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DESCRIPCIÓN 

Una célula acetogénica genéticamente modificada  

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se refiere a una célula recombinante para la producción de un alcohol superior a partir de una 
fuente de carbono. En particular, la célula es un microorganismo acetogénico. La presente invención también se refiere 5 
a un método para producir al menos un alcohol superior a partir de una fuente de carbono en presencia de la célula 
acetogénica recombinante. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

El butanol y los alcoholes superiores tienen varios usos incluyendo ser usados como combustible. Por ejemplo, el 
butanol puede reemplazar en el futuro a la gasolina ya que el contenido energético de los dos combustibles es casi el 10 
mismo. Además, el butanol tiene varias otras propiedades superiores como un combustible alternativo cuando se 
compara con el etanol. Estos incluyen que el butanol tiene un contenido energético superior, siendo el butanol menos 
"evaporativo" que el etanol o la gasolina y siendo el butanol fácilmente transportable en comparación con el etanol. 
Por estas razones y más, ya existe un mercado potencial existente para el butanol y/o alcoholes superiores 
relacionados. El butanol y otros alcoholes superiores también se usan como disolventes industriales. Los alcoholes 15 
superiores también se usan en la industria de los perfumes y cosméticos. Por ejemplo, el hexanol se usa comúnmente 
en la industria de los perfumes. 
 
Actualmente, el butanol y otros alcoholes superiores se fabrican principalmente a partir de petróleo. Estos compuestos 
se obtienen al craquear gasolina o petróleo, lo que es perjudicial para el medio ambiente. Además, puesto que los 20 
costes para estas materias primas pueden estar relacionados con el precio del petróleo, con el incremento esperado 
en los precios del petróleo, el precio del butanol y otros alcoholes superiores también se puede incrementar con 
relación al incremento en los precios del petróleo. 
 
Históricamente (1900s-1950s), el biobutanol se fabricaba a partir de maíz y melazas en un procedimiento de 25 
fermentación que también producía acetona y etanol y era conocido como una fermentación de ABE (acetona, butanol, 
etanol) típicamente con ciertas bacterias productoras de butanol tales como Clostridium acetobutylicum y Clostridium 
beijerinckii. Recientemente, este método ha ganado de nuevo popularidad con el interés renovado en las energías 
verdes. Sin embargo, el procedimiento de "producción de butanol con almidón de maíz" requiere un número de etapas 
que consumen mucha energía incluyendo el cultivo agrícola de mazorcas de maíz, la recolección del grano de maíz, 30 
el procesamiento del almidón del grano de maíz y la fermentación de almidón en azúcar en butanol. El procedimiento 
de "producción de butanol con almidón de maíz" probablemente gastaría casi tanta energía como el valor energético 
de su producto butanol. 
 
El procedimiento para alcoholes Alfol® es un método usado para producir alcoholes superiores a partir de etileno 35 
usando un catalizador de organoaluminio. La reacción produce alcoholes primarios de cadena larga (C2-C28). El 
procedimiento usa un catalizador de aluminio para oligomerizar etileno y permitir que el grupo alquilo resultante se 
oxigene. Sin embargo, este método da un amplio espectro de alcoholes y el patrón de distribución se mantiene. Este 
patrón constante limita la capacidad del productor para elaborar solamente la gama de alcoholes específica que tiene 
la demanda más alta o tiene el mejor valor económico. Además, los gases necesarios en la reacción tienen que ser 40 
muy puros y se necesita una composición diferenciada de los gases para que la reacción se lleve a cabo 
satisfactoriamente. 
 
El documento WO2009100434 también describe un método indirecto para producir butanol y hexanol a partir de un 
carbohidrato. El método incluye una fermentación homoacetogénica para producir un producto intermedio de ácido 45 
acético que a continuación se convierte químicamente en etanol. El etanol y una porción restante del producto 
intermedio de ácido acético se usan a continuación como un sustrato en una fermentación acidogénica para producir 
productos intermedios de ácido butírico y caproico que a continuación se convierten químicamente en butanol y 
hexanol. Sin embargo, este método usa carbohidratos costosos como materia prima y tiene dos etapas de 
procesamiento adicionales, la formación de los ésteres y la hidrogenación química de los ésteres, que hacen al método 50 
no solo más prolongado sino que también dan como resultado una pérdida de material útil mientras tienen lugar. 
 
Pérez, J.M., 2012 divulga un método para convertir ácidos carboxílicos de cadena corta en sus alcoholes 
correspondientes en presencia de gas de síntesis con el uso de Clostridium Ijungdahlii. Sin embargo, los ácidos 
carboxílicos de cadena corta se tienen que añadir como un sustrato para la conversión en el alcohol superior 55 
correspondiente. 
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Los métodos disponibles actualmente de producción de alcoholes superiores tienen así limitaciones en la transferencia 
de masa de los sustratos gaseosos al caldo de fermentación, una productividad inferior y concentraciones inferiores 
de productos finales, dando como resultado costes energéticos superiores para la purificación de productos. 
 
Según esto, es deseable encontrar materias primas más sostenibles, distintas de las fuentes puramente basadas en 5 
petróleo o basadas en maíz, como materias primas para la producción de butanol y otros alcoholes superiores a través 
de medios biotecnológicos que también provoquen menos daño al medio ambiente. En particular, se necesita una 
producción biotecnológica en un paso simple y eficaz de butanol y otros alcoholes superiores a partir de una materia 
prima sostenible. 

DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 10 

La presente invención proporciona una célula que se ha modificado genéticamente para producir al menos un alcohol 
superior a partir de una fuente de carbono simple. En particular, la célula puede ser capaz de convertir CO y/o CO2 en 
al menos un alcohol superior. A saber, la célula puede estar modificada genéticamente para expresar una butiril-CoA: 
acetato CoA transferasa (cat3) (E8,) con un nivel de expresión superior con relación a la célula silvestre. Esto es 
ventajoso ya que se puede usar una sola célula para producir un alcohol superior a partir de fuentes no basadas en 15 
petróleo. Además, usar la célula recombinante hace más eficaz el método para producir alcoholes superiores. 
 
Según un aspecto de la presente invención, se proporciona una célula microbiana acetogénica que es capaz de 
producir al menos un alcohol superior a partir de una fuente de carbono, en donde la célula microbiana acetogénica 
está modificada genéticamente para comprender una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de al 20 
menos una enzima, E8, butiril-CoA: acetato CoA transferasa (cat3). 
 
La expresión "silvestre", según se usa en la presente junto con una célula o microorganismo, puede indicar una célula 
con una constitución genómica que está en una forma como la observada en la naturaleza. El término puede ser 
aplicable tanto para la célula entera como para genes individuales. Así, el término 'silvestre' también puede incluir 25 
células que se han modificado genéticamente en otros aspectos (es decir con respecto a uno o más genes) pero no 
en relación con los genes de interés. Por lo tanto, el término "silvestre" no incluye tales células o tales genes en los 
que las secuencias génicas hayan sido alteradas al menos parcialmente por el hombre usando métodos 
recombinantes. Una célula silvestre según cualquier aspecto de la presente invención puede referirse así a una célula 
que no tiene mutación genética con respecto a todo el genoma y/o un gen particular. Por lo tanto, en un ejemplo, una 30 
célula silvestre con respecto a la enzima E8 se puede referir a una célula que tiene la expresión natural/no alterada de 
la enzima E8 en la célula. La célula silvestre con respecto a la enzima E2, E3, E4, E5, E6, E7, E9, E10, E11, E12, etc. se 
puede interpretar del mismo modo y se puede referir a una célula que tenga la expresión natural/no alterada de la 
enzima E2, E3, E4, E5, E6, E7, E9, E10, E11, E12, etc. respectivamente, en la célula. 
 35 
Un experto sería capaz de usar cualquier método conocido en la técnica para modificar genéticamente una célula o 
un microorganismo. Según cualquier aspecto de la presente invención, la célula genéticamente modificada puede 
estar genéticamente modificada de modo que en un intervalo de tiempo definido, en 2 horas, en particular en 8 horas 
o 24 horas, forme al menos dos veces, especialmente al menos 10 veces, al menos 100 veces, al menos 1000 veces 
o al menos 10000 veces más alcohol superior que la célula silvestre. El incremento en la formación de producto se 40 
puede determinar, por ejemplo, al cultivar la célula según cualquier aspecto de la presente invención y la célula 
silvestre cada una separadamente bajo las mismas condiciones (misma densidad celular, mismo medio nutriente, 
mismas condiciones de cultivo) durante un intervalo de tiempo especificado en un medio nutriente adecuado y a 
continuación determinar la cantidad de producto elegido (alcohol superior, p. ej. butanol) en el medio nutriente. 
 45 
La célula o el microorganismo genéticamente modificado puede ser genéticamente diferente de la célula o el 
microorganismo silvestre. La diferencia genética entre el microorganismo genéticamente modificado según cualquier 
aspecto de la presente invención y el microorganismo silvestre puede estar en la presencia de un gen completo, un 
aminoácido, un nucleótido, etc., en el microorganismo genéticamente modificado que puede estar ausente en el 
microorganismo silvestre. En un ejemplo, el microorganismo genéticamente modificado según cualquier aspecto de la 50 
presente invención puede comprender enzimas que permitan que el microorganismo produzca alcoholes superiores. 
El microorganismo silvestre con relación al microorganismo genéticamente modificado de la presente invención puede 
no tener ninguna actividad o tener una actividad no detectable de las enzimas que permiten que el microorganismo 
genéticamente modificado produzca el al menos un alcohol superior. Según se usa en la presente, el término 
'microorganismo genéticamente modificado' se puede usar intercambiablemente con el término 'célula genéticamente 55 
modificada'. La modificación genética según cualquier aspecto de la presente invención se lleva a cabo sobre la célula 
del microorganismo. 
 
Según un aspecto de la presente invención, se proporciona una célula microbiana acetogénica que es capaz de 
producir al menos un alcohol superior a partir de una fuente de carbono, en donde la célula microbiana acetogénica 60 
está genéticamente modificada para comprender una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de al 
menos una enzima, E8, butiril-CoA: acetato CoA transferasa (cat3), y en donde el alcohol superior comprende la 
fórmula I posterior y tiene de 4 a 10 átomos de carbono  
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R= H, CH3, 

n=1- 6 

y en donde el incremento en la actividad enzimática se consigue mediante 

- una expresión de una enzima E8 heteróloga, 5 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa la enzima E8, 

- una expresión de la enzima E8 con un promotor heterólogo, o 

- sus combinaciones. 

La expresión "silvestre", según se usa en la presente junto con una célula o microorganismo, puede indicar una célula 
con una constitución genómica que está en una forma como la observada en la naturaleza. El término puede ser 10 
aplicable tanto para la célula entera como para genes individuales. Así, término 'silvestre' también puede incluir células 
que se han modificado genéticamente en otros aspectos (es decir con respecto a uno o más genes) pero no en relación 
con los genes de interés. Por lo tanto, el término "silvestre" no incluye tales células o tales genes en los que las 
secuencias génicas hayan sido alteradas al menos parcialmente por el hombre usando métodos recombinantes. Una 
célula silvestre según cualquier aspecto de la presente invención puede referirse así a una célula que no tiene mutación 15 
genética con respecto a todo el genoma y/o un gen particular. Por lo tanto, en un ejemplo, una célula silvestre con 
respecto a la enzima E8 se puede referir a una célula que tiene la expresión natural/no alterada de la enzima E8 en la 
célula. La célula silvestre con respecto a la enzima E2, E3, E4, E5, E6, E7, E9, E10, E11, E12, etc. se puede interpretar del 
mismo modo y se puede referir a una célula que tenga la expresión natural/no alterada de la enzima E2, E3, E4, E5, E6, 
E7, E9, E10, E11, E12, etc. respectivamente, en la célula. 20 
 
Un experto sería capaz de usar cualquier método conocido en la técnica para modificar genéticamente una célula o 
un microorganismo. Según cualquier aspecto de la presente invención, la célula genéticamente modificada puede 
estar genéticamente modificada de modo que en un intervalo de tiempo definido, en 2 horas, en particular en 8 horas 
o 24 horas, forme al menos dos veces, especialmente al menos 10 veces, al menos 100 veces, al menos 1000 veces 25 
o al menos 10000 veces más alcohol superior que la célula silvestre. El incremento en la formación de producto se 
puede determinar, por ejemplo, al cultivar la célula según cualquier aspecto de la presente invención y la célula 
silvestre cada una separadamente bajo las mismas condiciones (misma densidad celular, mismo medio nutriente, 
mismas condiciones de cultivo) durante un intervalo de tiempo especificado en un medio nutriente adecuado y a 
continuación determinar la cantidad de producto elegido (alcohol superior, p. ej. butanol) en el medio nutriente. 30 
 
La célula o el microorganismo genéticamente modificado puede ser genéticamente diferente de la célula o el 
microorganismo silvestre. La diferencia genética entre el microorganismo genéticamente modificado según cualquier 
aspecto de la presente invención y el microorganismo silvestre puede estar en la presencia de un gen completo, un 
aminoácido, un nucleótido, etc., en el microorganismo genéticamente modificado que puede estar ausente en el 35 
microorganismo silvestre. En un ejemplo, el microorganismo genéticamente modificado según cualquier aspecto de la 
presente invención puede comprender enzimas que permitan que el microorganismo produzca alcoholes superiores. 
El microorganismo silvestre con relación al microorganismo genéticamente modificado de la presente invención puede 
no tener ninguna actividad o tener una actividad no detectable de las enzimas que permiten que el microorganismo 
genéticamente modificado produzca el al menos un alcohol superior. Según se usa en la presente, se puede usar el 40 
término 'microorganismo genéticamente modificado' 
 
Las células según cualquier aspecto de la presente invención se transforman genéticamente según cualquier método 
conocido en la técnica. En particular, las células se pueden producir según el método divulgado en el documento 
WO/2009/077461. 45 
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La expresión 'la célula genéticamente modificada tiene una actividad incrementada, en comparación con su tipo 
silvestre, en enzimas', según se usa en la presente, se refiere a que la actividad de la enzima respectiva se incrementa 
en un factor de al menos 2, en particular de al menos 10, más en particular de al menos 100, aún más en particular 
de al menos 1000 y todavía más en particular de al menos 10000. 
 5 
La expresión "actividad incrementada de enzima", según se usa en la presente, se debe entender como actividad 
intracelular incrementada. Básicamente, un incremento en la actividad enzimática se puede conseguir al incrementar 
el número de copias de la secuencia génica o las secuencias génicas que codifican la enzima, usar un promotor fuerte 
o emplear un gen o alelo que codifica una enzima correspondiente con actividad incrementada y opcionalmente al 
combinar estas medidas. Las células genéticamente modificadas usadas en el método según la invención se 10 
producen, por ejemplo, mediante transformación, transducción, conjugación o una combinación de estos métodos con 
un vector que contiene el gen deseado, un alelo de este gen o sus partes y un vector que haga posible la expresión 
del gen. La expresión heteróloga se consigue en particular mediante la integración del gen o de los alelos en el 
cromosoma de la célula o un vector que se replica extracromosómicamente. Por ejemplo, una célula con un incremento 
en la expresión de una enzima tal como enzima E8 con relación a una célula silvestre se puede referir a una célula 15 
que puede comprender:  

- una expresión de una enzima E8 heteróloga, 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa la enzima E8, 

- una expresión de la enzima E8 con un promotor heterólogo, o 

- sus combinaciones. 20 

Un experto puede ser capaz de medir la actividad de cada una de estas enzimas usando métodos conocidos en la 
técnica. La expresión de las enzimas o los genes según cualquier aspecto de la presente invención se puede detectar 
en un gel con la ayuda de separación uni- o bidimensional de proteínas en gel y la posterior identificación visual de la 
concentración de proteínas usando un software de evaluación adecuado. Cuando el incremento en una actividad 
enzimática se basa exclusivamente en un incremento en la expresión del gen en cuestión, la cuantificación del 25 
incremento en la actividad enzimática se puede determinar de un modo simple al comparar las separaciones uni- o 
bidimensionales de proteínas entre la célula silvestre y la genéticamente modificada. Un método convencional para 
preparar los geles para proteínas en bacterias corineformes y para identificar las proteínas es el procedimiento descrito 
por Hermann y cols. (Electrophoresis, 22: 1712.23 (2001)). La concentración de proteínas también se puede analizar 
mediante hibridación por transferencia Western usando un anticuerpo que sea específico para la proteína que se vaya 30 
a detectar (Sambrook y cols., Molecular Cloning: a laboratory manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, N.Y. EE. UU. de A., 1989) seguido por evaluación visual con un software adecuado para 
determinar la concentración (Lohaus y Meyer (1989) Biospektrum, 5: 32-39; Lottspeich (1999), Angewandte Chemie 
111: 2630-2647). La actividad de proteínas que se unen a ADN se puede medir por medio de ensayos de 
desplazamiento de bandas de ADN (también denominados retardo en gel) (Wilson y cols. (2001) Journal of 35 
Bacteriology, 183: 2151-2155). El efecto de las proteínas que se unen a ADN sobre la expresión de otros genes se 
puede detectar mediante diversos métodos descritos extensamente del ensayo del gen indicador (Sambrook y cols., 
Molecular Cloning: a laboratory manual, 2ª Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. EE. 
UU. de A., 1989). Las actividades enzimáticas intracelulares se pueden detectar mediante diversos métodos que se 
han descrito (Donahue y cols. (2000) Journal of Bacteriology 182 (19): 5624-5627; Ray y cols. (2000) Journal of 40 
Bacteriology 182 (8): 2277-2284; Freedberg y cols. (1973) Journal of Bacteriology 115 (3): 816-823). En caso de que 
no se detallen en lo que sigue métodos específicos para determinar la actividad de una enzima particular, la 
determinación del incremento en la actividad enzimática, y también la determinación de la reducción en una actividad 
enzimática, se puede llevar a cabo por medio de los métodos descritos en Hermann y cols., Electrophoresis, 22: 1712-
23 (2001), Lohaus y cols., Biospektrum 5 32-39 (1998), Lottspeich, Angewandte Chemie 111: 2630-2647 (1999) y 45 
Wilson y cols. Journal of Bacteriology, 183: 2151-2155 (2001). 
 
El término "bacteria acetogénica", según se usa en la presente, se refiere a un microorganismo que es capaz de 
realizar la ruta de Wood-Ljungdahl y así es capaz de convertir CO, CO2 y/o hidrógeno en acetato. Estos 
microorganismos incluyen microorganismos que en su forma silvestre no tienen la ruta de Wood-Ljungdahl, pero han 50 
adquirido este rasgo como resultado de modificación genética. Estos microorganismos incluyen, pero no se limitan a, 
células de E. coli. Estos microorganismos también se pueden conocer como bacterias carboxidotróficas. Actualmente, 
se conocen en la técnica 21 géneros diferentes de las bacterias acetogénicas (Drake y cols., 2006), y estas pueden 
incluir algunas clostridia (Drake & Kusel, 2005). Estas bacterias son capaces de usar dióxido de carbono o monóxido 
de carbono como una fuente de carbono con hidrógeno como una fuente de energía (Wood, 1991). Además, alcoholes, 55 
aldehídos, ácidos carboxílicos así como numerosas hexosas también se pueden usar como una fuente de carbono 
(Drake y cols., 2004). La ruta reductiva que conduce a la formación de acetato se denomina ruta de acetil-CoA o de 
Wood-Ljungdahl. 
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En particular, las bacterias acetogénicas se pueden seleccionar del grupo que consiste en Acetoanaerobium notera 
(ATCC 35199), Acetonema longum (DSM 6540), Acetobacterium carbinolicum (DSM 2925), Acetobacterium malicum 
(DSM 4132), la especie de Acetobacterium nº 446 (Morinaga y cols., 1990, J. Biotechnol., Vol. 14, p. 187-194), 
Acetobacterium wieringae (DSM 1911), Acetobacterium woodii (DSM 1030), Alkalibaculum bacchi (DSM 22112), 
Archaeoglobus fulgidus (DSM 4304), Blautia producta (DSM 2950, anteriormente Ruminococcus productus, 5 
anteriormente Peptostreptococcus productus), Butyribacterium methylotrophicum (DSM 3468), Clostridium aceticum 
(DSM 1496), Clostridium autoethanogenum (DSM 10061, DSM 19630 y DSM 23693), Clostridium carboxidivorans 
(DSM 15243), Clostridium coskatii (ATCC no. PTA-10522), Clostridium drakei (ATCC BA-623), Clostridium 
formicoaceticum (DSM 92), Clostridium glycolicum (DSM 1288), Clostridium ljungdahlii (DSM 13528), Clostridium 
ljungdahlii C-01 (ATCC 55988), Clostridium ljungdahlii ERI-2 (ATCC 55380), Clostridium ljungdahlii O-52 (ATCC 10 
55989), Clostridium mayombei (DSM 6539), Clostridium methoxybenzovorans (DSM 12182), Clostridium 
neopropionicum sp, Clostridium ragsdalei (DSM 15248), Clostridium scatologenes (DSM 757), especie de Clostridium 
ATCC 29797 (Schmidt y cols., 1986, Chem. Eng. Commun., Vol. 45, p. 61-73), Desulfotomaculum kuznetsovii (DSM 
6115), Desulfotomaculum thermobezoicum subesp. thermosyntrophicum (DSM 14055), Eubacterium limosum (DSM 
20543), Methanosarcina acetivorans C2A (DSM 2834), Moorella sp. HUC22-1 (Sakai y cols., 2004, Biotechnol. Let., 15 
Vol. 29, p. 1607-1612), Moorella thermoacetica (DSM 521, anteriormente Clostridium thermoaceticum), Moorella 
thermoautotrophica (DSM 1974), Oxobacter pfennigii (DSM 322), Sporomusa aerivorans (DSM 13326), Sporomusa 
ovata (DSM 2662), Sporomusa silvacetica (DSM 10669), Sporomusa sphaeroides (DSM 2875), Sporomusa termitida 
(DSM 4440) y Thermoanaerobacter kivui (DSM 2030, anteriormente Acetogenium kivui). 
 20 
En particular, la célula microbiana acetogénica usada según cualquier aspecto de la presente invención se puede 
seleccionar del grupo que consiste en Clostridium ljungdahlii y Clostridium autothenogenum. En un ejemplo, una 
bacteria adecuada puede ser Clostridium ljungdahlii. En particular, se pueden usar cepas seleccionadas del grupo que 
consiste en Clostridium ljungdahlii PETC, Clostridium ljungdahlii ERI2, Clostridium ljungdahlii COL y Clostridium 
ljungdahlii O-52 en la conversión de gas de síntesis en ácido hexanoico. Estas cepas se describen, por ejemplo, en el 25 
documento WO 98/00558, el documento WO 00/68407, ATCC 49587, ATCC 55988 y ATCC 55989. En otro ejemplo, 
la bacteria acetogénica seleccionada puede ser Clostridium autothenogenum. 
 

La enzima, E8, una butiril-CoA: acetato CoA transferasa (cat3), cuya expresión se incrementa en la célula según 
cualquier aspecto de la presente invención, con relación a una célula silvestre, cataliza la siguiente reacción entre 30 
otras: 

        acetato + butiril-CoA ---> acetil-CoA + butirato (CoA-transferasa). 

Esta enzima es especialmente ventajosa en la célula acetogénica según cualquier aspecto de la presente invención 
ya que tiene una amplia especificidad para el sustrato (Stadtman ER (1953). J Biol Chem 203:501-512 y Stadtman ER 
(1953) Fed Proc 12:692-693.) y es capaz de catalizar la conversión de acil CoA para formar al menos un ácido graso 35 
(Seedorf y cols., (2007) PNAS. 105 (6):2128-2133). La producción de al menos un ácido a partir de una fuente de 
carbono que comprende CO y/o CO2 es posible en presencia de la célula acetogénica según cualquier aspecto de la 
presente invención debido a la presencia de enzima, E8. El ácido se puede producir a partir de la fuente de carbono a 
través de producción de acetato donde el acetato se puede usar como el aceptor de CoA. Así, esto puede permitir que 
la célula según cualquier aspecto de la presente invención sea más eficaz y efectiva en la producción de un ácido 40 
graso. 
 
En la mayoría de las células acetogénicas, el butirato no se puede producir naturalmente. La producción de butirato 
se puede introducir en una célula acetogénica al modificar genéticamente una célula para que sea capaz de producir 
ácido butírico a partir de al menos una fuente de carbono que comprende CO y/o CO2. En un ejemplo, células 45 
acetogénicas ya capaces de producir butirato se pueden usar en los aspectos de la presente invención para introducir 
enzima E8 para permitir que la célula produzca al menos un ácido graso a partir de una fuente de carbono que 
comprende CO y/o CO2. Por ejemplo, C. carboxidivorans puede ser una célula como esta. En un ejemplo, la célula 
según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente para que comprenda una 
expresión incrementada con relación a su célula silvestre de al menos una enzima adicional seleccionada del grupo 50 
que consiste en E1 a E7 y E9 a E11, en donde E1 es una alcohol deshidrogenasa (adh), E2 es una acetaldehído 
deshidrogenasa (ald), E3 es una acetoacetil-CoA tiolasa (thl), E4 es una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), E5 
es una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), E6 es una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd), E7 es una subunidad 
flavoproteínica de transferencia electrónica (etf), E9 es una acetato cinasa (ack), E11 es una transhidrogenasa y E12 es 
una trans-2-enoil-CoA reductasa (TER) o crotonil-CoA reductasa (ccr). La célula también puede comprender una 55 
expresión incrementada con relación a la célula silvestre de E10, fosfotransacetilasa (pta), 
 
En particular, la actividad de las enzimas E1 y E2 se puede medir usando los ensayos mostrados al menos en Hillmer 
P., 1972, Lurz R., 1979; la actividad de la enzima E2 también se puede medir usando el ensayo mostrado en Smith 
L.T., 1980; la actividad de las enzimas E3 y E4 se puede medir usando los ensayos mostrados al menos en Sliwkowski 60 
M.X., 1984; la actividad de E4 también se puede medir usando el ensayo mostrado en Madan, V.K., 1972; la actividad 
de E5 también se puede medir usando el ensayo mostrado en Bartsch, R.G., 1961; la actividad de las enzimas E6 y E7 
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se puede medir usando el ensayo mostrado en Li, F., 2008; la actividad de E7 también se puede medir usando el 
ensayo mostrado en Chowdhury, 2013; la actividad de E8 se puede medir usando el ensayo mostrado en Stadman, 
1953. En otro ejemplo, la actividad de E8 se puede medir usando el ensayo mostrado en Barker, H. A., 1955. Methods 
Enzymol. 1:599-600; la actividad de E9 se puede medir usando el ensayo mostrado en Winzer, K., 1997; la actividad 
de E10 se puede medir usando el ensayo mostrado en Smith L.T., 1976; y la actividad de E11 se puede medir usando 5 
el ensayo mostrado en Wang S, 2010. E12 se puede medir usando el ensayo para la actividad de TER mostrado en 
Inui y cols. (1984) Eur. J. Biochem.142, 121-126 y/o Seubert y cols. (1968) Biochim. Biophys. Acta 164, 498-517 y/o 
Hoffmeister, M. (2005), J. Biol. Chem., 280 (6), 4329-4338. 
 
Estos métodos entre otros conocidos en la técnica pueden ser usados por un experto para confirmar el incremento en 10 
la expresión y/o la actividad enzimática con relación a una célula silvestre. 
 
En un ejemplo, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente para que 
comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de todas las enzimas siguientes E3 una 
acetoacetil-CoA tiolasa (thl), E4 una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), E5 una 3-hidroxibutiril-CoA 15 
deshidratasa (crt) y E6 una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd). En otro ejemplo, la expresión de E7 una subunidad 
flavoproteínica de transferencia electrónica (etf) también se puede incrementar con relación a la célula silvestre. Así, 
la célula según cualquier aspecto de la presente invención puede tener una expresión incrementada con relación a la 
célula silvestre de las enzimas E3-E6 y E8. En otro ejemplo, la célula según cualquier aspecto de la presente invención 
puede tener una expresión incrementada con relación a la célula silvestre de las enzimas E3-E8. 20 
 
En la mayoría de las células acetogénicas, el butirato no se puede producir naturalmente. La producción de butirato 
se puede introducir en un célula acetogénica al modificar genéticamente una célula para que sea capaz de producir 
ácido butírico a partir de al menos una fuente de carbono que comprende CO y/o CO2. En un ejemplo, células 
acetogénicas ya capaces de producir butirato se pueden usar en los aspectos de la presente invención para introducir 25 
la enzima E8 para permitir que la célula produzca al menos un ácido graso a partir de una fuente de carbono que 
comprende CO y/o CO2. Por ejemplo, C. carboxidivorans puede ser una célula como esta. 
 
En un ejemplo, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente para que 
comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de al menos una enzima adicional 30 
seleccionada del grupo que consiste en E1 a E7 y E9 a E11, en donde E1 es una alcohol deshidrogenasa (adh), E2 es 
una acetaldehído deshidrogenasa (ald), E3 es una acetoacetil-CoA tiolasa (thl), E4 es una 3-hidroxibutiril-CoA 
deshidrogenasa (hbd), E5 es una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), E6 es una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd), 
E7 es una subunidad flavoproteínica de transferencia electrónica (etf), E9 es una acetato cinasa (ack), E11 es una 
transhidrogenasa y E12 es una trans-2-enoil-CoA reductasa (TER) o crotonil-CoA reductasa (ccr) y en donde el 35 
incremento en la actividad enzimática de una cualquiera de las enzimas E1 a E7 y E9, E11 y E12 se consigue mediante  

- una expresión de una enzima heteróloga de una cualquiera de las enzimas E1 a E7 y E9, E11 y E12, 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E1 a E7 y E9, E11 y E12 

- una expresión de una cualquiera de las enzimas E1 a E7 y E9, E11 y E12 con un promotor heterólogo, o 

- sus combinaciones. 40 

La célula también puede comprender una expresión incrementada con relación a la célula silvestre de E10, 
fosfotransacetilasa (pta), 
 
En particular, la actividad de las enzimas E1 y E2 se puede medir usando los ensayos mostrados al menos en Hillmer 
P., 1972, Lurz R., 1979; la actividad de la enzima E2 también se puede medir usando el ensayo mostrado en Smith 45 
L.T., 1980; la actividad de las enzimas E3 y E4 se puede medir usando los ensayos mostrados al menos en Sliwkowski 
M.X., 1984; la actividad de E4 también se puede medir usando el ensayo mostrado en Madan, V.K., 1972; la actividad 
de E5 también se puede medir usando el ensayo mostrado en Bartsch, R.G., 1961; la actividad de las enzimas E6 y E7 
se puede medir usando el ensayo mostrado en Li, F., 2008; la actividad de E7 también se puede medir usando el 
ensayo mostrado en Chowdhury, 2013; la actividad de E8 se puede medir usando el ensayo mostrado en Stadman, 50 
1953. En otro ejemplo, la actividad de E8 se puede medir usando el ensayo mostrado en Barker, H. A., 1955. Methods 
Enzymol. 1:599-600; la actividad de E9 se puede medir usando el ensayo mostrado en Winzer, K., 1997; la actividad 
de E10 se puede medir usando el ensayo mostrado en Smith L.T., 1976; y la actividad de E11 se puede medir usando 
el ensayo mostrado en Wang S, 2010. E12 se puede medir usando el ensayo para la actividad de TER mostrado en 
Inui y cols. (1984) Eur. J. Biochem.142, 121-126 y/o Seubert y cols. (1968) Biochim. Biophys. Acta 164, 498-517 y/o 55 
Hoffmeister, M. (2005), J. Biol. Chem., 280 (6), 4329-4338. 
 
Estos métodos entre otros conocidos en la técnica pueden ser usados por un experto para confirmar el incremento en 
la expresión y/o la actividad enzimática con relación a una célula silvestre. 
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En un ejemplo, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente para que 
comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de todas las enzimas siguientes E3 una 
acetoacetil-CoA tiolasa (thl), E4 una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), E5 una 3-hidroxibutiril-CoA 
deshidratasa (crt) y E6 una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd) En otro 5 
 
En otro ejemplo, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente para 
que comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de las enzimas E3, una acetoacetil-CoA 
tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), E5, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), E6, una 
butiril-CoA deshidrogenasa (bcd), y E8. En un ejemplo, E3 puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:2, E4 puede 10 
comprender la secuencia de SEQ ID NO:3, E5 puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 4, E6, puede 
comprender la secuencia de SEQ ID NO: 5. 
 
En un ejemplo adicional, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente 
para que comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de las enzimas E3, una acetoacetil-15 
CoA tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), E5, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), y 
E8. En un ejemplo, E3 puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:2, E4 puede comprender la secuencia de SEQ 
ID NO:3, E5 puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 4, y E6, puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 
5. 
 20 
En otro ejemplo, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente 
adicionalmente para que comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de las enzimas E1, 
una alcohol deshidrogenasa (adh), y la enzima E12, trans-2-enoil-CoA reductasa o crotonil-CoA reductasa (TER). En 
particular, E1 puede ser una butirato-deshidrogenasa procedente de C. acetobutylicum o E. coli. Más en particular, la 
butanol-deshidrogenasa procedente de C. acetobutylicum puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:18 y la 25 
butanol-deshidrogenasa procedente de E. coli puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 19. Más en particular, 
la enzima E12 en la célula se puede seleccionar del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 14, 15 y 16. 
 
La célula también puede comprender E7 una subunidad flavoproteínica de transferencia electrónica (etf). Más en 
particular, E7 puede ser etfB y etfA procedente de C. acetobutylicum. Aún más en particular, E7 puede comprender la 30 
secuencia de SEQ ID NOs:10 y 11. 
 
En un ejemplo, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente 
adicionalmente para que comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de la enzima E6, 
una butirato-deshidrogenasa. En particular, E6 puede proceder de C. kluyveri y/o puede comprender la secuencia de 35 
SEQ ID NO:7. La célula también puede comprender una expresión incrementada con relación a la célula silvestre de 
una proteína de transferencia electrónica (E7). En particular, E7 puede comprender la secuencia de SEQ ID NOs: 12 y 
13. La célula también puede comprender una expresión incrementada con relación a la célula silvestre de trans-2-
enoil-CoA reductasa (TER) (E12). En particular, la TER puede proceder de Treponema denticola, Euglena gracilis o 
Caenorhabditis elegans. Aún más en particular, E12 puede ser una TER seleccionada del grupo que consiste en SEQ 40 
ID NOs: 14, 15 y 16. En otro ejemplo, E12 puede ser una crotonil-CoA reductasa (ccr). En particular, la ccr puede 
proceder de Streptomyces collinus. Más en particular, la enzima E12 puede ser una ccr que comprende la secuencia 
de SEQ ID NO: 17. 
 
ejemplo, la expresión de E7 una subunidad flavoproteínica de transferencia electrónica (etf) también se puede 45 
incrementar con relación a la célula silvestre, en donde el incremento en la actividad enzimática se consigue mediante  

- una expresión de una enzima heteróloga E7, 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa la enzima E7, 

- una expresión de la enzima E7 con un promotor heterólogo, o 

sus combinaciones. Así, la célula según cualquier aspecto de la presente invención puede tener una expresión 50 
incrementada con relación a la célula silvestre de las enzimas E3-E6 y E8, y en donde el incremento en la actividad 
enzimática de una cualquiera de las enzimas E3 a E6 se consigue mediante 

- una expresión de una enzima heteróloga de una cualquiera de las enzimas E3 a E6, 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E3 a E6, 

- una expresión de una cualquiera de las enzimas E3 a E6 con un promotor heterólogo, o 55 

E16822416
26-06-2020ES 2 803 208 T3

 



9 

- sus combinaciones. En otro ejemplo, la célula según cualquier aspecto de la presente invención puede tener una 
expresión incrementada con relación a la célula silvestre de las enzimas E3-E8. 

En otro ejemplo, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente para 
que comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de las enzimas E3, una acetoacetil- CoA 
tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), E5, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), E6, una 5 
butiril-CoA deshidrogenasa (bcd) y E8. En un ejemplo, E3 puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:2, E4 puede 
comprender la secuencia de SEQ ID NO:3, E5 puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 4, E6 puede comprender 
la secuencia de SEQ ID NO: 5. 
 
En un ejemplo adicional, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente 10 
para que comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de las enzimas E3, una acetoacetil-
CoA tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), E5, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), y 
E8, y en donde el incremento en la actividad enzimática de una cualquiera de las enzimas E3 a E5 se consigue mediante  

- una expresión de una enzima heteróloga de una cualquiera de las enzimas E3 a E5, 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E3 a E5, 15 

- una expresión de una cualquiera de las enzimas E3 a E5 con un promotor heterólogo, o 

sus combinaciones. En un ejemplo, E3 puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:2, E4 puede comprender la 
secuencia de SEQ ID NO:3, E5 puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 4, y E6 puede comprender la secuencia 
de SEQ ID NO: 5. 

En otro ejemplo, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente 20 
adicionalmente para que comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de las enzimas E1, 
una alcohol deshidrogenasa (adh), y la enzima E12, trans-2-enoil-CoA reductasa o crotonil-CoA reductasa (TER), y en 
donde el incremento en la actividad enzimática de una cualquiera de las enzimas E1 y E12 se consigue mediante  

- una expresión de una enzima heteróloga de una cualquiera de las enzimas E1 y E12, 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E1 y E12, 25 

- una expresión de una cualquiera de las enzimas E1 y E12 con un promotor heterólogo, o 

sus combinaciones. En particular, E1 puede ser una butirato-deshidrogenasa procedente de C. acetobutylicum o E. 
coli. Más en particular, la butanol-deshidrogenasa procedente de C. acetobutylicum puede comprender la secuencia 
de SEQ ID NO:18 y la butanol-deshidrogenasa procedente de E. coli puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 
19. Más en particular, la enzima E12 en la célula se puede seleccionar del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 14, 15 30 
y 16. 

La célula también puede comprender E7 una subunidad flavoproteínica de transferencia electrónica (etf). Más en 
particular, E7 puede ser etfB y etfA procedente de C. acetobutylicum. Aún más en particular, E7 puede comprender la 
secuencia de SEQ ID NOs:10 y 11. 
 35 
En un ejemplo, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente 
adicionalmente para que comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de la enzima E6, 
una butirato-deshidrogenasa. En particular, E6 puede proceder de C. kluyveri y/o puede comprender la secuencia de 
SEQ ID NO:7. La célula también puede comprender una expresión incrementada con relación a la célula silvestre de 
una proteína de transferencia electrónica (E7). En particular, E7 puede comprender la secuencia de SEQ ID NOs: 12 y 40 
13. La célula también puede comprender una expresión incrementada con relación a la célula silvestre En un ejemplo 
adicional, la célula según cualquier aspecto de la presente invención se puede modificar genéticamente 
adicionalmente para que comprenda una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de la enzima E6, 
una butirato-deshidrogenasa. En particular, E6 puede proceder de C. kluyveri y/o puede comprender la secuencia de 
SEQ ID NO:5. La célula también puede comprender una expresión incrementada con relación a la célula silvestre de 45 
una proteína de transferencia electrónica (E7). En particular, E7 puede comprender la secuencia de SEQ ID NOs: 8 y 
9. La célula también puede comprender una expresión incrementada con relación a la célula silvestre del promotor y/o 
terminador de fosfotransacetilasa (pta). 
 
En particular, la célula según cualquier aspecto de la presente invención puede comprender una expresión 50 
incrementada con relación a la célula silvestre de las siguientes enzimas E3E8, E4E8, E5E8, E6E8, E7E8, E3E4E8, E3E5E8, 
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E3E6E8, E3E7E8, E4E5E8, E4E6E8, E4E7E8, E5E6E8, E5E7E8, E3E4E5E8, E3E4E6E8, E3E4E7E8, E4E5E6E8, E4E5E7E8, 
E5E6E7E8, E3E4E5E6E8, E3E4E5E7E8, E4E5E6E7E8, E3E4E5E6E7E8, E3E8E12, E4E8E12, E5E8E12, E6E8E12, E7E8E12, 
E3E4E8E12, E3E5E8E12, E3E6E8E12, E3E7E8E12, E4E5E8E12, E4E6E8E12, E4E7E8E12, E5E6E8E12, E5E7E8E12, E3E4E5E8E12, 
E3E4E6E8E12, E3E4E7E8E12, E4E5E6E8E12, E4E5E7E8E12, E5E6E7E8E12, E3E4E5E6E8E12, E3E4E5E7E8E12, E4E5E6E7E8E12, 
E3E4E5E6E7E8E12, E3E8E1, E4E8E1, E5E8E1, E6E8E1, E7E8E1, E3E4E8E1, E3E5E8E1, E3E6E8E1, E3E7E8E1, E4E5E8E1, 5 
E4E6E8E1, E4E7E8E1, E5E6E8E1, E5E7E8E1, E3E4E5E8E1, E3E4E6E8E1, E3E4E7E8E1, E4E5E6E8E1, E4E5E7E8E1, 
E5E6E7E8E1, E3E4E5E6E8E1, E3E4E5E7E8E1, E4E5E6E7E8E1, E3E4E5E6E7E8E1, E3E8E12E1, E4E8E12E1, E5E8E12E1, 
E6E8E12E1, E7E8E12E1, E3E4E8E12E1, E3E5E8E12E1, E3E6E8E12E1, E3E7E8E12E1, E4E5E8E12E1, E4E6E8E12E1, 
E4E7E8E12E1, E5E6E8E12E1, E5E7E8E12E1, E3E4E5E8E12E1, E3E4E6E8E12E1, E3E4E7E8E12E1, E4E5E6E8E12E1, 
E4E5E7E8E12E1, E5E6E7E8E12E1, E3E4E5E6E8E12E1, E3E4E5E7E8E12E1, E4E5E6E7E8E12E1, E3E4E5E6E7E8E12E1, x y 10 
similares. 
 
En particular, E8 se puede seleccionar del grupo que consiste en butiril-CoA: acetato CoA transferasa, succinil-
CoA:coenzima A transferasa, 4-hidroxibutiril-CoA: coenzima A transferasa y similares. Más en particular, E8 puede 
comprender una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en 15 
CKL_3595, CKL_3016, CKL_3018 y similares. Más en particular, E8 puede comprender un polipéptido con una 
identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 o 100% con un polipéptido 
seleccionado del grupo que consiste en CKL_3595, CKL_3016 y CKL_3018. E8 puede comprender una secuencia de 
aminoácidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1. En 
particular, E8 puede proceder de Clostridium kluyveri o Clostridium carboxidivorans. Más en particular, E8 puede 20 
proceder de Clostridium kluyveri. Aún más en particular, E8 puede proceder de la cepa de Clostridium kluyveri ATCC 
8527. 
 
En particular, E1 se puede seleccionar del grupo que consiste en alcohol deshidrogenasa 1, alcohol deshidrogenasa 
2, alcohol deshidrogenasa 3, alcohol deshidrogenasa B y sus combinaciones. Más en particular, E1 puede comprender 25 
una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_1075, 
CKL_1077, CKL_1078, CKL_1067, CKL_2967, CKL_2978, CKL_3000, CKL_3425 y CKL_2065. Aún más en particular, 
E1 puede comprender un polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 
94, 95, 98 o 100% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_1075, CKL_1077, CKL_1078 y 
CKL_1067. E1 puede comprender una secuencia de aminoácidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 30 
100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19. En particular, E1 se puede seleccionar del 
grupo que consiste en C. acetobutylicum y E. coli. 
 
En particular, E2 se puede seleccionar del grupo que consiste en acetaldehído deshidrogenasa 1, alcohol 
deshidrogenasa 2 y sus combinaciones. En particular, E2 puede comprender una identidad de secuencia de al menos 35 
50% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_1074, CKL_1076 y similares. Más en particular, 
E2 puede comprender un polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 
94, 95, 98 o 100% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_1074 y CKL_1076. 
 
E3 se puede seleccionar del grupo que consiste en acetoacetil-CoA tiolasa A1, acetoacetil-CoA tiolasa A2, acetoacetil-40 
CoA tiolasa A3 y sus combinaciones. En particular, E3 puede comprender una identidad de secuencia de al menos 
50% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_3696, CKL_3697, CKL_3698 y similares. Más 
en particular, E3 puede comprender un polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 
85, 90, 91, 94, 95, 98 o 100% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_3696, CKL_3697 y 
CKL_3698. Más en particular, E3 puede comprender una secuencia de aminoácidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 45 
80, 85, 90, 95 o 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2. En particular, E3 puede proceder de C. 
acetobutylicum. 
 
E4 puede ser 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa 1, 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa 2 y similares. En particular, 
E4 puede comprender una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido CKL_0458, CKL_2795 y 50 
similares. Más en particular, E4 puede comprender un polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 
65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 o 100% con el polipéptido CKL_0458 o CKL_2795. Más en particular, E4 puede 
comprender una secuencia de aminoácidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100% de identidad de 
secuencia con SEQ ID NO: 3. En particular, E4 puede proceder de Clostridium kluyveri. 
 55 
E5 puede ser 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa 1, 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa 2 y sus combinaciones. En 
particular, E5 puede comprender una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido seleccionado del 
grupo que consiste en CKL_0454, CKL_2527 y similares. Más en particular, E5 puede comprender un polipéptido con 
una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 o 100% con un polipéptido 
seleccionado del grupo que consiste en CKL_0454 y CKL_2527. Más en particular, E5 puede comprender una 60 
secuencia de aminoácidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100% de identidad de secuencia con SEQ 
ID NO: 4. En particular, E5 puede proceder de Clostridium kluyveri. 
 
E6 se puede seleccionar del grupo que consiste en butiril-CoA deshidrogenasa 1, butiril-CoA deshidrogenasa 2 y 
similares. En particular, E6 puede comprender una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido 65 
seleccionado del grupo que consiste en CKL_0455, CKL_0633 y similares. Más en particular, E6 puede comprender 
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un polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 o 100% con 
un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_0455 y CKL_0633. Más en particular, E6 puede 
comprender una secuencia de aminoácidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100% de identidad de 
secuencia con SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:6 o SEQ ID NO: 7. En particular, E6 se puede seleccionar del grupo que 
consiste en Clostridium kluyveri y C. acetobutylicum. 5 
 
E7 se puede seleccionar del grupo que consiste en la subunidad 1 de flavoproteína alfa de transferencia electrónica, 
la subunidad 2 de flavoproteína alfa de transferencia electrónica, la subunidad 1 de flavoproteína beta de transferencia 
electrónica y la subunidad 2 de flavoproteína beta de transferencia electrónica. En particular, E7 puede comprender 
una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_3516, 10 
CKL_3517, CKL_0456, CKL_0457 y similares. Más en particular, E7 puede comprender un polipéptido con una 
identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 o 100% con un polipéptido 
seleccionado del grupo que consiste en CKL_3516, CKL_3517, CKL_0456 y CKL_0457. Más en particular, E7 puede 
comprender una secuencia de aminoácidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100% de identidad de 
secuencia con SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11. SEQ ID NO:12 o SEQ ID NO: 13. En 15 
particular, E7 se puede seleccionar del grupo que consiste en Clostridium kluyveri, y C. acetobutylicum. 
 
E9 puede ser una acetato cinasa A (ack A). En particular, E9 puede comprender una identidad de secuencia de al 
menos 50% con una secuencia polipeptídica de CKL_1391 y similares. Más en particular, E9 puede comprender un 
polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 o 100% con un 20 
polipéptido de CKL_1391. 
 
E10 puede ser fosfotransacetilasa (pta). En particular, E10 puede comprender una identidad de secuencia de al menos 
50% con una secuencia polipeptídica de CKL_1390 y similares. Más en particular, E10 puede comprender un 
polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 o 100% con un 25 
polipéptido de CKL_1390. En particular, E10 se puede seleccionar de C. acetobutylicum. 
 
E11 puede ser una tranhidrogenasa. En particular, E11 puede ser la transhidrogenasa divulgada en Hatefi, Y., (1977) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (3). 846-850 y/o Anderlund M. (1999), Appl Environ Microbiol., 65(6): 2333-2340 
 30 
E12 puede comprender una secuencia de aminoácidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100% de 
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO: 17. En particular, E12 se 
puede seleccionar del grupo que consiste en Treponema denticola, Euglena gracilis, Caenorhabditis elegans y 
Streptomyces collinus. 
 35 
A lo largo de esta solicitud, cualquier código de bases de datos, a menos que se especifique lo contrario, se refiere a 
una secuencia disponible de las bases de datos del NCBI, más específicamente la versión en línea de 12 de junio de 
2014, y comprende, si esta secuencia es una secuencia nucleotídica, la secuencia polipeptídica obtenida al traducir la 
primera. 
 40 
Según otro aspecto de la presente invención, se proporciona un método para producir un alcohol superior, 
comprendiendo el método  
 
- poner en contacto una célula microbiana recombinante según cualquier aspecto de la presente invención con un 
medio que comprende una fuente de carbono. 45 
 
El término "poner en contacto", según se usa en la presente, significa llevar a cabo un contacto directo entre la célula 
según cualquier aspecto de la presente invención y el medio que comprende la fuente de carbono. Por ejemplo, la 
célula y el medio que comprende la fuente de carbono pueden estar en diferentes compartimentos. En particular, la 
fuente de carbono puede estar en estado gaseoso y añadirse al medio que comprende las células según cualquier 50 
aspecto de la presente invención. 
 
El término "acetato", según se usa en la presente, se refiere tanto a ácido acético como a sus sales, que resultan 
inevitablemente, debido, como se sabe en la técnica, los microorganismos trabajan en un ambiente acuoso y siempre 
existe un equilibrio entre la sal y el ácido presentes. 55 
 
El término 'aproximadamente', según se usa en la presente, se refiere a una variación dentro del 20 por ciento. En 
particular, el término "aproximadamente", según se usa en la presente, se refiere a +/- 20%, más en particular, +/-
10%, aún más en particular, +/- 5% de una medida o valor dados. 
Todos los porcentajes (%), a menos que se especifique otra cosa, son porcentaje en volumen. 60 
 
La fuente de carbono usada según cualquier aspecto de la presente invención puede ser cualquier fuente de carbono 
conocida en la técnica. En particular, la fuente de carbono se puede seleccionar del grupo que consiste en 
carbohidratos tales como, por ejemplo, glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melazas, almidón y celulosa. En 
un ejemplo, se pueden usar como una fuente de carbono hidrocarburos tales como metano, aminoácidos tales como 65 
L-glutamato o L-valina o ácidos orgánicos tales como, por ejemplo, ácido acético. Estas sustancias se pueden usar 
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individualmente o como una mezcla. Se prefiere especialmente emplear carbohidratos, en particular monosacáridos, 
oligosacáridos o polisacáridos, según se describe en la Pat. EE. UU. Nº 601.494 y la Pat. EE. UU. Nº 6.136.576, o 
azúcares C5, o glicerol. En un ejemplo, la fuente de carbono puede comprender dióxido de carbono y/o monóxido de 
carbono. Un experto entenderá que existen muchas posibles fuentes para el aporte de CO y/o CO2 como una fuente 
de carbono. Se puede observar que, en la práctica, se puede usar como la fuente de carbono según cualquier aspecto 5 
de la presente invención cualquier gas o cualquier mezcla de gases que sea capaz de suministrar a los 
microorganismos suficientes cantidades de carbono, de modo que se puedan formar acetato y/o etanol a partir de la 
fuente de CO y/o CO2. 
 
Generalmente, para el cultivo mixto según cualquier aspecto de la presente invención, la fuente de carbono comprende 10 
al menos 50% en volumen, al menos 70% en volumen, particularmente al menos 90% en volumen de CO y/o CO2, en 
donde los porcentajes en % en volumen se refieren a todas las fuentes de carbono que estén disponibles para el 
primer microorganismo del cultivo mixto. En un ejemplo, la fuente de carbono puede ser una mezcla de gases que 
comprende 5 - 25% en volumen de CO, 25 -35% en volumen de CO2 y 50 - 65 de H2 gaseoso. En otro ejemplo, la 
fuente de carbono puede ser una mezcla de gases que comprende 22% en volumen de CO, 6% en volumen de CO2 15 
y 44% de H2 gaseoso. En un ejemplo adicional, la fuente de carbono puede ser una mezcla de gases que comprende 
33% en volumen de CO2 y 67% de H2 gaseoso. En un particular ejemplo, la fuente de carbono puede ser una mezcla 
de gases que comprende 25% en volumen de CO, 25% en volumen de CO2 y 50% de H2 gaseoso. En el cultivo mixto 
según cualquier aspecto de la presente invención, se puede proporcionar la fuente de material carbonado. Ejemplos 
de fuentes de carbono en formas gaseosas incluyen gases de escape tales como gas de síntesis, gas de combustión 20 
y gases de refinado de petróleo producidos mediante fermentación de levaduras o fermentación clostridiana. Estos 
gases de escape se forman a partir de la gasificación de materiales que contienen celulosa o gasificación de hulla. En 
un ejemplo, estos gases de escape pueden no producirse necesariamente como subproductos de otros 
procedimientos sino que se pueden producir específicamente para el uso con el cultivo mixto según cualquier aspecto 
de la presente invención. 25 
 
Según cualquier aspecto de la presente invención, la fuente de carbono puede ser gas de síntesis. El gas de síntesis 
se puede producir, por ejemplo, como un subproducto de la gasificación de hulla. Según esto, el microorganismo del 
cultivo mixto según cualquier aspecto de la presente invención puede ser capaz de convertir una sustancia que es un 
producto residual en un recurso valioso. En otro ejemplo, el gas de síntesis puede ser un subproducto de la gasificación 30 
de materias primas agrícolas de bajo coste ampliamente disponibles para el uso con el cultivo mixto de la presente 
invención para producir al menos un alcohol superior. 
 
Existen numerosos ejemplos de materias primas que se pueden convertir en gas de síntesis, ya que casi todas las 
formas de vegetación se pueden usar con este propósito. En particular, las materias primas se seleccionan del grupo 35 
que consiste en hierbas perennes tales como eulalia, residuos de maíz, residuos de procesamiento tales como serrín 
y similares. 
 
En general, el gas de síntesis se puede obtener en un aparato de gasificación de biomasa deshidratada, principalmente 
a través de pirólisis, oxidación parcial y reformado al vapor de agua, en donde los principales productos del gas de 40 
síntesis son CO, H2 y CO2. El gas de síntesis también puede ser un producto de la electrolisis de CO2. Un experto 
conocerá las condiciones adecuadas para llevar a cabo la electrolisis de CO2 para producir gas de síntesis que 
comprende CO en una cantidad deseada. 
 
Habitualmente, una porción del gas de síntesis obtenido del procedimiento de gasificación se procesa en primer lugar 45 
a fin de optimizar los rendimientos de productos, y para evitar la formación de alquitrán. El craqueo de alquitrán no 
deseado y el CO en el gas de síntesis se puede llevar a cabo usando cal y/o dolomita. Estos procedimientos se 
describen con detalle, por ejemplo, en Reed, 1981. 
 
Se pueden usar mezclas de fuentes como una fuente de carbono. 50 
 
Según cualquier aspecto de la presente invención, se puede suministrar un agente reductor, por ejemplo hidrógeno, 
junto con la fuente de carbono. En particular, este hidrógeno se puede suministrar cuando el C y/o CO2 se suministra 
y/o se usa. En un ejemplo, el hidrógeno gaseoso es parte del gas de síntesis presente según cualquier aspecto de la 
presente invención. En otro ejemplo, cuando el hidrógeno gaseoso en el gas de síntesis sea insuficiente para el método 55 
de la presente invención, se puede suministrar hidrógeno gaseoso adicional. 
 
'Alcoholes superiores', según se usa en la presente, se refiere a alcoholes que contienen de 4 a 12 átomos de carbono, 
en particular, de 4 a 10 átomos de carbono, de 4 a 8 átomos de carbono, de 6 a 10 átomos de carbono y pueden ser 
algo viscosos, u oleosos, y tener olores frutales más fuertes. Más en particular, el 'alcohol superior' puede comprender 60 
la fórmula I posterior y tiene de 4 a 10 átomos de carbono  
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R= H, CH3, 

n=1- 6 

Los alcoholes superiores pueden incluir, pero no se limitan a, hexanol, heptanol, octanol, nonanol, decanol y similares. 
Más en particular, el alcohol superior se puede seleccionar del grupo que consiste en 1-butanol, 2-metil-1-butanol, 5 
isobutanol, 3-metil-1-butanol, 1-hexanol, 1-octanol, 1-pentanol, 1-heptanol, 3-metil-1-pentanol, 4-metil-1-hexanol, 5-
metil-1-heptanol, 4-metil-1-pentanol, 5-metil-1-hexanol, 6-metil-1-heptanol y sus combinaciones. 
 
Un experto conocerá las otras condiciones necesarias para llevar a cabo el método según cualquier aspecto de la 
presente invención. En particular, las condiciones en el recipiente (p. ej. fermentador) se pueden variar dependiendo 10 
de los microorganismos primero y segundo usados. La variación de las condiciones para que sean adecuadas para el 
funcionamiento óptimo de los microorganismos está dentro del conocimiento de un experto. 
 
En un ejemplo, el método según cualquier aspecto de la presente invención se puede llevar a cabo en un medio 
acuoso con un pH entre 5 y 8, 5,5 y 7. La presión puede estar entre 1 y 10 bar. 15 
 
En particular, el medio acuoso puede comprender una fuente de carbono que comprende CO y/o CO2. Más en 
particular, la fuente de carbono que comprende CO y/o CO2 se proporciona al medio acuoso en un flujo gaseoso 
continuo. Aún más en particular, el flujo gaseoso continuo comprende gas de síntesis. En un ejemplo, los gases son 
parte del mismo flujo/corriente. En otro ejemplo, cada gas es un flujo/corriente separado proporcionado al medio 20 
acuoso. Estos gases se pueden dividir, por ejemplo, usando toberas separadas que se abren dentro del medio acuoso, 
fritas, membranas dentro del tubo que suministra el gas al medio acuoso y similares. 
 
Según otro aspecto de la presente invención, se proporciona un uso de la célula según cualquier aspecto de la 
presente invención para la producción de un alcohol superior. 25 
 
En la mezcla de reacción según cualquier aspecto de la presente invención, puede haber oxígeno presente. Según 
esto, los microorganismos según cualquier aspecto de la presente invención pueden desarrollarse aeróbicamente. En 
particular, se puede proporcionar oxígeno al medio acuoso según cualquier aspecto de la presente invención en un 
flujo gaseoso continuo. Más en particular, la concentración de O2 en el flujo gaseoso puede estar presente en menos 30 
de 1% en volumen de la cantidad total de gas en el flujo gaseoso. En particular, el oxígeno puede estar presente en 
un intervalo de concentración de 0,000005 a 2% en volumen, en un intervalo de 0,00005 a 2% en volumen, de 0,0005 
a 2% en volumen, de 0,005 a 2% en volumen, de 0,05 a 2% en volumen, de 0,00005 a 1,5% en volumen, de 0,0005 
a 1,5% en volumen, de 0,005 a 1,5% en volumen, de 0,05 a 1,5% en volumen, de 0,5 a 1,5% en volumen, de 0,00005 
a 1% en volumen, de 0,0005 a 1% en volumen, de 0,005 a 1% en volumen, de 0,05 a 1% en volumen, de 0,5 a 1% en 35 
volumen, de 0,55 a 1% en volumen, de 0,60 a 1% en volumen, particularmente en un intervalo de 0,60 a 1,5%, de 
0,65 a 1% y de 0,70 a 1% en volumen. En particular, el microorganismo acetogénico es particularmente adecuado 
cuando la proporción de O2 en la fase/el flujo gaseoso es aproximadamente 0,00005, 0,0005, 0,005, 0,05, 0,5, 0,6, 
0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,5, 2% en volumen en relación con el volumen del gas en el flujo gaseoso. Un experto será capaz de 
usar uno cualquiera de los métodos conocidos en la técnica para medir la concentración en volumen de oxígeno en el 40 
flujo gaseoso. En particular, el volumen de oxígeno se puede medir usando cualquier método conocido en la técnica. 
En un ejemplo, una concentración de oxígeno en fase gaseosa se puede medir mediante una sonda de inmersión para 
oxígeno vestigial de PreSens Precision Sensing GmbH. La concentración de oxígeno se puede medir mediante 
extinción de fluorescencia, donde el grado de extinción se correlaciona con la presión parcial de oxígeno en la fase 
gaseosa. Aún más en particular, los microorganismos primero y segundo según cualquier aspecto de la presente 45 
invención son capaces de trabajar óptimamente en el medio acuoso cuando el oxígeno se suministra mediante un flujo 
gaseoso con concentración de oxígeno de menos de 1% en volumen del gas total, en aproximadamente 0,015% en 
volumen del volumen total de gas en el flujo gaseoso suministrado a la mezcla de reacción. 
 
El medio acuoso según cualquier aspecto de la presente invención puede comprender oxígeno. El oxígeno se puede 50 
disolver en el medio mediante cualesquiera medios conocidos en la técnica. En particular, el oxígeno puede estar 
presente en 0,5 mg/l. En particular, la concentración disuelta de oxígeno libre en el medio acuoso puede ser al menos 
0,01 mg/l. En otro ejemplo, el oxígeno disuelto puede ser aproximadamente 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 
0,4, 0,5  mg/l. En particular, la concentración de oxígeno disuelto puede ser 0,01-0,5 mg/l, 0,01-0,4 mg/l, 0,01-0,3 mg/l, 

E16822416
26-06-2020ES 2 803 208 T3

 



14 

0,01-0,1 mg/l. En particular, el oxígeno se puede proporcionar en el medio acuoso en un flujo gaseoso continuo. Más 
en particular, el medio acuoso puede comprender oxígeno y una fuente de carbono que comprende CO y/o CO2. Más 
en particular, el oxígeno y una fuente de carbono que comprende CO y/o CO2 se proporcionan al medio acuoso en un 
flujo gaseoso continuo. Aún más en particular, el flujo gaseoso continuo comprende gas de síntesis y oxígeno. En un 
ejemplo, ambos gases son parte del mismo flujo/corriente. En otro ejemplo, cada gas es un flujo/corriente separado 5 
proporcionado al medio acuoso. Estos gases se pueden dividir, por ejemplo, usando toberas separadas que se abren 
dentro del medio acuoso, fritas, membranas dentro del tubo que suministra el gas al medio acuoso y similares. El 
oxígeno puede ser oxígeno libre. Según cualquier aspecto de la presente invención, ‘una mezcla de reacción que 
comprende oxígeno libre' se refiere a la mezcla de reacción que comprende oxígeno elemental en la forma de O2. El 
O2 puede ser oxígeno disuelto en la mezcla de reacción. En particular, el oxígeno disuelto puede estar en la 10 
concentración de ≥ 5 ppm (0,000005% en vol; 5x10-6). Un experto puede ser capaz de usar cualquier método conocido 
en la técnica para medir la concentración de oxígeno disuelto. En un ejemplo, el oxígeno disuelto se puede medir 
mediante sondas de inmersión para oxígeno (Tipo PSt6 de PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg, 
Alemania). 
 15 
En un ejemplo según cualquier aspecto de la presente invención, la fuente de carbono es gas de síntesis y la fuente 
de carbono se puede combinar con el oxígeno gaseoso antes de suministrarse al medio acuoso. Esta etapa de 
combinación puede proporcionar la eficacia y la producción de alcoholes superiores en la reacción. La eficacia global, 
la productividad del alcohol y/o la captura de carbono global del método de la presente invención pueden depender de 
la estequiometría del CO2, el CO, el H2 y el O2 en el flujo gaseoso continuo. Los flujos gaseosos continuos aplicados 20 
pueden ser de composición O2, CO2 y H2. En particular, en el flujo gaseoso continuo, el intervalo de concentración de 
O2 puede estar dentro de 0,000005 a 1% en volumen, CO/CO2 aproximadamente 10 - 50 %, en particular 33% en 
volumen, y el H2 estaría dentro de 44% a 84%, en particular, de 64 a 66,04% en volumen. Más en particular, la 
concentración de gases en el flujo gaseoso continuo puede ser 0,15% en volumen de O2, 32% en volumen de CO/CO2 
y 64% en volumen de H2. En otro ejemplo, el flujo gaseoso continuo también puede comprender gases inertes como 25 
N2, hasta una concentración de N2 de 50% en volumen. 
 
Un experto conocerá lo que puede ser necesario para comprobar la composición y los caudales de las corrientes a 
intervalos relevantes. El control de la composición de la corriente se puede conseguir al variar las proporciones de las 
corrientes constituyentes para conseguir una composición elegida o deseable. La composición y el caudal de la 30 
corriente combinada se puede comprobar mediante cualesquiera medios conocidos en la técnica. En un ejemplo, el 
sistema está adaptado para comprobar continuamente los caudales y las composiciones de al menos dos corrientes 
y combinarlas para producir una sola corriente de sustrato combinada en un flujo gaseoso continuo de composición 
óptima, y medios para hacer pasar la corriente de sustrato optimizada al cultivo mixto según cualquier aspecto de la 
presente invención. 35 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 es el vector pSOS95 

EJEMPLOS 

Lo precedente describe realizaciones preferidas, que, como se entenderá por los expertos en la técnica, se pueden 
someter a variaciones o modificaciones en el diseño, la construcción o el funcionamiento sin apartarse del alcance de 40 
las reivindicaciones. Estas variaciones, a modo de ejemplo, están destinadas a ser cubiertas por el alcance de las 
reivindicaciones. 
 
Todas las secuencias dentro de los ejemplos son de los genes conectados entre sí y no incluyen la secuencia del 
esqueleto del vector pSOS95 real. 45 
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Ejemplo 1 

Generación de una bacteria acetogénica genéticamente modificada para la formación de butanol 

• Vectores pATh-LEM-04 y pATh-LEM-14 

Los genes tiolasa procedente de C. acetobutylicum ATTC 824 (thl_Ca) (SEQ ID NO:28), hidroxibutiril-CoA 
deshidrogenasa procedente de C. kluyveri (hbd1_Ck) (SEQ ID NO: 29), crotonasa procedente de C. klyuveri (crt1_Ck) 5 
(SEQ ID NO:30) y butiril-CoA deshidrogenasa procedente de C. kluyveri (bcd1_Ck) (SEQ ID NO:31) se amplifican a 
partir del genoma correspondiente y se insertaron en el vector pEmpty al usar KasI y BamHI. Este plásmido (pEmpty) 
se basaba en el esqueleto plasmídico pSOS95 (Figura 1). Para usar pSOS95, se digirió con BamHI y KasI. Esto 
retiraba el operón ctfA-ctfB-adc, pero deja el promotor thl y el terminador independiente de rho de adc. El vector 
recientemente generado, que soportaba los genes mencionados, se denominó pATh-LEM-02 (SEQ ID NO:51 se 10 
refiere a las secuencias de los genes conectados entre sí en pATh-LEM-02 sin la secuencia del vector real). 

En una segunda etapa de clonación, el vector pATh-LEM-02 se digirió con EcoRI y KasI y la CoA-transferasa 
procedente de C. kluyveri (cat3_Ck) (SEQ ID NO:26) se amplificó a partir de ADN genómico y se integró en el vector. 
El vector recientemente diseñado se denominó pATh-LEM-04. Para crear el vector pATh-LEM-14, el vector pATH-
LEM-04 se digirió con KasI y BspEI. Los genes etfBA se amplificaron a partir de ADN genómico de Clostridium kluyveri 15 
al usar los oligonucleótidos de SEQ ID NOs: 46 y 47. 
 
Un fragmento de cat3 se amplificó a partir de pATh-LEM-04 al usar los oligonucleótidos de SEQ ID NOs: 48 y 49. El 
fragmento resultante tiene la secuencia de SEQ ID NO:52. A continuación, los dos fragmentos de cat3 y etfBA se 
fusionaron usando PCR con cebadores de SEQ ID NO: 50 y 49. A continuación, esta inserción de fusión de cat3 y 20 
etfBA se añadió al vector abierto por KasI y BspEI, pATH-LEM-04. El vector resultante se denominó pATH-LEM-14 
(SEQ ID NO:20 es la secuencia de los genes buscados fusionados entre sí que se pueden insertar fácilmente en el 
vector). 

• Vectores pATh-Syn4-03 y pATh-LEM-23 

Para generar un vector denominado pATh-Syn4-03, se formó en primer lugar un casete con SEQ ID NO:53. Este 25 
casete comprendía los genes: tiolasa procedente de C. acetobutylicum ATTC 824 (thl_Ca) (SEQ ID NO:28), 
hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa procedente de C. kluyveri (hbd1_Ck) (SEQ ID NO: 29) y crotonasa procedente de 
C. klyuveri (crt1_Ck) (SEQ ID NO:30). A continuación, el casete con SEQ ID NO:53 se insertó en el vector pEmpty al 
usar KasI y BamHI. 
 30 
Este plásmido (pEmpty) se basaba en el esqueleto plasmídico pSOS95 (Figura 1). Para usar pSOS95, se digirió con 
BamHI y KasI. Esto retira el operón ctfA-ctfB-adc, pero deja el promotor thl y el terminador independiente de rho de adc. 
En una segunda etapa, el promotor thl se retiró del vector al digerirlo con SbfI y BamHI. El fragmento del promotor pta 
(SEQ ID NO: 25 (Ueki y cols. (2014) mBio. 585): 1636-14) se sintetizó y se ligó al vector digerido con BamHI/SbfI. El 
vector recientemente generado, que soporta los genes mencionados y el promotor pta, se denominó pATh-Syn4-14. 35 
 
El vector pATh-Syn4-14 se abrió con KasI y EcoRI y se ligó con SEQ ID NO:54 que se sintetizó a partir de CoA-
transferasa procedente de C. kluyveri. El vector generado se denominó pATh-LEM-23 (SEQ ID NO:21) 

• Vectores pATh-LEM-15, pATh-LEM-16, pATh-LEM-24, pATh-LEM-25, pATh-LEM-26 

Un casete que contiene tiolasa procedente de C. acetobutylicum ATTC 824 (thl_Ca) (SEQ ID NO:29), hidroxibutiril-40 
CoA deshidrogenasa procedente de C. kluyveri (hbd1_Ck) (SEQ ID NO: 29) y crotonasa procedente de C. klyuveri 
(crt1_Ck) (SEQ ID NO:30) se sintetizaron y se insertaron en el vector pEmpty al usar KasI y BamHI. Este plásmido 
(pEmpty) se basa en el esqueleto plasmídico pSOS95 (Figura 1). Para usar pSOS95, se digirió con BamHI y KasI. 
Esto retira el operón ctfA-ctfB-adc, pero deja el promotor thl y el terminador independiente de rho de adc. El vector 
recientemente generado, que soporta los genes mencionados, se denominó pATh-Syn4-03. 45 
 
El vector pATh-Syn4-03 se abrió con Kasl y un casete que contiene butirato-deshidrogenasa procedente de C. 
acetobutylicum (bcd_Ca) (SEQ ID NO:34), proteína de transferencia electrónica procedente de C. acetobutylicum 
(etfBA_Ca) (SEQ ID NOs: 35 y 36) y CoA-transferasa procedente de C. kluyveri (cat3_Ck) (SEQ ID NO:26) se ligó 
mediante clonación in vitro. El vector recientemente construido se denomina pATh-LEM-15 (SEQ ID NO:55). 50 
 
El vector pATh-Syn4-03 se abrió con KasI/EcoRI y se ligó con un casete (SEQ ID NO:56 sin la secuencia completa 
del vector que contiene butirato-deshidrogenasa procedente de C. kluyveri (bcd1_Ck) (SEQ ID NO:5), proteína de 
transferencia electrónica procedente de C. klyuveri (etfBA1_Ck) (SEQ ID NOs:8 y 9) y CoA-transferasa procedente de 
C. kluyveri (cat3_Ck) (SEQ ID NO:1). El vector recientemente construido se denomina pATh-LEM-16. 55 
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El vector pATh-Syn4-03 se abrió con KasI y EcoRI. Un fragmento de ADN de CoA-transferasa procedente de C. 
kluyveri (SEQ ID NO:57) se sintetizó y se ligó al vector preparado. El vector generado se denominó pATh-LEM-24 
(SEQ ID NO:22). 
 5 
Para generar el vector pATh-LEM-25, el plásmido pATh-Syn4-24 se abrió con AsiSI y EcoRI. Un fragmento de ADN 
que contiene la butanol deshidrogenasa B procedente de C. acetobutylicum (bdhB_Ca) (SEQ ID NO:44) se sintetizó 
y se ligó al vector preparado. El vector generado se denominó pATh-LEM-25 (SEQ ID NO:23). 
 
Para generar el vector pATh-LEM-26, el plásmido pATh-Syn4-25 (SEQ ID NO:23) se abrió con AsiSI y AscI. La butanol 10 
deshidrogenasa procedente del codón de E. coli optimizado para C. ljungdahlii (YghD_E(coCl)) (SEQ ID NO:58) se 
amplificó, se fusionó con un sitio de unión al ribosoma y se ligó al vector preparado. El vector generado se denominó 
pATh-LEM-26 (SEQ ID NO:24). 

• Vectores pATh-LEM-17, pATh-LEM-18, pATh-LEM-19, pATh-LEM-20, pATh-LEM-21 

El vector pATh-LEM-16 se abrió con KasI y NotI. Un fragmento de ADN de SEQ ID NO: 59 que contiene butirato-15 
deshidrogenasa 2 procedente de C. kluyveri (bcd2_Ck) (SEQ ID NO:37) y proteína de transferencia electrónica 2 
procedente de C. klyuveri (etfBA2_Ck) (SEQ ID NOs: 39 y 38) se ligó. El vector recientemente construido se denominó 
pATh-LEM-17. 
 
Para crear pATh-LEM-18, el vector pATh-LEM-16 se abrió con KasI y NotI. El fragmento de ADN que contiene la trans-20 
2-enoil-CoA reductasa procedente de Treponema denticola (TER_Td(coCl)) (SEQ ID NO:41) optimizada 
codónicamente se ligó. El vector recientemente construido se denomina pATh-LEM-18. 
 
Para crear pATh-LEM-19, el vector pATh-LEM-16 se abrió con Not y AarI. El fragmento de ADN que contiene la trans-
2-enoil-CoA reductasa procedente de Euglena gracilis (TER_Eg(coCl)) (SEQ ID NO:40) optimizada codónicamente se 25 
ligó. El vector recientemente construido se denominó pATh-LEM-19. 
 
El vector pATh-LEM-16 se abrió con AarI y NotI. El fragmento de ADN que contiene la trans-2-enoil-CoA reductasa 
procedente de Caenorhabditis elegans (TER_Ce(coCl)) (SEQ ID NO:42) optimizada codónicamente se ligó. El vector 
recientemente construido se denominó pATh-LEM-20. 30 
 
El vector pATh-LEM-16 se abrió con FseI y NotI. El fragmento de ADN sintético que contiene la crotonil-CoA reductasa 
procedente de Streptomyces collinus (Ccr_Sc(coCl)) (SEQ ID NO:43) optimizada codónicamente se ligó. El vector 
recientemente construido se denominó pATh-LEM-21. 

• Vector pATh-LEM-22 35 

Un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 60) que contiene la butiril-CoA deshidrogenasa procedente de C. klyveri (bcd1_Ck) 
(SEQ ID NO:31), proteína de transferencia electrónica procedente de C. kluyveri (etfBA1_Ck) (SEQ ID NOs:32 y 33), 
la CoA-transferasa procedente de C. kluyveri (cat3_Ck) (SEQ ID NO:26) y elementos de transcripción (promotor pta y 
un terminador). El vector originario pATh-Syn4-03 se abrió con EcoRI / XhoI y el fragmento de ADN (SEQ ID NO: 60) 
se ligó para producir el vector pATh-LEM-22. 40 

Transformación de Acetógenos: 

La transformación de C. ljungdahlii DSMZ 13528 y C. autoethanogenum DSMZ 10061 se realizó según se divulga en 
Leang y cols. (2013) Applied and Environmental Microbiology 79(4): 1102-1109. 

Ejemplo 2 

Fermentación de cepas genéticamente modificadas sobre mezclas de H2, CO2 y CO que muestran formación de ácidos 45 
y alcoholes superiores. 

Para el cultivo celular de  

pATh-LEM-04 de C. ljungdahlii 

pATh-LEM-14 de C. ljungdahlii 

pATh-LEM-15 de C. ljungdahlii 50 
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pATh-LEM-16 de C. ljungdahlii 

pATh-LEM-17 de C. ljungdahlii 

pATh-LEM-18 de C. ljungdahlii 

pATh-LEM-19 de C. ljungdahlii 

pATh-LEM-20 de C. ljungdahlii 5 

pATh-LEM-21 de C. ljungdahlii 

pATh-LEM-22 de C. ljungdahlii 

pATh-LEM-23 de C. ljungdahlii 

pATh-LEM-24 de C. ljungdahlii 

pATh-LEM-25 de C. ljungdahlii 10 

pATh-LEM-26 de C. ljungdahlii 

pEmpty de C. ljungdahlii 

pATh-LEM-04 de C. autoethanogenum 

pATh-LEM-14 de C. autoethanogenum 

pATh-LEM-15 de C. autoethanogenum 15 

pATh-LEM-16 de C. autoethanogenum 

pATh-LEM-17 de C. autoethanogenum 

pATh-LEM-18 de C. autoethanogenum 

pATh-LEM-19 de C. autoethanogenum 

pATh-LEM-20 de C. autoethanogenum 20 

pATh-LEM-21 de C. autoethanogenum 

pATh-LEM-22 de C. autoethanogenum 

pATh-LEM-23 de C. autoethanogenum 

pATh-LEM-24 de C. autoethanogenum 

pATh-LEM-25 de C. autoethanogenum 25 

pATh-LEM-26 de C. autoethanogenum 

pEmpty de C. autoethanogenum 

5 ml del cultivo se desarrollarán anaeróbicamente en 500 ml de medio LM33 con 100 mg/l de eritromicina. 
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El medio LM 33 se preparó a pH 5,5 como sigue en las tablas 1-3. Todos los ingredientes con la excepción del HCl de 
cisteína se mezclaron en dH2O hasta un volumen total de 1 l. Esta solución se hizo anaerobia al calentar hasta el 
punto de ebullición y permitir que se enfriara hasta temperatura ambiente bajo un flujo constante de N2 gaseoso. Una 
vez frío, el HCl de cisteína (0,5 g/l) se añadió y el pH de la solución se ajustó hasta 5,5; la anaerobicidad se mantuvo 
a lo largo de los experimentos.  5 
 

Tabla 1. Componente del medio (LM-33) usado en el Ejemplo 1 
 

Componente del medio concentración   

MgCl2 x 6 H2O 0,5 g/l 

NaCl 0,2 g/l 

CaCl2 x 2 H2O 0,135 g/l 

NaH2PO4 x 2 H2O 2,65 g/l 

KCI 0,5 g/l 

NH4Cl 2,5 g/l 

MES 20,0 g/l 

Solución de elementos vestigiales LS06 10 ml/l 

Solución de vitaminas LS03 10 ml/l 

Solución de Fecl3 2 ml/l 
 

Tabla 2. Solución de elementos vestigiales LS06 10 

componentes concentración 

Ácido nitriloacético 1,5 g/l 

MgSO4 x 7 H2O 3 g/l 

MnSO4 x H2O 0,5 g/l 

NaCl 1 g/l 

FeSO4 x 7 H2O 0,1 g/l 

Fe(SO4)2(NH4)2 x 6 H2O 0,8 g/l 

CoCl2 x 6 H2O 0,2 g/l 

ZnSO4 x 7 H2O 0,2 g/l 

CuCl2 x 2 H2O 0,02 g/l 

KAl(SO4)2 x 12 H2O 0,02 g/l 

H3BO3 0,3 g/l 

Na2MoO4 x 2 H2O 0,03 g/l 

Na2SeO3 0,02 g/l 

NiCl2 x 6 H2O 0,02 g/l 

Na2WO4 x 6 H2O 0,02 g/l 

Tabla 3 Solución de vitaminas LS03 
 

Biotina 20 mg/l 

Ácido fólico 20 mg/l 

HCl de piridoxina  10 mg/l 

HCl de tiamina  50 mg/l 

Riboflavina 50 mg/l 

Ácido nicotínico 50 mg/l 

D-(+)-Pantotenato cálcico 50 mg/l 

Vitamina B12 50 mg/l 

Ácido p-aminobenzoico 50 mg/l 

Ácido lipoico 50 mg/l 

E16822416
26-06-2020ES 2 803 208 T3

 



19 

El cultivo se lleva a cabo por duplicado en botellas de vidrio de 1 l con una mezcla de gases premezclados compuesta 
aproximadamente por H2, CO2 y CO en un agitador de baño de agua abierto a 37°C, 150 rpm y aireación de 3 l/h 
durante 70 h. El gas entrará en el medio a través de un filtro con un tamaño de poro de 10 micras, que se montará en 
el medio del reactor, en un tubo de gasificación. Cuando muestrea, cada 5 ml de muestra se retirarán para la 
determinación de la OD600 nm, el pH y la gama de productos. La determinación de la concentración del producto se 5 
realizará mediante espectroscopía de 1 H-NMR semicuantitativa. Como un patrón de cuantificación interno se usará 
trimetilsililpropionato sódico. En contraste con los controles negativos pEmpty de C. ljungdalii y pEmpty de C. 
autoethanogenum, las cepas modificadas producirán butirato, butanol, hexanoato, hexanol, octanoato y octanol. 

Ejemplo 3 

Materiales y Métodos 10 

En los siguientes ejemplos, se cultivaron Clostridium ljungdahlii o Clostridium autoethanogenum genéticamente 
modificadas a fin de producir butanol y/o los precursores 3-hidroxibutirato y/o butirato. Se usó un medio complejo con 
5 g/l de fructosa, que consistía en 1 g/l de NH4Cl, 0,1 g/l de KCI, 0,2 g/l de MgSO4 x 7 H2O, 0,8 g/l de NaCl, 0,1 g/l de 
KH2PO4, 20 mg/l de CaCl2 x 2 H2O, 20 g/l de MES, 1 g/l de extracto de levadura, 0,4 g/l de HCl de L-cisteína, 0,4 g/l 
de Na2S x 9 H2O, 20 mg/l de ácido nitrilotriacético, 10 mg/l de MnSO4 x H2O, 8 mg/l de (NH4)2Fe(SO4)2 x 6 H2O, 2 mg/l 15 
de CoCl2 x 6 H2O, 2 mg/l de ZnSO4 x 7 H2O, 0,2 mg/l de CuCl2 x 2 H2O, 0,2 mg/l de Na2MoO4 x 2 H2O, 0,2 mg/l de 
NiCl2 x 6 H2O, 0,2 mg/l de Na2SeO4, 0,2 mg/l de Na2WO4 x 2 H2O, 20 µg/l de biotina, 20 µg/l de ácido fólico, 100 µg/l 
de HCl de piridoxina, 50 µg/l de HCl de tiamina x H2O, 50 µg/l de riboflavina, 50 µg/l de ácido nicotínico, 50 µg/l de 
ácido pantoténico Ca, 1 µg/l de vitamina B12, 50 µg/l de ácido p-aminobenzoico, 50 µg/l de ácido lipoico. 
 20 
Los cultivos heterotróficos se realizaron en 50 ml de medio en una botella para suero de 250 ml. La botella para suero 
se agitó continuamente en un baño de agua abierto Innova 3100 de New Brunswick Scientific a 37°C y una velocidad 
de agitación de 150 min-1. 
 
Los experimentos se inocularon con 5 ml de suspensión celular desarrollada en tubos de Hungate en el medio descrito 25 
anteriormente. Durante el experimento, se tomaron muestras de 5 ml para la determinación de la OD600, el pH y las 
concentraciones de productos. Las últimas se determinaron mediante espectroscopía de 1H-NMR-cuantitativa. 

Resultados y Análisis: 

Ejemplo 3a 

Cultivo de pATh-LEM-14 de Clostridium ljungdahlii genéticamente modificada 30 

pATh-LEM-14 de C. ljungdahlii genéticamente modificada según se muestra en los Ejemplos 1 y 2 se cultivó 
heterotróficamente bajo las condiciones descritas anteriormente. 
 
Después de la inoculación, las células se desarrollaban hasta una densidad óptica máxima de 1,82 después de 56,6 
horas. Aparte de los productos naturales acetato y etanol, se midió una concentración máxima de butanol de 59 mg/l 35 
después de 56,6 h. Se produjo butirato hasta una concentración de 200 mg/l. Los resultados se muestran en la Tabla 
4.  
 

Tabla 4. Resultados de la fermentación de pATh-LEM-14 de C. ljungdahlii (n.d. = no detectado) 
 40 

      Analítica por NMR 

Tiempo de 
procesamiento, h 

pH OD600 Acetato, 
mg/l 

Etanol, 
mg/l 

3-Hidroxibutirato, 
mg/l 

n-Butanol, 
mg/l 

Butirato, 
mg/l 

0,0 5,96 0,14 160 17 n.d. n.d. 41 

56,6 5,01 1,82 2650 500 n.d. 59 190 

117,7 5,03 1,21 2700 490 n.d. 59 200 

Ejemplo 3b 

Cultivo de pATh-LEM-23 de Clostridium ljungdahlii genéticamente modificada 

pATh-LEM-23 de C. ljungdahlii genéticamente modificada se cultivó heterotróficamente bajo las condiciones descritas 
anteriormente. Después de la inoculación, las células se desarrollaban hasta una densidad óptica máxima de 1,21 
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después de 113,6 horas. Aparte de los productos naturales acetato y etanol, se midió una concentración máxima de 
butanol de 8 mg/l después de 113,6 h. Se produjeron 3-hidroxibutirato y butirato hasta concentraciones de 230 mg/l y 
15 mg/ml, respectivamente. Los resultados se muestran en la Tabla 6.  
 

Tabla 5. Resultados de la fermentación de pATh-LEM-23 de C. ljungdahlii (n.d. = no detectado) 5 
 

      Analítica por NMR 

Tiempo de 
procesamiento, h 

pH OD600 Acetato, 
mg/l 

Etanol, 
mg/l 

3-Hidroxibutirato, 
mg/l 

n-Butanol, 
mg/l 

Butirato, 
mg/l 

0,0 5,91 0,14 210 25 25 n.d. n.d. 

113,6 4,99 1,21 2950 520 230 8 15 

Ejemplo 3c 

Cultivo de pATh-LEM-24 de Clostridium ljungdahlii genéticamente modificada 

pATh-LEM-24 de C. ljungdahlii genéticamente modificada se cultivó heterotróficamente bajo las condiciones descritas 
anteriormente. Después de la inoculación, las células se desarrollaban hasta una densidad óptica máxima de 1,92 10 
después de 113,6 horas. Aparte de los productos naturales acetato y etanol, se midió una concentración máxima de 
butanol de 7 mg/l después de 113,6 h. Se produjeron 3-hidroxibutirato y butirato hasta concentraciones de 170 mg/l y 
12 mg/ml, respectivamente. Los resultados se muestran en la Tabla 7.  
 

Tabla 6. Resultados de la fermentación de pATh-LEM-24 de C. ljungdahlii (n.d. = no detectado) 15 
 

      Analítica por NMR 

Tiempo de 
procesamiento, h 

pH OD600 Acetato, 
mg/l 

Etanol, 
mg/l 

3-Hidroxibutirato, 
mg/l 

n-Butanol, 
mg/l 

Butirato, 
mg/l 

0,0 5,94 0,06 91 15 17 n.d. n.d. 

113,6 4,95 1,92 3000 580 170 7 12 

Ejemplo 3d 

Cultivo de pATh-LEM-25 de Clostridium ljungdahlii genéticamente modificada 

pATh-LEM-25 de C. ljungdahlii genéticamente modificada se cultivó heterotróficamente bajo las condiciones descritas 
anteriormente. Después de la inoculación, las células se desarrollaban hasta una densidad óptica máxima de 1,52 20 
después de 117,4 horas. Aparte de los productos naturales acetato y etanol, no se detectaba butanol. El butirato tenía 
un pico de 13 mg/l después de 51,1 horas, pero se consumía de nuevo posteriormente. El 3-hidroxibutirato precursor 
se producía hasta una concentración de 73 mg/l. Los resultados se muestran en la Tabla 8.  
 

Tabla 7. Resultados de la fermentación de pATh-LEM-25 de C. ljungdahlii (n.d. = no detectado) 25 
 

      Analítica por NMR 

Tiempo de 
procesamiento, h 

pH OD600 Acetato, 
mg/l 

Etanol, 
mg/l 

3-Hidroxibutirato, 
mg/l 

n-Butanol, 
mg/l 

Butirato, 
mg/l 

0,0 6,01 0,07 88 19 17 n.d. n.d. 

51,1 5,82 0,61 730 320 55 n.d. 13 

117,4 5,04 1,52 2800 640 73 n.d. n.d. 

Ejemplo 3e 

Cultivo de pATh-LEM-23 de Clostridium autoethanogenum genéticamente modificada  

En este ejemplo, pATh-LEM-23 de C. autoethanogenum genéticamente modificada se cultivó heterotróficamente bajo 
las condiciones descritas anteriormente. 30 
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Después de la inoculación, las células se desarrollaban hasta una densidad óptica máxima de 0,98 después de 117,4 
horas. Aparte de los productos naturales acetato y etanol, no se detectaba butanol. El butirato precursor tenía un pico 
de 6 mg/l después de 51,1 horas, pero se consumía de nuevo posteriormente. El 3-hidroxibutirato precursor se 
producía hasta una concentración de 140 mg/l. Los resultados se muestran en la Tabla 9. 
 5 

Tabla 8. Resultados de la fermentación de pATh-LEM-23 de C. autoethanogenum (n.d. = no detectado) 
 

      Analítica por NMR 

Tiempo de 
procesamiento, h 

pH OD600 Acetato, 
mg/l 

Etanol, 
mg/l 

3-Hidroxibutirato, 
mg/l 

n-Butanol, 
mg/l 

Butirato, 
mg/l 

0,0 5,98 0,08 120 31 12 n.d. n.d. 

51,1 5,93 0,27 350 180 16 n.d. 6 

117,4 5,26 0,98 2200 760 140 n.d. n.d. 

Ejemplo 3f 

Cultivo de Clostridium ljungdahlii DSM 13528 silvestre (silvestre) 

El tipo silvestre de C. ljungdahlii (DSM 13528) se cultivó heterotróficamente bajo las condiciones descritas 10 
anteriormente. Después de la inoculación, las células empezaban a desarrollarse hasta una densidad óptica máxima 
de 1,20 después de 68,5 horas. Solamente se medían los productos naturales acetato y etanol después de 68,5 h 
hasta concentraciones máximas de 1197 mg/l y etanol, respectivamente. 
 

Tabla 9. Resultados de la fermentación de C. ljungdahlii silvestre (n.d. = no detectado) 15 
 

      Analítica por NMR 

Tiempo de 
procesamiento, h 

pH OD600 Acetato, 
mg/l 

Etanol, 
mg/l 

3-Hidroxibutirato, 
mg/l 

n-Butanol, 
mg/l 

Butirato, 
mg/l 

0,0 6,00 0,11 156 15 n.d. n.d. n.d. 

68,5 5,61 1,20 1197 402 n.d. n.d. n.d. 
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< 213> Clostridium kluyveri 5 
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<210> 8 

< 211> 259 

< 212> PRT 

< 213> Clostridium kluyveri 5 
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< 212> PRT 

< 213> Clostridium kluyveri 

<400> 9  
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<210> 10 

< 211> 336 

< 212> PRT 

< 213> Clostridium acetobutylicum 5 
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<210> 11 

< 211> 259 

< 212> PRT 

< 213> Clostridium acetobutylicum 5 
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<400> 11  
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< 211> 262 

< 212> PRT 

< 213> Clostridium kluyveri 

<400> 12  
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< 213> Clostridium kluyveri 5 
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< 211> 539 
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< 213> Euglena gracilis 5 
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<210> 15 

< 211> 397 

< 212> PRT 

< 213> Treponema denticola 5 

<400> 15  
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< 213> Caenorhabditis elegans 5 
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< 212> PRT 

< 213> Streptomyces collinus 5 
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< 212> PRT 

< 213> Clostridium acetobutylicum 

<400> 18  
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< 213> Escherichia coli 
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< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> pATh-LEM-23 
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< 211> 4255 
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<220> 

< 223> pATH-LEM-24 
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<210> 23 

< 211> 4255 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> pATh-LEM-25 
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<210> 24 

< 211> 4255 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> pATh-LEM-26 

<400> 24  
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<210> 25 

< 211> 568 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 
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<220> 

< 223> fragmento del promotor pta 

<400> 25  

 

<210> 26 5 

< 211> 1314 

< 212> ADN 

< 213> Clostridium kluyveri 

<400> 26  
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<210> 27 

< 211> 433 

< 212> PRT 

< 213> C. carboxidivorans 5 

<400> 27  
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<210> 28 

< 211> 1179 

< 212> ADN 

< 213> Clostridium acetobutylicum 5 

<400> 28  

 

<210> 29 

< 211> 849 

< 212> ADN 10 
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< 213> Clostridium kluyveri 

<400> 29  

 

<210> 30 

< 211> 780 5 

< 212> ADN 

< 213> Clostridium kluyveri 

<400> 30  
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<210> 31 

< 211> 1140 

< 212> ADN 5 

< 213> Clostridium kluyveri 

<400> 31  

 

<210> 32 

< 211> 780 10 

< 212> ADN 

< 213> Clostridium kluyveri 

<400> 32  
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<210> 33 

< 211> 1005 5 

< 212> ADN 

< 213> Clostridium kluyveri 

<400> 33  
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<210> 34 

< 211> 1140 

< 212> ADN 

< 213> Clostridium acetobutylicum 5 

<400> 34  
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<210> 35 

< 211> 1011 

< 212> ADN 

< 213> Clostridium acetobutylicum 5 

<400> 35  
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<210> 36 

< 211> 780 

< 212> ADN 

< 213> Clostridium acetobutylicum 5 

<400> 36  

 

<210> 37 

< 211> 1689 

< 212> ADN 10 

< 213> Clostridium kluyveri 

<400> 37  
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< 211> 789 5 
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<400> 38  

 

 

 

<210> 39 5 

< 211> 894 

< 212> ADN 

< 213> Clostridium kluyveri 

<400> 39  
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<210> 40 

< 211> 2524 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> trans-2-enoil-CoA reductasa (TER_Eg(coCl)) optimizada codónicamente 

<400> 40  
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<210> 41 

< 211> 1238 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> trans-2-enoil-CoA reductasa procedente de Treponema denticola (TER_Td(coCl)) optimizada codónicamente 

<400> 41  
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<210> 42 

< 211> 1938 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> trans-2-enoil-CoA reductasa procedente de Caenorhabditis elegans (TER_Ce(coCl)) optimizada 
codónicamente 

<400> 42  

 10 
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<210> 43 

< 211> 3508 

< 212> ADN 5 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> crotonil-CoA reductasa procedente de Streptomyces collinus (Ccr_Sc (coCl)) optimizada codónicamente 

<400> 43  
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<210> 44 

< 211> 938 

< 212> ADN 

< 213> Clostridium acetobutylicum 5 

<400> 44  
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<210> 45 

< 211> 1164 

< 212> ADN 

< 213> Escherichia coli 5 

<400> 45  

 

<210> 46 
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< 211> 53 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> 2072_etfBA_fp 5 

<400> 46 

cttgctttaa gcaaactact attttcatta tgaactcctc ctatttattt aaa   53 

<210> 47 

< 211> 30 

< 212> ADN 10 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> 2072_etfBA_rp 

<400> 47 

ttaaagattt aaagctttaa cttgttctac   30 15 

<210> 48 

< 211> 53 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 20 

< 223> 2072_cat3_fp 

<400> 48 

acttatgaaa tagattgaaa tggtttatct gttaccccgt aggatccagg agg   53 

<210> 49 

< 211> 38 25 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 
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< 223> 2072_cat3_rp_BspEI 

<400> 49 

gattccggat cagtatatat atcattttta taattaag   38 

<210> 50 

< 211> 52 5 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> 2072-fp-RBS_KasI 

<400> 50 10 

aggggcgcct accccgtagg atccaggagg ttagttagaa tgaaaatagt ag   52 

<210> 51 

< 211> 4080 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 15 

<220> 

< 223> pATh-LEM-02 

<400> 51  
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<210> 52 

< 211> 1511 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> fragmento de cat3 (corte con EcoRI y KasI) 

<400> 52  

 

 10 
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<210> 53 

< 211> 2927 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> pATh-Syn4-03 

<400> 53  
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< 211> 1519 

< 212> ADN 5 

< 213> Secuencia Artificial 
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<220> 

< 223> cat3 fragment 

<400> 54  

 

<210> 55 5 

< 211> 4385 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 
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< 223> vector pATh-LEM-15 

<400> 55  
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<210> 56 

< 211> 4512 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

< 223> vector pATh-LEM-16 

<400> 56  

 

 10 
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< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> ADN fragment de cat3 

<400> 57  5 
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< 213> Secuencia Artificial 

<220> 

< 223> Butanol deshidrogenasa procedente del codón de E. coli optimizado para C. ljungdahlii (YghD_E(coCl)) 

<400> 58  

 5 

<210> 59 

< 211> 3658 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 

<220> 10 

< 223> pATh-LEM-17 

<400> 59  
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<210> 60 

< 211> 9316 

< 212> ADN 

< 213> Secuencia Artificial 5 

<220> 
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< 223> vector pATh-LEM-22 

<400> 60  
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REIVINDICACIONES 

1. Una célula microbiana acetogénica que es capaz de producir al menos un alcohol superior a partir de una fuente de 
carbono, en donde la célula microbiana acetogénica está genéticamente modificada para comprender una expresión 
incrementada con relación a su célula silvestre de al menos una enzima, E8, butiril-CoA: acetato CoA transferasa 
(cat3), y en donde el alcohol superior comprende la fórmula I posterior y tiene de 4 a 10 átomos de carbono  5 

 

R= H, CH3, 

n=1- 6 

y en donde el incremento en la actividad enzimática se consigue mediante 

- una expresión de una enzima E8 heteróloga, 10 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa la enzima E8, 

- una expresión de la enzima E8 con un promotor heterólogo, o 

- sus combinaciones. 

2. La célula según la reivindicación 1, en donde la célula está genéticamente modificada para comprender una 
expresión incrementada con relación a su célula silvestre de al menos una enzima adicional seleccionada del grupo 15 
que consiste en E1 a E7 y E9 a E11, en donde E1 es una alcohol deshidrogenasa (adh), E2 es una acetaldehído 
deshidrogenasa (ald), E3 es una acetoacetil-CoA tiolasa (thl), E4 es una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), E5 
es una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), E6 es una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd), E7 es una subunidad 
flavoproteínica de transferencia electrónica (etf), E9 es una acetato cinasa (ack), E11 es una transhidrogenasa y E12 es 
una trans-2-enoil-CoA reductasa o crotonil-CoA reductasa, y en donde el incremento en la actividad enzimática de una 20 
cualquiera de las enzimas E1 a E7 y E9, E11 y E12 se consigue mediante  

- una expresión de una enzima heteróloga de una cualquiera de las enzimas E1 a E7 y E9, E11 y E12, 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E1 a E7 y E9, E11 y E12, 

- una expresión de una cualquiera de las enzimas E1 a E7 y E9, E11 y E12 con un promotor heterólogo, o 

- sus combinaciones. 25 

3. La célula según cualquier reivindicación 1 o 2, en donde E8 comprende 60% de identidad de secuencia con SEQ ID 
NO: 1. 
 
4. La célula según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde E8 procede de Clostridium kluyveri. 
 30 
5. La célula según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula está genéticamente 
modificada para comprender una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de las enzimas E3, una 
acetoacetil-CoA tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), E5, una 3-hidroxibutiril-CoA 
deshidratasa (crt), y E6, una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd), y en donde el incremento en la actividad enzimática de 
una cualquiera de las enzimas E3 a E6 se consigue mediante  35 

- una expresión de una enzima heteróloga de una cualquiera de las enzimas E3 a E6, 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E3 a E6, 
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- una expresión de una cualquiera de las enzimas E3 a E6 con un promotor heterólogo, o 

- sus combinaciones. 

6. La célula según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la célula está genéticamente modificada 
para comprender una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de las enzimas E3, una acetoacetil- 
CoA tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), y E5, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), y 5 
en donde el incremento en la actividad enzimática de una cualquiera de las enzimas E3 a E5 se consigue mediante  

- una expresión de una enzima heteróloga de una cualquiera de las enzimas E3 a E5, 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E3 a E5, 

- una expresión de una cualquiera de las enzimas E3 a E5 con un promotor heterólogo, o 

- sus combinaciones. 10 

7. La célula según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la célula está genéticamente modificada 
para comprender una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de las enzimas E3, una acetoacetil- 
CoA tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), E5, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), E6, 
una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd), y E7 es una subunidad flavoproteínica de transferencia electrónica (etf), y en 
donde el incremento en la actividad enzimática de una cualquiera de las enzimas E3 a E7 se consigue mediante  15 

- una expresión de una enzima heteróloga de una cualquiera de las enzimas E3 a E7, 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E3 a E7, 

- una expresión de una cualquiera de las enzimas E3 a E7 con un promotor heterólogo, o 

- sus combinaciones. 

8. La célula según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde la célula está genéticamente modificada 20 
adicionalmente para comprender una expresión incrementada con relación a su célula silvestre de al menos una de 
las enzimas seleccionadas del grupo que consiste en E1, una alcohol deshidrogenasa (adh), y la enzima E12, trans-2-
enoil-CoA reductasa o crotonil-CoA reductasa, y en donde el incremento en la actividad enzimática de una cualquiera 
de las enzimas E1 y E12 se consigue mediante  

- una expresión de una enzima heteróloga de una cualquiera de las enzimas E1 y E12, 25 

- un incremento en el número de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E1 y E12, 

- una expresión de una cualquiera de las enzimas E1 y E12 con un promotor heterólogo, o 

- sus combinaciones. 

9. La célula según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, en donde las enzimas  

- E1 se selecciona del grupo que consiste en C. acetobutylicum y E. coli y/o E1 comprende 60% de identidad de 30 
secuencia con SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19; 

- E3 procede de C. acetobutylicum y/o E3 comprende 60% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2; 

- E4 procede de Clostridium kluyveri y/o E4 comprende 60% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 3; 

- E5 procede de Clostridium kluyveri y/o E5 comprende 60% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4; 
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- E6 se selecciona del grupo que consiste en Clostridium kluyveri y C. acetobutylicum y/o E6 comprende 60% de 
identidad de secuencia con al menos una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 
NOs: 5- 7; 

- E7 se selecciona del grupo que consiste en Clostridium kluyveri y C. acetobutylicum y/o E7 comprende 60% de 
identidad de secuencia con una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 8-5 
13; 

- E12 se selecciona del grupo que consiste en Treponema denticola, Euglena gracilis, Caenorhabditis elegans y 
Streptomyces collinus y/o E12 comprende 60% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoácidos 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 15- 17. 

10. La célula según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula microbiana acetogénica 10 
se selecciona del grupo que consiste en Acetoanaerobium notera (ATCC 35199), Acetonema longum (DSM 6540), 
Acetobacterium carbinolicum (DSM 2925), Acetobacterium malicum (DSM 4132), la especie de Acetobacterium nº 
446, Acetobacterium wieringae (DSM 1911), Acetobacterium woodii (DSM 1030), Alkalibaculum bacchi (DSM 22112), 
Archaeoglobus fulgidus (DSM 4304), Blautia producta (DSM 2950), Butyribacterium methylotrophicum (DSM 3468), 
Clostridium aceticum (DSM 1496), Clostridium autoethanogenum (DSM 10061, DSM 19630 y DSM 23693), Clostridium 15 
carboxidivorans (DSM 15243), Clostridium coskatii (ATCC no. PTA-10522), Clostridium drakei (ATCC BA-623), 
Clostridium formicoaceticum (DSM 92), Clostridium glycolicum (DSM 1288), Clostridium ljungdahlii (DSM 13528), 
Clostridium Ijungdahlii C-01 (ATCC 55988), Clostridium Ijungdahlii ERI-2 (ATCC 55380), Clostridium Ijungdahlii O-52 
(ATCC 55989), Clostridium mayombei (DSM 6539), Clostridium methoxybenzovorans (DSM 12182), Clostridium 
neopropionicum sp, Clostridium ragsdalei (DSM 15248), Clostridium scatologenes (DSM 757), Clostridium species 20 
ATCC 29797, Desulfotomaculum kuznetsovii (DSM 6115), Desulfotomaculum thermobezoicum subesp. 
thermosyntrophicum (DSM 14055), Eubacterium limosum (DSM 20543), Methanosarcina acetivorans C2A (DSM 
2834), Moorella sp. HUC22-1, Moorella thermoacetica (DSM 521), Moorella thermoautotrophica (DSM 1974), 
Oxobacter pfennigii (DSM 322), Sporomusa aerivorans (DSM 13326), Sporomusa ovata (DSM 2662), Sporomusa 
silvacetica (DSM 10669), Sporomusa sphaeroides (DSM 2875), Sporomusa termitida (DSM 4440) y 25 
Thermoanaerobacter kivui (DSM 2030). 

11. La célula según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula microbiana acetogénica 
es Clostridium Ijungdahlii o Clostridium autothenogenum. 

12. La célula según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el alcohol superior se selecciona 
del grupo que consiste en 1-butanol, 2-metil-1-butanol, isobutanol, 3-metil-1-butanol, 1-hexanol, 1-octanol, 1-pentanol, 30 
1-heptanol, 3-metil-1-pentanol, 4-metil-1-hexanol, 5-metil-1-heptanol, 4-metil-1-pentanol, 5-metil-1-hexanol, 6-metil-1-
heptanol y sus combinaciones. 
 
13. Un método para producir al menos un alcohol superior, comprendiendo el método 

- poner en contacto una célula microbiana recombinante según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 con un 35 
medio que comprende una fuente de carbono. 

14. El método según la reivindicación 13, en donde la fuente de carbono comprende CO y/o CO2. 

15. Uso de la célula según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para la producción de al menos un alcohol 
superior.  
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FIGURA 1 
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