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DESCRIPCION
Proceso quimioenzimatico para la preparacion de lactonas y cetonas macrociclicas
Campo

La divulgacion se refiere a métodos quimioenzimaticos para preparar lactonas o cetonas macrociclicas que abarcan
una gran variedad de ingredientes de fragancia naturales a través de derivados de acidos grasos derivados de
microbios a partir de materias primas basadas en carbono.

Antecedentes

Los derivados de acidos grasos tienen muchos usos comerciales como componentes de agentes industriales. Sin
embrago, los métodos puramente quimicos para producirlos pueden requerir el uso de reactivos peligrosos y/o pueden
ser intensivos en energia o bien no respetuosos con el medio ambiente. En cambio, las vias puramente fermentativas
existentes de materias primas petroquimicas u oleoquimicas pueden ser demasiado costosas en comparacion con los
métodos quimicos de produccion y estan limitadas en los tipos de productos que se pueden fabricar.

El suministro actual de ingredientes de fragancia se basa en tres vias: (i) extraccién de plantas o animales, (ii) sintesis
quimica total a partir de productos petroquimicos y (iii) biotransformacion fungica de productos oleoquimicos. Una
fragancia obtenida de una planta o animal se considera una fragancia natural y, como tal, tiene una gran demanda por
parte de los consumidores y tiene precios superiores. Sin embrago, el suministro es limitado ya que estos compuestos
para fragancias generalmente existen solo en pequefias cantidades en, algunas veces, plantas raras o animales
salvajes y también dependen en gran medida de factores que son dificiles de controlar, por ejemplo, la influencia del
climay el riesgo de enfermedades de las plantas. Con mucho, la via mas frecuente para los ingredientes de fragancia
es la sintesis quimica total a partir de precursores petroquimicos y la extraccién y refinamiento de materiales naturales.
Aunque tales fragancias evitan el problema del suministro de las fragancias naturales, son sintéticas y el consumidor
no las considera naturales y, ademas, no son idénticas en estructura a las fragancias naturales en la mayoria de los
casos, p.ej., ambretolida natural frente a isoambretolida sintética. Los compuestos para fragancias derivados de la
biotransformacién fungica pueden considerarse naturales, pero son bastante marginales ya que utilizan materias
primas oleoquimicas costosas y el numero de compuestos para fragancias accesibles por este método es limitado.

En cambio, el presente método quimioenzimatico a través de derivados de acidos grasos derivados de microbios a
partir de materias primas basadas en carbono puede producir una gran variedad de lactonas o cetonas macrociclicas
que son ingredientes de fragancia naturales en cantidades significativas usando un proceso controlado y rentable.
Tales ingredientes de fragancia son naturales, porque derivan de organismos vivos, es decir, microbios, utilizando
materias primas basadas en carbono.

El documento WO 2008/119735 A1 se refiere a métodos para producir acidos grasos hidroxilados y describe una
hidratasa de acidos grasos de Streptococcus pyogenes. Se describe ademas que las lactonas se producen a partir de
los acidos grasos hidroxilados por oxidacion 3.

El documento US 5.215.901 se refiere a un proceso para producir d-lactonas y describe el cultivo de un
microorganismo no recombinante en un medio nutriente que contiene un acido graso 11-hidroxi que se convierte en
un acido &-hidroxi-aikanoico mediante la explotacién de la via de oxidacién B de degradacion de acidos grasos del
microorganismo.

El documento US 3.963.571 se refiere a un método para producir una cetona macrociclica y describe la oxidacion
microbiana de una n-parafina para producir un hidroxiacido, que se oxida para producir un diacido, que posteriormente
se convierte para producir una cetona macrociclica.

El documento WO 2013/019647 A1 se refiere a la produccion de acidos grasos y derivados de los mismos que tienen
una longitud de la cadena alifatica y caracteristicas de saturacion mejoradas.

El documento US 8.372.610 B2 se refiere a células microbianas recombinantes disefiadas para producir derivados de
acidos grasos que tienen cadenas lineales que contienen un nimero impar de atomos de carbono por la via biosintética
de los acidos grasos.

El documento WO 2014/201474 A1 se refiere a métodos para producir derivados de acidos grasos Q-hidroxilados y a
métodos para producirlos.

Sumario
La presente divulgacion se refiere a procesos quimioenzimaticos para crear un ingrediente de fragancia, seleccionado

de lactonas o cetonas macrociclicas, incluyendo el cultivo de un microorganismo recombinante que comprende una
via biosintética de acidos grasos modificada que comprende una w-hidroxilasa u oxigenasa de EC 1.14.15.3,
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produciendo el microorganismo al menos un tipo de derivado de acido graso in vivo, en donde el cultivo se realiza con
una materia prima basada en carbono y poniendo en contacto el derivado de &cido graso ex vivo con un reactivo en
condiciones suficientes para producir una lactona o una cetona macrociclica, en donde dicho derivado de acido graso
se selecciona del grupo que consiste en un acido graso insaturado, un éster de acido graso insaturado, un acido graso
omega-hidroxi (w-OH FA, por sus siglas en inglés), un acido graso omega-hidroxi insaturado (w-OH FA insaturado),
un éster de acido graso omega-hidroxi (éster de acido graso w-OH), un éster de acido graso omega-hidroxi insaturado
(éster de acido graso w-OH insaturado), un acido graso 3-hidroxi (3-OH FA, por sus siglas en inglés), un acido graso
3-hidroxi insaturado (3-OH FA insaturado), un éster de acido graso 3-hidroxi (éster de acido graso 3-OH), un éster de
acido graso 3-hidroxi insaturado (éster de acido graso 3-OH insaturado), un alfa-omega-diacido (a,w-diacido), un alfa-
omega-diacido insaturado (a,w-diacido insaturado), un éster de alfa-omega-diacido (éster de a,w-diacido), un éster de
alfa-omega-diacido insaturado (éster de a,w-diacido insaturado). En un aspecto, la materia prima basada en carbono
abarca una fuente de carbono simple. En otro aspecto, la materia prima basada en carbono abarca una fuente de
carbono renovable.

La divulgacion se refiere a un proceso quimioenzimatico para preparar una lactona o una cetona macrociclica que
incluye cultivar un microorganismo recombinante que comprende una via biosintética de acidos grasos modificada que
comprende una w-hidroxilasa u oxigenasa de EC 1.14.15.3, produciendo el microorganismo al menos un tipo de
derivado de acido graso in vivo, en donde el cultivo se realiza con una materia prima basada en carbono; y poner en
contacto el derivado de acido graso ex vivo con un reactivo en condiciones suficientes para producir una lactona o una
cetona macrociclica. La modificacion metabdlica comprende una via biosintética de acidos grasos modificada que
comprende una w-hidroxilasa u oxigenasa de EC 1.14.15.3. En un aspecto, la funcionalidad enzimatica alterada
incluye una w-hidroxilasa y una tioesterasa de EC 3.1.2-0 EC 2.1.1.5. En otro, aspecto el microorganismo
recombinante que comprende una via biosintética de acidos grasos modificada que comprende una w-hidroxilasa u
oxigenasa de EC 1.14.15.3 incluye tanto una tioesterasa de EC 3.1.2.- o EC 2.1.1.5 como una éster sintasa de EC
2.3.1.20. El microorganismo recombinante comprende una via biosintética de acidos grasos modificada que
comprende una w-hidroxilasa u oxigenasa de EC 1.14.15.3. El microorganismo recombinante que comprende una via
biosintética de acidos grasos modificada comprende una omega-hidroxilasa u oxigenasa de EC 1.14.15.3. En otro
aspecto mas, el microorganismo recombinante comprende una via biosintética de acidos grasos modificada que
comprende una w-hidroxilasa u oxigenasa de EC 1.14.15.3. En otro aspecto, el microorganismo recombinante incluye
tanto una omega-hidroxilasa u oxigenasa de EC 1.14.15.3 como una oxidasa o deshidrogenasa de EC 1.1.1.1/2, EC
1.1.3.13, EC 1.1.3.20, EC 1.2.1.3/4/5 o0 EC 1.2.3.1. En otro aspecto, la via de acidos grasos modificados aumenta la
cantidad de derivados de acidos grasos insaturados dentro del microorganismo. En otro aspecto, el derivado de acido
graso tiene una cadena de carbono de numero impar, ramificaciéon de metilo o combinaciones de las mismas. El
ingrediente de fragancia es una lactona o una cetona macrociclica. En otro aspecto, el ingrediente de fragancia es una
gamma-lactona (y-lactona), una delta-lactona (d-lactona) o combinaciones de las mismas. En otro aspecto mas, el
ingrediente de fragancia es una Cs a C1s macrolactona.

La divulgacion se refiere ademas a un proceso quimioenzimatico (supra) que incluye ademas aislar el derivado de
acido graso antes de la etapa de contacto. En un aspecto, la etapa de contacto incluye deshidratacioén, lactonizaciéon
o combinaciones de las mismas. En otro aspecto, al menos un tipo de derivado de acido graso se secreta del
microorganismo recombinante y la etapa de contacto se realiza sin aislar el derivado de acido graso de la etapa de
cultivo. En un aspecto, el reactivo incluye un acido prético que incluye, pero sin limitacién, acido clorhidrico, acido
sulfurico, acido fosférico y acidos de resina recuperables. En otro aspecto, el agente es un acido de Lewis que incluye,
pero sin limitacion, un catalizador de transesterificacion de organostanano, sales de cobre o zinc, triflato de plata y
zeolitas. En otro aspecto mas, el reactivo es un agente de acoplamiento de péptidos.

La divulgacién se refiere a un proceso quimioenzimatico. (supra), en donde el derivado de acido graso se selecciona
de un acido graso omega-hidroxilado (w-OH FA), un acido graso omega-hidroxi insaturado (w-OH FA insaturado), un
éster de acido graso omega-hidroxi (éster de acido graso w-OH), un éster de acido graso omega-hidroxi insaturado
(éster de acido graso w-OH insaturado), un acido graso 3-hidroxi (3-OH FA, por sus siglas en inglés), un acido graso
3-hidroxi insaturado (3-OH FA insaturado), un éster de acido graso 3-hidroxi (éster de acido graso 3-OH), un éster de
acido graso 3-hidroxi insaturado (éster de acido graso 3-OH insaturado), un alfa-omega-diacido (a,w-diacido), un alfa-
omega-diacido insaturado (a,w-diacido insaturado), un éster de alfa-omega-diacido (Descripcion a,w-éster diacido),
un éster de alfa-omega-diacido insaturado (éster de a,w-diacido insaturado) y combinaciones de los mismos. En un
aspecto, el acido graso insaturado es monoinsaturado. En otro aspecto, el éster de acido graso insaturado es
monoinsaturado. En otro aspecto, el éster de acido graso insaturado incluye un metil éster metilico de acido graso
insaturado (FAME, por sus siglas en inglés) y un éster etilico de acido graso insaturado (FAEE, por sus siglas en
inglés). En otro aspecto, el FAME o FAEE insaturado es monoinsaturado. En otro aspecto, el acido graso omega-
hidroxi insaturado (w-OH FA insaturado) es monoinsaturado. En otro aspecto, el éster de acido graso insaturado
incluye un metil éster metilico de acido graso insaturado (FAME, por sus siglas en inglés) y un éster etilico de acido
graso insaturado (FAEE, por sus siglas en inglés). En otro aspecto, el éster de acido graso 3-hidroxi (éster de acido
graso 3-OH) es un éster metilico de acido graso 3-hidroxi (3-OH FAME) o un éster etilico de acido graso 3-hidroxi (3-
OH FAEE). En otro aspecto, el éster de acido graso omega-hidroxi (éster de &cido graso w-OH) es un éster metilico
de acido graso omega-hidroxi (w-OH FAME) o un éster etilico de acido graso omega-hidroxi (w-OH FAEE). En otro
aspecto, el éster de acido graso omega-hidroxi insaturado (éster de w-OH acido graso insaturado) es monoinsaturado.
En otro aspecto, el éster de acido graso omega-hidroxi monoinsaturado (éster de acido graso w-OH monoinsaturado)
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es un éster metilico de acido graso omega-hidroxi monoinsaturado (w-OH FAME monoinsaturado) y un éster etilico
de acido graso omega-hidroxi monoinsaturado (w- OH FAEE monoinsaturado). En otro aspecto, el acido graso 3-
hidroxi insaturado (3-OH FA insaturado) es monoinsaturado. En otro aspecto, el éster de acido graso 3-hidroxi (éster
de 4cido graso 3-OH) es un éster metilico de &cido graso 3-hidroxi (3-OH FAME) o un éster etilico de acido graso 3-
hidroxi (3-OH FAEE). En otro aspecto, el éster de acido graso 3-hidroxi insaturado (éster de acido graso 3-OH
insaturado) es monoinsaturado. En otro aspecto, el éster de acido graso 3-hidroxi monoinsaturado (éster de acido
graso 3-OH) es un éster metilico de acido graso 3-hidroxi monoinsaturado (3-OH FAME monoinsaturado) o un éster
etilico de acido graso 3-hidroxi monoinsaturado (3-OH FAEE monoinstaurado). En otro aspecto, el alfa-omega-diacido
insaturado (a,w-diacido insaturado) o el éster de alfa-omega-diacido insaturado (éster de a,w-diacido insaturado) es
monoinsaturado. En otro aspecto, el éster de alfa-omega-diacido monoinsaturado (éster de a,w-diacido
monoinsaturado) es un éster de semiacido. En otro aspecto, el éster de semiacido es un éster metilico o etilico. En
otro aspecto, el éster de alfa-omega-diacido monoinsaturado (éster de a,w-diacido monoinsaturado) es un diéster. En
otro aspecto mas, el diéster es un diéster de metilo o un diéster de etilo.

Descripcion detallada

Las realizaciones divulgadas en el presente documento estan dirigidas, a procesos que combinan el cultivo de
microorganismos recombinantes capaces de sintetizar derivados de acidos grasos utilizando una via biosintética de
acidos grasos modificada que comprende una w-hidroxilasa u oxigenasa de EC 1.14.15.3 con transformaciones de
quimica organica sintética para proporcionar una preparacion eficaz de delta () y gamma (y) lactonas o productos de
lactonas y cetonas macrociclica. En particular, los procesos prevén la produccion de lactonas y cetonas macrociclicas
a partir de materiales derivados de biomasa renovable (es decir, materia prima renovable), tal como los carbohidratos
de maiz, cafia o biomasa lignocelulésica; o productos de desecho tal como el glicerol, gas de combustién, gas de
sintesis; o la reformaciéon de materiales organicos tal como biomasa o el gas natural o el diéxido de carbono. Esto
proporciona fuentes alternativas rentables y renovables para la produccion de estos importantes productos quimicos.
Debido a que los procesos proporcionan lactonas y cetonas macrociclicas con buena selectividad a partir de materia
prima renovable simple, existen ventajas econdmicas en términos de coste, simplicidad de operacion y beneficio
ambiental, en comparacion con la sintesis quimica sintética multietapa convencional.

Los microorganismos recombinantes divulgados en el presente documento se pueden modificar por ingenieria para
producir cantidades comerciales de una variedad de diferentes derivados de acidos grasos que tienen diferentes
longitudes de cadena entre Cs y C1saios 0 mas atomos de carbono, incluyendo incluso, cadenas impares o cadenas
ramificadas con metilo y con una variada funcionalidad derivada que incluye, insaturacién, hidroxilacién y
esterificacion. Los microorganismos recombinantes utilizados en el proceso son capaces de secretar los derivados de
acidos grasos resultantes en los medios de cultivo o caldo de fermentacion para facilitar la manipulacion sintética in
situ sin aislamiento del cultivo o para simplificar el aislamiento del producto. La produccién de derivados de acidos
grasos a través de las vias de modificacién por ingenieria en los microorganismos recombinantes divulgados en el
presente documento es util porque puede dar como resultado rendimientos de producto mas altos que a través de
vias biosintéticas naturales o mediante técnicas convencionales de quimica organica sintética.

Definiciones

Como se utilizan en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un", "una/o"
y "el" o "la" incluyen los referentes en plural salvo que el contexto indique claramente lo contrario. De este modo, por
ejemplo, la referencia a "una célula hospedadora" incluye dos o mas de dichas células hospedadoras, la referencia a
"un acido graso" incluye uno o mas acidos grasos o mezclas de acidos grasos, la referencia a "una secuencia de un
acido nucleico" incluye una o mas secuencias de un acido nucleico, la referencia a "una enzima" incluye una o mas
enzimas y similares.

La expresion "ingrediente de fragancia" significa, para los fines de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, un
material que puede usarse solo o afiadirse a una mezcla o composicion de aceites esenciales y/o compuestos
aromaticos y/o fijadores y/o disolventes para crear una fragancia o perfume. La fragancia o perfume se usa para afhadir
un aroma agradable al cuerpo humano, un animal, un grupo de alimentos, un objeto y/o un espacio habitable. Las
lactonas (incluida una macrolactona) y las cetonas macrociclicas son los ingredientes de fragancia. Otros ingredientes
de fragancia se enumeran en el sitio web de la International Fragrance Association (IFRA) en la World Wide Web en
ifraorg.org.

Una "macrolactona" es cualquier lactona macrociclica. En una realizacién, una macrolactona es una lactona con> 10
atomos en el anillo.

Un "éster de semiacido" se usa indistintamente con "un semiéster de un acido dicarboxilico", que es un acido
dicarboxilico que tiene uno de sus grupos carboxilicos esterificados.

Como se usa en el presente documento, los términos "microbiano" "organismo microbiano"” o "microorganismo"
pretende significar cualquier organismo que existe como una célula microscépica o un organismo unicelular que se
incluye dentro de los dominios de las arqueas, bacterias o eucariotas. Por lo tanto, el término pretende abarcar células
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u organismos procariotas o eucariotas que tienen un tamafo microscoépico e incluye bacterias, arqueas y eubacterias
de todas las especies, asi como microorganismos eucariotas tales como levaduras y hongos. El término también
incluye cultivos celulares de cualquier especie que se pueda cultivar para la produccién de un producto bioquimico.

La expresion "microorganismo recombinante" se refiere a una célula hospedadora que se ha modificado
genéticamente de manera que, por ejemplo, determinadas actividades enzimaticas dentro de la célula hospedadora
se han alterado, afiadido y/o eliminado en relacion con la célula parental o la célula hospedadora natural. Una célula
hospedadora modificada genéticamente es un ejemplo de microorganismo recombinante. Como tal, un "nivel de
actividad de una proteina modificado o alterado”, por ejemplo, una enzima, en una célula hospedadora recombinante
se refiere a una diferencia en una o mas caracteristicas en la actividad determinada en relacion con la célula
hospedadora parental o natural en la que esta ausente esa misma modificacion. Por lo general, las diferencias en la
actividad se determinan entre una célula hospedadora recombinante, que tiene actividad modificada y la célula
hospedadora de tipo silvestre correspondiente (por ejemplo, comparacién de un cultivo de una célula hospedadora
recombinante con respecto a la célula hospedadora de tipo silvestre correspondiente), que no tiene esa actividad
modificada. Las actividades modificadas pueden ser el resultado de, por ejemplo, cantidades modificadas de proteina
expresadas por una célula hospedadora recombinante (por ejemplo, como resultado del aumento o de la disminucién
del numero de copias de secuencias de ADN que codifican la proteina, aumento o disminucién del nimero de
transcritos de ARNm que codifican la proteina y/o aumento o disminucion de las cantidades de traduccion proteica de
la proteina a partir del ARNm); cambios en la estructura de la proteina (por ejemplo, cambios en la estructura primaria,
tal como, cambios en la secuencia codificante de la proteina que dan como resultado cambios en la especificidad del
sustrato, cambios en los parametros cinéticos observados); y cambios en la estabilidad de la proteina (por ejemplo,
aumento o disminucién de la degradacion de la proteina). En algunas realizaciones, el polipéptido es un mutante o
una variante de cualquiera de los polipéptidos descritos en el presente documento. En determinados casos, las
secuencias codificantes para los polipéptidos descritos en el presente documento son codones optimizados para la
expresion en una célula hospedadora en particular. Por ejemplo, para la expresion en E. coli, se pueden optimizar uno
0 mas codones (véase, p.ej., Grosjean et al. (1982) Gene 18:199-209).

La expresion "acido graso" significa un acido carboxilico que tiene la férmula RCOOH. R representa un grupo alifatico,
preferentemente, un grupo alquilo. R puede comprender entre 4 y 22 atomos de carbono. Los acidos grasos pueden
tener una cadena ramificada o una cadena lineal y pueden ser saturados, monoinsaturados o poliinsaturados.

Un "derivado de acido graso" es un producto creado en parte a partir de la via biosintética de acidos grasos del
organismo hospedador de produccion y en parte a partil de Acil-ACP o acil-CoA. El término pretende abarcar cualquier
acido graso (Cs a C24 que tiene funcionalidad quimica adicional y puede incluir derivados Ce-C3s) en el sentido de la
reivindicacién 1. Un derivado de acido graso puede poseer una o mas de una insaturacion, hidroxilacion, beta y omega
hidroxilacién y/o esterificacion. Derivados de acidos grasos ejemplares incluyen acidos grasos saturados o
monoinsaturados o los ésteres, acidos grasos omega hidroxilados o los ésteres. Derivados de acidos grasos
ejemplares adicionales incluyen, acil-CoA, acidos grasos, aldehidos grasos, alcoholes de cadena corta y larga,
alcoholes grasos, hidrocarburos, ésteres (por ejemplo, ceras, ésteres de acidos grasos o ésteres grasos), olefinas
terminales, olefinas internas y cetonas.

Como se usa en el presente documento, la expresion "modificacion metabdlica” pretende referirse a un cambio en una
via metabdlica o biosintética para que difiera de su estado de origen natural. Las modificaciones metabdlicas pueden
incluir, por ejemplo, eliminacién o atenuacién de una actividad de reaccion bioquimica por alteraciones funcionales de
uno 0 mas genes que codifican una enzima que participa en la reaccion. También puede incluir un aumento de la
actividad de reaccion bioquimica al regular o sobreexpresar uno o mas genes que codifican una enzima que participa
en la reaccién. También puede incluir la introduccion de una actividad de reaccién bioquimica mediante la expresion
exdgena de uno o mas genes que codifican una enzima que participa en la reaccion. Dichas modificaciones se pueden
lograr a través de la manipulacién genética, fisica o quimica de un microorganismo o su entorno.

La expresion "funcionalidad enzimatica alterada" se refiere a una actividad enzimatica que no esta naturalmente
presente en la célula. Un ejemplo de una funcionalidad enzimatica alterada es un gen expresado de manera exogena
que codifica una proteina con actividad enzimatica que no se encuentra naturalmente en la célula. Otro ejemplo de
una funcionalidad enzimatica alterada es un gen sobreexpresado que codifica una proteina con actividad enzimatica
que no se encuentra naturalmente en la célula en el nivel de expresion incrementado.

La expresion "producir un derivado de acido graso in vivo", como se usa en el presente documento, significa producir
un derivado de acido graso en células hospedadoras viables y/o modificadas genéticamente a partir de una materia
prima renovable tal como un carbohidrato u otros, en donde la materia prima renovable se afiade a un caldo de
fermentaciéon como fuente de carbono para que las células hospedadoras puedan captar y metabolizar la fuente de
carbono durante la fermentacion. Esto difiere de los métodos donde se producen derivados de acidos grasos in vitro,
en donde se utilizan enzimas purificadas o lisados celulares y el sustrato directo para la conversioén enzimatica, p.ej.,
un acido graso o derivado de acido graso, se afiade a la enzima purificada o a las soluciones de lisados celulares.
Esto también difiere de los métodos en los que se producen derivados de acidos grasos en biotransformaciones, en
donde se usan células en reposo y el sustrato directo para la conversién enzimatica, p.ej., un acido graso o derivado
de acido graso, se afiade de manera exdgena a las células en reposo.
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Como se usa en el presente documento, la expresién "via biosintética de los acidos grasos" significa una via
biosintética que produce acidos grasos y derivados de acidos grasos. Ejemplos de tales derivados de acidos grasos
incluyen derivados de acidos grasos w-hidroxilado y de los ésteres, derivados de acidos grasos w-insaturados y de
los ésteres y derivados de 3-hidroxiacidos grasos y de los ésteres. La via biosintética de acidos grasos puede incluir
enzimas o polipéptidos adicionales con actividades enzimaticas ademas de las analizadas en el presente documento
para producir derivados de acidos grasos tales como derivados de acidos grasos w-hidroxilados y de los ésteres,
derivados de acidos grasos w-insaturados y de los ésteres y derivados de 3-hidroxiacidos grasos y de los ésteres que
tienen las caracteristicas deseadas.

Los numeros de clasificacion enzimatica (EC, por sus siglas en inglés) se establecen por el Nomenclature Committee
of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB), cuya descripcién se encuentra disponible
en el sitio web de la Nomenclatura de enzimas del IUBMB en la World Wide Web. Los numeros EC clasifican las
enzimas de acuerdo con las reacciones catalizadas por enzimas. Por ejemplo, si diferentes enzimas (por ejemplo, de
diferentes organismos) catalizan la misma reaccion, entonces se clasifican con el mismo numero EC. Ademas, a través
de la evolucién convergente, diferentes pliegues de proteinas pueden catalizar reacciones idénticas y, por lo tanto, se
asignan numeros EC idénticos (véase Omelchenko et al. (2010) Biol. Direct 5:31). Las proteinas que no estan
relacionadas evolutivamente y que pueden catalizar las mismas reacciones bioquimicas a veces se denominan
enzimas analogas (es decir, a diferencia de las enzimas homologas). Los numeros EC difieren de, por ejemplo, los
identificadores UniProt, que especifican una proteina por su secuencia de aminoacidos.

La expresion "numero de registro" o "nimero de registro NCBI" o "nimero de registro GenBank" se refiere a un niumero
que denota una secuencia especifica de un acido nucleico. Los numeros de registro de secuencias analizados en esta
descripcién se obtuvieron de las bases de datos proporcionadas por el NCBI (National Center for Biotechnology
Information) mantenido por los National Institutes of Health, EE. UU. y de las bases de datos UniProt Knowledgebase
(UniProtKB) y Swiss-Prot proporcionadas por el Swiss Institute of Bioinformatics (también denominado niumero de
registro UniProtKB).

Como se usa en el presente documento, el término "nucleétido" se refiere a una unidad monomérica de un
polinucledtido que consiste en una base heterociclica, un azdcar y uno o mas grupos fosfato. Las bases naturales
(guanina, (G), adenina, (A), citosina, (C), timina, (T) y uracilo (U)) normalmente derivan de purina o pirimidina, aunque
debe entenderse que también se incluyen analogos de bases de origen natural y de origen no natural. El aztcar de
origen natural es la pentosa (azucar de cinco atomos de carbono) desoxirribosa (que forma el ADN) o ribosa (que
forma el ARN), aunque debe entenderse que también se incluyen analogos de azucares de origen natural y de origen
no natural. Los acidos nucleicos generalmente estan unidos mediante enlaces fosfato para formar acidos nucleicos o
polinucledtidos, aunque se conocen muchos otros enlaces en la técnica (por ejemplo, fosforotioatos, boranofosfatos y
similares).

Como se usa en el presente documento, el término "polinucledtido” se refiere a un polimero de ribonucleétidos (ARN)
o desoxirribonucleétidos (ADN), que puede ser monocatenario o bicatenario y que puede contener nucleétidos no
naturales o alterados. Los términos "polinucleétido”, "secuencia de un acido nucleico”, y "secuencia de nucleotidos"
se usan indistintamente en el presente documento para referirse a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier
longitud, bien ARN o ADN. Estos términos se refieren a la estructura primaria de la molécula y, por lo tanto, incluyen
ADN bicatenario y monocatenario y ARN bicatenario y monocatenario. Los términos incluyen, como equivalentes,
analogos de ARN o ADN hechos de analogos de nucleétidos y polinucledtidos modificados tales como, pero sin
limitacion, polinucledtidos metilados y/o protegidos terminalmente. El polinucledtido puede estar en cualquier forma,
incluyendo, pero sin limitacion, plasmido, virica, cromosémica, EST, ADNc, ARNm y ARNr.

Como se usa en el presente documento, los términos "polipéptido" y "proteina” se usan indistintamente para referirse
a un polimero de restos de aminoacidos. La expresion "polipéptido recombinante” se refiere a un polipéptido que se
produce mediante técnicas recombinantes, en donde, en general, el ADN o ARN que codifica la proteina expresada
se inserta en un vector de expresion adecuado que, a su vez, se usa para transformar una célula hospedadora para
producir el polipéptido.

Como se usa en el presente documento, los términos "homologia" y "homdlogo" se refiere a un polinucleétido o un
polipéptido que comprende una secuencia que es al menos aproximadamente un 50 % idéntica a la secuencia
polinucleotidica o polipeptidica correspondiente. Preferentemente, los polinucleétidos o polipéptidos homdlogos tienen
secuencias de polinucledtidos o secuencias de aminoacidos que tienen al menos aproximadamente un 80 %, 81 %,
82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos
aproximadamente un 99 % de homologia con la secuencia de aminoacidos o la secuencia polinucleotidica
correspondientes. Como se usan en el presente documento, los términos "homologia" de secuencia e "identidad" de
secuencia se usan indistintamente. Un experto en la materia conoce los métodos de determinacion de la homologia
entre dos o mas secuencias. En resumen, los célculos de "homologia" entre dos secuencias se pueden realizar de la
siguiente manera. Se alinean las secuencias con fines comparativos 6ptimos (por ejemplo, se pueden introducir
huecos en una o ambas de una primera y una segunda secuencia de aminoacidos o de acido nucleico para la
alineacion optima y las secuencias no homélogas se pueden descartar para fines comparativos). En una realizacion
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preferida, la longitud de una primera secuencia que se alinea con fines comparativos es al menos aproximadamente
un 30 %, preferentemente, al menos aproximadamente un 40 %, mas preferentemente, al menos aproximadamente
un 50 %, incluso mas preferentemente, al menos aproximadamente un 60 %, e incluso mas preferentemente, al menos
aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 75 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos
aproximadamente un 85 %, al menos aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente un 95 % o
aproximadamente un 100 % de la longitud de una segunda secuencia. Después se comparan los restos de
aminoacidos o nucledtidos de las posiciones de aminoacidos o posiciones de nucledtidos correspondientes de la
primera y segunda secuencias. Cuando una posicidon en la primera secuencia esta ocupada por el mismo resto de
aminoacido o nucledtido que la posicion correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son
idénticas en esa posicion. El porcentaje de homologia entre las dos secuencias es una funcién del nimero de
posiciones idénticas compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el numero de huecos y la longitud de cada
hueco, que es necesario introducir para la alineacion 6ptima de las dos secuencias. Puede realizarse la comparacion
de secuencias y la determinacion del porcentaje de homologia entre dos secuencias usando un algoritmo matematico,
tal como BLAST (Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215(3): 403-410). El porcentaje de homologia entre dos secuencias
de aminoacidos también se puede determinar usando el algoritmo de Needleman y Wunsch, que se ha incorporado al
programa GAP en el paquete de software GCG, usando una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250 y un peso de
hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 0 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 0 6 (Needleman y Wunsch (1970) J. Mol. Biol.
48:444-453). El porcentaje de homologia entre dos secuencias de nucleétidos también se puede determinar usando
el programa GAP en el paquete de software GCG, usando una matriz NWSgapdnaCMP y un peso de hueco de
40,50,60,70 u 80 y un peso de longitud de 1, 2, 3,4, 5 0 6.

Un experto en la materia puede realizar calculos iniciales de homologia y ajustar los parametros del algoritmo en
consecuencia. Un conjunto preferido de parametros (y el que debe utilizarse si existe incertidumbre sobre los
parametros que deben aplicarse para determinar si una molécula esta dentro de una limitacion de homologia de las
reivindicaciones) es una matriz de puntuacién Blossum 62 con una penalizacién por hueco de 12, una penalizacion
por hueco extendido de 4 y una penalizacidon por hueco de desplazamiento de fase de lectura de 5. Se conocen
métodos adicionales de alineacién de secuencias en las técnicas de biotecnologia (véase, p.ej., Rosenberg (2005)
BMC Bioinformatics 6:278); Altschul et al. (2005) FEBS J. 272(20): 5101-5109).

Un "ortélogo" es un gen o genes que estan relacionados por descendencia vertical y son responsables de
sustancialmente las mismas o idénticas funciones en diferentes organismos. Por ejemplo, la epdxido hidrolasa de
ratéon y la epoxido hidrolasa humana pueden considerarse ortdlogos para la funcion bioldgica de la hidrélisis de
epoxidos. Los genes estan relacionados por descendencia vertical cuando, por ejemplo, comparten similitud de
secuencia de una cantidad suficiente para indicar que son homologos o estan relacionados por la evolucién de un
antepasado comun. Los genes también pueden considerarse ort6logos si comparten la estructura tridimensional pero
no necesariamente una similitud de secuencia, de una cantidad suficiente para indicar que han evolucionado de un
antepasado comun en la medida en que la similitud de secuencia primaria no es identificable, que son ortélogos
pueden codificar proteinas con una similitud de secuencia de aproximadamente el 25 % al 100 % de identidad de
secuencia de aminoacidos. También se puede considerar que los genes que codifican proteinas que comparten una
similitud de aminoacidos inferior al 25 % han surgido por descendencia vertical si su estructura tridimensional también
muestra similitudes. Los miembros de la familia de enzimas serina proteasa, incluyendo activador de plasmindégeno
tisular y elastasa, se consideran que han surgido por descendencia vertical de un antepasado comun. Los ortélogos
incluyen genes o sus productos génicos codificados que a través de, por ejemplo, evolucién, han divergido en
estructura o actividad general. Por ejemplo, cuando una especie codifica un producto genético que muestra dos
funciones y cuando tales funciones se han separado en genes distintos en una segunda especie, los tres genes y sus
productos correspondientes se consideran ortélogos. Para la produccién acoplada al crecimiento de un producto
bioquimico, los expertos en la materia entenderan que el gen ortélogo que alberga la actividad metabdlica a interrumpir
debe elegirse para la construccion del microorganismo de origen no natural. Un ejemplo de ortélogos que muestran
actividades separables es cuando se han separado actividades distintas en productos génicos distintos entre dos o
mas especies o dentro de una sola especie. Un ejemplo especifico es la separacion de la protedlisis de elastasa y la
protedlisis de plasmindgeno, dos tipos de actividad serina proteasa, en moléculas distintas como activador de
plasmindgeno y elastasa. Un segundo ejemplo es la separacion de la 5'-3' exonucleasa de micoplasma y la actividad
de la ADN polimerasa Il de Drosophila. La ADN polimerasa de la primera especie puede considerarse un ortélogo
para una o ambas exonucleasas o la polimerasa de la segunda especie y viceversa.

Por el contrario, "paralogos" son homologos relacionados por, por ejemplo, duplicacién seguida de divergencia
evolutiva y tienen funciones similares o comunes, pero no idénticas. Los paralogos pueden originarse o derivar de, por
ejemplo, la misma especie o de una especie diferente. Por ejemplo, la epdxido hidrolasa microsomal (epdxido hidrolasa
1) y la epoxido hidrolasa soluble (epdxido hidrolasa Il) pueden considerarse paralogos porque representan dos enzimas
distintas, coevolucionadas de un antepasado comun, que catalizan reacciones distintas y tienen funciones distintas en
la misma especie. Los paralogos son proteinas de la misma especie con una similitud de secuencia significativa entre
si, lo que sugiere que son homologas o estan relacionada s a través de la coevolucion a partir de un antepasado
comun. Los grupos de familias de proteinas paralogas incluyen homaélogos de HipA, genes de luciferasa, peptidasas
y otros.

Un desplazamiento génico no ortélogo es un gen no ortélogo de una especie que puede sustituir a una funcién génica
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de referencia en una especie diferente. La sustitucion incluye, por ejemplo, ser capaz de realizar sustancialmente la
misma funcién o una similar en la especie de origen en comparacion con la funcion de referencia en las diferentes
especies. Aunque en general, un desplazamiento génico no ortdlogo sera identificable como estructuralmente
relacionado con un gen conocido que codifica la funcion de referencia, sin embargo, los genes menos relacionados
estructuralmente pero funcionalmente similares y sus productos génicos correspondientes seguiran estando
comprendidos en el significado de la expresion tal como se usa en el presente documento. La similitud funcional
requiere, por ejemplo, al menos alguna similitud estructural en el sitio activo o regiéon de unién de un gen no ortélogo
en comparacion con un gen que codifica la funcién que se busca sustituir. Por lo tanto, un gen no ortélogo incluye, por
ejemplo, un gen paralogo o no relacionado.

Por lo tanto, al identificar y construir los microorganismos recombinantes de origen no natural que comprenden una
via biosintética de acidos grasos modificada que comprende una w-hidroxilasa u oxigenasa de EC 1.14.15.3 utilizada
en el proceso quimioenzimatico para la produccidon de derivados de acidos grasos, los expertos en la materia
comprenderan la aplicacion de la ensefianza y la orientaciéon proporcionadas en el presente documento a una especie
en particular en la que la identificacion de modificaciones metabdlicas debe incluir la identificacion y la alteracion de
los ortélogos. En la medida en que estén presentes los desplazamientos de genes paralogos y/o no ortélogos en el
microorganismo de referencia que codifica una enzima que cataliza una reaccion metabdlica similar o sustancialmente
similar, los expertos en la materia también pueden alterar estos genes relacionados evolutivamente para garantizar
que cualquier redundancia funcional en las actividades enzimaticas no provoque un cortocircuito en las modificaciones
metabdlicas disefiadas. Los desplazamientos de genes ortdlogos, paralogos y no ortélogos pueden determinarse por
métodos bien conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, la inspeccion de las secuencias de los acidos
nucleicos o de aminoacidos para dos polipéptidos revelara la identidad y las similitudes de secuencia entre las
secuencias comparadas. Basandose en tales similitudes, un experto en la materia puede determinar si la similitud es
suficientemente alta para indicar que las proteinas estan relacionadas a través de la evolucion de un ancestro comun.
Los algoritmos bien conocidos por los expertos en la materia, tal como Align, BLAST, Clustal W y otros compararon y
determinaron una similitud o identidad de secuencia bruta y también determinaron la presencia o significacion de
huecos en la secuencia a los que se les puede asignar un peso o puntuacion. Tales algoritmos también son conocidos
en la técnica y son aplicables de manera similar para determinar la similitud o identidad de la secuencia de nucleétidos.
Los parametros para determinar de manera suficientemente similar la relacion se calculan basandose en métodos
bien conocidos para calcular la similitud estadistica o la posibilidad de encontrar una coincidencia similar en un
polipéptido aleatorio y se determina la importancia de la coincidencia. Los expertos en la materia, si se desea, también
pueden optimizar visualmente una comparacion por ordenador de dos 0 mas secuencias. Se puede esperar que los
productos génicos o proteinas relacionados tengan una gran similitud, por ejemplo, una Identidad de secuencia del 25
% al 100 %. Las proteinas que no estan relacionadas pueden tener una identidad que es esencialmente la misma que
se esperaria que se produjera por casualidad, si se explora una base de datos de tamafio suficiente (aproximadamente
5 %). Las secuencias entre el 5 % y el 24 % pueden o no representar una homologia suficiente para concluir que las
secuencias comparadas estan relacionadas. Se puede llevar a cabo un andlisis estadistico adicional para determinar
la significacion de tales coincidencias dado el tamafio del conjunto de datos para determinar la relevancia de estas
secuencias. Parametros ejemplares para determinar la relacion de dos o mas secuencias usando el algoritmo BLAST,
por ejemplo, pueden ser como se establecen a continuacion. En resumen, las alineaciones de secuencias de
aminoacidos se pueden realizar utilizando BLASTP versién 2.0.8 (5 de enero de 1999) y los siguientes parametros:
Matriz: 0 BLOSUM®G62; hueco abierto: 11; extensiéon de hueco: 1; x_dropoff: 50; esperado: 10,0; tamafio de palabra: 3;
filtro: on. Las alineaciones de secuencias de los acidos nucleicos se pueden realizar utilizando BLASTN versién 2.0.6
(16 de septiembre de 1998) y los siguientes parametros: Coincidencia: 1; fala de coincidencia: -2; hueco abierto: 5;
extensién de hueco: 2; x_dropoff: 50; esperado: 10,0; tamafio de palabra: 11; filtro: off. Los expertos en la materia
sabran qué modificaciones y actualizaciones se pueden hacer a los parametros anteriores para aumentar o disminuir
la rigurosidad de la comparacién, por ejemplo y determinar la relacion de dos o mas secuencias.

El término "heterélogo" generalmente significa derivado de una especie diferente o derivado de un organismo diferente.
Como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de nucleétidos o una secuencia de polipéptidos
que no esta naturalmente presente en un organismo particular. La expresion heterélogo significa que una proteina o
polipéptido se afiade experimentalmente a una célula que normalmente no expresa esa proteina. Como tal, heterélogo
se refiere al hecho de que una proteina transferida derivé inicialmente de un tipo celular diferente o de una especie
diferente que el receptor. Por ejemplo, una secuencia polinucleotidica endégena a una célula vegetal puede
introducirse en una célula hospedadora bacteriana por métodos recombinantes y el polinucleétido vegetal es entonces
un polinucledtido heterdlogo en una célula hospedadora bacteriana recombinante.

Un polipéptido "endégeno” se refiere a un polipéptido codificado por el genoma de la célula hospedadora (por ejemplo,
célula microbiana parental) a partir de la cual la célula recombinante se modifica genéticamente o deriva. Por lo tanto,
el término "enddgeno" se refiere a una molécula o actividad de referencia que estd naturalmente presente en el
hospedador. De manera similar, el término, cuando se usa en referencia a la expresiéon de un acido nucleico
codificante, se refiere a la expresion de un acido nucleico codificante contenido dentro del organismo microbiano
natural.

Un polipéptido "exdgeno” se refiere a un polipéptido que no esta codificado por el genoma de la célula microbiana
parental. Un polipéptido variante (p. ej. mutante) es un ejemplo de un polipéptido exdgeno. Se pretende que "exdégeno”
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signifique que la molécula de referencia o la actividad de referencia se introduce en el organismo microbiano
hospedador. Por lo tanto, el término, tal como se usa en referencia a la expresién de un acido nucleico codificante, se
refiere a la introduccién del acido nucleico codificante en una forma expresable en el organismo microbiano. Cuando
se usa en referencia a una actividad biosintética, el término se refiere a una actividad que se introduce en el organismo
hospedador de referencia. La fuente puede ser, por ejemplo, un acido nucleico codificante homélogo o heterélogo que
expresa la actividad de referencia después de la introduccion en el organismo microbiano hospedador. Por
consiguiente, la expresion exdégena de un acido nucleico codificante de la divulgacion puede utilizar uno o ambos
acidos nucleicos heterélogos u homélogos codificantes.

Como se usa en el presente documento, el término "fragmento" de un polipéptido se refiere a una parte mas corta de
un polipéptido o de una proteina de longitud completa que varia en tamafo desde cuatro restos de aminoacidos hasta
la secuencia de aminoacidos completa menos un resto de aminoacido. En determinadas realizaciones de la
divulgacion, un fragmento se refiere a la secuencia de aminoacidos completa de un dominio de un polipéptido o de
una proteina (por ejemplo, un dominio de unién al sustrato o un dominio catalitico).

Como se usa en el presente documento, el término "mutagénesis" se refiere a un proceso mediante el que la
informacién genética de un organismo se cambia de manera estable. La mutagénesis de una secuencia de un acido
nucleico que codifica una proteina produce una proteina mutante. La mutagénesis también se refiere a cambios en
las secuencias de los acidos nucleicos no codificantes que dan como resultado una actividad proteica modificada.

Como se usa en el presente documento, el término "gen" se refiere a secuencias de un acido nucleico que codifica un
producto de ARN o un producto proteico, asi como secuencias de un acido nucleico unidas operativamente que afectan
la expresion del ARN o proteina (por ejemplo, tales secuencias incluyen, pero sin limitacién, secuencias promotoras o
potenciadoras) o secuencias de un acido nucleico unidas operativamente que codifican secuencias que afectan la
expresion del ARN o proteina (por ejemplo, tales secuencias incluyen, pero sin limitacion, sitios de unién a ribosomas
o secuencias de control de traduccion).

Las secuencias de control de la expresion son conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, promotores,
potenciadores, sefiales de poliadenilacion, terminadores de la transcripcion, sitios internos de entrada al ribosoma
(IRES) y similares, que proporcionan la expresion de la secuencia polinucleotidica en una célula hospedadora. Las
secuencias de control de la expresidn interactian especificamente con proteinas celulares implicadas en la
transcripcion (Maniatis et al., (1987) Science 236:1237-1245). Se describen secuencias de control de la expresion
ejemplares en, por ejemplo, Goeddel, "Gene Expression Technology: Methods in Enzymology", Vol. 185, Academic
Press, San Diego, Calif. (1990). En los métodos de la divulgacion, una secuencia de control de la expresién esta unida
operativamente a una secuencia polinucleotidica. Por "unidas operativamente" se entiende que una secuencia
polinucleotidica y una secuencia o secuencias de control de la expresién estan conectadas de manera que permiten
la expresién génica cuando las moléculas apropiadas (por ejemplo, proteinas activadoras de la transcripcion) se unen
a la secuencia o secuencias de control de la expresion. Los promotores unidos operativamente se encuentran cadena
arriba de la secuencia polinucleotidica seleccionada en términos de la direccion de transcripcion y traduccion. Los
potenciadores unidos operativamente se pueden ubicar cadena arriba, dentro o cadena abajo del polinucleétido
seleccionado.

Como se usa en el presente documento, el término "vector" se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otro acido nucleico, es decir, una secuencia polinucleotidica, al que se ha unido. Un tipo de vector util es
un episoma (es decir, un acido nucleico capaz de realizar la replicacion extracromosoémica). Los vectores utiles son
aquellos capaces de realizar la replicacion autonoma y/o expresion de acidos nucleicos a los que estan unidos. Los
vectores capaces de dirigir la expresién de los genes a los que estan unidos operativamente se denominan, en el
presente documento, "vectores de expresion". En general, los vectores de expresion Utiles en las técnicas de ADN
recombinante se encuentran normalmente en forma de "plasmidos" que, en general, se refieren a bucles de ADN
bicatenarios circulares que, en su forma vectorial, no estan unidos al cromosoma. Los términos "plasmido" y "vector"
se usan indistintamente en el presente documento, en tanto que un plasmido es la forma de vector mas utilizada. Sin
embrago, también se incluyen otras formas de vectores de expresion que cumplen funciones equivalentes y que se
dan a conocer en la técnica a continuacion. En algunas realizaciones, un vector recombinante comprende ademas un
promotor unido operativamente a la secuencia polinucleotidica. En algunas realizaciones, el promotor es un promotor
regulado por el desarrollo, especifico de organulo, especifico de tejido, inducible, constitutivo o especifico de célula.
El vector recombinante normalmente comprende al menos una secuencia que incluye (a) una secuencia de control de
la expresidon acoplada operativamente a la secuencia polinucleotidica; (b) un marcador de seleccion acoplado
operativamente a la secuencia polinucleotidica; (c) una secuencia marcadora acoplada operativamente a la secuencia
polinucleotidica; (d) un resto de purificacién acoplado operativamente a la secuencia polinucleotidica; (e ) una
secuencia de secrecion acoplada operativamente a la secuencia polinucleotidica; y (f) una secuencia de
direccionamiento acoplada operativamente a la secuencia polinucleotidica. En determinadas realizaciones, la
secuencia de nucledtidos se incorpora de manera estable en el ADN gendmico de la célula hospedadora y la expresion
de la secuencia de nucleétidos esta bajo el control de una region promotora regulada. Los vectores de expresion
descritos en el presente documento incluyen una secuencia polinucleotidica descrita en el presente documento en una
forma adecuada para la expresion de la secuencia polinucleotidica en una célula hospedadora. Los expertos en la
materia apreciaran que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la eleccion de la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 811 083 T3

célula hospedadora que se vaya a transformar, el nivel de expresion del polipéptido deseado, etc. Los vectores de
expresion descritos en el presente documento pueden introducirse en células hospedadoras para producir
polipéptidos, incluyendo polipéptidos de fusion, codificados por las secuencias polinucleotidicas como se describe en
el presente documento. La expresion de genes que codifican polipéptidos en procariotas, por ejemplo, E. coli, se
realiza con mayor frecuencia con vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresion
de polipéptidos de fusion o no de fusidn. Los vectores de fusion afaden una cantidad de aminoacidos a un polipéptido
codificado en los mismos, habitualmente al extremo amino o carboxi del polipéptido recombinante. Dichos vectores de
fusion normalmente sirven para uno o mas de los tres siguientes propdsitos: (1) aumentar la expresién del polipéptido
recombinante; (2) aumentar la solubilidad del polipéptido recombinante; y (3) ayudar en la purificacién del polipéptido
recombinante actuando como ligando en la purificacion por afinidad. Con frecuencia, en los vectores de expresion de
fusion, se introduce un sitio de escision proteolitica en la unién de la fraccion de fusion y el polipéptido recombinante.
Esto permite la separacion del polipéptido recombinante de la fraccion de fusidon después de la purificacion del
polipéptido de fusion. En determinadas realizaciones, una secuencia polinucleotidica de la divulgacién puede estar
unida operativamente a un promotor derivado del bacteri6fago T5. En determinadas realizaciones, la célula
hospedadora es una célula de levadura y el vector de expresion es un vector de expresion de levadura. Ejemplos de
vectores para expresion en levadura S. cerevisiae incluyen pYepSec1 (Baldari et al. (1987) EMBO J. 6: 229-234),
pMFa (Kurjan et al. (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al. (1987) Gene 54: 113-123), pYES2 (Invitrogen
Corp., San Diego, CA) y picZ (Invitrogen Corp., San Diego, CA). En otras realizaciones, la célula hospedadora es una
célula de insecto y el vector de expresion es un vector de expresién de baculovirus. Los vectores de baculovirus
disponibles para la expresion de proteinas en células de insecto cultivadas (p. €j., células Sf9) incluyen, por ejemplo,
la serie pAc (Smith et al. (1983) Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) y la serie pVL (Lucklow et al. (1989) Virology 170:31-39).
En otra realizacién mas, las secuencias polinucleotidicas descritas en el presente documento pueden expresarse en
células de mamifero usando un vector de expresion de mamifero. Otros sistemas de expresion adecuados para células
tanto procariotas como eucariotas son bien conocidos en la técnica; véase, p.ej., Sambrook et al., "Molecular Cloning:
A Laboratory Manual," segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, (1989).

Como se usa en el presente documento, "acil-CoA" se refiere a un acil tioéster formado entre el carbono carbonilo de
la cadena de alquilo y el grupo sulfhidrilo del resto 4'-fosfopantetionilo de la coenzima A (CoA), que tiene la féormula R-
C(0)S-CoA, donde R es cualquier grupo alquilo que tiene al menos 4 dtomos de carbono.

Como se usa en el presente documento, "acil-ACP" se refiere a un acil tioéster formado entre el carbono carbonilico
de una cadena de alquilo y el grupo sulfhidrilo de la fraccién fosfopanteteinilo de una proteina portadora de acilo (ACP,
por sus siglas en inglés). La fraccion fosfopanteteinilo se une después de la traduccion a un resto de serina conservado
en la ACP mediante la accién de la proteina sintasa portadora de holo-acilo (ACPS, por sus siglas en inglés), una
fosfopanteteinil transferasa. En algunas realizaciones, una acil-ACP es un producto intermedio en la sintesis de acil-
ACP completamente saturadas. En otras realizaciones, una acil-ACP es un producto intermedio en la sintesis de acil-
ACP insaturadas. En algunas realizaciones, la cadena de carbono tendra aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o 26 atomos de carbono. Cada una de estas acil-ACP son sustratos
para las enzimas que los convierten en derivados de acidos grasos.

Como se usa en el presente documento, el término "clon" normalmente se refiere a una célula o a un grupo de células
descendientes de y esencialmente idénticas genéticamente a un Unico ancestro comun, por ejemplo, las bacterias de
una colonia bacteriana clonada surgieron de una sola célula bacteriana.

La expresién "secuencias reguladoras", como se usa en el presente documento, normalmente se refiere a una
secuencia de bases en el ADN, unida operativamente a secuencias de ADN que codifican una proteina que finalmente
controla la expresion de la proteina. Ejemplos de secuencias reguladoras incluyen, pero sin limitaciéon, secuencias
promotoras de ARN, secuencias de unién a factores de transcripcion, secuencias de terminacion de la transcripcion,
moduladores de la transcripcion (tales como elementos potenciadores), secuencias de nucledtidos que afectan a la
estabilidad del ARN y secuencias reguladoras de la traduccion (tales como sitios de unién a ribosomas (por ejemplo,
secuencias de Shine-Dalgarno en procariotas o secuencias de Kozak en eucariotas), codones de inicio, codones de
terminacion).

Como se usa en el presente documento, el término "cultivo" tipico se refiere a un medio liquido que comprende células
viables. En una realizacion, un cultivo incluye células que se reproducen en un medio de cultivo predeterminado en
condiciones controladas, por ejemplo, un cultivo de células hospedadoras recombinantes cultivadas en medios liquidos
que comprenden una fuente de carbono y nitrégeno seleccionada. "Cultivar" o "cultivo" se refiere al crecimiento de
una poblacion de células hospedadoras recombinantes en condiciones adecuadas en un medio liquido o sdlido. En
realizaciones particulares, cultivar se refiere a la bioconversion fermentativa de un sustrato en un producto final. Los
medios de cultivo son bien conocidos y los componentes individuales de dichos medios de cultivo estan disponibles
en fuentes comerciales, p.ej., bajo las marcas registradas DIFCO™ y BBL™. En un ejemplo no limitante, el medio de
nutrientes acuoso es un medio rico que comprende fuentes complejas de nitrégeno, sales y carbono, tales como el
medio YP, que comprende 10 g/l de peptona y 10 g/l de extracto de levadura de dicho medio. La célula hospedadora
de un cultivo puede modificarse por ingenieria adicionalmente para asimilar carbono de manera eficaz y utilizar
materiales celulésicos como fuentes de carbono de acuerdo con los métodos descritos en las patentes de EE.UU.
5.000.000; 5.028.539; 5.424.202; 5.482.846; 5.602.030; documento WO 2010127318. Ademas, en algunas

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 811 083 T3

realizaciones, la célula hospedadora se modifica por ingenieria para expresar una invertasa para que la sacarosa
pueda usarse como fuente de carbono.

Como se usa en el presente documento, la expresiéon "en condiciones eficaces para expresar una secuencia de
polinucledtidos modificados por ingenieria genética" significa cualquier condicion que permita que una célula
hospedadora produzca los derivados de acidos grasos deseados. Los ejemplos son acido graso w-hidroxilado y
derivados de éster, derivados de acidos grasos w-insaturados y de los ésteres y derivados de 3-hidroxiacidos grasos
y de los ésteres. Las condiciones adecuadas incluyen, por ejemplo, las condiciones de fermentacion.

La expresion "nivel de expresion alterado” y "nivel de expresion modificado" se usan indistintamente y significan que
un polinucleoétido, polipéptido, metabolito o producto (p. e€j., derivados de acidos grasos, derivado de w-hidroxiacido
graso) esta presente a una concentracion diferente en una célula hospedadora modificada por ingenieria en
comparacién con su concentracion en una célula de tipo silvestre correspondiente en las mismas condiciones.

Como se usa en el presente documento, el término "titulo" se refiere a la cantidad de derivado de acido graso producido
por unidad de volumen de cultivo de células hospedadoras. Ejemplos de derivados de acidos grasos son los derivados
de acidos grasos w y los derivados de 3-hidroxiacidos grasos. De este modo, el titulo puede referirse a un derivado
de acido graso w (omega) particular o una combinacién de derivados de acido graso w producido por un cultivo de
células hospedadoras recombinantes dado. De manera similar, el titulo puede referirse a un derivado de acido graso
3-hidroxi particular o una combinacién de derivados de acido graso 3-hidroxi producidos por un cultivo de células
hospedadoras recombinantes dado.

Como se usa en el presente documento, el término "productividad" se refiere a la cantidad de un derivado o unos
derivados de acidos grasos producidos por unidad de volumen de cultivo de células hospedadoras por unidad de
tiempo. Ejemplos de derivados de acidos grasos son los derivados de acidos grasos w y los derivados de 3-
hidroxiacidos grasos. La productividad puede referirse a un derivado de acido graso w-hidroxilado o éster particular,
el derivado de 4cido graso o éster w-insaturado o el derivado de &cido graso o éster 3-hidroxi o una combinacién de
dichos derivados de acidos grasos producidos por un cultivo de células hospedadoras recombinantes dado.

Como se usa en el presente documento, la expresion "tasa de utilizacion de glucosa" significa la cantidad de glucosa
usada por el cultivo por unidad de tiempo, indicada como gramos/litro/hora (g/I/h).

la expresion "basada en carbono" cuando se usa solo o en referencia a una "fuente" se refiere a derivar de una fuente
de carbono. La fuente de carbono incluye cualquier material bioldgico (incluidas las materias primas renovables y/o
biomasa) del que deriva el carbono, excepto los productos oleoquimicos (es decir, aceites refinados de plantas y
animales tales como acidos grasos, ésteres de acidos grasos, TAG, hidroxiacidos grasos y similares) y productos
petroquimicos (es decir, productos quimicos derivados del petréleo tal como alcanos, alquenos y similares). De este
modo, la expresion "basadas en carbono", como se usa en el presente documento, excluye el carbono derivado de
oleoquimicos y petroquimicos. En una realizacion, la fuente de carbono es una fuente de carbono simple. En algunas
realizaciones, la fuente de carbono incluye azlcares o carbohidratos (p. ej., monosacaridos, disacaridos o
polisacaridos). En algunas realizaciones, la fuente de carbono es glucosa y/o sacarosa. En otras realizaciones, la
fuente de carbono deriva de una materia prima renovable, como los carbohidratos del maiz, cafia de azucar o biomasa
lignocelulésica; o productos de desecho tal como el glicerol, gas de combustidn, gas de sintesis; o la reformacion de
materiales organicos tal como la biomasa o el gas natural; o es didxido de carbono que se fija fotosintéticamente. En
otras realizaciones, una biomasa se procesa en una fuente de carbono, que es adecuada para la bioconversién. En
otras realizaciones mas, la biomasa no requiere procesamiento adicional en una fuente de carbono, pero puede usarse
directamente como fuente de carbono. Una fuente ejemplar de dicha biomasa es materia vegetal o vegetacion, como
pasto varilla. Otra fuente de carbono ejemplar incluye productos de desecho metabdlico, tales como materia animal
(por ejemplo, estiércol de vaca). Fuentes ejemplares adicionales de biomasa incluyen algas y otras plantas marinas.
Otra fuente de carbono (incluida la biomasa) incluye los productos de desecho de la industria, agricultura, silvicultura
y hogares, incluyendo, pero sin limitacidn, residuos de fermentacion, biomasa de fermentacion, glicerol/glicerina,
ensilado, paja, madera no procesada, aguas residuales, basura, manipulacion de residuos sdlidos, residuos urbanos
celuldsicos y restos de comida.

Como se usa en el presente documento, el término "aislado", con respecto a productos (tales como derivados de
acidos grasos) se refiere a productos que estan separados de los componentes celulares, medios de cultivo celular o
precursores quimicos o sintéticos. Por ejemplo, el derivado de acido graso o éster w-hidroxilado, el derivado de acido
graso o éster w-insaturado o el derivado de acido graso o éster 3-hidroxi producido por los organismos divulgados en
el presente documento puede ser relativamente inmiscible en el caldo de fermentacion, asi como en el citoplasma.
Por lo tanto, los derivados de acidos grasos se recogeran en una fase organica intracelular o extracelularmente. En
algunas realizaciones, los derivados de acidos grasos w se acumulan extracelularmente, es decir, se secretan. Como
se usa en el presente documento, el término "aislado" cuando se usa en referencia a un organismo microbiano
pretende significar un organismo que esta sustancialmente libre de al menos un componente a medida que el
organismo microbiano de referencia se encuentra en la naturaleza. El término incluye un organismo microbiano que
se elimina de algunos o de todos los componentes tal como se encuentra en su entorno natural. El término también
incluye un organismo microbiano que se elimina de algunos o de todos los componentes ya que el organismo
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microbiano se encuentra en entornos no naturales. Por lo tanto, un organismo microbiano aislado se separa parcial o
completamente de otras sustancias como se encuentra en la naturaleza o como se cultiva, almacenado o subsistido
en ambientes no naturales. Ejemplos especificos de organismos microbianos aislados incluyen microbios parcialmente
puros, microbios sustancialmente puros y microbios cultivados en un medio que es de origen no natural.

Como se usa en el presente documento, los términos "purificar", "purificado/a" o "purificacion" significan la eliminacion
o el aislamiento de una molécula de su entorno mediante, por ejemplo, aislamiento o separacion. Las moléculas
"sustancialmente purificadas" estan al menos aproximadamente un 60 % libres (por ejemplo, al menos
aproximadamente un 70 % libres, al menos aproximadamente un 75 % libres, al menos aproximadamente un 85 %
libres, al menos aproximadamente un 90 % libres, al menos aproximadamente un 95 % libres, al menos
aproximadamente un 97 % libres, al menos aproximadamente un 99 % libres) de otros componentes con los que estan
asociados. Como se usa en el presente documento, estos términos también se refieren a la eliminacion de
contaminantes de una muestra. Por ejemplo, la eliminacién de contaminantes puede dar como resultado un aumento
en el porcentaje de derivados de &cidos grasos en una muestra. Por ejemplo, cuando se produce un derivado de acido
graso en una célula hospedadora recombinante, el derivado de acido graso puede purificarse mediante la eliminacion
de proteinas de la célula hospedadora. Después de la purificacion, el porcentaje de derivado de acido graso en la
muestra aumenta. Los términos "purificar”, "purificado/a" y "purificacién" son términos relativos que no requieren una
pureza absoluta. De este modo, por ejemplo, cuando se produce un derivado de acido graso en células hospedadoras
recombinantes, un derivado de acido graso purificado es un derivado de acido graso que esta sustancialmente
separado de otros componentes celulares (por ejemplo, acidos nucleicos, polipéptidos, lipidos, carbohidratos u otros
hidrocarburos).

Como se usa en el presente documento, la expresion "de origen no natural" cuando se usa en referencia a un
organismo microbiano o microorganismo divulgado en el presente documento pretende significar que el organismo
tiene al menos una alteracion genética que normalmente no se encuentra en una cepa de origen natural de la especie
de referencia, incluidas las cepas de tipo silvestre de las especies de referencia. Las alteraciones genéticas incluyen,
por ejemplo, modificaciones que introducen acidos nucleicos expresables que codifican polipéptidos metabdlicos, otras
adiciones de acidos nucleicos, eliminaciones de acidos nucleicos y/u otra alteracion funcional del material genético
microbiano. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, regiones codificantes y fragmentos funcionales de las
mismas, de polipéptidos heterélogos, homadlogos o tanto heterdlogos como homaélogos para las especies de referencia.
Las modificaciones adicionales incluyen, por ejemplo, regiones reguladoras no codificantes en las que las
modificaciones alteran la expresion de un gen u operdn. Polipéptidos metabdlicos ejemplares incluyen enzimas dentro
de una via biosintética de derivados de acidos grasos que incluyen, sin limitacion, tioesterasas, éster sintasas, omega
hidroxilasas y oxidasas o deshidrogenasas.

Como se usa en el presente documento, el término "CoA" o "coenzima A" pretende significar un cofactor o grupo
prostético organico (parte no proteica de una enzima) cuya presencia se requiere para la actividad de muchas enzimas
para formar un sistema enzimatico activo. La coenzima A funciona, por ejemplo, en determinadas enzimas de
condensacion, actua en la transferencia de acetilo u otro grupo acilo y en la sintesis y oxidacién de acidos grasos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sustancialmente anaerdbico" cuando se usa en referencia a
una condicion de cultivo o crecimiento pretende significar que la cantidad de oxigeno es menos de aproximadamente
el 10 % de saturaciéon para oxigeno disuelto en medios liquidos. La expresion también pretende incluir camaras
selladas de medio liquido o sélido mantenidas con una atmésfera de menos de aproximadamente un 1 % de oxigeno.

Como se usa en el presente documento, la expresion "alteracidon génica", o equivalentes gramaticales de la misma,
pretende significar una alteracién genética que deja el producto génico codificado inactivo. La alteracidon genética
puede ser, por ejemplo, la eliminaciéon de todo el gen, la eliminacién de una secuencia reguladora requerida para la
transcripcion o traduccion, la eliminacion de una parte del gen con resultados en un producto génico truncado o por
cualquiera de las diversas estrategias de mutacién que inactivan el producto génico codificado. Un método
particularmente util de alteracion génica es la eliminaciéon génica completa porque reduce o elimina la aparicién de
reversiones genéticas en los microorganismos de origen no natural de la invencién. La expresion "alteracion génica"
también pretende significar una transformacion genética que disminuye la actividad de un producto génico dado en
relacion con su actividad en un organismo de tipo silvestre. Esta atenuacién de la actividad puede deberse a, por
ejemplo, una eliminacion en una parte del gen que da como resultado un producto génico truncado o cualquiera de
las diversas estrategias de mutacion que hacen que el producto génico codificado sea menos activo que su forma
natural, reemplazo o mutacion de la secuencia promotora que conduce a una expresion mas baja o menos eficaz del
gen, cultivo del organismo en una condicion en la que el gen se expresa menos altamente que en condiciones normales
de cultivo o introduccién de moléculas de ARN antisentido que interactian con moléculas de ARNm complementarias
del gen y alteran su expresion.

Como se usa en el presente documento, la expresién "organismo eucariota" se refiere a cualquier organismo que
tenga un tipo de célula que tenga organulos especializados en el citoplasma y un nucleo unido a la membrana que
encierra material genético organizado en cromosomas. La expresion pretende abarcar todos los organismos
eucariotas, incluidos los organismos microbianos eucariotas, tal como levaduras y hongos. La expresion también
incluye cultivos celulares de cualquier especie eucariota que se pueda cultivar para la produccién de un producto
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bioquimico donde la especie eucariota no necesita ser un organismo microbiano. Un "organismo microbiano eucariota"
"organismo microbiano eucariota" o "microorganismo eucariota”" pretende significar cualquier organismo eucariota que
exista como una célula microscopica que esté incluido dentro del dominio eucariota.

Vision general

El desarrollo de un nuevo proceso quimioenzimatico respetuoso con el medio ambiente para la produccién de lactonas
y cetonas macrociclicas que son adecuadas como ingredientes de fragancia a partir de derivados de acidos grasos
derivados de microbios indica una mejora significativa para la industria. En particular, el método prevé la produccién
de estos compuestos quimicos a partir de materias primas basadas en carbono, tal como los carbohidratos a partir del
maiz, cafia o biomasa lignoceluldsica; productos de desecho tal como el glicerol, gas de combustién, gas de sintesis;
o la reformacién de materiales organicos tal como biomasa o el gas natural o el diéxido de carbono. Esto proporciona
un proceso limpio y ambientalmente sostenible para la produccién de productos quimicos como ingredientes de
fragancia. Debido a que el proceso permite que los compuestos se produzcan a partir de una materia prima renovable
simple, también hay ventajas econdmicas distintas con respecto al coste y a la simplicidad de la operacion.

Por ejemplo, el proceso quimioenzimatico incluye un método de dos etapas que produce un derivado de acido graso
por microbios a partir de una materia prima basada en carbono renovable y después convierte sintéticamente el
derivado de acido graso en una lactona o cetona macrociclica, como un ingrediente de fragancia. Las ventajas de este
proceso son que es un método de produccién mas simple y rentable, porque emplea como primera etapa una
fermentacion microbiana en lugar de costosos (y a menudo multiples) procesos quimicos y/o biocataliticos. Otra
ventaja es que el proceso es mas limpio porque se generan menos productos de desecho. Otra ventaja es que el
proceso es mas sostenible debido al uso de materia prima renovable como material de origen en bruto, esto incluso
puede incluir productos de desecho tal como el glicerol. Otra ventaja es la fabricacion selectiva de nuevas lactonas o
cetonas macrociclicas especificas, es decir, nuevas composiciones adecuadas como fragancias. Aun asi, otra ventaja
es el acceso repentino a diversas composiciones quimicas que proporcionan la base para nuevas fragancias.

Los ingredientes de fragancia tienen caracteristicas olfativas especificas y su produccién hasta ahora ha sido limitada
mediante el uso de compuestos de origen natural o precursores petroquimicos u oleoquimicos. La divulgacion
proporciona un proceso quimioenzimatico que permite la sintesis de nuevas estructuras quimicas mediante el uso de
derivados de acidos grasos como sustratos. En particular, la fermentacion puede alterar la posicion y la configuracion
de los dobles enlaces, introducir ramificaciones de metilo y variar las longitudes de las cadenas de carbono en los
derivados de acidos grasos. Los derivados de acidos grasos se usan después como precursores para elaborar los
ingredientes de fragancia. Esto permite la sintesis de nuevas estructuras quimicas con caracteristicas olfativas
potencialmente mas potentes o alteradas. Con este fin, es bien sabido en la técnica que la adiciéon de un doble enlace
y/o la alteracion de su configuracion o posicion tiene un impacto en la volatilidad de un compuesto. Esto puede dar a
un compuesto una fragancia intensificada o alterada.

Un ejemplo es globalide (también conocido como habanolide), que es un almizcle de olor metalico, fresco y radiante.
Globalide es una mezcla no natural (es decir, sintética) de C1s macrdlidos ciclicos con un doble enlace, en la posicion
C11 0 C12 y como cis (z-) o trans (e-) isdbmeros (una mezcla de e-11 ciclopentadecenolida, z-11 ciclopentadecenolida,
e-12 ciclopentadecenolida y z-12 ciclopentadecenolida). La configuracion y posicion de su doble enlace no es por
disefio, sino que esta determinada por las materias primas quimicas disponibles utilizadas para su sintesis,
ciclododecanona y butadieno. El proceso quimioenzimético permite la sintesis de habandlidos isoméricamente puros
con un doble enlace en una posicion definida, por ejemplo z-11 ciclopentadecenolida, z-12 ciclopentadecenolida, z-7
ciclopentadecenolida y z-8 ciclopentadecenolida), que son compuestos novedosos con caracteristicas olfativas
potencialmente superiores en comparacion con el globalide sintético.

Otro ejemplo es la familia de la ambretolida. Ambretolida es un almizcle de olor ligeramente dulce. Se produce de
manera natural en semillas de hibisco y es un C1s macrolido con un doble enlace (z-7 ciclohexadecenolida). Debido al
suministro limitado de las semillas de hibisco, por lo general, se sintetiza quimicamente. Sin embrago, la estructura
natural no es accesible a través de la sintesis quimica. La sintesis quimica se limita a su analogo saturado,
dihidroambretolida (ciclohexadecanolida), que tiene caracteristicas olfativas inferiores o el isémero trans-9,
isoambretolida (e-9 ciclohexadecenolida). La configuracién y posicion del doble enlace del ultimo compuesto no es por
disefio, sino que esta determinada por la materia prima quimica, que en este caso es el acido aleuritico. El presente
proceso quimioenzimatico permite la sintesis de z-9 ciclohexadecenolida, una isoambretolida con la misma
configuracion de doble enlace que la ambretolida natural, que es un compuesto novedoso con caracteristicas olfativas
potencialmente superiores en comparacion con la isoambretolida sintética.

Otro ejemplo es la familia de cetonas macrociclicas insaturadas. Solo unas pocas cetonas macrociclicas son de origen
natural, por ejemplo, muscona ((-) - (R) -3-metilciclopentadecanona) del ciervo almizclero o rata almizclera y su
suministro es limitado. Las cetonas macrociclicas generalmente se sintetizan quimicamente a partir de
ciclododecanona por extension de anillo o por metatesis olefinica. Por lo general, estan completamente saturadas,
p.ej., romanona (también conocida como exaltona) (ciclopentadecanona). El presente proceso quimioenzimatico
permite la sintesis de cetonas macrociclicas insaturadas, p.ej., ciclopentadecenona o ciclohexadecenona, cuando un
acido dicarboxilico insaturado, p.ej., acido 1,15 pentadecenodioico o acido 1,16 hexadecenodioico, se utiliza como
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precursor de derivados de acidos grasos. Estos son compuestos novedosos con caracteristicas olfativas
potencialmente superiores en comparaciéon con el producto sintético correspondiente, cetonas macrociclicas
saturadas.

Otro ejemplo es la familia de gamma o delta lactona (y- o &-lactona), por ejemplo, la C+2 y-lactona y y-dodecalactona.
Las y-lactonas insaturadas no son accesibles mediante sintesis quimica. La biotransformacion utilizando costosas
materias primas oleoquimicas tal como el aceite de ricino o el acido ricinoleico solo permite un doble enlace en la
posicion Caz, p.ej., y-dodec-2-enolactona. El ultimo proceso también es dificil de controlar y la y-dodec-2-enolactona es
solo una fracciéon menor de la dodecalactona saturada. El presente proceso quimioenzimatico permite la sintesis de
y-dodec-5-enolactona cuando un éster de acido graso 3-hidroxi o un éster de acido graso 3-hidroxi insaturado, p.g;j.,
acido 3-hidroxi dodec-5-enoico o éster metilico del acido 3-hidroxi dodec-5-enoico, se utiliza como precursor de
derivados de acidos grasos. El proceso quimioenzimatico también permite la sintesis de y-lactonas ramificadas con
metilo, p.ej., 9-metil-y-dodecalactona, 10-metil-y-dodecalactona y 10-metil-y-undecalactona, cuando los acidos grasos
o los ésteres de acidos grasos insaturados ramificados con metilo se utilizan como precursores de derivados de acidos
grasos. Estos son compuestos novedosos con caracteristicas olfativas potencialmente superiores en comparacion con
las y-lactonas sintéticas o semisintéticas.

Los microorganismos

La presente divulgacion se refiere a un proceso que comprende el cultivo de microorganismos recombinantes que se
han modificado por ingenieria para convertir materias primas basadas en carbono renovables, tales como
carbohidratos, productos de desecho o biomasa selectivamente a derivados de acidos grasos especificos que sirven
como precursores derivados de microbios para la produccion de ingredientes de fragancia. Como tal, la divulgacion
contempla microorganismos que abarcan modificaciones metabdlicas, incluidas funcionalidades enzimaticas alteradas
a través de metabolismos de acidos grasos microbianos modificados por ingenieria para la conversion de intermedios
en derivados de acidos grasos especificos, p.ej., acidos grasos y ésteres grasos que a su vez sirven como precursores
derivados de microbios para la produccién de lactonas y cetonas macrociclicas, es decir, ingredientes de fragancia.
Los microorganismos recombinantes permiten procesos de fermentacion a gran escala y alto rendimiento que hacen
que la produccion de ingredientes de fragancia sea mas rentable.

La sintesis de acidos grasos es uno de los sistemas mas conservados de la maquinaria biosintética bacteriana. El
complejo de multiples enzimas de la acido graso sintasa (FAS, por sus siglas en inglés) esta presente en todas las
bacterias y organismos eucariotas. La mayoria de los genes relacionados con la FAS son indispensables para el
crecimiento y la supervivencia de las células. Las FAS eucariota y bacteriana conducen esencialmente el mismo tipo
de transformacion bioguimica. En eucariotas, la FAS se conoce como FASI y la mayoria de sus dominios cataliticos
estan codificados por una cadena polipeptidica (no disociable). En procariotas tales como las bacterias, la FAS se
conoce como FASII y sus enzimas individuales y proteinas portadoras estan codificadas por genes separados que
codifican proteinas diferenciadas (disociables).

La proteina portadora de acilo (ACP) junto con las enzimas en una via de FAS controlan la longitud, el grado de
saturacion y de ramificacion de los acidos grasos producidos en un organismo natural. Las etapas de esta via son
catalizadas por enzimas de las familias de genes de biosintesis de acidos grasos (FAB, por sus siglas en inglés) y
acetil-CoA carboxilasa (ACC, por sus siglas en inglés). Por ejemplo, las enzimas que pueden incluirse en una via FAS
incluyen AccABCD, FabD, FabH, FabG, FabA, FabZ, Fabl, FabK, FabL, FabM, FabB y FabF. Dependiendo del
producto derivado de acidos grasos deseado, uno o mas de estos genes pueden atenuarse o sobreexpresarse. Como
tal, se han modificado por ingenieria microorganismos para aumentar la produccién de derivados de acidos grasos a
partir de materias primas renovables tales como glucosa u otras fuentes de carbono. En el presente documento, la
objetivo principal es aumentar la actividad de las enzimas de control clave que regulan la produccion de derivados de
acidos grasos para convertir la cepa bacteriana en una fabrica de microbios para la produccién de derivados de acidos
grasos, incluyendo acidos grasos, ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) y ésteres etilicos de acidos grasos
(FAEE) (véase, p.€j., la Patente de EE. UU. N.° 8.283.143).

Los microorganismos o células microbianas expresan polinucleétidos que codifican polipéptidos de funcién enzimatica
para modificar las vias enzimaticas para la produccién de derivados de &cidos grasos deseables que sirven como
precursores microbianos. Estos polipéptidos, que se identifican en el presente documento por los Numeros de Registro
de Enzimas (numeros EC), son utiles para modificar por ingenieria las vias de acidos grasos que conducen a la
produccién de derivados de acidos grasos. La tabla 1 a continuacién muestra los niumeros EC de enzimas que son
utiles en la modificacion por ingenieria de tales vias de acidos grasos.
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Tabla 1: Actividades enzimaticas

Designacién . . N.° de Numero .
del gen Organismo Fuente Nombre de la Enzima Registro de EC Uso Ejemplar
Aumento de la Produccién de Acidos Grasos
Acetil-CoA
carboxilasa, aumento de la
accA E. coli, Lactococci subunidad A AAC73296, 6.4.1.2 produccién de
- NP_414727 :
(carboxiltransferasa Malonil-CoA
alfa)
Acetil-CoA
carboxilasa, aumento de la
accB E. coli, Lactococci subunidad B (BCCP: | NP_417721 6.4.1.2 produccién de
proteina portadora de Malonil-CoA
carboxilo de biotina)
Acetil-CoA
carboxilasa 6.4.1.2 aumento de la
accC E. coli, Lactococci ) N NP_417722 P produccién de
subunidad C (biotina 6.3.4.14 ;
: Malonil-CoA
carboxilasa)
Acetil-CoA
carboxilasa, aumento de la
accD E. coli, Lactococci subunidad D NP_416819 6.4.1.2 produccién de
(carboxiltransferasa Malonil-CoA
beta)
23186 Aumento de la
fadD E. coli W3110 acil-CoA sintasa AP_002424 6.2.1 '3 ’ produccién de
T acidos grasos
ﬁ:ggtr;xldecanon aumento de la
fabA E. coliK12 . . NP 415474 4.2.1.60 produccioén de acil-
deshidratasa/isomeras ACP/C
a OA grasa
3-oxoacil-[acil-proteina aumento de la
fabB E. coli ortadora] sintasa | BAA16180 2.3.1.41 produccién de acil-
P ACP/CoA grasa
[acil-proteina aumento de la
fabd E. coliK12 portadora] S- AAC74176 2.3.1.39 produccién de acil-
maloniltransferasa ACP/CoA grasa
3-oxoacil-[acil-proteina aumento de |a
fabF E. coli K12 . AACT74179 2.3.1.179 | produccion de acil-
portadora] sintasa Il ACP/CoA grasa
3-oxoacil-[acil-proteina aumento de |a
fabG E. coli K72 ortadoral redl?ctasa AACT74177 1.1.1.100 | produccion de acil-
P ACP/CoA grasa
3-oxoacil-[acil-proteina aumento de |a
fabH E. coliK12 ortadoral sintgsa i AAC74175 2.3.1.180 | produccién de acil-
P ACP/CoA grasa
enoil-[acil-proteina aumento de la
fabl E. coliK12 ortadora]preductasa NP_415804 1.3.1.9 produccién de acil-
P ACP/CoA grasa
modulacion de la
fabR E. coli K12 Represor de la NP 418398 |ninguno | Produccion de

transcripcion

acidos grasos
insaturados
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(continuacién)

Designacion . . N.° de Numero .
del gen Organismo Fuente Nombre de la Enzima Registro de EC Uso Ejemplar
Aumento de la Produccién de Acidos Grasos
. . . aumento de la
fabV Vibrio cholerae egzg'éiﬁgﬁgﬁggsa ;(P_00121728 1.3.1.9 produccién de acil-
P ACP/CoA grasa
(3R)-hidroximiristol aumento de la
fabzZ E. coli K12 acil proteina portadora | NP_414722 4.21.- produccién de acil-
deshidratasa ACP/CoA grasa
. reduccion de la
fadE E. coli K13 acil-CoA AAC73325 | 13993 | yegradacion de
deshidrogenasa 1.3.99.- .
acidos grasos
reduccion de la
fadD E. coli K72 acil-CoA sintetasa NP_416319 6.2.1.3 degradacion de
acidos grasos
reduccion de la
fadA E. coliK12 3-cetoacil-CoA tiolasa | YP_02627 2.3.1.16 degradacion de
acidos grasos
oL o Didratasa, 42117, |reduccion de Ia
fadb E. coli K12 : . NP_418288 5.1.2.3. degradacion de
epimerasa/deshidroge )
1.1.1.35 acidos grasos
nasa
Bloqueo e
fadR E. coli proteina reguladora de | \p 445705 | ninguno | MVersion dela
la transcripcion - degradacion de
acidos grasos
Control de la Longitud de Cadena
tesA (con o sin Tioesterasa - la .
secuenciade | E. coli secuencia Ildgr.es la POADA1 3.1.2.- Longitud de
, de los aminoacidos 1- 3.1.1. cadena de C18
lider)
26
tesA (sin AAC73596 1.2 Longitud de |
secuencia E. coli tioesterasa 3596, 3.1.2., ongitud de la
lider) ’ NP_415027 3.1.1. cadena de C18:1
tesA (mutante
de tioesterasa
| de E. coli , . 3.1.2.-, Longitud de
complejada E. coli tioesterasa L109P 3.1.1. cadena <C18
con acido
octanoico)
Umbellularia . Longitud de la
fatB1 californica tioesterasa Q41635 3.1.2.14 cadena de C12:0
Longitud de
fatB2 Cuphea hookeriana tioesterasa AAC49269 3.1.214 cadena de C8:0-
C10:0
Longitud de
fatB3 Cuphea hookeriana tioesterasa AAC72881 3.1.2.14 cadena de C14:0-
C16:0
Cinnam om um camp | ,. Longitud de la
fatB hora tioesterasa Q39473 3.1.2.14 cadena de C14-0
fatB Arabidopsis thaliana tioesterasa CAA85388 3.1.2.14 Longitud de |a

cadena de C16:1
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(continuacién)

Designacion . . N.° de Numero .
del gen Organismo Fuente Nombre de la Enzima Registro de EC Uso Ejemplar
Control de la Longitud de Cadena
Unebellularia . Longitud de la
fatB1 californica. tioesterasa Q41635 3.1.2.14 cadena de C12:0
. . Longitud de la
fatA1 Helianthus annuus tioesterasa AAL79361 3.1.2.14 .
cadena de C18:1
. . . . NP_189147, Longitud de la
fatA3 Arabidopsis thaliana tioesterasa NP_193041 3.1.2.14 cadena de C18:1
fatA Brassica juncea tioesterasa CAC39106 3.1.2.14 Longitud de la .
cadena de C18:1
fatA Cuphea hookeriana tioesterasa AAC72883 3.1.2.14 Longitud de |a .
cadena de C18:1
tes Photbacterium tioesterasa YP_130000 |3.1.2.14 |Longitudde
profundum Cadena
tesB E. coli tioesterasa NP 414986 |3.1.2.14 |Longitudde
Cadena
fadM E. coli tioesterasa NP 414977 |3.1.214 |Longitudde
Cadena
yCiA E. coli tioesterasa NP 415769 |3.1.214 |Longitudde
Cadena
ybgC E. coli tioesterasa NP 415264 |3.1.2.14 |Longitudde
Cadena
Control del Nivel de Saturacion
Aumento de acidos
. AAN79592, .
Sfa E. coli Supresor de fabA AAC44390 ninguno grasos
monoinsaturados
Egggtrec:)rxldecanon Produccién de
fabA E. coli K12 . . NP_415474 4.2.1.60 acidos grasos
deshidratasa/isomeras )
a insaturados
supresores de la aumento ésteres
GnsA E. coli prese ABD18647.1 ninguno de acidos grasos
mutacion nula secG .
insaturados
supresores de la aumento ésteres
GnsB E. coli prese AAC74076.1 ninguno de acidos grasos
mutacion nula secG .
insaturados
modulacion de la
fabB E. coli 3-oxoacil-lacil-proteina | g\ 110 23141 | Produccion de
portadora] sintasa | acidos grasos
insaturados
modulacion de la
des Bacillus subtilis DS acil grasa 034653 11419 | Produccionde

desaturasa

acidos grasos
insaturados
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(continuacién)

Designacion . . N.° de Numero .
del gen Organismo Fuente Nombre de la Enzima Registro de EC Uso Ejemplar
Produccion de Esteres
O-grasa-
AT3G51970 | Arabidopsis thaliana | 2CItransferasa de NP_190765 |2.3.1.26 | Preduccionde
alcohol de cadena ésteres
larga
produccioén de
ELO1 Pichia angusta Acido graso elongasa | BAD98251 2.3.1.- aC'd(.)S grasos de
longitud de cadena
muy larga
plsC Saccf?a.romyces aciltransferasa AAA16514 2.3.1.51 producmon de
cerevisiae ésteres
DAGAT/DGAT | Arabidopsis thaliana | 2'acliglicerol AAF19262  |23.1.20 |Produccionde
aciltransferasa ésteres
hws Homo sapiens alcohol de cera acil- | \py4g018  |23.1.20  |Produccionde
CoA aciltransferasa ésteres
éster de cera
Acinetobacter sp bifuncional produccién de
aft1 ’ sintasa/acil-CoA: AAO17391 2.3.1.20 .
ADP1 o ésteres
diacilglicerol
aciltransferasa
Marinobacter roduccién de
ES9 hydrocarbonoclasti éster de cera sintasa | ABO21021 2.3.1.20 P
esteres
CuUs
mWS Simmondsia chinensis | éster de cera sintasa | AAD38041 2.3.1.- gg?srt;csmon de
Produccién de Alcoholes Grasos
aumento de la
. i produccién de
tioesterasas (véase lo .
. acidos
anterior)
grasos/alcoholes
grasos
FAR (acil-CoA conversion de acil-
BmFAR Bombyxmori reductasa formadora | BAC79425 1.1.1.- CoA en alcohol
de alcoholes grasos) graso
Acinetobacter s reduccion de acil
acr1 P- acil-CoA reductasa YP_047869 1.2.1.42 graso-CoA en
ADP1 .
aldehidos grasos
reduccién de
aldehidos grasos
yghD E. coli W3110 Alcohol AP_003562 |1.1.-- |©nalcoholes
deshidrogenasa grasos; aumento
de la produccién de
alcoholes grasos
reduccién de
Acinetobacter sp. Alcohol aldehidos grasos
alrA ADP1 deshidrogenasa CAG70252 11-- en alcoholes
grasos
FAR (acil-CoA reduccion de acil-
BmFAR Bombyxmori reductasa formadora | BAC79425 1.1.1.- CoA graso en

de alcoholes grasos)

alcohol graso
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(continuacién)

Designacion . . N.° de Numero .
del gen Organismo Fuente Nombre de la Enzima Registro de EC Uso Ejemplar
Produccion de Alcoholes Grasos
aldehido reduccion de
GTNG_1865 G@bgcﬂlusthermoc deshidrogenasa de YP_00112597 1213 aldehidos grasos
enitrificans NG80-2 0 en alcoholes
cadena larga
grasos
Svnechococcus reduccion de acil-
AAR 4 Acyl-ACP reductasa YP 400611 1.2.1.42 ACP/CoA graso en
elongatus ;
aldehidos grasos
) L reduccion de
carB Mycobact'er/um proteln’a. acido YP_889972 6.2.1.3, 4cidos grasos en
smegmatis carboxilico reductasa 1.2.1.42 .
aldehido graso
activacion de los
FadD E. coli K12 acil-CoA sintetasa NP_416319 6.2.1.3 acidos grasos a
acil-CoA grasos
atoB Erwiniacarotovora acetil-CoA YP 049388 |23.19 |Produccionde
acetiltransferasa butanol
hbd Butyrivibriofibrisoi Beta-_hldrOX|but|r|I-CoA BAD51424 111157 produccién de
vens deshidrogenasa butanol
CPE0095 C/ost'r/d/um croto_nasabutlrll-CoA BAB79801 42155 produccién de
perfringens deshidrogenasa butanol
bed Clostridium beijerinckii | PUtirl-CoA AAM14583  |1.3.992 |Produccionde
deshidrogenasa butanol
aldehido
ALDH Clostridium bejjerinckii | eShidrogenasade | \nrgea95  |1243 | Produccionde
acilacion de la butanol
coenzima A
tioesterasas de la produccion de
. aldehido-alcohol 1.1.1.1 butanol
AdhE E. coli CFT073 deshidrogenasa AANB0172 1.2.1.10 modificacién de la
(véase lo anterior) produccién
Produccién de Acetil Ester de Alcohol Graso
acri Acinetobacter sp. acil-CoA reductasa | YP_047869 |1.2.1.42 |meodificacion dela
ADP1 produccién
yghD E. Coli K12 Alcohol AP 003562 |1.1.-- modificacién de la
deshidrogenasa produccion
AAT Fragaria x ananassa alcohol O- AAG13130 2.3.1.84 modlflcqglon dela
acetiltransferasa produccion
Produccion de Olefina Terminal
OleT Jeotgalicoccus sp. | \0d0 graso HQ709266  |1.11.24 | 3acidos grasos

descarboxilasa

descarboxilados
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(continuacién)

Designacion . . N.° de Numero .
del gen Organismo Fuente Nombre de la Enzima Registro de EC Uso Ejemplar
Exportacion de Productos
Arabidopsis thaliana modificacién de la
AtMRP5 Arabidopsis thaliana | 250¢@daala I\p 471908 |ninguno | Santidad de
resistencia a multiples exportacién de
farmacos producto
modificacién de la
AmiS2 Rhodococcus sp. Tra_nsportador de ABC JC5491 ninguno cantldad.c’ie
AmiS2 exportaciéon de
producto
modificacién de la
. . . p glucoproteina 1 de . cantidad de
AtPGP1 Arabidopsis thaliana Arabidopsis thaliana NP_181228 ninguno exportacion de
producto
CandidatusProtoch supuesta protelng de modllflcamon dela
, . transporte de salida . cantidad de
AcrA amydiaamoebophila . . CAF23274 ninguno -
de multiples farmacos, exportacion de
UWE25
acrA producto
CandidatusProtoch probable protelr)a de modyﬂcacnon dela
) : trasporte de salida de . cantidad de
AcrB amydiaamoebophila o . CAF23275 ninguno .
multiples farmacos, exportacion de
UWE25
acrB producto
Proteina de modificacién de la
TolC FranCIsellazfu_larens s m_em?rang externa ABD59001 ninguno cantldad.c'ie
subsp. novicida [biogénesis de la exportacion de
envoltura celular, producto
la proteina
transmembrana afecta modificacién de la
AcrE Shigellasonnei SsO46 a la formacion de YP_312213 ninguno cantldad.c'ie
septosy a la exportacion de
permeabilidad de la producto
membrana celular
. modificacién de la
proteina F de cantidad de
AcrF E. coli resistencia a P24181 ninguno -
A exportacion de
Acriflavina
producto
transportador de modificacién de la
11619 Thermosynechococo | o i4a de maltiples | NP_682409.1 | ninguno | €@ntidad de
us elongatus [BP-1] £4 exportacion de
armacos
producto
transportador de modjficacién dela
10139 Thermosynechococo | 4o 4o maltiples | NP_680930.1 | ninguno | €2ntidad de
us elongatus [BP-1] 4 exportacion de
armacos
producto
Fermentacion
Genes de
aumento de la
puntos de eficacia de la
control de la .
o produccién
replicacién
ADN polimerasa V aumento de |a
umuD Shigellasonnei SsO46 . ’ YP_310132 3.4.21,- eficacia de la
subunidad .
produccién
. aumento de la
umuC E. coli ADN polimerasa V, | npcasogt  [27.7.7 eficacia de la

subunidad

produccién
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(continuacién)

Designacion . . N.° de NUmero .
del gen Organismo Fuente Nombre de la Enzima Registro de EC Uso Ejemplar
Fermentacion
NADH:NADPH aumento de la
. . transhidrogenasa P07001, T
pntA, pntB Shigellaflexneri (subunidades alfa y POAB70 1.6.1.2 eficacia _d’e la
produccién
beta)
Otras
Streptococcus trans-2-enoil-ACP Contribucién a la
fabK . AAF98273 1.3.1.9 biosintesis de
pneumoniae reductasa Il .
acidos grasos
Bacillus licheniformis | enoil-(acil proteina Contribucién a la
fabL AAU39821 1.3.1.9 biosintesis de
DSM 13 portadora) reductasa .
acidos grasos
trans-2, cis-3- Contribucién a la
fabM Streptococcus mutans | decenoil-ACP DAA05501 42117 biosintesis de
isomerasa acidos grasos

A continuacion se analizan ejemplos de derivados de acidos grasos deseables que servirdn como precursores
microbianos para el proceso quimioenzimatico. Estos derivados de acidos grasos son producidos por los
microorganismos recombinantes que comprenden una via biosintética de acidos grasos modificada que comprende
una w-hidroxilasa u oxigenasa de EC 1.14.15.3 utilizada en el proceso de la presente divulgacién. Las funcionalidades
enzimaticas y las vias bioquimicas analizadas a continuacion son ejemplos ilustrativos de cdmo se pueden manipular
los microorganismos. Un experto reconocera que hay realizaciones alternativas de determinadas funcionalidades
enzimaticas que se pueden combinar para lograr la produccién de derivados de acidos grasos.

Derivados de Acidos Grasos de Cadena Impary Par

Las células de E. coli sintetizan naturalmente incluso, acidos grasos de cadena lineal para la biosintesis de membrana.
Sin embrago, se pueden modificar por ingenieria microorganismos recombinantes (p. ej. E. coli) para producir
derivados de 4cidos grasos de cadena impar a partir de materias primas basadas en carbono. Ademas, las cepas con
determinadas modificaciones se pueden combinar para producir derivados de acidos grasos de cadena lineal impar.
En una realizacion, las cepas de E. coli recombinantes que sintetizan predominantemente acidos grasos de cadena
lineal impar a partir de materias primas basadas en carbono tienen la actividad de una 3-oxoacil-[acil-proteina-
portadora] sintasa lll (FabH) enddgena especifica de acetil-CoA atenuada (EC 2.3.1.180) y la actividad de una 3-
oxoacil-[acil-proteina-portadora] sintasa Ill con amplia especificidad de sustrato aumentada, p.ej., FabH1 de Bacillus
subtilis puede sobreexpresarse. En otras realizaciones, las cepas modificadas pueden tener una actividad modificada
adicional de enzimas de la via de biosintesis de treonina, p.ej., aspartato cinasa | homoserina deshidrogenasa | (ThrA),
homoserina cinasa (ThrB) y treonina sintasa (ThrC) y/o una actividad modificada de enzimas de la via de biosintesis
de leucina, p.ej., 3-isopropilmalato deshidrogenasa (LeuB), isopropilmalato (IPM) isomerasa e isopropilmalato (IPM)
isomerasa (LeuD) y/o una actividad modificada de treonina desaminasa (IlvA) o treonina deshidratasa (TdcB). Dichas
cepas también pueden tener una citramalato sintasa (CimA) sobreexpresada, p.ej., de Methanococcusjannaschii
(véase, p. €j., la Patente de EE. UU. N.° 8.372.610).

Derivados de Acidos Grasos de Cadena Ramificada

Se pueden modificar por ingenieria microorganismos recombinantes (p. €j. E. coli) para producir derivados de acidos
grasos de cadena ramificada a partir de materias primas basadas en carbono. Por ejemplo, cepas de E. coli que
sintetizan acidos grasos ramificados con metilo de cadena par e impar, a partir de materias primas basadas en carbono
pueden tener modificaciones ademas de las que permiten a E. coli sintetizar acidos grasos de cadena impar. En una
realizacién, tales cepas sobreexpresan un complejo de enzimas deshidrogenasa de a-cetoacidos de cadena
ramificada (Bkd) y una lipoamida deshidrogenasa (Ipd), p.ej., de Pseudomonas putida. En otra realizacion, tales cepas
también tienen una actividad modificada de enzimas de la via de biosintesis de isoleucina, p.ej., acetohidroxiacido
isdmero-orreductasa (llvC), dihidroxiacido deshidratasa (ilvD) y acetohidroxiacido sintasa Il (IlvGM) (véase, p.€j., la
Patente de EE. UU. N.° 8.530.221). En ofras realizaciones, las cepas expresan funcionalidades enzimaticas de tipo
Bkd y de tipo Ipd similares y/o combinaciones de las mismas para producir derivados de acidos grasos de cadena
ramificada.

Derivados de Acidos Grasos Insaturados
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La mayoria de los microorganismos (p. €j. E. coli) sintetiza naturalmente acidos grasos saturados y monoinsaturados.
Pueden modificarse por ingenieria microorganismos recombinantes (p. ej. cepas de E. coli ) para sobreproducir o
subproducir derivados de acidos grasos insaturados a partir de materias primas basadas en carbono. En una
realizacion, la relacién de acidos grasos saturados a monoinsaturados saturados puede alterarse modificando la
actividad de determinadas proteinas reguladoras de la transcripcion, p.ej., FadR y FabR y/o modificando directamente
la actividad enzimatica de la (3R)-hidroximiristoil acil proteina portadora deshidratasa (FabZ) (EC 4.2.1.-), B-
hidroxidecanoil tioéster deshidratasa/isomerasa (FabA) (EC 4.2.1.60) y 3-oxoacil-[acil-proteina portadora] sintasa |
(FabB) (EC 2.3.1.41). En otra realizacion, el nivel de insaturacién puede incrementarse aliin mas por la sobreexpresion
de desaturasas (EC 1.14.19). Dichas cepas pueden sintetizar acidos grasos mono o doblemente insaturados. En otra
realizacién mas, tales cepas también sobreexpresan determinadas ferredoxinas y/o ferredoxinas reductasas. De este
modo, cuando se combinan cepas que tienen modificacion especifica (supra), se pueden producir cantidades
aumentadas o disminuidas de derivados de acidos grasos insaturados (véase, p.€j., la Publicacién internacional PCT
N.© W02013/019647).

Acidos Grasos

Se pueden modificar por ingenieria microorganismos recombinantes (p. €j. cepas de E. coli) para sobreproducir acidos
grasos a partir de materias primas basadas en carbono. En una realizacién, un microorganismo recombinante tiene
una actividad enzimatica de tioesterasa modificada (EC 3.1.2.14). Por ejemplo, la produccion de acidos grasos se
puede aumentar desregulando o modificando determinadas tioesterasas enddgenas (por ejemplo, TesA) o
sobreexpresando tioesterasas exdgenas (por ejemplo, FatB1 de Umbellularia California) (véase, p. €j., la Publicacion
de Solicitud de Patente de Estados Unidos N.° 2010/0154293). En otra realizacion, la cepa incluira una funcionalidad
enzimatica similar (p. ej., similar de tipo tioesterasa) para producir mayores cantidades de acidos grasos.

Esteres de Acidos Grasos

Se pueden modificar por ingenieria microorganismos recombinantes (p. ej. cepas de E. coli) para sobreproducir
ésteres de acidos grasos a partir de materias primas basadas en carbono. En una realizacién, los microorganismos
recombinantes (p. ej. cepas de E. coli) que producen ésteres grasos como el éster metilico de acido graso (FAME) o
el éster etilico de acido graso (FAEE) a partir de materias primas basadas en carbono y metanol o etanol,
respectivamente, sobreexpresan una éster sintasa (ES) (EC 2.3.1.20), p. ej., de Marinobacter hydrocarbonoclasticus.
En otras realizaciones, tales cepas también tienen una actividad enzimatica tioesterasa modificada (TE) (EC 3.1.2.14)
y una actividad de acil-CoA sintetasa modificada (FadD) (EC 6.2.1.3). Se puede lograr una actividad enzimatica de
tioesterasa modificada desregulando o modificando determinados genes endégenos de tioesterasa (p. €j., TesA) o
sobreexpresando tioesterasas exégenas (p. ej., FatB1 de Umbellularia California o FatA3 de Arabidopsis thaliana)
(véase, p.ej., la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos N.° 2010/0242345 y 2011/0072714). En otra
realizacién mas, las cepas tienen una actividad enzimatica de tioesterasa modificada y una actividad de éster sintasa
modificada mediante la modificacion por ingenieria de un microorganismo para sobreexpresar una enzima Unica como
una tioesterasa capaz de producir mayores cantidades tanto de acidos grasos como de ésteres grasos (véase, p.€j.,
la Publicacion de Solicitud de Patente de los Estados Unidos N.° 2010/0154293).

Acidos Grasos 3-Hidroxi

Microorganismos recombinantes (p. ej. cepas de E. coli) pueden producir acidos grasos 3-hidroxi a partir de materias
primas basadas en carbono. En una realizacion, los microorganismos recombinantes que producen acidos grasos 3-
hidroxi tienen una actividad enzimatica de tioesterasa modificada (EC 3.1.2.14). Esta actividad enzimatica modificada
se puede lograr desregulando o modificando determinados genes de tioesterasa enddgenos (por ejemplo, TesB) o
sobreexpresando tioesterasas exdégenas (por ejemplo, FatB1 de Umbellularia california o PhaG de Pseudomoans
putida). En otra realizacion, la cepa incluira una otra funcionalidad enzimatica (p. €j., de tipo tioesterasa) para producir
mayores cantidades de acidos grasos 3-hidroxi.

Esteres de Acidos Grasos 3-Hidroxi

Microorganismos recombinantes (p. ej. cepas de E. coli) pueden producir ésteres de acidos grasos 3-hidroxi a partir
de materias primas basadas en carbono. En una realizacion, cepas de E. coli recombinantes que producen ésteres
grasos 3-hidroxi tal como el éster metilico de acido graso 3-hidroxi (3-OH FAME) o el éster etilico de acido graso 3-
hidroxi (3-OH FAEE) a partir de materias primas basadas en carbono y metanol o etanol, respectivamente,
sobreexpresan una éster sintasa (ES) (EC 2.3.1.20), p. ej., de Marinobacter hydro-carbonoclasticus. Tales cepas
también pueden tener actividad tioesterasa (TE) modificada (EC 3.1.2.14) y actividad acil-CoA sintetasa modificada
(FadD) (EC 6.2.1.3). Una actividad enzimatica tioesterasa modificada se puede lograr desregulando o modificando
determinados genes de tioesterasa endégenos (por ejemplo, TesB) o sobreexpresando tioesterasas exdgenas (p. €.,
FatB1 de Umbellularia california o PhaG de Pseudomoans putida). En ofra realizacion, la cepa incluird otras
funcionalidades enzimaticas (p. €j., de tipo tioesterasa y/o de tipo éster sintasa) para producir mayores cantidades de
ésteres grasos 3-hidroxi.
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Acidos Grasos w-Hidroxi

Microorganismos recombinantes (p. €]. cepas de E. coli) pueden producir acidos grasos w-hidroxi a partir de materias
primas basadas en carbono. En una realizacion, cepas de E. coli recombinantes que producen acidos grasos w-hidroxi
tienen una actividad enzimatica de tioesterasa modificada (EC 3.1.2.14) y sobreexpresan una w-hidroxilasa/w-
oxigenasa, (EC 1.14.15.3) (véase Tabla 2A-2C a continuacion), p.ej., una oxigenasa cyp153A hibrida (quimérica)
autosuficiente. Se puede lograr una actividad enzimatica de tioesterasa modificada desregulando o modificando
determinados genes enddgenos de tioesterasa (p. €j., TesA) o sobreexpresando tioesterasas exoégenas (p. ej., FatB1
de Umbellularia California o FatA3 de Arabidopsis thaliana). En otras realizaciones, la cepa incluira otras
funcionalidades enzimaticas (p. €j., de tipo tioesterasa y/o de tipo w-hidroxilasa/w-oxigenasa) para producir mayores
cantidades de acidos grasos w-hidroxi (véase, p.ej., la Publicacion Internacional PCT N.° WO2014/201474A1).

Esteres de Acidos Grasos w-Hidroxi

Microorganismos recombinantes (p. ej. cepas de E. coli ) pueden producir ésteres de acidos grasos w-hidroxi a partir
de materias primas basadas en carbono. En una realizacion, cepas de E. coli recombinantes que producen ésteres
grasos w-hidroxi tal como el éster metilico de acido graso w-hidroxi (w-OH FAME) o el éster etilico de acido graso w-
hidroxi (w-OH FAEE) a partir de materias primas basadas en carbono y metanol o etanol, respectivamente,
sobreexpresan una éster sintasa (ES) (EC 2.3.1.20), p. ej., de Marinobacter hydrocarbonoclasticus y una w-
hidroxilasa/w-oxigenasa, (EC 1.14.15.3) (véase Tabla 2A-2C a continuacion), p.ej., una oxigenasa cyp153A hibrida
(quimérica) autosuficiente. tales cepas también pueden tener actividad tioesterasa (TE) modificada (EC 3.1.2.14) y
una actividad acil-CoA sintetasa modificada (FadD) (EC 6.2.1.3). Se puede lograr una actividad enzimatica de
tioesterasa modificada desregulando o modificando determinados genes enddgenos de tioesterasa (p. €j., TesA) o
sobreexpresando tioesterasas exogenas (p. €j., FatB1 de Umbellularia california o FatA3 de Arabidopsis thaliana). En
otras realizaciones, la cepa incluira otras funcionalidades enzimaticas (p. €j., de tipo tioesterasa y/o de tipo éster
sintasa y/o de tipo w-hidroxilasa/w-oxigenasa) para producir mayores cantidades de acidos grasos w-hidroxi (véase,
p.€j., la Publicacién Internacional PCT N.° W02014/201474 A1, supra).

Acidos a,w-Dicarboxilicos

Microorganismos recombinantes (p. ej. cepas de E. coli) pueden producir acidos a,w-dicarboxilicos a partir de materias
primas basadas en carbono. En una realizacién, cepas de E. coli recombinantes que producen acidos a,w-
dicarboxilicos tienen una actividad enzimatica de tioesterasa modificada (EC 3.1.2.14) y sobreexpresan una w-
hidroxilasa/w-oxigenasa, (EC 1.14.15.3) (véase Tabla 2A-2C a continuacién), p.ej., una oxigenasa cyp153A hibrida
(quimérica) autosuficiente. En otra realizacion, tales cepas abarcan oxidasas o deshidrogenasas adicionales, p.ej.,
alcohol oxidasa, alkd y aldehido deshidrogenasa, alkH, de Pseudomonas putida (véase la Tabla 3A-3B a continuacion)
o versiones modificadas o sobreexpresadas de las mismas. Se puede lograr una actividad enzimatica de tioesterasa
modificada desregulando o modificando determinados genes enddégenos de tioesterasa (p. ej., TesA) o
sobreexpresando tioesterasas exdgenas (p. €j., FatB1 de Umbellularia california o FatA3 de Arabidopsis thaliana). En
otras realizaciones, la cepa incluira otras funcionalidades enzimaticas (p. €j., de tipo tioesterasa y/o de tipo w-
hidroxilasa/w-oxigenasa y/o de tipo deshidrogenasa y/o de tipo oxidasa) para producir mayores cantidades de acidos
a,w-dicarboxilicos (véase, p.e€j., la Publicacion Internacional PCT N.° WO2014/201474 A1, supra).

Esteres a,w-Dicarboxilicos

Microorganismos recombinantes (p. ej. cepas de E. coli) pueden producir ésteres de acidos a,w-dicarboxilicos a partir
de materias primas basadas en carbono. En una realizacion, cepas de E. coli recombinantes que producen ésteres
a,w-dicarboxilicos tal como el éster metilico de acido graso w-hidroxi (w-OH FAME) o el éster etilico de acido graso
w-hidroxi (w-OH FAEE) a partir de materias primas basadas en carbono y metanol o etanol, respectivamente,
sobreexpresan una éster sintasa (ES) (EC 2.3.1.20), p. ej., de Marinobacter hydrocarbonoclasticus y una w-
hidroxilasa/w-oxigenasa, (EC 1.14.15.3) (véase Tabla 2A-2C a continuacién), p.ej., una oxigenasa cyp153A hibrida
(quimérica) autosuficiente y oxidasas o deshidrogenasas adicionales, p.ej., alcohol oxidasa, alkJ y aldehido
deshidrogenasa, alkH, de Pseudomonas putida (véase la Tabla 3A-3B a continuacion). En otra realizacion, tales cepas
también tienen actividad tioesterasa (TE) modificada (EC 3.1.2.14) y actividad acil-CoA sintetasa modificada (FadD)
(EC 6.2.1.3). Se puede lograr una actividad enzimatica de tioesterasa modificada desregulando o modificando
determinados genes enddégenos de tioesterasa (p. ej., TesA) o sobreexpresando tioesterasas exoégenas (p. ej., FatB1
de Umbellularia california o FatA3 de Arabidopsis thaliana). En otras realizaciones, la cepa incluira otras
funcionalidades enzimaticas (p. €j., de tipo tioesterasa y/o de tipo éster sintasa y/o de tipo w-hidroxilasa/w-oxigenasa
y/o de tipo deshidrogenasa y/o de tipo oxidasa) para producir mayores cantidades de ésteres a,w-dicarboxilicos
(véase, p.€j., la Publicacion Internacional PCT N.° WO2014/201474 A1, supra).
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Designacién del | Organismo N.° de registro Sistema Rédox Ppswlc_)n d.?
gen Fuente hidroxilacién
cyp153A (aciA) Acinetobacter sp. BAE78452 operoén con ferredoxina y w-hidroxilasa
yp 0C4 ferredoxina reductasa
cyp153A16 Mycobacterium | yp o01g51443 | OPEron con ferredoxina y w-hidroxilasa
marinum M ferredoxina reductasa
cvp153A6 Mycobacterium AJ833989 operoén con ferredoxina y w-hidroxilasa
yp sp. HXN-1500 ferredoxina reductasa
cvp153A Marinobacter YP 957888 operoén con ferredoxina y w-hidroxilasa
yp aquaeolei VT8 - ferredoxina reductasa
Pseudomonas requiere rubredoxina y . .
alkB putida GPo1 CAB54050 rubredoxina reductasa w-hidroxilasa
Pseudomonas requiere rubredoxina
alkB fluorescens CAB51045 q . y w-hidroxilasa
CHAO rubredoxina reductasa
alkM Acinetobacter YP 046098 requiere rubredoxina y w-hidroxilasa
baylyi - rubredoxina reductasa
alkB Gordonia sp. ADT82701 requiere rubredoxina 'y w-hidroxilasa
SoGc rubredoxina reductasa
C fusion de rubredoxina c-
alkW1 ngﬁ;a sp. DQ12- HQ850582 terminal, requiere rubredoxina w-hidroxilasa
reductasa
alkB Pseudomonas CAB54050 requiere rubredoxina y w-hidroxilasa
putida Gpo1 rubredoxina reductasa
Pseudomonas requiere rubredoxina
alkB fluorescens CAB51045 g doxi duct y w-hidroxilasa
CHAO rubredoxina reductasa
Tabla 2B: Ejemplos de Compareros Redox para w-Hidroxilasa/w-Oxigenasa (EC 1.14.15.3)
Designacién/Nombre Organismo N.° de Registro
ferredoxina, ferredoxina reductasa | Acinetobacter sp. OC4 BAE78451, BAE78453

ferredoxina, ferredoxina reductasa

Mycobacterium marinum M

YP_001851444, YP_001851442

ferredoxina, ferredoxina reductasa

Marinobacter aquaeoli VT8

YP_957887, YP_957889

alkG, alkT

Pseudomonas putida Gpo1

CAB54052, CAB54063

rubA, rub

Acinetobacter

baylyi ADP1

CAA86925, CAA86926

Tabla 2C: Ejemplos de w-1, w-2,

w-3-Hidroxilasa/Oxigenasa (EC 1.14.14.1) Autosuficientes

Designacion del Organismo Fuente | N.° de registro | Sistema Rédox P_osmu_)n d_g

gen hidroxilacion

P450-BM3 Bacillus A A proteina de fusiéon con dominio | w-1.-2.-3

(cyp102A1) megaterium 87602 reductasa hidroxilacién

yrhJ (cyp102A3) Bacillus subtilis | NP_390594 | Proteina de fusion con dominio | w-1.-2.-3

reductasa hidroxilacién

Bacillus proteina de fusién con dominio | w-1.-2.-3

yrhJ (cyp102A7) licheniformis AAU41718 reductasa hidroxilacion
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Tabla 3A: Ejemplos de Alcohol Deshidrogenasa (EC 1.1.1.1/2) o Alcohol Oxidasa (EC 1.1.3.13, EC 1.1.3.20)
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Designacion/Nombre Organismo N.° de Registro
alkJ Pseudomonas putida GPo1 CAB54054
alkdJ Alcanivorax borkumensis AP1 CAC38030
cddC Rhodococcus ruber SC1 AAL14237

Tabla 3B: Ejemplos de Aldehido Deshidrogenasa (EC 1.2.1.3/4/5/) o Aldehido Oxidasa (EC 1.2.3.1)

Designacién/Nombre Organismo N.° de Registro
alkH Pseudomonas putida Gpo1 CAB51050
alkH Alcanivorax borkumensis AP1 CAC38029
cddD Rhodococcus ruber SC1 AAL14238

Modificaciones Metabdlicas a través de Funcionalidades Enzimaticas Alteradas

FadR (véase la Tabla 1, supra) es un factor regulador clave implicado en la degradacién de los acidos grasos y las
vias biosintéticas de los acidos grasos (Cronan et al., (1998) Mol. Microbiol., 29(4): 937-943). La enzima FadD de E.
coli (véase la Tabla 1, supra) y la proteina transportadora de acidos grasos Fadl son componentes de un sistema de
captacién de acidos grasos. FadL media el transporte de los acidos grasos a la célula bacteriana y FadD media la
formacion de acil-CoA ésteres. Cuando no hay otra fuente de carbono disponible, los acidos grasos exégenos son
captados por bacterias y convertidos en acil-CoA ésteres, que puede unirse al factor de transcripcion FadR y deprimir
la expresion de los genes fad que codifican las proteinas responsables del transporte (FadL), activaciéon (FadD) y
oxidacion B (FadA, FadB y FadE,) de los acidos grasos. Cuando hay fuentes alternativas de carbono disponibles, las
bacterias sintetizan acidos grasos como acil-ACP, que se usan para la sintesis de fosfolipidos, pero no son sustratos
para la B-oxidacién. De este modo, la acil-CoA y acil-ACP son fuentes independientes de acidos grasos que pueden
dar como resultado diferentes productos finales (Caviglia et al. (2004) J. Biol. Chem., 279(12): 1163-1169).

En una realizacién ilustrativa, las vias utilizan una materia prima renovable tal como la glucosa para producir derivados
de acidos grasos w-hidroxi. La glucosa se convierte en un acil-ACP por el organismo natural. Los polinucleétidos que
codifican polipéptidos con actividad enzimatica de degradacion de acidos grasos pueden atenuarse opcionalmente
dependiendo del producto deseado. Ejemplos no limitantes de dichos polipéptidos la acil-CoA sintetasa (FadD) y la
acil-CoA deshidrogenasa (FadE). La Tabla 1 proporciona una lista completa de la actividad enzimatica (supra) dentro
de la via metabdlica, incluyendo distintas enzimas de degradacién de acidos grasos que pueden atenuarse
opcionalmente de acuerdo con métodos conocidos en la técnica.

En otra realizacion ilustrativa, las vias utilizan una materia prima renovable tal como la glucosa para producir a,w-
diacidos. En una realizacion particular, un acil-ACP puede convertirse en un a, w-diacido a través de dos vias similares,
empleando un acido graso sin C12 como un precursor intermedio o un C12 éster metilico de acido graso (FAME) como
intermedio.

Otra realizacion ilustrativa contempla la produccion de varios compuestos quimicos, incluidos los acidos grasos w-
hidroxi, acidos grasos w-oxo y a,w-diacidos. Para realizar esto, se emplea una tioesterasa para convertir acil-ACP en
un acido graso libre. En el presente documento, el gen que codifica la tioesterasa puede ser tesA, 'tesA, tesB, fatB1,
fatB2, fatB3, fatA1, o fatA (véase también la Tabla 1, supra). Una w-hidroxilasa también conocida como w-oxigenasa
puede usarse para generar acidos grasos w-hidroxi. Ejemplos de w-hidroxilasas/w-oxigenasas adecuadas (EC
1.14.15.3) y sus companieros redox se enumeran en las Tablas 2A 'y 2B (supra). Estas son determinadas dioxigenasas
de hierro no hemo (p. ej. AIkB de Pseudomonas putida GPo1) o determinadas oxigenasas P450 de tipo hemo (p. €j.,
Cyp153A de Marinobacler aquaeolei) también conocido como citocromo P450s. Los citocromos P450 son enzimas
distribuidas de manera generalizada, que poseen una alta complejidad y muestran un amplio campo de actividad. Son
hemoproteinas codificadas por una superfamilia de genes que convierten una amplia variedad de sustratos y que
catalizan una variedad de reacciones quimicas interesantes. Cyp153A es una subfamilia de citocromo P450s
bacteriano soluble que hidroxilan cadenas de hidrocarburos con alta selectividad por la posicion w (van Beilen et al.
(2006) Appl. Environ. Microbiol. 72:59-65). Se ha demostrado in vitro que los miembros de la familia cyp153A hidroxilan
selectivamente la posicion w de alcanos, acidos grasos o alcoholes grasos, por ejemplo, cyp153A6 de Mycobacterium
sp. HXN-1500 (Funhoff et al. (2006) J. Bacterial. 188:5220-5227), cyp153A16 de Mycobacterium marinumy cyp153A
de Polaromonas sp. JS666 (Scheps et al. (2011) Org. Biomol. Chem. 9:6727-6733), asi como cyp153A de
Marinobacter aquaeoli (Honda-Malca et al. (2012) Chem. Commun. 48:5115-5117).

De este modo, la presente divulgacion proporciona procesos que usan microorganismos recombinantes que pueden

producir de manera eficaz y selectiva derivados de acido graso w-hidroxi que incluyen derivados de acidos grasos
a,w-bifuncionales in vivo. La via de a,w-diacidos a través de un éster metilico de acido graso w-hidroxi o una via de
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a,w-diacidos a través de un dimetil éster de a,w-acido graso puede ser ventajosa, porque los ésteres metilicos no
estan cargados, lo que proporciona ventajas para la produccién y recuperacion a gran escala. Ademas, una alcohol
deshidrogenasa u oxidasa puede convertir adicionalmente el acido graso w-hidroxi en un acido graso w-oxo (Tabla
3A, supra, muestra polipéptidos que tienen la actividad enzimatica de una alcohol deshidrogenasa u oxidasa que
puede usarse para catalizar esta etapa). Por ejemplo, enzimas adecuadas que pueden oxidar el acido 12-hidroxi
dodecanoico o el éster metilico del acido 12-hidroxi dodecanoico a acido 12-oxo dodecanoico o el éster metilico del
acido 12-oxo dodecanoico son alcohol oxidasas (flavoproteinas, p.ej., alkd de Pseudomonas putida) (EC 1.1.3.13, EC
1.1.3.20) o alcohol deshidrogenasas dependientes de NA (P) (p. €j., CddC de Rhodococcus ruber (EC 1.1.1.1) (véase
la Tabla 3A, supra).

Microorganismos Recombinantes y Fermentacion

Para producir derivados de acidos grasos a través de una célula hospedadora, se pueden hacer varias modificaciones
en las células hospedadoras de produccion o en los microorganismos. (supra). De este modo, la divulgaciéon
proporciona procesos que usan células hospedadoras recombinantes que se han modificado por ingenieria para
proporcionar vias de biosintesis de acidos grasos en relaciéon con las células hospedadoras no modificadas por
ingenieria o naturales (por ejemplo, células hospedadoras de tipo silvestre que funcionan como células de control),
que se logra, por ejemplo, a través de mejoras de cepas especificas. Pueden usarse microorganismos tales como
bacterias, cianobacterias, levadura, algas u hongos filamentosos como hospedadores de produccion. Ejemplos no
limitantes de microorganismos que pueden usarse como hospedadores de produccion incluyen E. coli, S. cerevisiae,
y otros (infra).

Las cepas microbianas convierten eficazmente la glucosa u otra materia prima renovable en acidos grasos o ésteres
de acidos grasos, tales como los ésteres metilicos de acidos grasos (FAME), ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE)
y otros derivados de acidos grasos (supra). Para lograr eso, las cepas estan cuidadosamente modificadas por
ingenieria para expresar enzimas clave, incluidas las tioesterasas (por ejemplo, TesA de E. coli) para la produccion
de acidos grasos o éster sintasas (p. ej., ES9 de M. hidrocarbonoclasticus) para la produccién de FAME o FAEE. Se
han establecido protocolos y procedimientos para fermentaciones de alta densidad para la produccion de diversos
compuestos (véanse las Patentes de Estados Unidos N.° 8,372,610; 8.323.924; 8.313.934; 8.283.143; 8.268.599;
8.183.028; 8.110.670; 8.110.093; y 8.097.439).

Mediante el uso de técnicas de ingenieria genética, las etapas enzimaticas analizadas en el presente documento se
pueden afadir a las células hospedadoras microbianas que pueden funcionar como biocatalizadores. En una
realizacion, los productos de fermentacion se secretan fuera de las células, permitiendo una facil conversion a
ingredientes de fragancia a través de métodos sintéticos. Determinadas etapas enzimaticas recombinantes se pueden
combinar en una célula microbiana para la produccion directa de derivados de acidos grasos especificos. Cabe
destacar que, no existian hasta ahora métodos para producir directa y eficazmente derivados de acidos grasos w-
hidroxi tales como, por ejemplo, los bifuncionales, incluidos los a,w-diacidos a partir de glucosa u otras materias primas
renovables que no sean acidos grasos exégenos o parafinas. Estos derivados de acidos grasos bifuncionales son
precursores adecuados para crear ingredientes de fragancia. El método basado en la fermentacion para la produccion
de derivados de acidos grasos, incluyendo derivados de acidos grasos w-hidroxi proporciona una alternativa rapida y
respetuosa con el medio ambiente a los métodos quimicos empleados en la técnica.

El presente método prevé la produccion directa de derivados de acidos grasos a partir de materiales derivados de
biomasa renovable (es decir, materias primas renovables), tal como los carbohidratos de maiz, cafia o biomasa
lignocelulésica; o productos de desecho tal como el glicerol, gas de combustién, gas de sintesis; o la reformacion de
materiales organicos tal como biomasa o el gas natural o el diéxido de carbono. En eso, el método proporciona fuentes
alternativas renovables para la produccion de estos intermedios importantes. Debido a que el método permite que los
compuestos se produzcan directa y selectivamente a partir de una materia prima renovable simple, existen ventajas
definitivas desde la perspectiva del coste y la seguridad ambiental. El método incluye la produccion de derivados de
acidos grasos proporcionando un microorganismo recombinante (por ejemplo, célula hospedadora) en un caldo de
fermentacion; afadiendo una materia prima renovable a un caldo de fermentacién; y opcionalmente aislando el
derivado de acido graso del caldo de fermentacién para convertirlos sintéticamente en productos quimicos tales como
lactonas y/o cetonas macrociclicas, que proporcionan los componentes basicos para los ingredientes de fragancia. En
una realizacion ilustrativa, la célula hospedadora de un microorganismo particular incluye una via que se modifico por
ingenieria para expresar al menos dos secuencias de un acido nucleico que codifican un polipéptido que incluye una
tioesterasa o una éster sintasa y una w-hidroxilasa.

En algunas realizaciones, La célula hospedadora se cultiva en un medio de cultivo que comprende una concentracion
inicial de una fuente de carbono tal como una materia prima renovable de aproximadamente 2 g/l a aproximadamente
100 g/I. En ofras realizaciones, el medio de cultivo comprende una concentracion inicial de aproximadamente 2 g/l a
aproximadamente 10 g/I de una fuente de carbono, de aproximadamente 10 g /I a aproximadamente 20 g /I de una
fuente de carbono, de aproximadamente 20 g /I a aproximadamente 30 g /| de una fuente de carbono, de
aproximadamente 30 g /I a aproximadamente 40 g /I de una fuente de carbono o de aproximadamente 40 g /l a
aproximadamente 50 g/l de una fuente de carbono. En algunas realizaciones, la fermentacion puede monitorizarse por
el nivel de fuente de carbono en el medio de cultivo. En algunas realizaciones, el método incluye ademas afiadir una
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fuente de carbono complementaria al medio de cultivo cuando el nivel de la fuente de carbono en el medio es menos
de aproximadamente 0,5 g/l. En algunas realizaciones, la fuente de carbono complementaria se afiade al medio de
cultivo cuando el nivel de la fuente de carbono en el medio es menos de aproximadamente 0,4 g/l, es menos de
aproximadamente 0,3 g/l, menos de aproximadamente 0,2 g/l o menos de aproximadamente 0,1 g/l. En algunas
realizaciones, la fuente de carbono suplementaria se afiade para mantener un nivel de fuente de carbono de
aproximadamente 1 g /I a aproximadamente 25 g/I. En algunas realizaciones, la fuente de carbono complementaria se
afade para mantener un nivel de fuente de carbono de aproximadamente 2 g/l o mas (por ejemplo, aproximadamente
2 g/l o mas, aproximadamente 3 g/l o mas, aproximadamente 4 g/l o mas). En determinadas realizaciones, la fuente
de carbono complementaria se afiade para mantener un nivel de fuente de carbono de aproximadamente 5 g/l o menos
(por ejemplo, aproximadamente 5 g/l o menos, aproximadamente 4 g/l o menos, aproximadamente 3 g/l o menos). En
algunas realizaciones, la fuente de carbono suplementaria se afiade para mantener un nivel de fuente de carbono de
aproximadamente 2 g /I a aproximadamente 5 g/l, de aproximadamente 5 g/l a aproximadamente 10 g/l o de
aproximadamente 10 g/l a aproximadamente 25 g/l. En algunas realizaciones, la fuente de carbono es glucosa u otro
tipo de materia prima renovable tal como el glicerol.

En algunas realizaciones, el derivado de acido graso se produce a una concentracion de aproximadamente 1 g/l a
aproximadamente 200 g/I. En algunas realizaciones, el derivado de acido graso se produce a una concentracion de
aproximadamente 1 g/l o mas (por ejemplo, aproximadamente 1 g/l o mas, aproximadamente 10 g/l o mas,
aproximadamente 20 g/l o mas, aproximadamente 50 g/l o mas, aproximadamente 100 g/l o mas). En algunas
realizaciones, el derivado de acido graso se produce a una concentraciéon de aproximadamente 1 g/l a
aproximadamente 170 g/l, de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 10 g/l, de aproximadamente 40 g/l a
aproximadamente 170 g/l, de aproximadamente 100 g/l a aproximadamente 170 g/l, de aproximadamente 10 g/l a
aproximadamente 100 g/l, de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 40 g/l, de aproximadamente 40 g /l a
aproximadamente 100 g/l o de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 100 g/l.

En algunas realizaciones, el derivado de acido graso se produce a un titulo de aproximadamente 25 mg/l,
aproximadamente 50 mg/l, aproximadamente 75 mg/l, aproximadamente 100 mg/l, aproximadamente 125 mgl/l,
aproximadamente 150 mg/l, aproximadamente 175 mg/l, aproximadamente 200 mg/l, aproximadamente 225 mg/I,
aproximadamente 250 mg/l, aproximadamente 275 mg/l, aproximadamente 300 mg/l, aproximadamente 325 mg/I,
aproximadamente 350 mg/l, aproximadamente 375 mg/l, aproximadamente 400 mg/l, aproximadamente 425 mg/l,
aproximadamente 450 mg/l, aproximadamente 475 mg/l, aproximadamente 500 mg/l, aproximadamente 525 mg/l,
aproximadamente 550 mg/l, aproximadamente 575 mg/l, aproximadamente 600 mg/l, aproximadamente 625 mg/l,
aproximadamente 650 mg/l, aproximadamente 675 mg/l, aproximadamente 700 mg/l, aproximadamente 725 mg/l,
aproximadamente 750 mg/l, aproximadamente 775 mg/l, aproximadamente 800 mg/l, aproximadamente 825 mg/l,
aproximadamente 850 mg/l, aproximadamente 875 mg/l, aproximadamente 900 mg/l, aproximadamente 925 mg/I,
aproximadamente 950 mg/l, aproximadamente 975 mg/l, aproximadamente 1000 mg/l, aproximadamente 1050 mg/I,
aproximadamente 1075 mg/l, aproximadamente 1100 mg/l, aproximadamente 1125 mg/l, aproximadamente
1150 mg/l, aproximadamente 1175 mg/l, aproximadamente 1200 mg/l, aproximadamente 1225 mgl/l,
aproximadamente 1250 mg/l, aproximadamente 1275 mg/l, aproximadamente 1300 mg/l, aproximadamente
1325 mg/l, aproximadamente 1350 mg/l, aproximadamente 1375 mg/l, aproximadamente 1400 mg/I,
aproximadamente 1425 mg/l, aproximadamente 1450 mg/l, aproximadamente 1475 mg/l, aproximadamente
1500 mg/l, aproximadamente 1525 mg/l, aproximadamente 1550 mg/l, aproximadamente 1575 mg/l,
aproximadamente 1600 mg/l, aproximadamente 1625 mg/l, aproximadamente 1650 mg/l, aproximadamente
1675 mg/l, aproximadamente 1700 mg/l, aproximadamente 1725 mg/l, aproximadamente 1750 mgl/l,
aproximadamente 1775 mg/l, aproximadamente 1800 mg/l, aproximadamente 1825 mg/l, aproximadamente
1850 mg/l, aproximadamente 1875 mg/l, aproximadamente 1900 mg/l, aproximadamente 1925 mgl/l,
aproximadamente 1950 mg/l, aproximadamente 1975 mg/l, aproximadamente 2000 mg/l (2 g/), 3 g/l, 5 g/l, 10 g/l,
20 g/l, 30 g/l, 40 g/1, 50 g/I, 60 g/I, 70 g/l, 80 g/l, 90 g/l, 100 g/l 0 un intervalo limitado por cualquiera de los dos valores
anteriores. En otras realizaciones, se produce un derivado de acido graso w a un titulo de mas de 100 g/I, mas de
200 g/l, mas de 300 g/l o superior, tal como 500 g/I, 700 g/I, 1000 g/I, 1200 g/I, 1500 g/l o 2000 g/I. Un titulo preferido
de derivado de acido graso producido por una célula hospedadora recombinante de acuerdo con los métodos de la
divulgacion es de 5 g/l a 200 g/I, de 10 g/l a 150 g/I, de 20 g/l a 120 g/l y de 30 g/l a 100 g/I. En una realizacion, el titulo
del derivado de acido graso w producido por una célula hospedadora recombinante de acuerdo con los métodos de la
divulgacion es de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 250 g/l y mas particularmente, de 90 g/l a
aproximadamente 120 g/I. El titulo puede referirse a un derivado de acido graso particular o una combinacién de
derivados de acidos grasos producidos por un cultivo de células hospedadoras recombinantes dado.

En otras realizaciones, las células hospedadoras disefiadas para producir derivados de acidos grasos de acuerdo con
los métodos de la divulgacion tienen un rendimiento de al menos el 1 %, al menos el 2 %, al menos el 3 %, al menos
el 4 %, al menos el 5 %, al menos el 6 %, al menos el 7 %, al menos el 8 %, al menos el 9 %, al menos el 10 %, al
menos el 11 %, al menos el 12 %, al menos el 13 %, al menos el 14 %, al menos el 15 %, al menos el 16 %, al menos
el 17 %, al menos el 18 %, al menos el 19 %, al menos el 20 %, al menos el 21 %, al menos el 22 %, al menos el
23 %, al menos el 24 %, al menos el 25 %, al menos el 26 %, al menos el 27 %, al menos el 28 %, al menos
aproximadamente un 29 % o al menos aproximadamente un 30 % o al menos aproximadamente un 40 % o un intervalo
limitado por dos cualquiera de los valores anteriores. En otras realizaciones, un derivado o derivados de acido graso
se produce con un rendimiento de mas del 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas. Como alternativa o
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ademas, el rendimiento es de aproximadamente el 30 % o inferior, de aproximadamente el 27 % o inferior, de
aproximadamente el 25 % o inferior o de aproximadamente el 22 % o inferior. De este modo, el rendimiento puede
estar limitado por dos cualquiera de los criterios de valoracién anteriores. Por ejemplo, el rendimiento de un derivado
o derivados de &cidos grasos producidos por la célula hospedadora recombinante de acuerdo con los métodos de la
divulgacion puede ser del 5 % al 15 %, del 10 % al 25 %, del 10 % al 22 %, del 15 % al 27 %, del 18 % al 22 %, del
20 % al 28 % o del 20 % al 30 %. En una realizacion particular, el rendimiento de un derivado o derivados de acidos
grasos producidos por la célula hospedadora recombinante es de aproximadamente el 10 % a aproximadamente el
40 %. En otra realizacién particular, el rendimiento de un derivado o derivados de acidos grasos producidos por la
célula hospedadora recombinante es de aproximadamente el 25 % a aproximadamente el 30 %. El rendimiento puede
referirse a un derivado de acido graso particular o una combinacion de derivados de acidos grasos producidos por un
cultivo de células hospedadoras recombinantes dado. Ademas, el rendimiento también dependera de la materia prima
utilizada.

En algunas realizaciones, la productividad de un derivado o derivados de acidos grasos producidos por una célula
hospedadora recombinante es de al menos 100 mg/l/hora, al menos 200 mg/I/hora, al menos 300 mg/l/hora, al menos
400 mg/l/hora, al menos 500 mg/l/hora, al menos 600 mg/l/hora, al menos 700 mg/l/hora, al menos 800 mg/l/hora, al
menos 900 mg/l/hora, al menos 1000 mg/l’/hora, al menos 1100 mg/l/hora, al menos 1200 mg/l/hora, al menos
1300 mg/l/hora, al menos 1400 mg/l/hora, al menos 1500 mg/l/hora, al menos 1600 mg/l/hora, al menos
1700 mg/l/hora, al menos 1800 mg/l/hora, al menos 1900 mg/l/hora, al menos 2000 mg/l’lhora, al menos
2100 mg/l/lhora, al menos 2200 mg/l/hora, al menos 2300 mg/l/hora, al menos 2400 mg/l/hora o al menos
2500 mgl/l/hora. Por ejemplo, la productividad de un derivado o derivados de acidos grasos producidos por una célula
hospedadora recombinante de acuerdo con los métodos de la divulgacion puede ser de 500 mg/l/hora a
2500 mg/l/hora o de 700 mg/I/hora a 2000 mg/I/hora. En una realizacion, la productividad es de aproximadamente 0,7
mg/l/h a aproximadamente 3 g/lI/h. La productividad puede referirse a un derivado de acido graso particular o una
combinacién de derivados de acido graso producidos por un cultivo de células hospedadoras recombinantes dado.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora se selecciona de una célula bacteriana, célula de levadura, célula de
hongo y/o célula de hongo filamentoso. En realizaciones particulares, la célula hospedadora se selecciona del género
Escherichia, Bacillus, Lactobacillus, Rho-dococcus, Synechococcus, Synechoystis, Pseudomonas, Aspergillus,
Trichoderma, Neurospora. Fusarium, Humicola, Rhizomucor, Kluyveromyces, Pichia, Mucor, Myceliophtora,
Penicillium, Phanerochaete, Pleurotus, Trameles, Chrysosporium, Saccharomyces, Slenolrophamonas,
Schizosaccharomyces, Yarrowia o Streptomyces.

En otras realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Bacillus lentus, una célula de Bacillus brevis, una célula
de Bacillus Stearothermophilus, una célula de Bacillus licheniformis, una célula de Bacillus alkalophilus, una célula de
Bacillus coagulans, una célula de Bacillus circulans, una célula de Bacillus pumilis, una célula de Bacillus thuringiensis,
una célula de Bacillus clausii, una célula de Bacillus megaterium, una célula de Bacillus suhtilis o una célula de Bacillus
amyloliquefaciens. En determinadas realizaciones, la célula hospedadora es un Synechococcus sp. PCC7002,
Synechococcus elongatus PCC 7942, Synechoystis sp. PCC 6803, Synechococcus elongatus PCC6301,
Prochlorococcus marinus CCMP1986 (MED4), Anabaena variabilis ATCC29413, Nostoc punctiforme ATCC29133
(PCC73102), Gloeobacter violaceus ATCC29082 (PCC7421), Nostoc sp. ATCC27893 (PCC7120), Cyanothece sp.
PCC7425 (29141), Cyanothece sp. ATCC51442 o Synechococcus sp. ATCC27264 (PCC7002). En oftras
realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Trichoderma koningii, una célula de Trichoderma viride, una
célula de Trichoderma reesei, una célula de Trichoderma longibrachiatum, una célula de Aspergillus awamori, una
célula de Aspergillus fumigates, una célula de Aspergillus foetidus, una célula de Aspergillus nidulans, una célula de
Aspergillus niger, una célula de Aspergillus oryzae, una célula de Humicola insolens, una célula de Humicola
lanuginose, una célula de Rhodococcus opacus, una célula de Rhizomucormiehei o una célula de Mucormichei. En
otras realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Actinomycetes. En otras realizaciones mas, la célula
hospedadora es una célula de Streptomyces lividans o una célula de Streptomyces murinus. En otras realizaciones,
la célula hospedadora es una célula de Saccharomyces cerevisiae.

En otras realizaciones mas, la célula hospedador aes una célula de una planta eucariota, algas, cianobacterias,
bacteria verde del azufre, bacteria verde no del azufre, bacteria purpura del azufre, bacteria puarpura no del azufre,
extremofilo, levadura, hongo, organismos modificados por ingenieria de los mismos o un organismo sintético. En
determinadas realizaciones, la célula hospedadora es una célula de Arabidopsis thaliana, Panicum virgatums,
Miscanthus giganteus, Zea mays, botryococcuse braunii, Chalamydomonas reinhardtii, Dunaliela salina,
Thennosynechococcus elongatus, Chlorobium tepidum, Chloroflexus auranticus, Chromatiumm vinosum,
Rhodospirillum  rubrum, Rhodobacter capsulatus, Rhodopseudomonas palusris, Clostridium ljungdahlii,
Clostridiuthermocellum o Pencillium Chrysogenum. En algunas otras realizaciones, la célula hospedadora es de Pichia
pasories, Saccharomyees cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Schizosaccharomyces pombe, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida o Zymomonas mobilis. En otras realizaciones adicionales, la célula hospedadora es una célula
de Synechococcus sp. PCC 7002, Synechococcus sp. PCC 7942 o Synechocyslis sp. PCC6803. En algunas
realizaciones, la célula hospedadora es una célula CHO, una célula COS, una célula VERO, una célula BHK, una
célula Hela, una célula Cv1, una célula MDCK, una célula 293, una célula 3T3 o una célula PC12. En realizaciones
particulares, la célula hospedadora es una célula de E. coli. En algunas realizaciones, la célula de E. coli es una célula
de una cepa B, una cepa C, una cepa K o una cepa W de E. coli.
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Las células o microorganismos hospedadores microbianos de origen no natural pueden contener alteraciones
genéticas estables. Estos microorganismos pueden cultivarse durante mas de cinco generaciones sin pérdida de la
alteracion. Por lo general, las alteraciones genéticas estables incluyen modificaciones que persisten por mas de 10
generaciones, modificaciones particularmente estables persistiran mas de aproximadamente 25 generaciones o0 mas
de 50 generaciones, incluyendo indefinidamente.

Los expertos en la materia entenderan que las alteraciones genéticas, incluidas las modificaciones metabdlicas
ejemplificadas en el presente documento pueden describirse con respecto a un organismo de referencia, tal como E.
coli'y sus correspondientes reacciones metabdlicas. Sin embrago, dada la secuenciacién completa del genoma de una
amplia variedad de organismos y el alto nivel de habilidad en el area de la genémica, los expertos en la materia podran
aplicar facilmente las ensefianzas y la orientaciéon proporcionadas en el presente documento a muchos otros
organismos. Por ejemplo, las alteraciones metabolicas ejemplificadas en el presente documento pueden aplicarse
facilmente a otras especies incorporando el mismo acido nucleico codificante o analogo de especies distintas de las
especies de referencia. Dichas alteraciones genéticas incluyen, por ejemplo, alteraciones genéticas de especies
homdlogas, en general y en particular, desplazamientos de genes ortélogos paralogos o no ortélogos.

Se proporcionan procesos quimioenzimaticos para preparar uno o mas productos de lactonas (por ejemplo, gamma o
delta lactona), uno o mas productos de macrolactonas o uno o mas productos de cetonas macrociclicas. Estos
procesos incluyen (i) cultivar un organismo microbiano de origen no natural que incluye un conjunto de modificaciones
metabdlicas para la produccion de derivados de acidos grasos, incluyendo el conjunto de modificaciones metabdlicas
(a) una tioesterasa, (b) una omega hidroxilasa y opcionalmente (c) una éster sintasa, proporcionando el organismo
microbiano uno o mas derivados de acidos grasos, en donde la etapa de cultivo se realiza en una materia prima
basada en carbono, en donde el al menos un tipo de derivado de acido graso incluye un acido graso funcionalizado
por hidroxilacién, insaturacion, esterificacion o combinaciones de las mismas y (ii) poner el contacto ex vivo los
derivados de acidos grasos con un reactivo no enzimatico en condiciones suficientes para producir un producto de
lactonas, de macrolactonas o de cetonas macrociclicas. En algunas realizaciones, los métodos divulgados en el
presente documento incluyen ademas aislar los derivados de acidos grasos antes de la etapa de contacto. En algunas
realizaciones, los productos se secretan y los derivados de acidos grasos se pueden aislar mediante cualquier
combinacién de centrifugacion, decantacion, extraccion, filtracion y similares. En algunas realizaciones, los derivados
de acidos grasos se secretan por la célula y la etapa de contacto se realiza sin aislar los derivados de acidos grasos
de la etapa de cultivo.

Transformaciones Quimicas
I. Materiales de Partida y Precursores

La utilizacidn de los organismos anteriormente mencionados proporciona acceso a numerosos materiales biosintéticos
en forma de derivados de acidos grasos. Los derivados de acidos grasos se usan como precursores para las
transformaciones organicas sintéticas posteriores en compuestos valiosos. En algunas realizaciones, el derivado de
acido graso incluye, pero sin limitacién, un acido graso insaturado, un éster de acido graso insaturado, un acido graso
w-hidroxi, un acido graso w-hidroxi insaturado, un éster de acido graso w-hidroxi, un éster de acido graso w-hidroxi
insaturado, un acido graso 3-hidroxi, un acido graso 3-hidroxi insaturado, un éster de &cido graso 3-hidroxi, un éster
de acido graso 3-hidroxi insaturado y combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, los derivados de acidos grasos que son insaturados son monoinsaturados. Por ejemplo, los
ésteres de acidos grasos insaturados pueden ser monoinsaturados. En algunas de tales realizaciones, los ésteres de
acidos grasos insaturados pueden ser ésteres metilicos de acidos grasos insaturados (FAME) y ésteres etilicos de
acidos grasos insaturados (FAEE). De este modo, pueden proporcionarse FAME insaturados o FAEE insaturados que
son monoinsaturados. En algunas realizaciones, puede proporcionarse acceso a ésteres de acidos grasos insaturados
que se seleccionan de FAME insaturados y FAEE insaturados. En algunas realizaciones, se puede proporcionar
acceso biosintético a los acidos grasos w-hidroxi insaturados que son monoinsaturados.

En algunas realizaciones, puede proporcionarse acceso a ésteres de acidos grasos 3-hidroxi que son ésteres metilicos
de acidos grasos 3-hidroxi (3-OH FAME) o ésteres etilicos de &cidos grasos 3-hidroxi (3-OH FAEE). En algunas
realizaciones, los ésteres de acidos grasos w-hidroxi pueden ser ésteres metilicos de acidos grasos omega-hidroxi
(w-OH FAME) o ésteres etilicos de acidos grasos omega-hidroxi (w-OH FAEE). En algunas realizaciones, los ésteres
de acidos grasos omega-hidroxi insaturados pueden ser monoinsaturados. En algunas realizaciones, los ésteres de
acidos grasos omega-hidroxi monoinsaturados pueden incluir, pero sin limitacion, ésteres metilicos de acidos grasos
w-hidroxi monoinsaturados (w-OH FAME monoinsaturados) y ésteres etilicos de acidos grasos w-hidroxi
monoinsaturados (w-OH FAEE monoinsaturados). En algunas realizaciones, un acido graso 3-hidroxi insaturado
también puede ser monoinsaturado. En algunas realizaciones, un éster de acido graso 3-hidroxi puede ser un éster
metilico de acido graso 3-hidroxi (3-OH FAME) o un éster etilico de acido graso 3-hidroxi (3-OH FAEE). En algunas
realizaciones, un éster de acido graso insaturado 3-hidroxi puede ser monoinsaturado. En algunas realizaciones, el
éster de acido graso 3-hidroxi monoinsaturado puede ser un 3-OH FAME monoinsaturado o una 3-OH FAEE
monoinsaturado. En algunas realizaciones, los a,w-diacidos insaturados o los ésteres a,w-diacidos insaturados
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pueden ser monoinsaturados. Dichos ésteres de a,w-diacidos monoinsaturados pueden ser ésteres de semiacidos,
tales como ésteres metilicos o etilicos de semiacidos. En otras realizaciones, el éster de a,w-diacido monoinsaturado
puede ser un diéster, tal como un diéster metilico o un diéster etilico. En algunas realizaciones, el derivado de &cido
graso puede incluir una cadena de carbono de numero impar, ramificacion de metilo o combinaciones de las mismas.

/. Reactivos

En vista de la variedad de materiales de partida derivados de acidos grasos proporcionados por los microorganismos
recombinantes que comprenden una via biosintética de acidos grasos modificada que comprende una w-hidroxilasa
u oxigenasa de EC 1.14.15.3 utilizada en los procesos divulgados, el acceso a productos organicos valiosos se puede
lograr facilmente. En general, las transformaciones organicas posteriores abarcan una o mas manipulaciones
posteriores a la biosintesis. El reactivo puede ser no enzimatico. En una realizacion, el reactivo es un acido prético.
Ejemplos de un acido prético incluyen, pero sin limitacion, acido clorhidrico, acido sulfurico y acido fosférico. En otra
realizacion, el reactivo es un acido de resina recuperable. En otras realizaciones, el reactivo es un acido de Lewis. En
algunas de tales realizaciones, el acido de Lewis puede ser un catalizador de transesterificacion de organostanano,
sales de magnesio, cobre o zinc, triflato de plata y zeolitas. Ejemplos de acidos de Lewis incluyen, sin limitacion, LiBr,
MgBrz, CsBr, ZnBr2, ZnCl2, CuBr, Cu(CF3S0as)2, BF3OEt2, KBr, TiCls, SnCl2, ScCls, VCis, AlCIs, InCls, Al2COs3, CeCls,
Ag20, ZnClIO4, LiClO4, Ti{OCH (CHs)2}4 y cualquier complejo y combinacion de los mismos. En otras realizaciones
mas, el reactivo puede ser un agente de acoplamiento de péptidos. En algunas de tales realizaciones, el agente de
acoplamiento de péptidos puede ser compatible con sistemas acuosos que facilitan las reacciones directamente en
un caldo de cultivo. De este modo, por ejemplo, tales reactivos pueden incluir reactivos de carbodiimida solubles en
agua. Los agentes de acoplamiento pueden incluir, sin limitacién, carbodiimidas tal como N,N-diciclocarbodiimida
(DCC), N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbonato (EDC), que puede usarse opcionalmente con un agente activador de
acilo tal como hidroxibenzotriazol (HOBt), reactivos de fosfonio y uronio tal como benzotriazol-1-il oxi-tris (dimetilamino)
fosfonio hexafluorofosfato (BOP) o su variante de tris-pirrolidina (PyBOP), O-benzotriazol-1-il-N,N,N-2-tetrametiluronio
hexafluorofosfato (HBTU) o variante de O-piridotriazolilo (HATU) o reactivos basados en oxima tales como etil
ciano(hidroxiimino)acetato-O2)-tri-(1-pirrolidinil)-fosfonio hexafluorofosfato(PyOxim) o su variante de dimetilamino-
morfolino (COMU).

Ill. Lactonas
En algunas realizaciones, la lactona es una gamma-lactona (y-lactona), una delta-lactona (8-lactona) o combinaciones
de las mismas. En algunas realizaciones, el recuento total de carbono de dichos productos puede ser de Cs a C1s. A

modo de ejemplo, el triflato de plata se ha utilizado en la activacion directa de acidos grasos insaturados como se
indica en el Esquema | a continuacion (véase, p.ej., Goossen et al. (2010) Green Chern. 12:197-200).

Esquema |
0 TF de AgO
Hy == - - /\H&
m n

x=5-12

Los acidos préticos también se han indicado para proporcionar productos de lactonas (véase, p.e€j., Isbell et al. (1997)
J. Am. Oil Chemists Soc. 74(2):153-158). En algunas realizaciones, el acceso a y- y d-lactonas, tanto saturadas como
puede ser accesibles insaturadas desde, por ejemplo, derivados de acidos grasos sustituidos con 3-hidroxi por
deshidratacion e lactonizacion desconjugativa, como se indica en el Esquema Il a continuacion.

Esquema I

A W
o

~ 0
/ gamma lactona
/\/\/\/\/\)’L insaturada o saturada

acido graso o éster graso insaturado o 3-hidroxilo N o 0

delta lactona insaturada
0 saturada
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Las gamma lactonas son particularmente accesibles a partir de derivados de acidos grasos 3-hidroxi saturados e
insaturados a través de la expansion del anillo de la beta-lactona correspondiente tras el tratamiento con un acido de
Lewis (véase, p.ej., Mulzer et al. (1979) Angew. Chemie Int. Ed. Engl., 18:793-794). El acceso a beta lactona a partir
de los derivados de acidos grasos 3-hidroxi se puede lograr mediante el tratamiento del &cido 3-hidroxi con cloruro de
arilsulfonilo/piridina. En realizaciones alternativas, se puede incorporar una funcionalidad beta lactona en la secuencia
biosintética. En condiciones suaves, tal como el bromuro de magnesio a temperatura ambiente, las beta lactonas
pueden sufrir un reordenamiento diotrépico catalizado por acido de Lewis (impulsado por la liberacion de la tension
del anillo) a la gamma lactona correspondiente, como se indica en el Esquema Il a continuacion.

Esquema I

WO oz /ML
o 0
¥ }X-T ¢)

En algunas realizaciones, la lactona es una Cs a C1s macrolactona. Los productos de macrolactonas pueden incluir
productos de dilactonas. De este modo, en algunas realizaciones, el material de partida para los productos de
macrolactonas puede incluir acidos o diacidos omega hidroxi (w-OH) saturados o monoinsaturados o ésteres de
semiacidos. El Esquema IV a continuacion muestra un ejemplo de un producto de macrolactonas con dos
funcionalidades de éster derivadas de un diacido.

Esquema IV
HO OH +
W/Y Ho/joﬂ
0 o
" o etilenglicol
Acido brasilico
O
’/\‘/;—;\O/\‘ A D

Brasilato de etileno

Un desafio en la macrolactonizacién ha sido la minimizacion de vias no deseadas de polimeros. Una forma de superar
tales reacciones secundarias es realizar una dilucion alta. En algunas realizaciones, la bioproduccion de derivados de
acidos grasos con secrecion del producto puede proporcionar de manera natural condiciones suficientemente diluidas
susceptibles de llevar a cabo directamente la macrolactonizacién mediante la introduccién de reactivos directamente
en un caldo de cultivo. A modo de ejemplo, los métodos divulgados en el presente documento pueden proporcionar la
produccién biosintética de un acido graso w-hidroxi mediante el cultivo de un microorganismo recombinante que
comprende una via biosintética de acidos grasos modificada que comprende una w-hidroxilasa u oxigenasa de EC
1.14.15.3, seguido de la adicion de un agente de acoplamiento de péptido soluble en agua directamente en el caldo
de cultivo. El reactivo empleado en la macrolactonizacién puede ser cualquiera de los reactivos de acoplamiento de
péptidos mencionados anteriormente. (supra). Otros reactivos para efectuar tales transformaciones incluyen, anhidrido
acético, pentafluorofenol, cloruro de 2,4-diclorobenzoilo y cloruro de 2,4,6-triclorobenzoilo, utilizando el llamado
método de Yamaguchi (véase, p.ej., Inanaga et al. (1989) M. Bull. Chem. Soc. Jpn. 1979:52). Se han descrito varios
enfoques para las macrolactonas a partir de los acidos grasos w-hidroxi (véase, p.ej., la Patente de EE. UU. N.°
4.014.902). El esquema V a continuacion muestra una macrolactonizacion ejemplar de un acido graso (o éster)) w-
hidroxi insaturado que puede ser accesible a través de cualquiera de los reactivos y métodos mencionados
anteriormente.
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Esquema V

o

R =H, CH3, C2H5

F

o w-OH acido graso o éster graso insaturado o saturado \\

macorlactona insaturada o saturada

En algunas realizaciones, se puede emplear un enfoque de polimeraciéon y/o despolimerizacién para acceder a las
estructuras de macrolactona (véase, p.ej., Spanagel et al. (1935) J. Am. Chem. Soc., 57:929-934). Esta técnica puede
proporcionar una alternativa mas ecolégica a las condiciones de alta dilucién intensivas en disolventes generalmente
empleadas en las reacciones de macrolactonizacion. El esquema VI a continuacion muestra un proceso conocido en
el que el acido bengaleno se convierte en isoambretolida (mezcla cis/trans) por accion del glicolato de potasio en
etilenglicol. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, no se sabe si la eliminacién del acetato proporciona una especie
monomeérica transitoria antes de la formacion del polimero. Por otra parte, en las condiciones de reaccion, el polimero
también es una especie transitoria que se convierte en la estructura de lactona monomérica que se extrae facilmente
de la mezcla de reaccién bajo destilacion.

Esquema VI

COH

ectﬁg?r / \fo
| — i
! ' o]
{CJ!‘PJ-‘. \ /

| (CHa)e

AcO(H;C)

A modo de ejemplo adicional, el acido cis-9-w-hidroxi hexadecenoico se puede hacer reaccionar con acido acético
anhidro en exceso para proporcionar el derivado de acetato correspondiente. El derivado de acetato se trata después
con metoxido de sodio en un disolvente de glicerol que da como resultado una reaccion similar a la indicada en el
Esquema VI para proporcionar el isémero cis-9 de ambretolida. El isémero cis-9 de ambretolida puede eliminarse
continuamente bajo destilacion al vacio con la eliminacion concomitante de glicerol. La eliminacion de glicerol del
destilado a través de la separacion de fases da como resultado un isémero cis-9 de ambretolida de alta pureza.

En otras realizaciones adicionales, se puede acceder a las lactonas macrociclicas a través de sus ésteres de glicerilo
(véase, p.gj., la Patente de EE. UU. N.° 2.234.551). De este modo, calentar el éster de glicerilo de un acido graso w-
hidroxi en glicerol permite la destilacion conjunta de un producto de macrolactona y un disolvente de glicerol. El
destilado se lava con agua para proporcionar un producto de macrolactona purificado.

IV. Cetonas Macrociclicas

En algunas realizaciones, pueden convertirse diacido biosintético, ésteres de semiacidos o diésteres, en cetonas
macrociclicas correspondientes. Los diésteres pueden convertirse en un producto ciclico de hidroxicetona mediante
condensacion de aciloina y, opcionalmente, el grupo hidroxi puede reducirse para proporcionar una cetona
macrociclica (véase, p.ej., la Patente de EE. UU. N.° 3.963.571). Otro método para producir cetonas macrociclicas es
mediante la condensacién de Dieckmann en fase gaseosa (véase, p.€j., la Patente de EE. UU. N.° 7.247.753). En
algunas realizaciones, el enfoque de Dieckmann proporciona acceso a tamafios de anillo de nimero de carbono de
cadena impar a partir de derivados de 4cidos grasos de cadena par a través de mecanismos de descarboxilacion. El
esquema VIl a continuacidon muestra la transformacién general que puede realizarse con los materiales de partida de
diésteres, diacidos o ésteres de semiacidos.
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Esquema VII

O

or insaturado o saturado
/ R independientemente

[s]

cetona macrociclica insaturada o saturada

Las reacciones generales que indican la macrolactonizacion y la produccién de cetonas macrociclicas genéricamente
se muestran a continuacién en el Esquema VIl y en el Esquema IX.

Esquema VI
,;,/\_/\./’\/““\/\/\/\/Lc,‘ — \I\ ,’)
acido w-hidroxi-cis- hexadecenoico ‘\:}:’/

Calor/Isomerizacion

T e e "v"v"\I’m
|

~ -~
acido w-hidroxi-frans- hexadecenoico \L\\,_,)
/
J/ g
/ ,/\VAV.":\
/ B J
/ W -~
/ -
acido w-hidroxi hexadecenoico /
Fuente
de Carbono
Renovable
‘\\\ ..,/‘w/\_/\_/=\_/‘\_/\,f\r/°“ r,(\/j\‘?o
s 1 1
\ acido w-hidroxi-cis-8- pentadecenoico SN
\\ Calor/Isomerizacién

\

N »f\/\/\/\/\im _— /L/\L

acido w-hidroxi-trans-8- pentadecenoico ST

o

]
‘ L
N S —
- e

acido w-hidroxi pentadecenoico
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Esquema IX
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Los productos diana obtenidos usando los procesos/métodos divulgados en el presente documento pueden incluir
lactonas de fragancia, tales como las y-lactonas (p. €j., y-dodecalactona, y-tetradecalactona, y-undecalactona, y-
decalactona y y-nonalactona) las &-lactonas (p. ej., 6-dodecalactona, &-tetradecalactona, &-undecalactona, &-
decalactona y &-nonalactona) y las macrolactonas (p. €j., ambretolida, isoambretolida, dihidroambretolida, habanolida
(globalide), exaltolida (tibetolida) (ciclopentadecanolida), etc.) asi como otras fragancias de cetonas macrociclicas, tal
como, romanona (exaltone, ciclopentadecanona), muscona, civetona y similares.

V. Métodos Adicionales y Complementarios
Los métodos y procesos adicionales y complementarios para la preparacion de compuestos macrociclicos incluyen la
condensacion de compuestos difuncionales y la posterior despolimerizacion térmica en presencia de catalizadores. La
despolimerizacién térmica puede llevarse a cabo en un disolvente de la formula I:

R'-(O-CH2-CH2)n-OR?
donde R' y R? representan radicales hidrocarbonados alifaticos idénticos o diferentes que tienen de 1 a 6 atomos de
carbono con o sin grupos funcionales y que tienen pesos moleculares promedio en nimero (Mn) de 500 a 3.000, de

donde se deduce el valor de n, a una presién de menos de 50 hPa y a una temperatura de 200 °C a 300 °C, de 5 a
1.000 partes en peso de disolvente a utilizar por parte en peso del compuesto difuncional condensado (véase, p.€j., la
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Patente de EE. UU. N.° 5.717.111).

El medio de alto punto de ebullicién utilizado para la despolimerizacion térmica abarca dialquil éteres de polietilenglicol
que tienen numero promedio de pesos moleculares (Mn) de entre aproximadamente 500 y 3.000. En una realizacién,
los dialquil éteres de polietilenglicol tienen nimero promedio de pesos moleculares (Mn) de entre aproximadamente
1.000 y 2.000. Los grupos OH terminales de los dialquil éteres de polietilenglicol se esterifican con grupos C1.6 alquilo.
Los grupos alquilo R' y R? que esterifican el poliglicol pueden ser, por ejemplo, grupos metilo, etilo, isopropilo, n-
propilo, n-butilo o sec-butilo. Los grupos alquilo R'y R? pueden sustituirse adicionalmente con grupos funcionales, en
donde los grupos funcionales pueden no participar en la polimerizacion. Se pueden usar mezclas de diferentes dialquil
éteres de polietilenglicol y de dialquil éteres de polietilenglicol esterificados por diferentes grupos alquilo. Pueden
usarse de 5 a 1.000 partes en peso de dialquil éter de polietilenglicol, preferentemente de 10 a 100 partes en peso,
por 1 parte en peso del compuesto difuncional condensado.

En la despolimerizacion y ciclacion de los oligémeros lineales, se pueden emplear catalizadores convencionales, tales
como metales alcalinos y las sales de los mismos, incluyendo, pero sin limitacion, sales de magnesio, sales de
manganeso, sales de cadmio, sales de hierro, sales de cobalto, sales de estafio, sales de plomo, sales de aluminio y
sales de titanio. La cantidad del catalizador, dependiendo del tipo correspondiente utilizado, esta entre
aproximadamente el 0,1y el 20 % en peso. En una realizacion, la cantidad de catalizador esta entre aproximadamente
el 0,5y el 10 % en peso, basandose en el 100 % en peso del compuesto difuncional condensado. En otra realizacion,
el proceso se inicia primero por la condensacion de compuestos difuncionales, que puede realizarse de acuerdo con
métodos convencionales a temperaturas elevadas con o sin catalizador. En una realizacion, el acido a,B-
hidroxicarboxilico o el acido o éster a,p-dicarboxilico se hace reaccionar con un glicol. El alcohol o el agua formados
en este proceso pueden eliminarse por destilacion o eliminarse usando un dispositivo de arrastre o con la ayuda de
un ligero vacio.

Los métodos incluyen la despolimerizacion de poliésteres lineales acompafiados de cierre de anillo para formar
compuestos macrociclicos. Los poliésteres que se pueden usar en este proceso se obtienen por métodos
convencionales conocidos por los expertos en la materia y derivan de &cidos dicarboxilicos, dioles y acidos
hidroximonocarboxilicos convencionales. En una realizacién, los acidos dicarboxilicos son alifaticos y estan saturados
o contienen insaturacion olefinica y son de cadena ramificada o lineal. En otra realizacion, los acidos dicarboxilicos
alifaticos contienen de 3 hasta aproximadamente 18 atomos de carbono. En otra realizacion mas, los acidos
dicarboxilicos alifaticos contienen de aproximadamente 8 a 14 atomos de carbono. Los acidos dicarboxilicos utiles
incluyen, pero sin limitacion, acido malénico, acido maleico, acido succinico, acido glutarico, acido adipico, acido
pimélico, acido azelaico, acido sebacico, acido undecanodioico, acido dodecanodioico, acido brasilico y acido
pentadecanodioico. También se pueden usar mezclas de dos 0 mas acidos dicarboxilicos. En otra realizacion, los
poliésteres derivan de acidos dicarboxilicos aromaticos o aliciclicos.

Los poliésteres pueden derivar de dioles que son principalmente dioles alifaticos que tienen de 2 a 12 atomos de
carbono. En una realizacion, los dioles alifaticos tienen de 2 a 6 atomos de carbono. En otra realizacién, los dioles son
saturados y de cadena lineal. En otra realizacion mas, los dioles son saturados y ramificados. Los dioles utiles incluyen,
pero sin limitacién, etilenglicol; 1,2- o 1,3-propanodiol; 1,2-, 1,3- o 1,4-butanodiol; 1,6-hexanodiol; 3-metil-1,5-
pentanodiol; 2,3-dimetil-2,3-butanodiol; 1,8-octanodiol; 2-etilhexanodiol; 1,10-decanodiol; 1,12-dodecanodiol;
dietilenglicol; y trietilenglicol. También se pueden usar dioles aliciclicos tales como 1,4-ciclohexadimetanol.

Los poliésteres también pueden derivar de etilenglicol y di-, tri y tetraetilenglicol. Los poliésteres también pueden
derivar de los acidos hidroximonocarboxilicos, que incluyen, pero sin limitacién, acido 15-hidroxipentadecanoico, acido
16-hidroxihexadecanoico, acido 10-oxa-16-hidroxihexadecanoico, acido 11-oxa-16-hidroxihexadecanoico, acido 12-
oxa-16-hidroxihexadecanoico, acido 10-tia-16-hidroxihexadecanoico, acido 11-tia-16-hidroxihexadecanoico y acido
12-tia-16-hidroxihexadecanoico.

Se han descrito algunos compuestos difuncionales condensados que son adecuados para la despolimerizacion y la
ciclacion (véase, p.ej., la Patente de Estados Unidos N.° 4.709.058). El compuesto difuncional condensado puede
transferirse continuamente a un reactor, en el que se introduce el medio de alto punto de ebullicién junto con el
componente catalitico. La despolimerizacion y la ciclacion tienen lugar a altas temperaturas. En una realizacion, la
despolimerizacioén y la ciclacién tienen lugar de aproximadamente 200 °C a 300 °C y un vacio de menos de 50 hPa.
En otra realizacion, la despolimerizacion y la ciclacién tienen lugar de aproximadamente 220 °C a 265 °C y un vacio
de menos de 50 hPa. En estas condiciones, el producto diana destila, el glicol (p. €j., etilenglicol) procedente de la
despolimerizacion o, de lo contrario, un exceso deliberado de glicol que arrastra el componente ciclico. Después de la
separacion de fases, el glicol separado puede retroalimentarse a la condensacién al comienzo de la reacciéon. Se
pueden producir numerosos compuestos macrociclicos mediante este proceso, que incluyen, pero sin limitacion,
ésteres, lactonas, lactamas, eterlactonas, dilactonas y eterdilactonas. Este proceso es adecuado para la preparacion
de ésteres macrociclicos y lactonas que tienen de 6 a 20 o mas particularmente de 8 a 15 atomos de carbono ya que
estos compuestos pueden producirse en forma relativamente pura, lo cual es ventajoso para su uso como perfumes.

Ejemplos de compuestos macrociclicos que pueden producirse mediante el proceso de despolimerizacién incluyen,
pero sin limitacién, malonato de 3,6,9-tridecametileno, malonato de dodecametileno, malonato de decametileno,
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suberato de etileno, azelato de etileno, azelato de 3-oxa-pentametileno, sebacato de 3-metilpentametileno,
undecanodioato de etileno, dodecanodioato de etileno, brasilato de etileno, etilen-alfa-metilbrassilato, etilen-alfa-
dimetil-brasilato, etilen-alfa-etilbrasilato, pentadecanolida, 12-oxa-pentadecanolida, 12-tia-pentadecanolida,
hexadecanolida, 10-oxa-hexadecanolida, 11-oxa-hexadecanolida, 11-tia-hexadecanolida y 12-oxa-hexadecanolida. El
proceso puede producir brasilato de etileno por la despolimerizacion de brasilato de polietileno. De manera similar, el
proceso puede producir dodecanodioato de etileno mediante la despolimerizacion de dodecanodioato de polietileno
(véase, p.€j., la Patente de Estados Unidos N° 5.717.111, supra).

Ejemplos

El siguiente ejemplo ilustra adicionalmente la divulgacion pero no debe interpretarse como que de alguna manera
limita su alcance.

EJEMPLO: Procedimiento Experimental para Macrolactonizacién

Una mezcla (30 g) que contiene acido 16-hidroxi-hexadecanoico y acido 16-hidroxi-7(Z)-hexadecenoico (obtenido de
la fermentacion) y etilenglicol (60 ml) se calienta hasta ebullicion y el etilenglicol se destila lentamente durante 4 horas
para eliminar el agua. Se afiade titanato de tetrabutilo (0,5 g) a la mezcla resultante de ésteres de etilenglicol y ésteres
de oligbmero de acido hidroxilico en etilenglicol. Esto se afiade después lentamente durante 4 horas a un reactor que
contiene dimetiléter de polietilenglicol (50 g, 1500-2000 Mn) a 250 °C y 10 torr de vacio. Las macrolactonas se destilan
conjuntamente con el etilenglicol durante esta adicién. La extraccién del destilado con ciclohexano y el lavado con
agua produce una solucion de ciclohexano de las macrolactonas. La concentracion proporciona las macrolactonas
brutas. La destilacion al vacio produce una mezcla refinada de 16-hexadecalactona y 16-7(Z)-hexadecelactona.
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso quimioenzimatico para preparar una lactona o una cetona macrociclica, que comprende:

cultivar un microorganismo recombinante que comprende una via biosintética de acidos grasos modificada que
comprende una w-hidroxilasa u oxigenasa de EC 1.14.15.3 para producir al menos un tipo de derivado de acido
graso in vivo, en donde el cultivo se realiza con una materia prima basada en carbono; y

poner en contacto el derivado de acido graso ex vivo con un reactivo en condiciones suficientes para producir una
lactona o una cetona macrociclica,

en donde dicho derivado de &cido graso se selecciona del grupo que consiste en un acido graso omega-hidroxi
(w-OH FA), un acido graso omega-hidroxi insaturado (w-OH FA insaturado), un éster de acido graso omega-hidroxi
(éster de acido graso w-OH), un éster de acido graso omega-hidroxi insaturado (éster de acido graso w-OH
insaturado), un acido graso 3-hidroxi (3-OH FA), un &cido graso 3-hidroxi insaturado (3-OH FA insaturado), un
éster de acido graso 3-hidroxi (éster de acido graso 3-OH), un éster de acido graso 3-hidroxi insaturado (éster de
acido graso 3-OH insaturado), un alfa-omega-diacido (a,w-diacido), un alfa-omega-diacido insaturado (a,w-diacido
insaturado), un éster de alfa-omega-diacido (éster de a,w-diacido) y un éster de alfa-omega-diacido insaturado
(éster de a-w-diacido insaturado).

2. El proceso quimioenzimatico de la reivindicacion 1, en donde dicha via biosintética de acidos grasos modificada
comprende una w-hidroxilasa y una tioesterasa de EC 3.1.2.- 0o EC 2.1.1.5 y preferentemente comprende ademas una
éster sintasa de EC 2.3.1.20.

3. El proceso quimioenzimatico de la reivindicacion 1, que comprende ademas una oxidasa o deshidrogenasa de EC
1.1.1.1/2, EC 1.1.3.13, EC 1.1.3.20, EC 1.2.1.3/4/5 0 EC 1.2.3.1.

4. El proceso quimioenzimatico de la reivindicacién 1, en donde dicha via biosintética de acidos grasos modificada
aumenta la cantidad de derivados de &cidos grasos insaturados dentro de dicho microorganismo.

5. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas aislar el derivado de acido graso antes de la etapa de
contacto.

6. El método de la reivindicacion 1, en donde el derivado de acido graso se secreta de dicho microorganismo
recombinante y la etapa de contacto se realiza sin aislar el derivado de acido graso de la etapa de cultivo.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde el reactivo:

(a) comprende un acido protico seleccionado del grupo que consiste en un acido clorhidrico, un acido sulfurico, un
acido fosférico y un acido de resina recuperable;

(b) comprende un acido de Lewis, preferentemente en donde el acido de Lewis se selecciona del grupo que
consiste en un catalizador de transesterificacion de organostanano, una sal de cobre o zinc, un triflato de plata y
una zeolita; o

(c) es un agente de acoplamiento de péptidos.

8. El método de la reivindicacion 1, en donde la lactona es una gamma-lactona (y-lactona), una delta-lactona (8-
lactona) o una combinacidon de las mismas, preferentemente en donde la lactona es una Cs a C1s macrolactona.

9. El método de la reivindicacién 1, en donde el acido graso omega-hidroxi insaturado (w-OH FA insaturado) o el éster
de acido graso omega-hidroxi insaturado (éster de acido graso w-OH insaturado) es monoinsaturado, preferentemente
en donde el éster de acido graso omega-hidroxi monoinsaturado (éster de acido graso w-OH monoinsaturado) se
selecciona del grupo que consiste en un éster metilico de acido graso omega-hidroxi monoinsaturado (w-OH FAME
monoinsaturado) y un éster etilico de acido graso omega-hidroxi monoinsaturado (w- OH FAEE monoinsaturado).

10. El método de la reivindicaciéon 1, en donde el éster de acido graso 3-hidroxi (éster de acido graso 3-OH) es un
éster metilico de acido graso 3-hidroxi (3-OH FAME) o un éster etilico de acido graso 3-hidroxi (3-OH FAEE).

11. El método de la reivindicacion 1, en donde dicho éster de acido graso omega-hidroxi (éster de acido graso w-OH)
es un éster metilico de acido graso omega-hidroxi (w-OH FAME) o un éster etilico de acido graso omega-hidroxi (w-
OH FAEE).

12. El método de la reivindicacién 1, en donde el acido graso 3-hidroxi insaturado (3-OH FA insaturado) o el éster de
acido graso 3-hidroxi insaturado (éster de acido graso 3-OH insaturado) es monoinsaturado, preferentemente en
donde el éster de 4cido graso 3-hidroxi monoinsaturado (éster de acido graso 3-OH) es un éster metilico de acido
graso 3-hidroxi monoinsaturado (3-OH FAME monoinsaturado) o un éster etilico de acido graso 3-hidroxi
monoinsaturado (3-OH FAEE monoinstaurado).

13. El método de la reivindicacion 1, en donde el alfa-omega-diacido insaturado (a,w-diacido insaturado) o el éster de
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alfa-omega-diacido insaturado (a, éster-diacido insaturado) es monoinsaturado, preferentemente en donde el éster de
alfa-omega-diacido monoinsaturado (éster de a,w-diacido monoinsaturado) es

(a) un éster de semiacido, mas preferentemente un éster metilico o etilico; o
(b) un diéster, mas preferentemente un diéster metilico o un diéster etilico.

14. El método de la reivindicacién 1, en donde la etapa de contacto comprende deshidratacion, lactonizacion o
combinaciones de las mismas.

15. El método de la reivindicacién 1, en donde el derivado de acido graso comprende una cadena de carbono de
numero impar, ramificacién de metilo o combinaciones de las mismas.

16. El método de la reivindicacion 1, en donde dicha materia prima basada en carbono comprende una fuente de
carbono simple.
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