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@Resumen:

Produccién biotecnolégica de D-Diboa y sus
derivados clorados a partir de sus precursores
nitrofenoxido-acetato.

El area cientifica al que corresponde la invencion es
la biotecnologia, ya que se trata de la optimizacion de
un proceso biotecnoldogico para producir un
compuesto con uso potencial como herbicida,
insecticida, funguicida y/o bactericida. Por ello, el M 0
sector industrial de aplicacion es el sector

agroquimico que dirige sus esfuerzos hacia la OH
busqueda de nuevos compuestos fitoquimicos mas )

selectivos y activos y que, ademas sean respetuosos X)
con el medio ambiente.

Figura 5.

Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 41 LP 24/2015.
Dentro de los seis meses siguientes a la publicacion de la concesion en el Boletin Oficial de
la Propiedad Industrial cualquier persona podra oponerse a la concesion. La oposicion
debera dirigirse a la OEPM en escrito motivado y previo pago de la tasa correspondiente
(art. 43 LP 24/2015).
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DESCRIPCION

PRODUCCION BIOTECNOLOGICA DE D-DIBOA Y SUS DERIVADOS CLORADOS
A PARTIR DE SUS PRECURSORES NITROFENOXIDO-ACETATO

SECTOR DE LA TECNICA

El area cientifica al que corresponde la invencion es la biotecnologia, ya que se trata
de la optimizacion de un proceso biotecnolégico para producir un compuesto con uso
potencial como herbicida, insecticida, funguicida y/o bactericida. Por ello, el sector
industrial de aplicacién es el sector agroquimico que dirige sus esfuerzos hacia la
busqueda de nuevos compuestos fitoquimicos mas selectivos y activos y que, ademas

sean respetuosos con el medio ambiente.
ESTADO DE LA TECNICA

La invencion para la producciéon biotecnoldégica de D-DIBOA, un compuesto con
potencial aplicacion como herbicida, insecticida, fungicida y/o bactericida utilizando
una cepa modificada genéticamente de la bacteria Escherichia coli, es un proceso que
unifica por un lado la sintesis de un compuesto biolégicamente activo que no presenta
impactos negativos sobre el medio ambiente y, por otro, el uso de esta cepa
modificada genéticamente para llevar a cabo el proceso biolégico con elevados

rendimientos.

Los herbicidas han sido tradicionalmente utilizados para aumentar la produccién
agricola con un incremento de los rendimientos y de la seguridad alimentaria.
Actualmente, el uso de herbicidas sintéticos es la estrategia mas eficaz para reducir y
controlar tanto el crecimiento como la propagacién de las malas hierbas. Sin embargo,
su uso indiscriminado ha provocado un fuerte impacto ambiental y ecoldgico (Cordeau
et al., 2016). Asi, problemas como la contaminacion, la bioacumulacion y la aparicion
de fendbmenos de resistencia han sido atribuidos al efecto de los herbicidas. Este
hecho ha promovido la investigacion enfocada a encontrar nuevas férmulas que sean,
principalmente, mas respetuosas con el medio ambiente y que, ademas, presenten
nuevos modos de accién para los que no hayan sido descritos, por tanto, fenébmenos

de resistencia.
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Para reducir la dependencia del control quimico y mitigar los impactos negativos que
los herbicidas tienen sobre el medio ambiente, la estrategia de utilizar productos
naturales con propiedades analogas tiene cada vez mayor aceptacion en el sector
agricola (Muzell Trezzi et al., 2016). Una de las alternativas mas interesantes a estos
herbicidas sintéticos es el uso de aleloquimicos de plantas. Estos son productos que
sintetizan las plantas de manera natural y que afectan a la supervivencia o el
crecimiento de otros organismos, ya sean plantas, insectos, microorganismos u
hongos (Rimando y Duke, 2006). Debido a su diversidad estructural, modo de accion
especifico y degradabilidad en el suelo, los aleloquimicos han sido propuestos como
nuevos modelos de herbicidas efectivos para controlar el manejo de plagas en los

cultivos agricolas (Macias et al., 2009).

Dentro de estos compuestos los alcaloides, metabolitos secundarios sintetizados a
partir de aminoacidos, han despertado especial interés por haber sido identificados
como compuestos basicos farmacoldgicamente activos (Tiwari y Rana, 2015). Entre
ellos, los acidos hidroxamicos destacan por ser emitidos por diversos cultivos de gran
importancia desde el punto de vista agrolimentario. Asi, las especies de la familia
Poaceae (gramineas) como Zea mays L. (maiz), el Tritcum aestivum L. (trigo) vy
Hordeum vulgare L. (cebada) presentan numerosos antecedentes como plantas con
actividad alelopatica, la cual ha sido atribuida a la exudacién e incorporacién al suelo

de estos acidos hidroxamicos.

Los acidos hidroxamicos ciclicos, conocidos como acidos benzohidroxamicos (Figura
1), actuan aportando proteccion a multitud de especies de la familia Poaceae,
incluyendo cultivos agricolas tan importantes como el maiz, el trigo o el centeno
(Secale cereale L.) (Frey et al., 2009). En concreto, el DIBOA (2,4-dihidroxi-(2H)-1,4-
benzoxacin-3(4H)-ona) (Figura 2) es el acido benzohidroxamico que mayor interés ha
suscitado debido a su alta fitotoxicidad, alta especificidad y alta degradabilidad en el
suelo. Este se aisld por primera vez de las raices de centeno en 1959. La actividad
fitotoxica del DIBOA y de los productos relacionados con su degradacion en el suelo,
ha sido testada tanto en especies modelo de estudios fitotéxicos como en especies
que causan problemas en cultivos agricolas (malas hierbas), comprobandose que éste
compuesto no sélo es comparable con el de algunos herbicidas sintéticos comerciales,

sino que incluso en algunos casos los mejora (Macias et al., 2006b, 2005).
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A pesar del éxito que supuso el aislamiento del DIBOA a partir de plantas, su sintesis
esta condicionada por factores externos y, ademas, se ve limitada a pequefas
cantidades que no hacen viable una extraccion, produccién y aplicacion a mayor
escala. Por lo tanto, muchos estudios han estado enfocados a la sintesis quimica de

estos compuestos.

La sintesis quimica de un gran numero de compuestos con un esqueleto (2H)-1,4-
benzoxacin-3(4H)-ona (I) ha sido llevada a cabo mediante una metodologia de
ciclacion reductiva reportada inicialmente por Coutts (1963) (Atkinson et al., 1991).
Posteriormente, se utilizd esta reaccion para patentar un proceso de sintesis quimica
del DIBOA (ll), y otros acidos benzohidroxamicos, a partir del 2-nitrofenol o derivados
(Jernow y Rosen, 1975) (Figura 3). En una primera reaccion el 2-nitrofendxido (llI)
sufre una sustitucion nucleofilica en el C-2 dando lugar a un compuesto 2-nitrofenoxi-
acetato de metilo (IV). Posteriormente, la ciclacion reductiva de este compuesto
intermedio produce el correspondiente acido benzohidroxamico (V), sin embargo, este
compuesto aun tiene que ser sometido a diferentes modificaciones en sus radicales

para, finalmente, obtener el DIBOA.

En ese mismo afio, un proceso alternativo de sintesis quimica de DIBOA mediante
quelantes de zinc fue patentado (Tipton y Tsao, 1975) (Figura 4), con un fundamento
similar al anterior. En este caso la invencion se basa de manera concreta en la sintesis
quimica de DIBOA a partir del 2-nitrofenol (VI), el cual reacciona con un cloro-fluoro-
acetato de alquilo (VII) bajo condiciones ambientales para dar lugar al compuesto
intermedio 2-nitrofenoxi-fluor-acetato de alquilo (VIIl). La reaccion de ciclacion
reductiva se origina al hacer reaccionar este compuesto intermedio en solucién acuosa
con zinc y cloruro de amonio para producir el quelato de zinc DIBOA (IX). Si este
complejo se hace reaccionar con EDTA en exceso se asegura la completa conversion

del quelato de zinc hacia un DIBOA libre.

Recientemente, se ha conseguido sintetizar de manera quimica las formas desoxi de
las 2,4-dihidroxibenzoxacinonas utilizando el mismo fundamento de sintesis que en los
casos anteriores, obteniéndose en este caso 4-hidroxibenzoxacinonas y, en particular,
el 4-hidroxi-(2H)-1,4-benzoxacin-3-(4H)-ona (D-DIBOA) (X) (Figura 5). Macias vy
colaboradores patentaron (2008) (WO 2008/012385 Al) un conjunto de métodos
quimicos para sintetizar varios derivados halogenados del D-DIBOA, entre ellos
destacan el 6-Cl-4-hidroxi-(2H)-1,4-benzoxacin-3-(4H)-ona (6-CI-D-DIBOA) (XI) (Figura
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5) y el 8-Cl-4-hidroxi-(2H)-1,4-benzoxacin-3-(4H)-ona (8-CI-D-DIBOA) (XII) (Figura 5)
que se caracterizan por presentar una mayor actividad fitotoxica y una alta
selectividad, respectivamente. Previamente, habian reportado la sintesis del D-DIBOA
en dos etapas andlogas a las anteriormente descritas. En este caso concreto, la
primera etapa, emplea como material de partida el 2-nitrofenol (VI) y bromoacetato de
etilo, obteniéndose el compuesto intermedio 2-(2"-nitrofenoxi)-acetato de etilo (XIl) (de
aqui en adelante denominado precursor) con un rendimiento del 99%. En la segunda
etapa, la ciclacion reductiva de este compuesto da lugar al D-DIBOA (X) con un
rendimiento del 70% (Macias et al., 2006a, 2006¢) (Figura 6).

Estudios de fitotoxidad demostraron que la forma D-DIBOA presenta mayor actividad
biolégica que su analogo DIBOA (Macias et al., 2005), por lo que la sintesis del D-

DIBOA adquirid mayor relevancia en el ambito de la industria agroquimica.

Sin embargo, hay dos problemas a resolver para lograr la produccién a escala
industrial de D-DIBOA, ambos relacionados con la segunda etapa de la sintesis
quimica. El primero es que se trata de una reaccidn de catalisis heterogénea
exotérmica con desprendimiento de hidrogeno, lo que lleva asociado un elevado
riesgo de explosion. Estas condiciones de reaccién hacen que el proceso sea caro y
peligroso. El segundo de los problemas es el rendimiento relativamente bajo de esta

segunda etapa, que provoca la pérdida de un 30% del precursor.

Uno de los mayores retos de la industria quimica actual es el de trabajar con procesos
en los que se maximicen los productos deseados, se minimicen los subproductos, se
simplifiquen las rutas de sintesis y, ademas, se utilicen disolventes poco
contaminantes. En base a este planteamiento surgié el término “Quimica Verde”
(Anastas y Warner, 1998), cuyo objetivo es el de fomentar el uso de procesos

quimicos que sean ambiental y ecolégicamente poco dafinos (Tucker y Faul, 2016).

Los biocatalizadores se plantean como una alternativa interesante a la sintesis
quimica desde el punto de vista de la quimica verde. El uso de enzimas como
biocatalizadores destacan por su capacidad selectiva para para convertir unos
compuestos, en principio poco costosos, en moléculas complejas, todo ello en un
medio acouso y en condiciones de reaccion mas suaves que las reacciones quimicas
(Hammer et al., 2017). El uso de las enzimas como catalizadores en procesos de
sintesis quimica tiene una creciente aceptacién, ya que la biocatalisis da lugar a

velocidades de reaccion extremadamente altas que van mas alla de las obtenidas en
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la catalisis quimica y con una especificidad de union a sustrato mucho mayor que los
catalizadores quimicos (Koeller y Wong, 2001). Lo cual se debe al desarrollo de la
tecnologia de produccion de proteinas recombinantes, que permite la produccién de
biocatalizadores de una forma rapida y econémica mediante la sobreexpresion de la
enzima de interés. Una vez sobreexpresadas, las enzimas pueden ser utilizados
dentro de la célula, funcionando ésta como catalizador (biocatalizador celular o whole-
cell-biocatalyst) o pueden ser purificados para su utilizacion in vitro (de Carvalho,
2011; Wachtmeister y Rother, 2016).

La posibilidad de la produccion de D-DIBOA mediante una biocatalisis celular del
precursor, a partir de las especies bacternias Escherichia coli y Serratia marcescens,
fue explorada por Valle y col. (2011). Este trabajo supuso un gran avance en el ambito
biotecnoldgico, puesto que demostrd6 que E. coli es capaz de biotransformar el
precursor en D-DIBOA utilizando un medio de cultivo complejo (medio LB). Sin
embargo, el rendimiento de este proceso era muy bajo alcanzandose un maximo del
20%.

Un estudio posterior del mismo grupo identificé las enzimas responsables del proceso
de biotransformacion en E. coli, concluyendo que las nitrorreductasas insensibles al
oxigeno de tipo |, NfsA y NfsB son las que realizan la catalisis enzimatica que da lugar
a la sintesis de D-DIBOA ya que la mutacion de los genes que expresan dichas
proteinas anulaba la sintesis de D-DIBOA (Valle et al., 2012). Ademas, la clonacién de
los genes nfsA o nfsB (que expresan las enzimas NfsA y NfsB, respectivamente) en el
vector de expresion inducible pBAD, provoco que estos mutantes, no sélo recuperasen
el rendimiento del 20% de la cepa silvestre sino que dieron lugar a un incremento
considerable. De entre los fenotipos analizados en este trabajo, se identificd la cepa
de E. coli nfsB/pBAD-NfsB, la cual presentaba la delecién del gen nfsB y su posterior
complementacion con el vector pBAD-NfsB, como la que mejor rendimiento molar
alcanzo en el proceso de biotransformacion, con un 60% de conversion del precursor
en D-DIBOA. Las condiciones en las que se lleva a cabo la etapa biolégica son mas
suaves Yy respetuosas con el medio ambiente que la etapa quimica, lo que facilita el
escalamiento de la sintesis. Sin embargo, la biotransformacion con esta cepa de E.
coli no solucionaba el segundo problema para abordar el escalado de la produccion de
D-DIBOA, esto es, no s6lo no mejoraba el rendimiento del proceso quimico (70%) sino

que era inferior (60%). Es por tanto el aumento del rendimiento el reto que seria
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necesario abordar para que la sintesis de este interesante compuesto pueda ser

producido a gran escala.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la presente invencidn se refiere a una cepa bacteriana
perteneciente a la especie E. coli caracterizada porque dicha cepa presenta el gen

lapA ylo el gen fliQ inactivado/s funcionalmente o completamente o parcialmente
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eliminados, porque dicha cepa sobreexpresa el gen de la enzima NfsB, y porque dicha
cepa es capaz de producir D-DIBOA, 6-CI-D-DIBOA u 8-CI-D-DIBOA,
respectivamente, a partir de su precursor 2-(2’-nitrofenoxi)-acetato de etilo, 4-Cl-2-(2"-
nitrofenoxi)-acetato de etilo, o 6-Cl-2-(2’-nitrofenoxi)-acetato de etilo. Preferiblemente,
dicha cepa es la cepa BW25113. Mas preferiblemente, dicha cepa presenta el gen
lapA y el gen fliQ inactivados funcionalmente o completamente o parcialmente
eliminados. Aun mas preferiblemente, dicha cepa se corresponde con la cepa
depositada ante la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) en fecha 14/11/2018,

con numero de acceso CECT 9760.

Un segundo aspecto de la invencion, se refiere al uso in vitro de la cepa bacteriana tal
y como se ha definido en el primer aspecto de la invencion, para la produccion de D-
DIBOA a partir de su precursor 2-(2’-nitrofenoxi)-acetato de etilo. Preferiblemente,
dicha produccion se realiza en el medio minimo de cultivo que comprende: MgSQy;
CaCly; NaHPO,; KH;PO4; NaCl; NH.Cl; y glucosa. Mas preferiblemente, dicha
produccion se realiza en el medio minimo de cultivo que comprende: 0,24 g/L MgSOQy;
0,01 g/L CaCly; 11,12 g/L NaHPO,; 3 g/L KH,PO4; 0,5 g/L NaCl; 1 g/L NH,CI; 4 g/L
glucosa. Aun mas preferiblemente, dicha produccidon se realiza segun el método

descrito en el ejemplo 1 o 2.

Un tercer aspecto de la invencion, se refiere al uso in vitro de la cepa bacteriana tal y
como se ha definido en el primer aspecto de la invencion, para la produccion de 6-Cl-

D-DIBOA a partir de su precursor 4-Cl-2-(2"-nitrofenoxi)-acetato de etilo.

Un cuarto aspecto de la invencion, se refiere al uso in vitro de la cepa bacteriana tal y
como se ha definido en el primer aspecto de la invencion, para la produccion de 8-Cl-

D-DIBOA a partir de su precursor 6-Cl-2-(2°-nitrofenoxi)-acetato de etilo.

Un quinto aspecto de la invencion, se refiere a un medio cultivo que comprende: 0,24
g/L MgSQ,; 0,01 g/L CaCly; 11,12 g/L Na,HPO,; 3 g/L KH,PO,4; 0,5 g/L NaCl; 1 g/L
NH,CI; 4 g/L glucosa. Preferiblemente, dicho medio de cultivo del quinto aspecto de la
invencion, se utiliza para la produccién de D-DIBOA a partir de su precursor 2-(2’-
nitrofenoxi)-acetato de etilo. Mas preferiblemente, dicho medio de cultivo se utiliza
para la produccion con una cepa bacteriana perteneciente a la especie E. coli

caracterizada porque dicha cepa sobreexpresa el gen de la enzima NfsB. Aun mas
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preferiblemente, dicha cepa bacteriana esta caracterizada porque dicha cepa presenta
el gen lapA y el gen fliQ inactivados funcionalmente o completamente o parcialmente

eliminados, y porque dicha cepa sobreexpresa el gen de la enzima NfsB.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere al procedimiento de sintesis bioldgica del
D-DIBOA utilizando como biocatalizador la cepa de E. coli segun cualquiera de las
reividicaciones 1 a 4, empleando como precursor 2-(2 -nitrofenoxi)-acetato de etilo,

donde dicho procedimiento comprende las siguientes etapas:

a. Cultivar la cepa de E. coli en el medio de cultivo definido en cualquiera

de las reivindicaciones 6 o0 7;
b. Inducir a la bacteria para la expresion de la proteina NfsB;
c. Adicionar el precursor 2-(2"-nitrofenoxi)-acetato de etilo;

d. Opcionalmente, adicionar nuevos lotes de sustrato en el medio de
cultivo en distintos tiempos de biotransformacion para obtener mayores

rendimientos y/o concentraciones del producto.

Un séptimo aspecto de la invencion se refiere al procedimiento de sintesis del D-
DIBOA mediante una estrategia alternativa de biocatalisis usando la enzima NfsB
purificada en una reaccién quimica, preferiblemente con un medio tamponado con
fosfato y afadiendo el cofactor de reduccion NADH, mas preferiblemente utilizando un

procedimiento como el descrito en el ejemplo 4.

Un octavo aspecto de la invencién se refiere al procedimiento de sintesis del 6-Cl-
D-DIBOA mediante una estrategia alternativa de biocatalisis usando la enzima NfsB
purificada en una reaccién quimica, preferiblemente con un medio tamponado con
fosfato y afadiendo el cofactor de reduccion NADH, mas preferiblemente utilizando

como procedimiento el descrito en el ejemplo 5.

Un noveno aspecto de la invencion se refiere al procedimiento de sintesis del 8-Cl-
D-DIBOA mediante una estrategia alternativa de biocatalisis usando la enzima NfsB
purificada en una reaccién quimica, preferiblemente con un medio tamponado con
fosfato y afadiendo el cofactor de reduccion NADH, mas preferiblemente utilizando

como procedimiento el descrito en el ejemplo 6.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Teniendo en cuenta el estado del arte, la necesidad de encontrar nuevas cepas,
metodologias y/o condiciones de cultivo que mejoren el rendimiento de la
biotransformacion es de especial interés para la produccién biotecnolégica del D-
DIBOA.

En esta invencién se describe la metodologia de optimizacién de la sintesis biolégica
del D-DIBOA a partir de su precursor quimico, 2-(2’-nitrofenoxi)-acetato de etilo. Para
ello, se describen dos metodologias biocataliticas: la primera de ellas consiste en una
biocatalisis celular, en la que se emplean como catalizadores células vivas de E. coli
con un fondo genético apropiado en las que se sobreexpresa la enzima NfsB y que
actuan como fabricas celulares productoras de D-DIBOA. La segunda, es una
biocatalisis mediante enzima purificada, en la que se emplea la enzima NfsB
producida mediante la tecnologia del ADN recombinante en E. coli, es un proceso en
el que es necesario el cofactor de oxidorreduccion NADH y una solucion tamponada
con fosfato de sodio. En este caso el uso de la forma reducida del cofactor NADH
encarece el proceso, pero se consigue que la biotransformacion sea mas rapida que

en la biocatalisis celular.

A) BIOCATALISIS CELULAR. En este apartado se describe la metodologia para el
uso de biocatalizadores celulares, empleando para ello una cepa de E. coli modificada
genéticamente para alcanzar rendimientos de hasta el 100% (frente al 70% de la
sintesis quimica y el 60% de la sintesis biolégica previamente reportada) y un
aumento en la concentracion de D-DIBOA en el medio de cultivo de hasta un 379%
respecto a lo descrito en la literatura en los procesos de biotransformaciéon. Ademas,
esta produccidn se obtiene en un medio de cultivo definido, frente al uso de medios de
cultivo complejos reportados anteriormente, lo que facilitara la futura purificacion del
producto. Todo ello se lleva a cabo bajo unas condiciones suaves y respetuosas con el
medio ambiente, ya que el proceso se realiza en un medio acuoso y se minimiza el
uso de solventes organicos. El rendimiento de la reaccion, la concentracion de
producto alcanzada y las condiciones en que se realiza hacen que la produccion de D-
DIBOA mediante esta metodologia sea potencialmente escalable, pudiendose producir

cantidades adecuadas para su explotacién comercial.
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El proceso de biotransformaciéon de D-DIBOA a partir del precursor se realiza en un
sistema discontinuo, en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Bajo unas condiciones
especificas, la cepa es utilizada como un biocatalizador capaz de transformar
biolégicamente el precursor (siendo éste el sustrato de la reaccion) y convertirlo en D-
DIBOA. Como se ha descrito en el estado del arte, este concepto ya fue reportado por
Valle y col. (2012), sin embargo, la presente invencién ha llevado a cabo la

modificacion de los siguientes parametros para la optimizacion el proceso:
i. Cepade E. coli empleada en el bioproceso
ii. Medio de cultivo
iii. Temperatura de crecimiento del cultivo microbiano
iv. Fase de induccion de la expresion de la enzima
v. Inoculacién del medio de cultivo
vi. Fase de adicion del precursor al medio de cultivo

vii.Modo de alimentacion

(i) La cepa de E. coli AlapAAfliQ::kan/pBAD-NfsB (n° de registro: CECT 9760) es

utilizada para llevar a cabo el proceso de la presente invencion. Esta cepa fue
construida a partir del mutante simple /lapA (expresa la proteina LapA implicada en el
ensamblaje del lipopolisacarido de la pared celular), adquirida de la coleccion de The
Coli Genetic Stock Center (CGSC). En esta cepa se deleciond el gen fliQ (expresa la
proteina FliQ implicada en la biosintesis del flagelo) usando la metodologia de
mutagénesis dirigida mediante recombinacién homodloga (Datsenko y Wanner, 2000).
La eleccién de estas dos mutaciones para la construccién del doble mutante fue fruto
de un trabajo previo de seleccion sobre los 3985 mutantes simples de los que constan
la Keio Collection de NAIST (Nara Institute of Science and Technology, Kyoto) (Baba
et al., 2006), en base a un disefio racional en el que se seleccionaron mutantes que
pudiesen potencialmente aportar mayor disponibilidad de los cofactores NADH,
NADPH o mayor disponibilidad de recursos metabdlicos (energia) al proceso de
biotransformacion. Se consideré este criterio debido a que la enzima NfsB requiere
dos moléculas de los cofactores NADH o NADPH en su forma reducida para poder

llevar a cabo la reduccion del grupo nitro del precursor. Estos cofactores pasan
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entonces a su forma oxidada (NAD" o NADP®), siendo su regeneracion un factor
limitante en el proceso (Figura 7). En concreto, se pre-seleccionaron aquellos genes
gue pudieran estar relacionados con rutas metabdlicas que requieran la reduccion de
éstos u otros cofactores, como pueden ser ciertas rutas de biosintesis de
macromoléculas, utilizacidon de carbono, intermediarios del metabolismo central, del
metabolismo energético o de produccion de energia o transporte a través de la
membrana.

En base a los criterios expuestos, se seleccionaron 34 cepas mutantes simples, que
fueron modificadas para que sobreexpresasen de forma inducible la nitrorreductasa
NfsB. La sobreexpresion se controla mediante la adiccion al medio de cultivo del
compuesto L-arabinosa, ya que este gen fue clonado en el vector de expresion
inducible pBAD (vector pBAD-NfsB), previamente construido por los inventores. A
continuacion, se testd la capacidad de cada cepa construida para biotransformar el
precursor en D-DIBOA (Figura 8). Para cuantificar los rendimientos de
biotransformacion, las células fueron retiradas mediante centrifugacion y el medio de
cultivo fue analizado mediante HPLC con una columna C18 segun metodologia
previamente desarrollada por el grupo (Valle et al., 2011).

A partir de este estudio se seleccionaron solo aquellos fondos mutantes que
mejoraban el rendimiento de la cepa silvestre (40%) por encima de un 20%, con la
intencion de realizar mutantes multiples que permitiesen incrementar los rendimientos
obtenidos en los mutantes simples. El objetivo era obtener una cepa mutante multiple
que fuese capaz de biotransformar el precursor en D-DIBOA con rendimientos
superiores al 60% reportado para la biotransformaciéon y el 70% reportado en la
sintesis quimica. En el extenso screening realizado, 19 cepas mutantes mejoraron la
produccion de D-DIBOA respecto a la cepa de referencia, de las cuales solo 4
incrementaron en un 20% los valores de la misma. Por el contrario, los 15 fondos
genéticos restantes no solo no mejoraron los rendimientos, sino que presentaron una
produccion inferior a la cepa de referencia (figura 8). De las 4 cepas que aumentaron
notablemente el rendimiento de la reaccién, el mutante sencillo AlapA fue el que
alcanzo incrementos mas altos, con valores que superan los previamente reportados
en biocatalisis y alcanzando rendimientos préximos al proceso quimico (68%). Los
otros tres mutantes que aumentaron también de forma significativa, aunque en menor
medida, el rendimiento de la reaccion fueron: AfliQ, AnuoG y AfadR (Figura 9). No
obstante, el mutante AfliQ mostraba una caracteristica interesante y distintiva, ya que

fue capaz de alcanzar altos niveles de biotransformacion en menor tiempo que
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cualquier otro de los mutantes ensayados. Dado que ambos mutantes no estaban
metabdlicamente relacionados, se razondé que una cepa que careciese de actividad
para ambos genes podria mejorar las favorables caracteristicas de biotransformacion
de ambas cepas, por lo que se optd por construir el doble mutante AlapAAfiiQ. Para
ello, se gener6 un doble mutante a partir del mutante simple AlapA mediante la

metodologia descrita por Datsenko y Wanner (2000), descrita en el ejemplo 4.

La cepa construida AlapAAfliQ resulté ser un fondo genético 6ptimo para la sintesis de
D-DIBOA mediante la sobreexpresion del enzima NfsB, alcanzandose rendimientos
del 76% (Figura 10), lo que superaba el rendimiento de la reaccién quimica.

Posteriormente, se procedid6 a la optimizacion de las condiciones de cultivo
comenzando por el aumento de la temperatura de incubacién desde los 30 °C,
previamente reportados en la literatura, hasta los 37 °C, lo cual permitié incrementar el

rendimiento hasta el 90% (ver punto (iii) de la presente invencion (Figura 11)).

Ademas, tal y como se expone en los ejemplos de invencion con esta cepa se ha
logrado alcanzar rendimientos del 100%, algo no conseguido hasta ahora ni en la
sintesis quimica ni en procesos biotecnolégicos. Adicionalmente, se ha incrementado
la concentracion en el medio de cultivo hasta 375% respecto a lo previamente

reportado en procesos de biotransformacion.

(i) se sustituyd el medio complejo Luria-Bertani (LB) por un medio minimo definido
debido a la mayor estabilidad que presenta el precursor en este medio frente al LB.
Tomando como base el medio minimo mineral M9 con glucosa (Green y Sambrook,
2001), se disend un medio de cultivo mas sencillo que facilitara el proceso de
purificacion del D-DIBOA, compuesto de: 0,24 g/L MgSOQOy; 0,01 g/L CaCly; 11,12 g/L
Na;HPO,; 3 g/L KH,POy; 0,5 g/L NaCl; 1 g/L NH4CI; 4 g/L glucosa. El medio de cultivo
LB es utilizado solamente para crecer la bacteria en las etapas previas a la

biotransformacion.

(iii) La temperatura de cultivo durante la biotransformacion es de 37 °C en lugar de los

30 °C reportados previamente.

(iv) La induccion de la expresion de la proteina NfsB se realiza mediante la adicién de

0,02% de L-arabinosa en el pre-indculo y manteniendo esta concentracién en todo el
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proceso, en lugar de afadirlo en cultivo en crecimiento a una densidad optica medida
a 600 nm de longitud de onda (ODggonm) de 0,6.

(v) El pellet resultante de la centrifugacion de 10 mL de bacteria crecida e inducida
durante 12 h en medio M9 modificado es resuspendido en 100 mL del mismo medio

fresco.

(vi) El precursor es afadido al medio, a una concentracion de 2,2 mM, cuando el

cultivo alcanza una ODggonm de 0,6 desde la inoculacion (considerado como tiempo=0).

(vii) La presente invencion considera distintos momentos de alimentacion del precursor
al sistema. Este factor da lugar al desarrollo de dos nuevas estrategias de produccion
de D-DIBOA:

Estrategia 1: en esta estrategia se plantea un cultivo alimentado en dos lotes
de carga (anadiendo 0,22 mmoles de precursor en cada uno de ellos), uno a tiempo
inicial y otro a las 8 horas. El aumento de la cantidad de precursor tratada y las
condiciones de cultivo y de operacién, se traducen en un incremento de la
concentracion de D-DIBOA hasta 0,80 g/L, acompafiado de un rendimiento del 100%

en la biotransformacion.

Estrategia 2: en la que se plantea un cultivo alimentado en tres lotes
(afadiendo 0,22 mmoles de precursor en cada uno de ellos), uno a tiempo inicial, a las
4 y a las 8 horas. En este caso se logra alcanzar una concentracion maxima de 0,91
g/L, sin embargo, el rendimiento aunque mejora el alcanzado hasta ahora (76,2%),

implica una pérdida del precursor del 23,8%, respecto a la estrategia 1.

Ambos procesos tienen en comun las primeras etapas del procedimiento. Asi, en
primer lugar, se utiliza el medio de cultivo LB para crecer un inéculo de la bacteria.
Una vez crecido el inéculo, el medio LB se retira mediante centrifugacion y es
sustituido por el medio minimo mineral M9 modificado, en el cual se llevara a cabo el
proceso de biotransformacion. Los reactivos que son necesarios afiadir al medio de

cultivo para la sintesis de D-DIBOA son los siguientes:
¢ Antibidticos. La cepa AlapAAfliQ/pBAD-NfsB presenta resistencia a los
antibioticos kanamicina y ampicilina, por lo que, para descartar posibles

contaminaciones y para evitar la pérdida del plasmido pBAD-NfsB,
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todos los medios de cultivo utilizados son suplementados con ambos
antibiéticos a wuna concentracion final de 50 y 100 pg/mL,
respectivamente.

e L-arabinosa: para la induccion de la expresion de la proteina NfsB se
afade un 0,02% de L-arabinosa al medio de cultivo.

e Precursor: solucion de precursor en metanol. En los ensayos realizados

se utilizé una solucion de 50 mg/mL (222 mM).

B) BIOCATALISIS MEDIANTE LA ENZIMA NfsB PURIFICADA. Como alternativa a
esta biocatalisis celular, en esta invencién se propone la producciéon de D-DIBOA y sus
derivados clorados, 6-CI-D-DIBOA y 8-CI-D-DIBOA, mediante una reaccion
biocatalizada por la enzima NfsB de E. coli. Esta estrategia requiere la purificacion del
enzima, la optimizacion de la solucidon de reaccion y la seleccidon del compuesto
tamponante, pH y cofactor de oxidorreduccion mas adecuados para llevar a cabo el
proceso. Estas tareas han sido llevadas a cabo por los inventores, tal como se
describe en los ejemplos 4, 5 y 6, Utilizando este procedimiento se alcanzan
rendimientos del 63% en la produccién de D-DIBOA y para ello son necesarios tan
s6lo 210 min de reaccion frente a las 24 6 26 horas requeridas para las estrategias
con célula viva. La biocatalisis mediante la enzima NfsB purificada presenté mayores
rendimientos de transformacion para la produccion de los derivados clorados,
alcanzado valores del 81% para el 6-CI-D-DIBOA (precursor 4-Cl-2-(2 -nitrofenoxi)-
acetato de etilo) y del 97% para el 8-CI-D-DIBOA (precursor 6-Cl-2-(2"-nitrofenoxi)-
acetato de etilo) (Figuras 15 y 16). Ademas, los tiempos en alcanzar estos
rendimientos disminuyeron hasta 150 min en ambos casos. Para ello se utiliza esta
enzima producida mediante tecnologia del ADN recombinante y purificada mediante

cromatografia de afinidad segun se describe a continuacion.

Para la obtencion de la enzima NfsB, el gen nfsB fue clonado en el vector de
expresion pBiEx™ (Novagen) mediante las enzimas de restriccion Hindlll (5°) y BamHI
(3"), de modo que expresa el gen nfsB fusionado a una secuencia de polihistidinas. El
plasmido resultante, pBiEx-NfsB fue transformado en la cepa de E. coli BL21 Star
(Novagen) para la produccion de la proteina mediante la induccion de expresiéon con
IPTG (1 mM) durante 4 horas a partir de células crecidas en cultivo exponencial. La
obtencion del extracto proteico se llevé a cabo mediante sonicacion de la biomasa de

bacterias inducidas y previamente centrifugadas en un tampén fosfato 50 mM (pH
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7,5), comprobandose mediante western-blot, con un anticuerpo anti-histidina, que la
proteina se encontraba en la fraccion soluble. De dicha fraccion se purificd la enzima
NfsB mediante cromatografia de afinidad aprovechando la cola de poli-histidinas y
utilizando una columna de afinidad con iones de niquel inmovilizados (columna Ni-
NTA, GE-Healthcare). La enzima fue eluida de la columna con una solucién 0,5 M de
imidazol. El imidazol fue posteriormente eliminado mediante dialisis frente al buffer de

reaccion.

La enzima purificada fue utilizada como biocatalizador para la produccién de D-
DIBOA, 6-CI-D-DIBOA y 8-CI-D-DIBOA a partir del sus correspondientes precursores,
2-(2"-nitrofenoxi)-acetato de etilo, 4-Cl-2-(2 -nitrofenoxi)-acetato de etilo y 6-Cl-2-(2"-
nitrofenoxi)-acetato de etilo, tal como se indica en los ejemplos 4, 5 y 6,

respectivamente.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Férmula general del esqueleto (2H)-1,4-benzoxacin-3(4H)-ona.
Figura 2. Férmula del DIBOA.

Figura 3. Esquema de la sintesis de 2H-1,4-benzoxacin-3(4H)-ona patentada por

Jernow y col., 1975.

Figura 4. Esquema de la sintesis de los quelantes de zinc de DIBOA, patentada por
Tipton, 1975.

Figura 5. Formulas de los compuestos sintetizados en la presente invencion: D-
DIBOA (X), 6-CI-D-DIBOA (XI) y 8-CI-D-DIBOA (XII).

Figura 6. Esquema de la sintesis de D-DIBOA optimizada por Macias y col. (2006).
2-nitrofenol (1V); Precursor, 2-(2-nitrofenoxi)-acetato de etilo (XIII); D-DIBOA (X).

Figura 7. Esquema de la reaccion catalizada por la enzima NfsB. Para la sintesis de
D-DIBOA. En la sintesis de una molécula de D-DIBOA se consumen dos NAD(P)H. La

regeneracion de este cofactor (*) es un factor limitante del proceso.

Figura 8. Resultados del screening en los 34 mutantes de la coleccién Keio

seleccionados. En el eje X se muestran rendimientos de biotransformacion de los
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mutantes simples estandarizados respecto a las cepa de referencia. Las barras en
negro muestran los 4 mutantes que mayor incremento de rendimiento en la produccién
de D-DIBOA presentaron (AlapA, AfliQ, AnuoG y AfadR).

Figura 9. Concentracion de D-DIBOA producida por la cepa de referencia y los 4

mutantes simples que mayor produccion de D-DIBOA biotransforman.

Figura 10. Concentracién de D-DIBOA alcanzada por los mutantes simples AlapA y

AfliQ y por el mutante doble AlapAAfliQ.

Figura 11. Efecto del incremento de temperatura en la produccién de D-DIBOA por el
doble mutante AlapAAfliQ.

Figura 12. Ejemplo 1.Produccion de D-DIBOA utilizando la cepa AlapAAfliQ mediante

el procedimiento descrito en el ejemplo 1.

Figura 13. Ejemplo 2. Produccién de D-DIBOA utilizando la cepa AlapAAfliQ mediante

el procedimiento descrito en el ejemplo 2.

Figura 14. Ejemplo 4. Cinética de la produccion de D-DIBOA a partir de su precursor

empleando la enzima NfsB aislada como biocatalizador.

Figura 15. Ejemplo 5. Cinética de la produccion de 6-CI-D-DIBOA a partir de su
precursor 4-Cl-2-(2"-nitrofenoxi)-acetato de etilo empleando la enzima NfsB aislada

como biocatalizador.

Figura 16. Ejemplo 6. Cinética de la produccion de 8-CI-D-DIBOA a partir de su
precursor 6-Cl-2-(2’-nitrofenoxi)-acetato de etilo empleando la enzima NfsB aislada

como biocatalizador.

19



10

15

20

25

30

ES 2772 598 B2

EJEMPLO DE REALIZACION CONCRETA DE LA INVENCION

EJEMPLO 1.

Método para obtener un 100% en el rendimiento de biotransformacion de D-DIBOA a

partir del precursor.

A continuacion, se describe el método de produccion de D-DIBOA para la estrategia

1, cultivo alimentado en dos lotes que se realiza en los siguientes 7 pasos:

1.

Sembrar 1 colonia de la cepa E. coli AlapAAfliQ/pBAD-NfsB previamente
crecida en placa Petri en medio LB-agar en 5 mL de medio LB. Incubar 8-10
horas a 37 °C y 200 rpm.

Centrifugar el cultivo durante 10 minutos, 3.000 xg. Descartar el sobrenadante.
Resuspender la biomasa en 100 mL de medio minimo M9 modificado. Inducir
con L-arabinosa (0,02%) e incubar durante 8-10 h a 37 °C y 200 rpm.
Centrifugar 10 mL del cultivo durante 10 minutos, 3.000 x g. Descartar el
sobrenadante y resuspender la biomasa en 100 mL de medio minimo M9
modificado suplementado con L-arabinosa (0,02%) en un matraz Erlenmeyer
de 250 mL.

Incubar a 37 °C y 200 rpm hasta que la ODggonm del cultivo sea 0,6. Ahadir 1 mL
del stock precursor, que contiene 0,22 mmol.

Incubar a 37 °C y 200 rpm durante 8 horas y volver a afadir 1 mL del stock
precursor, que contiene 0,22 mmol.

Incubar a 37 °C y 200 rpm durante 14 horas mas.

Al finalizar este procedimiento se obtiene un volumen de cultivo de 100 mL, en el que

se ha afiadido un total de 4,4 mM de precursor. Siendo el rendimiento de

biotransformacion del 100%, y puesto que la relacién molar precursor:D-DIBOA es 1:1,
se obtienen 4,4 mM D-DIBOA (0,8 g/L) (Figura 12).

EJEMPLO 2.

Método para obtener una concentracion de D-DIBOA de 379% respecto a lo reportado

en el estado del arte.
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El procedimiento de la estrategia 2 es similar al anterior, pero con una alimentacion
en tres lotes, se compone de 8 pasos de los cuales los 5 primeros coinciden con los

de pasos 1-5 de la estrategia 1:

1. Sembrar 1 colonia de la cepa E. coli AlapAAfliQ/pBAD-NfsB crecida en placa
Petri en medio LB-agar en 5 mL de medio LB. Incubar 8-10 horas a 37 °C y 200
rpm.

Centrifugar el cultivo durante 10 minutos, 3.000 xg. Descartar el sobrenadante.
Resuspender la biomasa en 100 mL del medio minimo M9 modificado. Inducir
con L-arabinosa e incubar 8-10 horas a 37 °C y 200 rpm.

4. Centrifugar 10 mL del cultivo durante 10 minutos, 3.000 xg. Descartar el
sobrenadante y resuspender la biomasa en 100 mL de medio minimo M9
modificado suplementado con L-arabinosa en un matraz Erlenmeyer de 250
mL.

5. Incubar a 37 °C y 200 rpm hasta que la ODgoonm del cultivo sea 0,6. Afdadir 1 mL
del stock precursor, que contiene 0,22 mmol.

6. Incubar a 37 °C y 200 rpm durante 4 horas y volver a afiadir 1 mL del stock
precursor, que contiene 0,22 mmol.

7. Incubar a 37 °C y 200 rpm durante las 4 horas siguientes y afadir 1 mL del
stock precursor, que contiene 0,22 mmol.

8. Incubar a 37 °C y 200 rpm durante 14 horas mas.

En este caso, al finalizar el procedimiento se obtiene un volumen de cultivo de 100 mL,
en el que se ha afiadido un total de 6,6 mM de precursor, y dado que el rendimiento es
del 76,2%, resulta una concentracion final de D-DIBOA de 5,05 mM (0,91 g/L) de D-

DIBOA, siendo la concentracion mas alta alcanzada (Figura 13).

EJEMPLO 3.

Construccion de la cepa doble mutante AlapAAfliQ

La metodologia de mutagénesis mediante recombinacion homdloga descrita por
Datsenko y Wanner (2000) fue la empleada para la construccién del doble mutante. En
un primer paso, se elimind el cassette/marcador de kanamicina insertado en el
mutante simple AlapA (AlapA::kan) mediante la transformacién con el plasmido pCP20

(que tiene la resistencia al cloranfenicol y ampicilina como marcadores de seleccion)
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que permite la expresion de la enzima flipasa (FLP) que recombina las secuencias
FRT que flanquean el gen de resistencia a la kanamicina, eliminandolo del genoma de
la bacteria. Este plasmido fue suprimido mediante la incubacion a 42 °C, ya que es
termosensible, y los clones fueron seleccionados mediante replica plating en placas de
LB agar suplementadas en kanamincina o cloranfenicol, obteniéndose de este modo la
cepa AlapA.

Para eliminar el gen fliQ de la cepa AlapA, en primer lugar, se amplific6 mediante PCR
el casette de resistencia a la kanamicina a partir del plasmido molde pKD13 utilizando
oligonucleotidos que en el extremo 3" contenian secuencias complementarias al
plasmido y en el extremo 5° secuencias homoélogas flanqueantes al gen fliQ (Tabla 1).
De esta forma se gener6 un fragmento de ADN que contenia el gen de resistencia al
antibiético flanqueado por las secuencias de FRT y secuencias homodlogas al gen
diana en cada extremo. El producto generado mediante PCR fue introducido por
electroporacion en el mutane AlapA, previamente transformado con el vector pKD46,

que es codificante para el sistema de recombinacién Red.

Oligonucledtido Secuencia (5-3")
H1P4-fliQ TGCTGGTCGGTTCGCTGGCGCAGAGCTTTTACAGCTAGAGAGGCAAAATG
H2P1-fliQ GTTCGCTTGTCACCTGCAACATAGTACGGCTACCCGATGATATACGGCAG

Tabla 1. Oligonucledtidos disefiados para la construccién del doble mutante AlapAAfliQ.

EJEMPLO 4.

Método para obtener D-DIBOA a partir del precursor utilizando la enzima NfsB aislada

como catalizador.

Se trata de un procedimiento distinto a los anteriores ya que, en este caso, se trabaja
con la enzima NfsB producida mediante la tecnologia del ADN recombinante y
purificada mediante cromatografia de afinidad. Los ensayos realizados se llevan a
cabo en tubos de 5 mL, con un volumen de reaccidon de 4 mL. Para evitar la
inactivacion de la enzima, durante la preparacion de la reaccién enzimatica se
mantiene la temperatura de los reactivos a 4 °C. Las condiciones de reaccion son las
siguientes: 50 mM de tampodn fosfato (NaH,PO4+ K;HPO,4) a pH 7; 1 mM de precursor;
1 pug de enzima NfsB purificada y 5 mM de NADH. La reaccion se lleva a cabo a 30 °C
durante 210 min. Para detener la reaccion se aflade 1 M de hidrocloruro de guanidina

y la concentracion de D-DIBOA se analiza mediante HPLC con columna C18.
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En este caso se alcanza un rendimiento de un 65%, lo que implica una produccion de
D-DIBOA de 0,65 mM (Figura 14).

EJEMPLO 5.

Método para obtener 6-CI-D-DIBOA a partir de su precursor utilizando la enzima NfsB

aislada como catalizador.

Se trata de un proceso similar al anterior, ya que se utiliza la enzima NfsB purificada
como biocatalizador, aunque en este caso el compuesto empleado como precursor y
el buffer de reaccidén en los que se lleva a cabo la reaccién son diferentes. Los
ensayos realizados se llevan a cabo en tubos de 5 mL, con un volumen de reaccién de
4 mL. Para evitar la inactivacion de la enzima, durante la preparacion de la reaccion
enzimatica se mantiene la temperatura de los reactivos a 4 °C. Las condiciones de
reaccion son las siguientes: 50 mM de tampén fosfato (NaH,PO, + K;HPO,) a pH 5,75;
1 mM de precursor (4-Cl-2-(2 -nitrofenoxi)-acetato de etilo); 1 ug de enzima NfsB
purificada y 5 mM de NADH. La reaccién se lleva a cabo a 30 °C durante 150 min.
Para detener la reaccion se afiade 1 M de hidrocloruro de guanidina y la concentracion

de 6-CI-D-DIBOA y su precursor se analiza mediante HPLC con una columna C18.

En este caso se alcanza un rendimiento de un 81%, lo que implica una produccion de
D-DIBOA de 0,81 mM (Figura 15).
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EJEMPLO 6.

Método para obtener 8-CI-D-DIBOA a partir de su precursor utilizando la enzima NfsB

aislada como catalizador.

De las misma manera que los ejemplos anteriores, se trata de una biocatalisis en las

que se utiliza la enzima NfsB purificada como biocatalizador, empleando un precusor
diferente y un buffer de reaccion distinto. Los ensayos realizados se llevan a cabo en
tubos de 5 mL, con un volumen de reaccion de 4 mL. Para evitar la inactivacion de la
enzima, durante la preparacion de la reaccion enzimatica se mantiene la temperatura
de los reactivos a 4 °C. Las condiciones de reaccién son las siguientes: 50 mM de
tampon fosfato (NaH,PO, + K;HPO,) a pH 6; 1 mM de precursor (6-Cl-2-(2°-
nitrofenoxi)-acetato de etilo); 1 yg de enzima NfsB purificada y 5 mM de NADH. La
reaccion se lleva a cabo a 30 °C durante 150 min. Para detener la reaccion se afade 1
M de hidrocloruro de guanidina y la concentracion de 6-CI-D-DIBOA y su precursor se

analiza mediante HPLC con una columna C18.

En este caso se alcanza un rendimiento de un 97%, lo que implica una produccion de
D-DIBOA de 0,97 mM (Figura 16).
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REIVINDICACIONES

Una cepa bacteriana perteneciente a la especie E. coli caracterizada porque
dicha cepa presenta el gen /lapA y/o el gen fliQ inactivado/s funcionalmente o
completamente o parcialmente eliminados, porque dicha cepa sobreexpresa el
gen de la enzima NfsB, y porque dicha cepa es capaz de producir D-DIBOA, 6-
CI-D-DIBOA o 8-CI-D-DIBOA a partir de su precursor 2-(2’-nitrofenoxi)-acetato
de etilo, 4-Cl-2-(2 -nitrofenoxi)-acetato de etilo, o 6-Cl-2-(2 -nitrofenoxi)-acetato

de etilo.

La cepa bacteriana de acuerdo a la reivindicacion 1, donde dicha cepa es la
cepa BW25113.

La cepa bacteriana de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2,
donde dicha cepa presenta el gen lapA y el gen fliQ inactivados funcionalmente

o completamente o parcialmente eliminados.

La cepa bacteriana segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicha
cepa se corresponde con la cepa depositada ante la Coleccién Espafola de
Cultivos Tipo (CECT) en fecha 13/12/2018, con numero de acceso CECT 9760.

Uso in vitro de la cepa bacteriana tal y como se ha definido en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4, para la produccién de D-DIBOA a partir de su

precursor 2-(2’-nitrofenoxi)-acetato de etilo.

Uso in vitro de la cepa bacteriana tal y como se ha definido en cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4, para la produccién de 8-CI-D-DIBOA a partir de su
precursor 6-Cl-2-(2"-nitrofenoxi)-acetato de etilo.

Uso segun la reivindicacion 5 donde dicha produccion se realiza en el medio

minimo de cultivo que comprende: MgSQO.; CaCly; Na:HPO4; KHoPO4; NaCl;
NH.CI; y glucosa.

El uso segun la reivindicacion anterior, donde dicha produccién se realiza en el
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medio minimo de cultivo que comprende: 0,24 g/L MgSO.; 0,01 g/L CaCly;
11,12 g/L Na;HPOg4; 3 g/L KH2PO4; 0,5 g/L NaCl; 1 g/L NH4Cl; 4 g/L glucosa.

Procedimiento de sintesis biolégica del D-DIBOA utilizando como
biocatalizador la cepa de E. coli segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4
, empleando como precursor 2-(2"-nitrofenoxi)-acetato de etilo, donde dicho

procedimiento comprende las siguientes etapas:

a. Cultivar la cepa de E. coli en el medio de cultivo definido en cualquiera

de las reivindicaciones 6 0 7;
b. Inducir a la bacteria para la expresion de la proteina NfsB;
c. Adicionar el precursor 2-(2 -nitrofenoxi)-acetato de etilo;

d. Opcionalmente, adicionar nuevos lotes de sustrato en el medio de
cultivo en distintos tiempos de biotransformacién para obtener mayores

rendimientos y/o concentraciones del producto.

El uso de la enzima NfsB purificada como catalizador de la reacciéon quimica de
sintesis de D-DIBOA en la que se emplea el precursor 2-(2"-nitrofenoxi)-acetato

de etilo como sustrato y NADH en su forma reducida como agente reductor.

El uso de la enzima NfsB purificada como catalizador de la reacciéon quimica de
sintesis de 6-CI-D-DIBOA en la que se emplea el precursor 4-Cl-2-(2°-
nitrofenoxi)-acetato de etilo como sustrato y NADH en su forma reducida como

agente reductor.

El uso de la enzima NfsB purificada como catalizador de la reacciéon quimica de
sintesis de 8-CI-D-DIBOA en la que se emplea el precursor 6-Cl-2-(2°-
nitrofenoxi)-acetato de etilo como sustrato y NADH en su forma reducida como

agente reductor.

26



ES 2772 598 B2

Figura 1.

R4
Rzﬁoi&
Rj N 0

R4

1))

Figura 2.

CCL

OH
(In

Figura 3.

(o]
lower alkyl'oﬁ)\ lower alkyl

lower alkoxy
halogen |
R OH R OCHCOO-ower alkyl R O~ lower alkoxy
X - "X o
NO, NH N"o
6H lower alkoxy
(I av) (\2)

27



Figura 4.

(VD

Figura 5.

Figura 6.

L

(VD

\)LOEt

KOH EtOH, DMF

99%

ES 2772 598 B2

o

(XD

28

NaBH;; Pd'C;
H; Oldloxano

70%

sol

OH
X)



ES 2772 598 B2

Figura 7.
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Figura 8.
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Figura 13.
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Figura 15.
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Figura 16.
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