones medioambientales, la producción 
microbiana de biocombustibles ha recibido una gran atención. Además, 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 tamaño de mercado del biodiesel ha aumentado rápidamente. En la Unión 15
Europea (UE) en 2008, se produjeron 6,6 millones de toneladas de biodiesel, lo que representa un tamaño de 
mercado de 5,5 mil millones de euros (Biodiesel Market, Frost & Sullivan). Además, 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 combustión y, por lo tanto, una baja emisión de gases 
venenosos, un valor de calentamiento aproximadamente 10 % más bajo que el del petróleo ligero y un punto de 20
ignición más alto que el del petróleo ligero, lo que indica que es más 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 difícil producir biodiesel en grandes cantidades. Por lo tanto, 25
si el biodiesel adecuado como combustible alternativo para el aceite liviano se produce en grandes cantidades 
usando microorganismos, la importación de petróleo crudo disminuirá y la emisión de gases de efecto invernadero 
disminuirá, lo que provocará efectos ambientales.

Mientras tanto, el aceite es un portador de energía 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 (nitrógeno, 30
fósforo, oxígeno, 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 degradará y se usará como fuente de 
energía.

Se sabe que el aceite puede consistir en más de 100 tipos de monómeros, dependiendo del tipo de microorganismo 
productor de aceite, el tipo de material químico suministrado, los cambios en las condiciones de cultivo, etc.35

Recientemente, se desarrolló la tecnología de producción de éster alquílico de ácido graso mediante la adición de 
alcohol a ácido graso vegetal tal como caña de azúcar, y el éster alquílico de ácido graso producido se está usando 
actualmente como combustible biodiesel. Además, los procedimientos para esterificar ácidos grasos libres se 
describen en la Publicación de Patente Europea No. 127104A, en la Publicación 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 40
una reacción de esterificación calentando una mezcla de ácidos grasos y triglicéridos de ácidos graso junto con 
metanol. Además, la Publicación de Patente Europea No. 708813A describe un procedimiento de producción de
éster alquílico de ácidos grasos a partir de aceites y grasas en un mayor rendimiento, en el cual el ácido 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 producción de diésel renovable que comprende:45

(a) cultivar una población 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 lípidos; y

(ii) la fuente de carbono fija se selecciona del grupo que consiste en glicerol, material celulósico 
despolimerizado, sacarosa, melaza, glucosa, arabinosa, galactosa, xilosa, fructosa, arabinosa, 
manosa, acetato y cualquier combinación de los anteriores;50

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

(c) someter los componentes lipídicos aislados a una o más reacciones químicas 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 producción de un aceite biológico que comprende 
cultivar un microorganismo del reino Stramenopile mediante fermentación heterotrófica usando materia prima que 
contiene celulosa como fuente de carbono, en donde aproximadamente del 11 % a aproximadamente el 99 % de los 
ácidos grasos insaturados en dicho aceite biológico son ácidos grasos poliinsaturados.

Sin embargo, en este procedimiento, es difícil obtener grandes cantidades de ácidos grasos o ácidos grasos libres. 5
Además, es difícil aumentar la acumulación y la producción de ácidos grasos vegetales que se usan actualmente 
con mayor frecuencia, debido a que el período de crecimiento de las plantas es largo y un enfoque de ingeniería 
metabólica para producir los ácidos grasos vegetales es algo difícil.

Por consiguiente, los presentes inventores han realizado grandes esfuerzos para desarrollar un nuevo procedimiento
capaz de producir un éster alquílico de ácido graso, que se puede usar como biodiesel, con alta eficiencia y 10
productividad usando una metodología de ingeniería metabólica, y como resultado, han encontrado que el éster 
alquílico de ácido graso se puede producir con alta eficiencia al maximizar la producción de aceite en 
microorganismos productores de aceite usando un procedimiento de ingeniería metabólica, y luego inducir la 
autolisis del aceite en los microorganismos para producir un ácido graso libre que luego es convertido en un éster de 
alquilo, completando así la presente invención.15

Divulgación de la invención

Un objeto de la presente invención es proporcionar un nuevo procedimiento capaz de producir grandes cantidades 
de un éster alquílico de ácidos grasos, que se puede usar como biodiesel, con alta eficiencia y productividad usando 
una metodología de ingeniería metabólica.

Para lograr el objeto anterior, la presente invención proporciona un procedimiento de producción de un éster 20
alquílico de ácido 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 así aceite;

(b) inducir la autolisis del aceite producido en Rhodococcus opacus para producir un ácido graso libre, en 25
donde la autolisis es llevada a cabo en Rhodococcus opacus mediante triacil glicerol lipasa y monoacil 
glicerol lipasa; y

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

en donde el primer gen comprende la SEQ ID NO: 19, y el segundo gen comprende el gen de la lipasa 30
MAG de M. smegmatis producido por amplificación por PCR de ADN genómico 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 características y realizaciones de la presente invención serán más evidentes a partir de las siguientes 
descripciones detalladas y las reivindicaciones adjuntas.

Breve descripción de los dibujos35

La figura 1 muestra un proceso de producción de un éster metílico de ácido graso con alta eficiencia a partir 
del aceite típico de triacilglicerol (TAG) usando Rhodococcus opacus PD630.

La figura 2 muestra mapas genéticos de los vectores recombinantes rpROUC18 (a) y rpROUC18_KM (b).

La figura 3 muestra un mapa genético del vector recombinante pRUCSdpMag que contiene los genes sdp1 
y MSMEG_0220.40

La figura 4 muestra los tipos y la información de plásmidos hechos en base a la información que se muestra 
en la Tabla 1.

La figura 5 muestra los resultados del análisis por cromatografía de gases de ácidos grasos libres.

Las figuras 6 y 7 muestran los resultados del análisis por cromatografía de gases del éster metílico de 
ácidos grasos.45

Mejor modo para llevar a cabo la invención

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente documento tienen 
el mismo significado que entiende comúnmente un experto en la técnica a la que pertenece la invención. En general, 
la nomenclatura usada en el presente documento y los procedimientos experimentales son aquellos bien conocidos 
y comúnmente empleados en la técnica.50
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La definición de los términos principales usados en la descripción detallada de la invención es la siguiente.

Como se usa en este documento, el término "aceite" se refiere a un portador de energía 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 (nitrógeno, fósforo, oxígeno, azufre, etc.). Es un precursor de ácidos grasos 
libres que se hidroliza en ácidos grasos libres y glicerol.5

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

En un aspecto, la presente invención está dirigida a un procedimiento de producción de un éster alquílico de ácido 10
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 así aceite;

(b) inducir la autolisis del aceite producido en Rhodococcus opacus para producir un ácido graso libre, en 15
donde la es llevada a cabo en Rhodococcus opacus mediante triacil glicerol lipasa y monoacil glicerol 
lipasa; y

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

en donde el primer gen comprende la SEQ ID NO: 19, y el segundo gen comprende el gen de la lipasa 20
MAG de M. smegmatis producido por amplificación por PCR de ADN genómico 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 invención, el aceite puede ser cualquier aceite producido en microorganismos, y sus ejemplos 
incluyen, pero no se limitan a, triacilglicerol (TAG), diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), fosfolípido, lípido de 
esterol, esfingolípido, sacarolípido, llípidos de prenol y policétido.25

En este documento, el ácido graso libre que se produce por la descomposición del aceite puede ser un ácido graso 
saturado o insaturado, en el que el ácido graso insaturado se refiere a un ácido graso que tiene uno o más enlaces 
dobles en la cadena de carbono, y sus ejemplos incluyen ácido oleico, ácido linoleico, ácido linolénico, ácido 
palmitoleico, ácido ricinoleico, ácido vaccénico, ácido gadoleico, ácido araquidónico, EPA (ácido 5,8,11,14,17-
eicosapentaenoico), ácido erúcico, DHA (ácido 4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico), etc. Además, el ácido graso 30
saturado se refiere a un ácido graso que no tiene doble enlace en la cadena de carbono, y sus ejemplos incluyen 
ácido butírico, ácido caproico, ácido caprílico, ácido cáprico, ácido láurico, ácido mirístico, ácido palmítico, ácido 
esteárico, ácido araquídico, ácido behénico, ácido lignocérico, etc. El ácido graso que se usa en la presente 
invención puede sustituirse con un sustituyente seleccionado del grupo que consiste en, pero no limitado a, un grupo 
de anillos aromáticos, un grupo epoxi, un grupo ciano y un grupo halógeno.35

En la presente invención, el aceite que es un precursor de ácido 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., Beijerinckia sp., Beneckea sp., Blakeslea sp., Bordetella pertussis, Bradyrhizobium japonicum, Caryophanon 40
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., Ilyobacter delafieldii, Japonochytrium sp., 45
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.50

En la presente invención, 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 producción de aceite, en el cual el cultivo para la 
producción de aceite se lleva a cabo preferiblemente en un medio que contiene una fuente de nitrógeno limitada con
el fin de aumentar la producción de petróleo.
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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. Más preferiblemente, un gen de lipasa que puede activarse por reacción con un 5
sustrato puede introducirse en los microorganismos. En un ejemplo de la presente invención, para la autolisis de 
aceite en microorganismos, se usó una cepa microbiana introducida con genes de lipasa de SEQ ID NO: 5 y 8. En 
otro ejemplo de la presente invención, se usó 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 
combinación de los mismos.10

En la presente invención, el alcohol que se añade 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 átomos de carbono o 
una mezcla de dos o más de alcoholes que tienen de 1 a 8 átomos de carbono. Más preferiblemente, se puede usar 
metanol.

Además, la reacción en la etapa (c) se puede llevar a cabo a 80-120 ºC durante 1-24 horas. Además, la reacción en 15
la etapa (c) se puede llevar a cabo en presencia de un disolvente orgánico, preferiblemente cloroformo.

En un ejemplo de la presente invención, se usó Rhodococcus opacus PD630 como una cepa microbiana que tiene la 
capacidad de producir aceite, y se realizó 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 producción de petróleo. En el 
cultivo de la segunda etapa para la producción de petróleo, se usó un medio con una fuente limitada de nitrógeno 20
para inducir la producción de petróleo. 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 usó 
para producir aproximadamente 0,27 g/L de ácido graso libre in vivo.

Además, la solución de ácido graso libre obtenida se liofilizó para eliminar el agua, después se le agregaron 
cloroformo y metanol que contenía H2SO4 y se dejó reaccionar a 100 ºC durante 12 horas. Luego, se añadió agua y 25
se separó la capa de disolvente orgánico, obteniendo así el éster metílico de ácidos grasos libres. La concentración 
del éster metílico de ácidos grasos libres producido fue de 0,2 g/L, lo que sugiere que se logró la conversión del 
ácido graso libre en el éster metílico de ácidos grasos libres (Figura 1). Esto demostró que el uso del procedimiento
de acuerdo con la presente invención permite que se produzca un éster metílico de ácidos grasos con alta eficiencia 
en un procedimiento más fácil y respetuoso con el medio ambiente, lo que indica que el procedimiento de la 30
presente invención es muy útil para la producción de biodiesel como un sustituto del aceite liviano o similar.

En otro ejemplo de la presente invención, se usó una cepa microbiana introducida con un gen de la triacilglicerol 
lipasa solo o un gen de la monoacilglicerol lipasa solo o una combinación 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 ácido graso libre a partir de la misma cantidad de glucosa en comparación a cuando 35
se introdujo el gen de la triacilglicerol lipasa o el gen de la monoacilglicerol lipasa, y se produjo un éster metílico de 
ácido 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 invención, 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 invención ilustran solo medios específicos y procedimientos de 40
cultivo, será obvio para los expertos en la materia usar una solución glicolítica como suero o CSL (licor de maíz) 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).45

Ejemplos

En lo que sigue, la presente invención se describirá con más detalle con referencia a ejemplos.

Además, aunque los siguientes ejemplos ilustran que se usa metanol como alcohol en un proceso de esterificación 
de un ácido graso libre, será obvio para una persona experta en la técnica que se pueden usar otros alcoholes para 
esterificar ácidos grasos libres, produciendo así diversos tipos de ésteres alquílicos de ácidos grasos.50

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

1-1. Construcción del plásmido 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 plásmido pUC18 
(Phamacia, Biotech, Uppsala, Suecia) y luego se introdujeron fragmentos de genes de la siguiente manera.

En primer lugar, se realizó PCR usando el ADN genómico de Arabidopsis thaliana col. como plantilla con cebadores 
sintetizados de SEQ ID NOS: 3 y 4, construyendo así un fragmento del gen sdp1 que codifica la triacilglicerol lipasa.5

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

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

Luego, el fragmento sdp1 preparado (SEQ ID NO: 5) se trató con enzimas de restricción (NarI y PstI) y luego se ligó 
en un plásmido rpROUC18 (Phamacia, Biotech, Uppsala, Suecia) mediante ADN ligasa T4, construyendo así el 
plásmido recombinante pRUCSdp.10

1-2. Construcción del plásmido pRUCSdpMag

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

SEQ ID NO: 6:15

SEQ ID NO: 7: 5'-TATATCTAGATCACAGATGACTCACGATCCATGAG-3'

Luego, el fragmento MSMEG_0220 preparado (SEQ ID NO: 8) se trató con una enzima de restricción (XbaI) y luego 
se ligó en un plásmido pRUCSdp mediante la ADN-ligasa T4, construyendo así el plásmido recombinante 
pRUCSdpMag que se muestra en la Figura 3. Luego, el plásmido recombinante preparado pRUCSdpMag se 20
introdujo en una cepa Rhodococcus opacus PD630 DSM 44193 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen (DSMZ), Alemania), construyendo así una cepa recombinante introducida con un gen de lipasa que se 
activa con acetamida.

Ejemplo 2: Preparación (2) de cepas recombinantes de Rhodococcus opacus PD630 con introducción de
genes que inducen la autolisis del aceite25

2-1. Construcción de plásmidos.

Usando los cebadores, las condiciones y las plantillas de genes mostrados en la Tabla 1 a continuación, se 
construyeron diversos plásmidos como se muestra en la Figura 4 introduciendo triacilglicerol lipasa y 
monoacilglicerol lipasa en el plásmido rpROUC18 y un plásmido rpROUC18_KM del Ejemplo 1-1. Además, la
triacilglicerol lipasa y la monoacilglicerol lipasa también se introdujeron juntos en los plásmidos. La tabla 1 a 30
continuación indica los tipos de enzimas de restricción y los orígenes de los genes, y, además, se pueden introducir 
diversos tipos de genes.

Como se describe en el Ejemplo 1, se usó un promotor inducido por la acetamida en el plásmido rpROUC18 de 
manera que el gen introducido podría operarse en el momento deseado, en el que la acetamida se usó a una 
concentración del 0,5 % (p/p).35

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)40

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

5'-TCGAaagcttCTACAGGCTGGCGTTCTTCA-3'

[Tabla 1]

Gen Cebador 
Sitio enzimático de restricción contenido 
en el cebador.

Condición de reacción

TAG lipasa de Arabidopsis 
thaliana

Ciclo I: 94 ºC, 5 min

ARAT_f NcoI Ciclo II: (30 ciclos)

ARAT_r PstI 94 ºC, 40 s

TAG lipasa de Aspergillus 
fumigatus

56 ºC, 30 s

ATAG7-f AatII 72 ºC, 1 min

ATAG7-
r

XmaI Ciclo III: 72 ºC, 5 min

TAG lipasa de Pseudomonas 
aeruginosa

PAO_f AatII Ciclo IV: 4 ºC, almacenar

PAO_r HindIII

MAG lipasa de Mycobacterium 
smegmatis

Ciclo I: 94 ºC, 5 min

Ciclo II: (30 Ciclos)

Mlip2_f NarI 94 ºC, 40 s

Mlip2_r PstI 56 ºC, 30 s

72 ºC, 2 min

Ciclo III: 72 ºC, 5 min

Ciclo IV: 4 ºC, 
almacenamiento

En la Figura 4, el fragmento del gen de la TAG lipasa de Arabidopsis thaliana introducido en el plásmido 
rpROUC18KM_Ara  y en el plásmido rpROUC18KM_Ara_MAG, tiene una secuencia de SEQ ID NO: 17, y el 10
fragmento del gen de la TAG 7G lipasa de Aspergillus fumigatus introducido en el plásmido rpROUC18KM_Af7G y 
en el plásmido rpROUC18KM_Af7G_MAG tiene una secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 18. También, el 
fragmento del gen de la TAG lipasa de Pseudomonas aeruginosa introducido en el plásmido rpROUC18KM_PAO y 
el plásmido rpROUC18KM_PAO_MAG tiene una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 19, y el fragmento del 
gen de la lipasa MAG de M. smegmatis introducido en el plásmido rpROUC18KM_MAG y en el plásmido 15
rpROUC18KM_Ara_MAG, el plásmido rpROUC18KM_Af7G_MAG y el plásmido rpROUC18KM_PAO_MAG tiene 
una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 20.
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Ejemplo 3: Producción de éster metílico de ácidos grasos usando la cepa recombinante de Rhodococcus 
opacus PD630

3-1: Producción (1) de ácido 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 realizó un cultivo de dos etapas en un medio que tiene una fuente de 5
nitrógeno limitada para producir aceite.

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

El caldo de cultivo se centrifugó 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 10
solución celular se centrifugó a 6000 rpm durante 10 minutos para recolectar las células microbianas que luego se 
suspendieron en 100 ml de medio MSM. La composición del medio MSM (pH 7,0) fue la siguiente: por litro de agua 
destilada, 0,8 g de KH2PO4, 5,58 g de Na2HPO4, 0,1g de (NH4)2SO4, 0,12 g de MgSO47H2O, 0,5 mg de FeSO45H2O, 
1,54 mg de MnSO45H2O, 2,86 mg de H3BO3, 0,039 mg de CuSO45H2O, 0,041 mg de CoCl26H2O, 0,021 mg de 
ZnCl2, 0,025 mg de Na2MoO42H2O, y 11,6 mg de CaCl22H2O.15

Se añadieron 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 30ºC y 250 rpm durante 24 horas. Luego, se 
verificó la acumulación de aceite en la cepa microbiana en tiempo real mediante monitorización microscópica. Luego, 
para activar la lipasa para producir ácido graso libre, se agregó 0,5 % (p/v) de acetamida a las células microbianas 
que luego se cultivaron a 30 ºC durante 48 horas.20

Una vez completado el cultivo, el caldo de cultivo se centrifugó 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 ºC
durante 24 horas.

Las células secas se analizaron mediante cromatografía de gases usando un sistema de cromatografía de gases de 
la serie Agilent 6890N (Chiraldex G-TA de Astec, Estados Unidos) equipado con una columna capilar, midiendo así 25
el contenido de ácido graso libre sintetizado en las células. Los resultados del cultivo en matraz de dos etapas 
indicaron que el ácido graso libre se produjo a una concentración de 0,27 g/l.

3-2: Producción (2) de ácido 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 realizó un cultivo de dos etapas en un medio que tiene una fuente limitada de 30
nitrógeno para producir aceite.

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

El caldo de cultivo se centrifugó 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 solución de células se centrifugó a 3000 rpm 35
durante 30 minutos para recolectar las células microbianas que luego se suspendieron en 200 ml de medio MSM. La 
composición del medio MSM (pH 7,0) fue la siguiente: por litro de agua destilada, 0,8 g de KH2PO4, 5,58 g de 
Na2HPO4, 0,1 g (NH4)2SO4, 0,12 g de MgSO47H2O, 1,0 mg de FeSO45H2O, 3,08 mg de MnSO45H2O, 5,72 mg de 
H3BO3, 0,078 mg de CuSO45H2O, 0,082 mg de CoCl26H2O, 0,042 mg de ZnCl2, 0,050 mg de Na2MoO42H2O y 23,2
mg de CaCl22H2O.40

Se añadieron 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 30ºC y 200 rpm durante 48 horas. Luego, se 
verificó la acumulación de aceite en la cepa microbiana en tiempo real mediante monitorización microscópica. Luego, 
para activar la lipasa para producir ácido graso libre, se agregó 0,5 % (p/v) de acetamida a las células microbianas 
que luego se cultivaron a 30 ºC durante 24 horas.45

Una vez completado el cultivo, el caldo de cultivo se centrifugó a 3,000 rpm durante 30 minutos para recolectar las 
células. El sobrenadante se liofilizó a -45 ºC 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 ºC durante 24 horas. Se tomaron y trataron 0,1 g de 
cada uno de los materiales resultantes usando un sistema de identificación microbiana (Microbial ID, Inc., Network, 
Del., Estados Unidos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, preparando así las muestras de cromatografía 50
de gases.

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

3-3: Conversión de ácido graso libre en éster metílico de ácido graso

A la cepa microbiana seca obtenida en el Ejemplo 3-1, se agregaron 2 ml de cloroformo y se agregó 1 ml de metanol 10
que contenía 3 % (v/v) de H2SO4. La mezcla se dejó reaccionar a 100ºC durante 12 horas.

Una vez completada la reacción, la mezcla se enfrió a temperatura ambiente y se añadió 1 ml de agua destilada a la 
mezcla, que luego se agitó intensamente durante 5 minutos, con lo cual la mezcla se separó en una capa de 
disolvente orgánico (cloroformo) y una capa de agua (solución acuosa). El material resultante se centrifugó a 10 000 
rpm durante 10 minutos, y solo la capa de disolvente orgánico se recogió y analizó por cromatografía de gases 15
usando un sistema de cromatografía de gases de la serie Agilent 6890N (Chiraldex G-TA de Astec, Estados Unidos) 
equipado con una columna capilar, midiendo así la concentración de éster metílico de ácido graso producido en la 
capa de disolvente orgánico.

Como resultado, como se muestra en la Figura 6, se encontró que se produjo un éster metílico de ácido graso C13 a 
una concentración de 0,2 g/l. Esto sugiere que el ácido graso libre se convirtió en el éster metílico del ácido graso.20

Además, se añadió el mismo metanol descrito anteriormente y se hizo reaccionar con el sobrenadante obtenido en 
el Ejemplo 3-2, y luego se midió la concentración del éster metílico graso producido en la solución de reacción.

Como resultado, como puede verse en la Figura 7, el ácido graso libre se convirtió en éster metílico de ácido graso. 
En particular, se pudo observar que, cuando se introdujeron triacilglicerol lipasa (TAG lipasa) y monoacilglicerol 
lipasa (lipasa MAG), se produjo una cantidad significativamente mayor de metil éster de ácido graso en comparación 25
con la introducción de triacilglicerol lipasa (TAG lipasa) o monoacilglicerol lipasa (MAG lipasa) sola. Como se 
describió anteriormente, el procedimiento de producción de éster alquílico de ácido graso usando microorganismos 
de acuerdo con la presente invención muestra una alta eficiencia de producción, de manera que se puede usar 
inmediatamente para la producción de biocombustible. Además, se pudo observar que la eficiencia de producción 
del éster metílico de ácidos grasos de la presente invención fue significativamente mayor que la de un procedimiento30
existente conocido en la técnica.

En otras palabras, se demostró que el uso del procedimiento de acuerdo con la presente invención permite que se 
produzca un éster metílico de ácido graso con una alta eficiencia en un procedimiento más fácil y respetuoso con el 
medio ambiente, lo que indica que el procedimiento de la presente invención es muy útil para la producción de 
biodiesel como sustituto del aceite liviano o similar.35

Aplicabilidad industrial

Como se describió anteriormente, de acuerdo con el procedimiento de la presente invención, el aceite acumulado en 
microorganismos, como el triacilglicerol que es un aceite típico producido por microorganismos, se puede convertir 
en un éster alquílico de ácido graso con alta eficiencia usando una metodología de ingeniería metabólica. Por lo 
tanto, el procedimiento de la presente invención es útil para la producción industrial de un éster alquílico de ácido 40
graso del cual recientemente se ha encontrado que es efectivo como biodiesel.

<110> Korea Advanced Institute of Science and Technology

<120> Procedimiento de preparación de ésteres alquílicos de ácidos grasos usando microorganismos capaces de 
producir aceite

<130> PP-B094145

<150> KR10-2009-0065490

<151> 2009-07-17

<160> 20

<170> KopatentIn 1.71

<210> 150

<211> 3181
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> rpROUC18

<400> 1 5

E10800069
27-02-2019ES 2 713 526 T3

 



11

E10800069
27-02-2019ES 2 713 526 T3

 



12

E10800069
27-02-2019ES 2 713 526 T3

 



13

<210> 2

<211> 6625

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>5

<223> rpROUC18_KM

<400> 2
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<210> 3

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

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

<400> 3

tataggcgcc atggatataa gtaatgaggc 30

<210> 410

<211> 30
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<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

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

<400> 45

tgtcctgcag ctaagcatct ataacactac 30

<210> 5

<211> 2478

<212> ADN

<213> Fragmento del gen sdpl de Arabidopsis thaliana col.10

<400> 5

E10800069
27-02-2019ES 2 713 526 T3

 



19

E10800069
27-02-2019ES 2 713 526 T3

 



20

<210> 6

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial5

<220>

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

<400> 6

tatatctaga acaacgggga ggacaaccga atggtgagca gcacccgcag tgaacac 57

<210> 710

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR para el fragmento del gen MSMEG_022015

<400> 7
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tatatctaga tcacagatga ctcacgatcc atgag 35

<210> 8

<211> 843

<212> ADN

<213> Fragmento del gen MSMEG_0220 de Mycobacterium smegmatis5

<400> 8

<210> 9

<211> 42

<212> ADN10

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador de ARAT_f

<400> 9

tatattccat ggggaggaca acatataagt aatgaggcta gt 4215

<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>20

<223> Cebador ARAT-r
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<400> 10

ccgcctgcag ctaagcatct ataacactac 30

<210> 11

<211> 51

<212> ADN5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador ATAG7_f

<400> 11

tattgacgtc gacaacgggg aggacaaccg aatggaacgc ggatccactt g 5110

<210> 12

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>15

<223> cebador ATAG7-r

<400> 12

cttgtactaa gtcccgggtt agtggacgac ctcgaagc 38

<210> 13

<211> 5520

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador Mlip2_f 

<400> 1325

tattggcgcc gacaacgggg aggacaaccg aatggtgagc agcacccgca gtgaa 55

<210> 14

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial30

<220>

<223> cebador Mlip2_r

<400> 14

ccacgatgga cacgttgtac taagtctgca gtcacagatg actcacgatc c 51

<210> 1535

<211> 34

<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> cebador PAO_f

<400> 15

tatagacgtc atgaagaaga agtctctgct cccc 345

<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>10

<223> cebador PAO_r

<400> 16

tcgaaagctt ctacaggctg gcgttcttca 30

<210> 17

<211> 247815

<212> ADN

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

<400> 17
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<210> 18

<211> 1047

<212> ADN

<213> Fragmento del gen de la TAG 7G lipasa de Aspergillus fumigatus5

<400> 18 
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<210> 19

<211> 936

<212> ADN5

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

<400> 19
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<210> 20

<211> 936

<212> ADN5

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

<400> 20
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de producción de un éster alquílico de ácido 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 triacilglicerol lipasa y un segundo gen que codifica una monoacilglicerol lipasa, 5
produciendo así aceite;

(b) inducir la autolisis del aceite producido en Rhodococcus opacus para producir un ácido 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 ácido graso libre producido y hacer reaccionar el alcohol con el ácido graso libre 10
para producir un éster alquílico de ácido 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 amplificación por PCR de ADN genómico 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 reivindicación 1, en el que el cultivo en la etapa (a) se lleva a cabo en un medio que 15
contiene una fuente de nitrógeno limitada.

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

4. El procedimiento de la reivindicación 3, en el que el ácido graso libre se selecciona del grupo que consiste en 
ácido oleico, ácido linoleico, ácido linolénico, ácido palmitoleico, ácido ricinoleico, ácido vaccénico, ácido gadoleico, 
ácido araquidónico, EPA (ácido 5, 8,11,14,17-eicosapentaenoico), ácido erúcico, DHA (4,7,10,13,16,19-20
docosahexaenoico), ácido butírico, ácido caproico, ácido caprílico, ácido cáprico, ácido láurico, ácido mirístico, ácido 
palmítico, ácido esteárico, ácido araquídico, ácido behénico y ácido lignocérico.

5. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que el ácido graso libre se sustituye con un sustituyente 
seleccionado del grupo que consiste en un grupo de anillo aromático, un grupo epoxi, un grupo ciano y un grupo 
halógeno.25

6. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la reacción en la etapa (c) se lleva a cabo a 80-120 ºC durante 
1-24 horas.
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