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DESCRIPCIÓN

Células y procedimiento para la producción de acetona

Campo de la invención

Es objeto de la invención un procedimiento para la producción de acetona.

Estado de la técnica5

Proceso ABE en Clostridium

El proceso clásico de fermentación ABE, es decir, la producción microbiana de acetona, butanol y etanol, era 
durante mucho tiempo el segundo proceso biotecnológico a nivel mundial directamente tras la fermentación de 
etanol con levaduras. La fermentación ABE comercial comenzó en 1916 en Inglaterra, donde, entre otros, Chaim 
Weizmann, descubrió la aptitud de Clostridium acetobutylicum para la formación del disolvente acetona, butanol y 10
etanol. El proceso se aplicó hasta finales de los años 50 en el mundo occidental, en Sudáfrica incluso hasta 1981.

Dos motivos principales son responsables de que se ajustara este proceso: por una parte, la síntesis química de 
acetona y butanol se hizo cada vez más conveniente, y por otra parte el precio de los substratos de fermentación 
aumentó en gran medida. Especialmente se elevó el precio de melaza debido a su empleo como aditivo a piensos 
para vacas.15

Los costes crecientes de productos previos petroquímicos, así como de nuevas posibilidades tecnológicas en el 
campo de ingeniería de vías de microorganismos exploran ahora nuevas opciones para el desarrollo de cepas de 
alto rendimiento y procesos de fermentación comerciales para la producción de disolventes, como acetona.

La fermentación ABE clásica se basa en el organismo Clostridium acetobutylicum y Clostridium beijerinckii. Ambos 
son Gram-positivos y se propagan bajo condiciones estrictamente anaerobias. Estos organismos pueden 20
transformar mono-, di- y polisacáridos, siendo melaza y almidón los substratos empleados principalmente en la 
fermentación.

El proceso de fermentación con C. acetobutylicum se subdivide en dos fases. En la primera fase, la formación de 
biomasa va acompañada de la formación de acetato, butirato y trazas de etanol (“fase acidógena“). En la segunda 
fase, la denominada “fase solventogénica“ se utilizan los ácidos para formar los productos de fermentación acetona, 25
butanol y etanol (ABE). Los productos acetona, butanol y etanol se forman en el tipo salvaje C. acetobutylicum en 
proporción de aproximadamente 3 : 6 : 1. Esta proporción de producto se puede variar en gran medida según 
condiciones de cultivo seleccionadas (por ejemplo pH o alimentación de nutrientes), o substratos empleados.

Los enzimas de la biosíntesis de disolventes de acetona, butanol y etanol son sensiblemente puros y están 
caracterizados desde el punto de vista bioquímico (véase figura 1; Duerre, P., y Bahl, H. 1996. Microbial production 30
of acetone/butanol/isopropanol. En: Biotechnology, vol. 6, 2nd ed. M. Roehr, (ed.),VCH Verlagsgesellschaft mbH, 
Weinheim, Germany. páginas 229-268. Duerre, P. 1998. New insights and novel developments in clostridial 
acetone/butanol/isopropanol fermentation. Appl. Microbiol. Biotechnol.49: 639-648.). También se presenta la 
secuencia genómica de C. acetobutylicum (Noelling, J., Breton, G., Omelchenko, M. V. & 16 other authors (2001). 
Genome sequence and comparative analysis of the solvent-producing bacterium Clostridium acetobutylicum. J 35
Bacteriol 183, 4823-4838.).

Se generaron ya cepas de Clostridium acetobutylicum, en las que la producción de acetona es independiente de la 
producción de butanol y etanol, de modo que estas cepas producen solo acetona (Mermelstein et al. (1993). 
Metabolic engineering of Clostridium acetobutylicum ATCC824 for increased solvent production by enhancement of 
acetone formation enzyme activities using a synthetic operon. Biotech. Bioeng. 42:1053-1060.; Nair, R.V., and 40
Papoutsakis, E.T. 1994). Los títulos medidos para acetona se situaban en principio bajo las concentraciones de las 
del tipo salvaje.

En la figura 2 se representa la vía metabólica clásica, caracterizada en Clostridium, para la síntesis de acetona. Esta 
vía parte de Acetyl-CoA, un metabolito central, que se forma en todos los microorganismos, independientemente de 
la fuente de C que se metaboliza o de las vías metabólicas que se establecen. Son enzimas que se requieren: la β-45
cetotiolasa, las dos subunidades de acetil-CoA/butiril-CoA-transferasa, y la acetoacetato-decarboxilasa.
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Se pudo mostrar que la expresión heteróloga de estos enzimas de C. acetobutylicum en Escherichia coli, que 
catalizan la formación de acetona partiendo de acetil-CoA (acetoacetato-decarboxilasa, acetil-CoA/butiril-CoA-
transferasa y tiolasa), conduce a una formación de acetona en este organismo de aproximadamente 150 mM, 
produciéndose también, no obstante, cantidades elevadas de acetato (50 mM) de modo desfavorable (Bermejo L. L., 
N. E. Welker, E. T. Papoutsakis. 1998. Expression of Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Genes in Escherichia 5
coli for Acetone Production and Acetate Detoxification. Appl. Env. Microbiol. 64:1079-1085).

En este caso, un inconveniente ulterior consiste en que la acetona se produjo solo bajo condiciones aerobias, ya que 
los equivalentes redox, que se producen durante la metabolización de glucosa para dar acetil-CoA, no se pueden 
reoxidar bajo condiciones anaerobias.

Todos los procedimientos descritos es común que requieren fuentes de carbono desfavorablemente complejas, 10
como por ejemplo azúcar.

Células acetógenas

Son conocidas células acetógenas, es decir, células que son aptas para formar acetato por medio de respiración 
anaerobia.

A las bacterias acetógenas pertenecen, por ejemplo, tipos de la especie Acetobacterium, como A. woodii y15
Clostridium aceticum.

El documento WO0068407 describe el empleo de bacterias acetógenas para la producción de etanol.

Recientemente también se presenta la secuencia genómica de C. ljungdahli. De C. aceticum y C. carboxidivorans no 
se ha publicado aún una secuencia genómica. Sin embargo se sabe que C. aceticum porta adicionalmente un 
plásmido (5,6 kBp, Lee et al., 1987). Actualmente no se han publicado técnicas para modificar genéticamente estos 20
organismos.

El grupo de bacterias acetógenas pertenece a las procariotas anaerobias, que pueden utilizar CO2 como aceptor de 
electrones terminal y forman acetato en este caso. Actualmente se cuentan 21 especies diferentes entre los 
acetógenos (Drake et al., 2006), a las que pertenecen también algunos Clostridios (Drake & Küsel, 2005). Éstas son 
aptas para utilizar dióxido de carbono más hidrógeno, o también monóxido de carbono, como fuente de carbono y 25
energía (Wood, 1991). Además, también se pueden utilizar alcoholes, aldehídos, ácidos carboxílicos, así como 
numerosas hexosas como fuente de carbono (Drake et al., 2004). La vía metabólica reductiva, que conduce a la 
formación de acetato, se denomina acetil-CoA-o vía de Wood-Ljungdahl.

Era tarea de la invención poner a disposición un procedimiento con el que se pudiera producir acetona a partir de 
fuentes de carbono disponibles de manera ubicua.30

Descripción de la invención

Sorprendentemente se descubrió que el procedimiento descrito a continuación soluciona la tarea de la invención.

Es objeto de la presente invención un procedimiento para la producción de acetona como se describe en la 
reivindicación 1.

Una ventaja de la invención consiste en que las células se pueden cultivar en condiciones anaerobias y, por lo tanto, 35
de modo especialmente conveniente desde el punto de vista energético. 

Otra ventaja de la invención consiste en que las células según la invención contribuyen a una reducción de dióxido 
de carbono, nocivo para el clima. 

Otra ventaja de células según la invención es un aumento de rendimiento mediante producción de acetona a partir 
de dióxido de carbono e hidrógeno.40

Es objeto de la presente invención una célula acetógena que sea capaz de formar acetona.

En relación con la presente invención, bajo el concepto “células acetógenas“ se entiende células que son aptas para 
formar acetato por medio de respiración anaerobia.
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Todos los porcentajes indicados son porcentajes en peso si no se indica lo contrario.

En el caso de las células acetógenas se trata preferentemente de una célula aislada, en especial de una célula
modificada mediante técnica génica. Según la invención es preferente una célula que es capaz de formar acetona a 
partir de al menos una fuente de carbono seleccionada a partir del grupo que comprende dióxido de carbono y 
monóxido de carbono. De modo especialmente preferente, la célula acetógena según la invención es capaz de 5
formar acetona a partir de monóxido de carbono y dióxido de carbono.

Es suficientemente sabido por el especialista que, con ayuda de técnica génica recombinante, se pueden mejorar 
rendimientos de producto en sistemas biológicos. Por lo tanto, según la invención es además preferente que la 
célula acetógena se modificara frente a su tipo salvaje mediante técnica génica, de modo que sea capaz de formar 
más acetona en comparación con su tipo salvaje.10

La formulación “que sea capaz de formar más acetona en comparación con su tipo salvaje“ se refiere también al 
caso en el que el tipo salvaje de la célula modificada mediante técnica génica no sea capaz de formar acetona en 
absoluto, al menos cantidades identificables de este compuesto, y solo tras la modificación mediante técnica génica 
se pueden formar cantidades identificables de este componente.

Se denomina un “tipo salvaje“ de una célula preferentemente una célula cuyo genoma se presenta en un estado 15
como es objeto de la presente invención. Un procedimiento para la producción de acetona, que comprende los 
pasos de procedimiento:

A) puesta en contacto de una célula acetógena, que es capaz de formar acetona, con un medio nutriente que 
contiene al menos una fuente de carbono seleccionada a partir del grupo que comprende dióxido de 
carbono y monóxido de carbono;20

B) cultivo de la célula bajo condiciones que posibiliten formar acetona a la célula;
C) en caso dado aislamiento de la acetona formada,

caracterizado por que la célula presenta una actividad acrecentada en comparación con su tipo salvaje de al menos 
uno de los siguientes enzimas:

un enzima E1, que cataliza la reacción de acetil-coenzima A para dar acetoacetil-coenzima A;25

un enzima E2, que cataliza la reacción de acetoacetil-coenzima A para dar acetoacetato;

un enzima E3, que cataliza la reacción de acetoacetato para dar acetona,

por que la célula procedente de al menos una fuente de carbono, seleccionada a partir del grupo que contiene 
dióxido de carbono y monóxido de carbono, es capaz de formar acetona, y

por que la célula se modificó mediante técnica génica frente a su tipo salvaje, de modo que sea capaz de formar 30
más acetona en comparación con su tipo salvaje.

En relación con la presente invención, bajo el concepto “células acetógenas“ se entiende células que son aptas para 
formar acetato por medio de respiración anaerobia. Todos los porcentajes indicados son porcentajes en peso si no 
se indica lo contrario.

En el caso de las células acetógenas se trata preferentemente de una célula aislada, en especial de una célula35
modificada mediante técnica génica. Según la invención es preferente una célula que es capaz de formar acetona a 
partir de al menos una fuente de carbono seleccionada a partir del grupo que comprende dióxido de carbono y 
monóxido de carbono. De modo especialmente preferente, la célula acetógena según la invención es capaz de 
formar acetona a partir de monóxido de carbono y dióxido de carbono.

Es suficientemente sabido por el especialista que, con ayuda de técnica génica recombinante, se pueden mejorar 40
rendimientos de producto en sistemas biológicos. La célula acetógena se modifició mediante técnica génica frente a 
su tipo salvaje, de modo que sea capaz de formar más acetona en comparación con su tipo salvaje.

La formulación “que sea capaz de formar más acetona en comparación con su tipo salvaje“ se refiere también al 
caso en el que el tipo salvaje de la célula modificada mediante técnica génica no sea capaz de formar acetona en 
absoluto, al menos cantidades identificables de este compuesto, y solo tras la modificación mediante técnica génica 45
se pueden formar cantidades identificables de este componente.
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Se denomina un “tipo salvaje“ de una célula preferentemente una célula cuyo genoma se presenta en un estado 
como se ha producido naturalmente debido a la evolución. El concepto se emplea tanto para la célula total, como 
también para algunos genes. Por lo tanto, no corresponden al concepto “tipo salvaje“ en especial aquellas células, o 
bien aquellos genes cuyas secuencias génicas se han modificado al menos parcialmente por el hombre mediante 
procedimientos recombinantes.5

Estas células son modificadas mediante técnica génica, de modo que puedan formar más acetona a partir de una 
fuente de carbono en comparación con su tipo salvaje.

Es este caso, según la invención es preferente que la célula acetógena sea modificada mediante técnica génica, de 
modo que, en un intervalo de tiempo definido, preferentemente en el intervalo de 2 horas, de modo aún más 
preferente en el intervalo de 8 horas, y en el más preferente de los casos en el intervalo de 24 horas, forme al menos 10
el doble, de modo especialmente preferente al menos 10 veces, además preferentemente al menos 100 veces, 
además de modo aún más preferente al menos 1000 veces, y en el más preferente de los casos al menos 10 000 
veces más acetona que el tipo salvaje de la célula. En este caso, el aumento de la formación de producto se puede 
determinar, a modo de ejemplo, cultivándose en un medio nutriente apropiado la célula según la invención y la célula 
de tipo salvaje, respectivamente por separado bajo las mismas condiciones (misma densidad celular, mismo medio 15
nutriente, mismas condiciones de cultivo) durante un intervalo de tiempo determinado, y determinándose a 
continuación la cantidad de producto objetivo (acetona) en el medio nutriente.

La célula presenta una actividad acrecentada en comparación con su tipo salvaje de al menos uno de los siguientes 
enzimas:

un enzima E1, que cataliza la reacción de acetil-coenzima A para dar acetoacetil-coenzima A;20

un enzima E2, que cataliza la reacción de acetoacetil-coenzima A para dar acetoacetato;

un enzima E3, que cataliza la reacción de acetoacetato para dar acetona.

Bajo la formulación empleada anteriormente y en las explicaciones siguientes “una actividad de un enzima Ex

acrecentada en comparación con su tipo salvaje“ siempre se debe entender preferentemente una actividad del 
respectivo enzima Ex acrecentada en un factor de al menos 2, de modo especialmente preferente de al menos 10, 25
además preferentemente de al menos 100, además de modo aún más preferente de al menos 1000, y en el más 
preferente de los casos de al menos 10 000. Además, la célula según la invención, que presenta “una actividad de 
un enzima Ex acrecentada en comparación con su tipo salvaje“, comprende en especial también una célula cuyo tipo 
salvaje no presenta una actividad, o al menos una actividad identificable, de este enzima Ex, y que muestra una 
actividad identificable de este enzima Ex solo tras aumento de la actividad enzimática, a modo de ejemplo debido a 30
sobreexpresión. En este contexto, el concepto “sobreexpresión“, o la formulación “aumento de la expresión“ 
empleada en las siguientes explicaciones, comprende también el caso en el que una célula de partida, a modo de 
ejemplo una célula de tipo salvaje, no presente una expresión, o al menos una expresión identificable, y se induzca 
una expresión identificable del enzima Ex solo mediante procedimientos recombinantes.

En este contexto, son células especialmente preferente aquellas en las que está aumentada la actividad del 35
siguiente enzima, o bien de los siguientes enzimas: E1, E2, E3, E1 + E2 , E1 + E3, E2 + E3, E1 + E2 + E3, siendo 
especialmente preferente E1 + E2 + E3.

Además, según la invención es preferente que en el caso del enzima E1 se trate de una acetil-CoA-C-
acetiltransferasa (EC 2.3.1.9); en el caso del enzima E2 se trata de una butirato-acetoacetato-CoA-Transferase (EC 
2.8.3.9) o de una acil-CoA-hidrolasa (EC 3.1.2.20); en el caso del enzima E3 se trata de una acetoacetato-40
decarboxilasa (EC 4.1.1.4);

el enzima empleado como enzima E1 de modo especialmente preferente es thlA de Clostridium acetobutylicum.

Butirato-acetoacetato-CoA-transferasas empleadas de modo especialmente preferente como enzima E2 son ctfA y
ctfB de Clostridium acetobutylicum y atoD y atoA de Escherichia coli. Acil-CoA hidrolasas empleadas de modo 
especialmente preferente como enzima E2 son teII de B. subtilis, o bien ybgC de Heamophilus influenzae. El enzima 45
empleado de modo especialmente preferen como enzima E3 es adc de Clostridium acetobutylicum.

Una céula acetógena según la invención es preferentemente un microorganismo, preferentemente una bacteria, y de 
modo especialmente preferente una bacteria anaerobia, en especial una bacteria en forma de vara, grampositiva.
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De modo muy especialmente preferente se emplean células acetógenas seleccionadas a partir del grupo que 
comprende Thermoanaerobacter kivui, Acetobacterium woodii, Acetoanaerobium notera, Clostridium aceticum, 
Butyribacterium methylotrophicum, Moorella thermoacetica, Eubacterium limosum, Peptostreptococcus productus, 
Clostridium ljungdahlii y Clostridium carboxidivorans. Una bacteria especialmente apropiada es Clostridium 
carboxidivorans, en especial aquellas cepas como "P7" y "P11". Tales células se describen, a modo de ejemplo, en 5
los documentos US 2007/0275447 y US 2008/0057554.

Otra bacteria especialmente apropiada es Clostridium ljungdahlii, en especial cepas seleccionadas a partir del grupo 
que comprende Clostridium ljungdahlii PETC, Clostridium ljungdahlii ERI2, Clostridium ljungdahlii C01 y Clostridium 
ljungdahlii O-52 y se describen en los documentos WO 98/00558 y WO 00/68407.

La célula acetógena según la invención es capaz de formar acetona a partir de al menos una fuente de carbono 10
seleccionada a partir del grupo que contiene dióxido de carbono y monóxido de carbono, preferentemente bajo 
condiciones anaerobias.

Respecto a la fuente de estos substratos es evidente que que existen muchas posibles fuentes para la puesta a 
disposición de CO, o bien CO2, como fuente de carbono. Es obvio que en la práctica se puede emplear como fuente 
de carbono de la presente invención cualquier gas, o bien cualquier mezcla gaseosa que sea apta para abastecer la 15
célula acetógena de cantidades suficientes de carbono, para que ésta sea capaz de realizar esta respiración 
anaerobia y formar acetona.

En el procedimiento según la invención es preferente que la fuente de carbono se ponga a disposición mediante 
gases de escape, como por ejemplo gas de síntesis, gas de humo, gases de escape de refinerías de petróleo, gases 
producidos mediante fermentación de levaduras o fermentación clostridiana, gases de escape de la gasificación de 20
materiales que contienen celulosa, o de la gasificación de carbono.

Estos gases de escape no se tienen que haber producido necesariamente como fenómenos secundarios de otros 
procesos, sino que se pueden producir adicionalmente para el empleo en el procedimiento según la invención.

Es evidente que en la práctica se puede emplear como fuente de carbono de la presente invención cualquier gas de 
escape que sea apto para abastecer la célula acetógena con cantidades suficientes de carbono, para que ésta 25
pueda realizar su respiración anaerobia.

En un acondicionamiento preferente del procedimiento según la invención, la fuente de carbono es gas de síntesis.

Se puede poner a disposición gas de síntesis, por ejemplo, a partir del producto secundario de gasificación de 
carbono. Por consiguiente, la célula acetógena transforma una substancia, que es un producto de desecho, en una 
valiosa materia prima.30

Alternativamente, se puede poner a disposición gas de síntesis mediante la gasificación de materias primas bastante 
disponibles, económicas, agrícolas, para el procedimiento según la invención.

Existen numerosos ejemplos de materias primas que se pueden transformar en gas de síntesis, ya que casi todas 
las formas de vegetación se pueden utilizar con este fin. Se seleccionan materias primas preferentes a partir del 
grupo que comprende hiermas perennes, como Chinaschilf, residuos de cereales, desechos de eleaboración, como 35
serrín.

En general se obtiene gas de síntesis en una instalación de gasificación a partir de biomasa desecada, en principio 
mediante pirólisis, oxidación parcial y reformado con vapor, siendo los productos primarios CO, H2 y CO2.

Normalmente se elabora una parte del gas producto para optimizar rendimientos de producto y evitar la formación de 
alquitrán. El craqueado de alquitran no deseado en gas de síntesis y CO se puede llevar a cabo bajo empleo de cal 40
y/o dolomita. Estos procesos se describen en detalle, por ejemplo, en Reed, 1981 (Reed, T.B.,1981, Biomass 
gasification: principles and technology, Noves Data Corporation, Park Ridge, NJ.)

También se pueden emplear mezclas de diversas fuentes como fuente de carbono.

Los medios nutrientes empleados en el procedimiento según la invención deben cumplir de modo apropiado los 
requisitos de la respectiva cepa. Se incluyen descripciones de medios nutrientes de diversos microorganismos en el 45
manual "Manual of Methods for General Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington D. C., 
USA, 1981).
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Además de las fuentes de carbono, el medio nutriente contiene en especial nitrógeno y fuentes de fósforo, sales, así 
como agentes para el control de pH.

Como fuente de nitrógeno se pueden emplear compuestos orgánicos nitrogenados, como peptonas, extracto de 
levadura, extracto de pescado, extracto de malta, agua de remojo de maíz, harina de habas de soja y urea, o 
compuestos inorgánicos, como sulfato amónico, cloruro amónico, fosfato amónico, carbonato amónico y nitrato 5
amónico. Las fuentes de nitrógeno se pueden emplear por separado o como mezcla.

Como fuente de fósforo pueden estar contenidos ácido fosfórico, dihidrogenofosfato potásico o hidrogenofosfato 
dipotásico, o las correspondientes sales que contienen sodio, en el medio nutriente. El medio de cultivo debe 
contener además sales de metales, como por ejemplo sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son necesarios 
para el crecimiento. Finalmente se pueden emplear substancias de crecimiento esenciales, como aminoácidos y 10
vitaminas, adicionalmente a las substancias citadas anteriormente.

Las citadas substancias de empleo se pueden añadir al cultivo en forma de una única carga, o alimentar de modo 
apropiado durante el cultivo.

Para el control de pH del cultivo se emplean compuestos básicos, como hidróxido sódico, hidróxido potásico, 
amoniaco, o bien agua amoniacal, o compuestos ácidos, como ácido fosfórico o ácido sulfúrico, de modo apropiado. 15
Para el control del espumado se pueden emplear agentes antiespumantes, como por ejemplo poliglicolésteres de 
ácidos grasos. Para el mantenimiento de la estabilidad de plásmidos se pueden añadir al medio substancias de 
acción selectiva apropiadas, como por ejemplo antibióticos.

En el paso de procedimiento B) del procedimiento según la invención se cultivan las células acetógenas bajo 
condiciones que posibilitan formar acetona. Este cultivo tiene lugar preferentemente bajo condiciones anaerobias.20

En este caso, las células según la invención, modificadas mediante técnica génica, se pueden poner en contacto, y 
por consiguiente cultivar con el medio nutriente continua o discontinuamente en procedimiento por cargas (cultivo 
discontinuo) o en procedimiento de cargas de alimentación (procedimiento de alimentación), o procedimiento de 
carga de alimentación reiterada (procedimiento de alimentación repetitiva) para la producción de acetona.

También es concebible un procedimiento semicontinuo, como se describe en el GB-A-1009370. Se describe una 25
sinopsis sobre métodos de cultivo conocidos en el manual de Chmiel ("Bioprozesstechnik 1. Einführung in die 
Bioverfahrenstechnik" (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) o en el manual de Storhas ("Bioreaktoren und 
periphere Einrichtungen", editorial Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden, 1994).

Se describen otros procedimientos convenientemente apropiados para el cultivo de la célula acetógena en el paso 
de procedimiento b), por ejemplo, en el informe DOE "Bench-scale Demonstration of Biological Production of Ethanol 30
from Coal Synthesis Gas", Topical Report 5, Noviembre 1995 (DOE Contract Number DE-AC22-92PC92118) y en 
los documentos WO 98/00558, WO 00/68407 y WO 02/08438.

En el paso C) del procedimiento según la invención se puede aislar la acetona formada mediante las células, en 
caso dado a partir de las células y/o del medio nutriente, entrando en consideración para el aislamiento todos los 
métodos conocidos por el especialista para el aislamiento de substancias de bajo peso molecular a partir de 35
composiciones complejas.

En este punto cítense de manera ejemplar la precipitación por medio de disolventes apropiados, la extracción por 
medio de disolventes apropiados, la complejación, a modo de ejemplo por medio de ciclodextrinas o derivados de 
ciclodextrina, la cristalización, la purificación, o bien aislamiento por medio de métodos cromatográficos, o la 
transformación de acetona en derivados fácilmente separables.40

Para el empleo en el paso de procedimiento C) son apropiados en especial procedimientos de separación 
destilativos.

La invención se describe de manera ejemplar en los ejemplos indicados a continuación, sin que la invención, cuya 
amplitud de aplicación resulta de la descripción total y las reivindicaciones, deba estar limitada a las formas de 
realización citadas en los ejemplos.45

Las siguientes figuras son componente de la manifestación:

Figura 1: vía biosintética del proceso ABE clásico, clostridiano.
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Figura 2: vía biosintética de acetona en C. acetobutylicum

Figura 3: mapa plasmídico pUC_adc_ctfAB_thlA:

Figura 4: mapa plasmídico pIMP_adc_ctfAB_thlA:

Ejemplos:

Ejemplo 1. Clonación de vectores de expresión5

Para la producción de acetona en células acetógenas se llevaron a cabo las clonaciones en E. coli XL2 blue. A tal 
efecto se elaboraron los genes ctfA y ctfB de Clostridium acetobutylicum, o bien atoA y atoD de E. coli,
o bien teII de B. subtilis, así como, o bien ybgC de Heamophilus influenzae
junto con los genes thlA y adc de C. acetobutylicum sobre el plásmido pIMP1 (Mermelstein et al., 1992).

En la tabla 1 se recoge una sinopsis sobre los correspondientes plásmidos de expresión.10

Tabla 1: plásmidos

Plásmido CoA-transferasa/tioesterasa de Seq ID No

pIMP_adc_ctfAB_thlA C. acetobutylicum 13

pIMP_adc_atoDA_thlA E. coli 14

pIMP_adc_teII_thlA B. subtilis 15

pIMP_adc_ybgC_thlA H. influenzae 16

La clonación de los genes se efectuó secuencialmente. A tal efecto, en primer lugar se diseñaron oligonucleótidos 
(tabla 2) para la amplificación de los genes, bajo introducción de puntos de corte correspondiente, y a continuación 
se amplificaron todos los fragmentos.15

Tabla 1: oligonucleótidos

Nombre Secuencia (5' → 3')*) Punto de corte Seq ID No

adc fw GGAAGGTACCTTTTATG Acc65I 1

adc rev GTAACTCTGAATTCTATTACTTAAG EcoRI 2

atoDA fw CACAACGGTGGATCCAAGAG BamHI 3

atoDA rev CGCGATATGGTACCAATCAT Acc65I 4

ctfAB fw GAATTTAAAAGGAGGGATCCAAATGAAC BamHI 5

ctfAB rev GTTTCATAGTATTGGTACCTAAACAGC Acc65I 6
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Nombre Secuencia (5' → 3')*) Punto de corte Seq ID No

thl fw CTCAGGTCGACTTCAAGAAG SalI 7

thl rev CAGAGTTATTTTTAAGGATCCTTTCTAGC BamHI 8

telI fw CAATTGGGATCCGATAACAATTTCACACAG BamHI 9

telI rev GAGATCTGGTACCCGGTTAAATGATCGGA Acc65I 10

ybgc fw CTCTAGAAGGATCCTGTTTAACTTTAAG BamHI 11

ybgc rev ATTGGGTACCTCATTGCATACTCCG Acc65I 12

Los fragmentos correspondientes se amplificaron del ADN genómico por medio de métodos PCR convencionales, se 
separaron por electroforesis y se purificaron.

Generación de pUC_adc_ctfAB_thlA:

En el primer paso se clonó adc a través de los puntos de corte Acc65I y EcoRI en el vector pUC18 y a continuación 5
se añadió thlA a través de SalI y BamHI. En el último paso se clonaron ctfA y ctfB en un paso, ya que está 
organizado como operón en C. acetobutylicum, a través de los puntos de corte BamHI y Acc65I. En el vector 
resultante de ello pUC_adc_ctfAB_thlA se presentan ahora los genes necesarios para la producción de acetona en 
un operón.

La figura 3 muestra el plásmido pUC resultante.10

Generación de pIMP_adc_ctfAB_thlA: 

A continuación se efectuó la reclonación del cassette génico en el vector pIMP1 a través de la endonucleasa de 
restricción SalI y EcoRI, de lo que resultó el plásmido de expresión pIMP_adc_ctfAB_thlA, véase la figura 4.

Generación de pIMP_adc_atoDA_thlA, pIMP_adc_teII_thlA y pIMP_adc_ybgC_thlA: 

Para la generación de los vectores pIMP_adc_atoDA_thlA, pIMP_adc_teII_thlA y pIMP_adc_ybgC_thlA se cortaron 15
los genes ctfA y ctfB a partir del vector pIMP_adc_ctfAB_thlA a través de los puntos de corte BamHI y Acc65I. Se 
amplificaron atoD y atoA, que están organizados en E. coli en un operón, y del mismo modo los genes teII de B. 
subtilis y ybgC de H. infuenzae, generándose los puntos de corte BamHI y Acc65I.

Estos fragmentos se clonaron en primer lugar de este modo en el vector pDrive (atoDA), o bien pUC19 (teII y ybgC). 
A continuación se efectuó la reclonación de estos genes a partir de los vectores pDrive, o bien pUC, para lo cual se 20
cortaron los cassettes génicos a través de los puntos de corte BamHI y Acc65I, se purificaron y se ligaron en el 
esqueleto vectorial restringido como se describe anteriormente (Acc65I y BamHI) y purificado de 
pIMP_adc_ctfAB_thlA.

Ejemplo 2: síntesis de acetona en E. Coli

Todas las variantes de plásmido obtenidas (véase tabla 1) se examinaron sobre la formación de acetona para el 25
control sobre funcionalidad en la cepa de clonación de E. coli XL2-blue. Los análisis se efectuaron en escala de 100 
ml en medio TY con ampicilina (100 µg/ml). Tras inoculación a partir de cultivos previos correspondientes a una 
densidad óptica (600 nm) de 0,1 se efectuó una incubación a 37 °C y 150 Upm. La densidad óptica se siguió 
mediante fotometría, y en determinados momentos se extrajeron muestras durante un intervalo de tiempo de 
aproximadamente 50 h, y se determinó la concentración de acetona y acetato en el exceso de medio exento de 30
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células mediante cromatografía de gases. En este caso se mostró que, con la combinación de genes clostridianos  
(thlA y adc) con atoDA de E. coli se produjeron hasta 80 mM de acetona. Con genes puramente clostridianos (thlA, 
ctfAB, adc) se produjeron 5 mM de acetona y con las combinaciones genes clostridianos (thlA y adc) con teII de B. 
subtilis, o bien ybgC de H. influenzae se produjo 1 mM de acetona.

Ejemplo 3: producción de acetona acetógena5

Según cepa de clostridio empleada se emplearon diferentes medios:

Para la producción de los medios para C. Carboxidivorans, o bien C. ljungdhalii se pesaron los productos químicos, 
se disolvieron en agua y a continuación se ajustó el valor de pH. Adicionalmente se añadió el indicador redox 
resazurina (1 mg/l), para poder examinar finalmente el potencial redox, y por consiguiente el contenido en oxígeno. A 
continuación se llevaron los medios a ebullición en una estufa y se enfriaron los mismos en baño de hielo. Entre 10
tanto se efectuó la gasificación con nitrógeno para eliminar el oxígeno disuelto. A continuación se introdujeron los 
medios en la cámara anaerobia, se ajustó el volumen final con agua anaerobia, se envasó y se cerró 
herméticamente. Si hubo que emplear una fase gaseosa diferente a nitrógeno, a continuación se efectuó un 
intercambio de gas, gasificándose el medio con el correspondiente gas por medio de una cánula larga, y aplicándose 
en último término una ligera sobrepresión de alrededor de 0,8 bar.15

Para el medio para C. aceticum se pesaron todos los componentes, se disolvieron y se envasaron. A continuación 
se añadió el indicador redox resazurina (1 mg/l), para poder examinar más tarde el potencial redox, y por 
consiguiente el contenido en oxígeno. A continuación se efectuó la gasificación a través de cánulas con una mezcla 
constituida por un 80 % de N2 y un 20 % de CO2, hasta que se alcanzó un pH de 7,4. También en este caso se 
aplicó una ligera sobrepresión. Tras el tratamiento en autoclave se añadió en medio estéril Na2CO3 en forma de una 20
disolución de Na2CO3 anaerobia al 5 %, para alcanzar un pH de 8,2. Adicionalmente se añadió fructosa en medio 
estéril para dar una concentración final de un 1 %. Para crecimiento autótrofo se generó una atmósfera gaseosa de 
un 80 % de H2 y un 20 % de CO2.

Todos los medios se trataron en autoclave a 121 °C y 1,2 bar durante 15 min. Algunos componentes de medio se 
trataron en autoclave por separado para impedir reacciones químicas de los componentes entre sí. Los 25
componentes termolábiles se disolvieron, se filtraron en medio estéril y se añadieron al medio enfriado, tratado en 
autoclave, antes de la utilización.

Para la producción de medios sólidos se añadió un 1,5 % (w/v) de agar antes del tratamiento en autoclave, y 
directamente a continuación se vertieron éstos en placas de Petri en la cámara anaerobia. Tras el vertido se secaron 
las placas durante algunos días, y se almacenaron hasta empleo a 4ºC.30

Medio para C. aceticum

NH4Cl 1,00 g 18,7 mM

KH2PO4 0,33 g 2,4 mM

K2HPO4 0,45 g 2,6 mM

MgSO4 x 7 H2O 0,10 g 0,4 mM

Disolución de oligoelementos (s.u.) 20, 00 ml 2 % (v/v)

Disolución de vitaminas de Wolfe (véase más abajo) 20, 00 ml 2 % (v/v)

Extracto de levadura 2,00 g 0,2 % (w/v)

NaHCO3 10,00 g 0,1 M
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Cisteína-HCl x H2O 0,50 g 2,8 mM

Na2S x 9 H2O 0,50 g 2,1 mM

Agua hasta 1000 ml

Tras el tratamiento en autoclave se añadieron en medio estéril 25 ml 1-1 de una disolución de Na2CO3 al 5 % en 
peso, para alcanzar un pH de 8,2. Adicionalmente se añadió fructosa en medio estéril para dar una concentración 
final de un 1 % en peso, referido al medio total. Para crecimiento autótrofo se generó antes del tratamiento en 
autoclave una atmósfera gaseosa de un 80 % en volumen de H2 y un 20 % en volumen de CO2.5

Medio para C. carboxidivorans – medio de Wilkins-Chalgren 

Caldo anaerobio de Wilkins-Chalgren (OXOID CM0643) 33 g 3,3 %

NaHCO3 1 g 12 mM

Agua hasta 1000 ml

El pH se ajustó a 5,6 antes de la ebullición y la anaerobización, y tras el tratamiento en autoclave se añadieron 10 ml 
de agente reductor 1 (véase más abajo), tras lo cual el pH se debía situar en 6,0.

Medio para C. ljungdahlii - ATCC 1754 (medio PETC) 10

NH4Cl 1,0 g 19 mM

KCl 0,1 g 1,35 mM

MgSO4 * 7 H2O 0,2 g 0,8 mM

NaCl 0,8 g 14 mM

KH2PO4 0,1 g 0,7 mM

CaCl2 * 2 H2O 20,0 mg 0,15 mM

Extracto de levadura 1,0 g 0,1 % (w/v)

Disolución de oligoelementos 10,0 ml 1 % (v/v)

Disolución de vitaminas de Wolfe 10,0 ml 1 % (v/v)

NaHCO3 2,0 g 24 mM

Agua hasta 1000 ml pH 5,5
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Antes de la ebullición y la anaerobización se ajustó el pH a 5,5. Tras el tratamiento en autoclave se añadieron 20 ml 
con una disolución de fructosa estéril (250 g/l) respectivamente 5 ml de agente reductor 1 y 2 (véase más abajo), a 
continuación el pH se debía situar en 5,9.

Agente reductor 15

Se disuelven 1,8 g de NaOH en 200 ml de agua, se llevan a ebullición y se enfrían bajo gasificación de nitrógeno. En 
la cámara anaerobia se disuelven en 100 ml de NaOH anaerobio en primer lugar 4 g de L-cisteína-HCl, y 
seguidamente 4 g de Na2S * 9 H2O, y a continuación se tratan los mismos en autoclave.

Agente reductor 2

Se disuelven 1,8 g de NaOH en 200 ml de agua, se llevan a ebullición y se enfrían bajo gasificación de nitrógeno. En 10
la cámara anaerobia se disuelven en 100 ml de NaOH anaerobio 4 g de L-cisteína-HCl, y a continuación se tratan 
los mismos en autoclave.

Disolución de oligoelementos para el medio ATCC 1754 y para el medio C. aceticum

Ácido nitrilotriacético 2 g 10,5 mM

MnSO4 * H2O 1 g 6 mM

Fe (SO4)2(NH4 )2 * 6 H2O 0,8 g 2 mM

CoCl2 * 6 H2O 0,2 g 0, 86 mM

ZnSO4 * 7 H2O 0,2 mg 0,7 µm

CuCl2 * 2 H2O 20 mg 0,12 mM

NiCl2 * 6 H2O 20 mg 80 µM

Na2MoO4 * 2 H2O 20 mg 80 µM

Na2SeO4 20 mg 80 µM

Na2WO4 20 mg 60 µM

Agua hasta 1000 ml

En primer lugar se disolvió el ácido nitrilotriacético en agua por completo, se ajustó el valor de pH con hidróxido 15
potásico a 6,0 y despúes se disolvieron los otros componentes.

Disolución de vitaminas de Wolfe para el medio ATCC 1754 y para el medio C. aceticum
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Biotina (Vitamina H) 2,0 mg 8 µM

Ácido fólico (Vitamina B9) 2,0 mg 4,5 µM

Piridoxina-HCl (Vitamina B6) 10,0 mg 49 µM

Tiamina-HCl (Vitamina B1) 5,0 mg 15 µM

Riboflavina (Vitamina B2) 5,0 mg 13 µM

Amida de ácido nicotínico (Vitamina PP) 5,0 mg 41 µM

Pantotenato de calcio D-(+) 5,0 mg 10,5 µM

Cianocobalmina (Vitamina B12) 0,1 mg 74 µM

Ácido p-aminobenzoico 5,0 mg 36 µM

Ácido lipónico 5,0 mg 24 µM

Agua hasta 1000 ml pH 4,3

Los plásmidos construidos en E. coli X12-blue se introdujeron a continuación en clostridios acetógenos por medio de 
conjugación (Purdy et al., 2002), o bien transformación (Zhu et al., 2004), mediante lo cual la cepa recombinante 
adquiere la capacidad de producir acetona.

Para los experimentos de conjugación se cultivó la cepa donadora de E. coli CA434 con el plásmido a transferir en 5
medio LB, en condiciones aerobias durante la noche. Se centrifugó una alícuota de 1 ml 1 min a 1000 x g, y el 
sedimento celular se suspendió cuidadosamente en la cámara anaerobia en 1 ml de tampón PBS estéril, anaerobio 
(1,5 mM KH2PO4, 4,2 mM Na2HPO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl), para impedir un corte de pilinas conjugativas. Las 
células se centrifugaron de nuevo y se absorbieron en 200 µl de un cultivo de clostridio cultivado en medio 
correspondiente. En la cámara anaerobia se distribuyó esta mezcla sobre placas de agar convenientemente 10
desecadas en gotas de 10 µl, y se incubó a 37ºC durante 6 horas en condiciones anaerobias. A continuación se 
lavaron las células 2 a 3 veces respectivamente con 0,5 ml de tampón PBS estéril, anaerobio, de la placa de agar. 
La mezcla de conjugación se plaqueó sobre placas de agar selectivas (claritromicina) y se incubó en condiciones 
anaerobias a 37ºC.

Para la transformación se cultivaron las células clostridianas en 50 ml de medio C. Aceticum con 40 mM DL-treonina 15
a 30 °C hasta una densidad óptica de 0,3 - 0,4. Los siguientes pasos se efectuaron en la cámara anaerobia. En ésta 
se cosecharon las células (6000 Upm, 10 min, RT), se lavaron dos veces con tampón SMP (270 mM Saccharose, 1 
mM MgCl2, 7 mM NaH2PO4), y en último lugar se absorbieron en 500 a 700 µl de tampón SMP, y se emplearon las 
mismas en la transformación. A tal efecto se transfirieron las células a cubetas de electroporación (4 mm) y se 
mezclaron con 0,5 a 1,5 µg de ADN plasmídico. Después de incubación de 5 minutos se efectuó la electroporación a 20
25 µF, 600 Ω y 2,5 kV en un pulsador génico (Bio-Rad Laboratories GmbH; Münich) con cubetas 4 mM (Biozym 
Scientific GmbH). A continuación se añadieron las células inmediatamente a 5 ml de medio precalentado. Siguió una 
incubación para el desarrollo de resistencia a 37ºC durante la noche hasta cuatro días, tras lo cual se inocularon 5 
ml de medio con claritromicina (5 µg ml-1) y se incubaron durante 3 a 5 días a 37ºC.

Para verificar la transformación siguió un aislamiento de plásmidos por medio de "peqGOLD® Plasmid Miniprep Kit II" 25
(Peqlab, Erlangen). La preparación se efectuó según los datos del fabricante, llevándose a cabo todos los pasos 
opcionales. A continuación se efectuó una “recuperación de plásmido“, empleándose la cepa de E. Coli XL2-blue y a 
continuación una digestión de restricción.
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Todas las variantes de plásmido obtenidas (véase la tabla 1) se investigaron sobre formación de acetona en los 
clostridios autótrofos. Los análisis se efectuaron en escala de 50 ml en medio correspondiente con claritromicina (5
µg/ml). Tras inoculación a partir de cultivos previos correspondientes se efectuó una incubación a 37 °C. La 
gasificación necesaria del medio se efectuó en la producción del medio. En este caso se emplearon gas de síntesis 
o una mezcla de CO2-/H2 en proporción 1:2. La densidad óptica se siguió mediante fotometría y en determinados 5
momentos se extrajeron muestras durante un intervalo de tiempo de aproximadamente 100 a 200 h, y se determinó 
la concentración de acetona y acetato en el exceso de medio exento de células mediante cromatografía de gases. 
En este caso se mostró que, con la combinación genes clostridianos (thlA y adc) con atoDA de E. coli y con las 
combinaciones genes clostridianos (thlA y adc) con teII de B. subtilis, o bien ybgC de H. influenzae se produce hasta 
1 mM de acetona. Con genes puramente clostridianos (thlA, ctfAB, adc) se produjeron hasta 0,24 mM de acetona.10

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Evonik Degussa

<120> Células y procedimiento para la producción de acetona

<130> 200900033

<160> 1615

<170> PatentIn version 3.4

<210> 1
< 211> 17
< 212> DNA
< 213> Artificial20

<220>
< 223> Cebador

<400> 1
ggaaggtacc ttttatg 17

<210> 225
< 211> 25
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador30

<400> 2
gtaactctga attctattac ttaag 25

<210> 3
< 211> 20
< 212> DNA35
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 3
cacaacggtg gatccaagag 2040

<210> 4
< 211> 20
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< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 45
cgcgatatgg taccaatcat 20

<210> 5
< 211> 28
< 212> DNA
< 213> Artificial10

<220>
< 223> Cebador

<400> 5
gaatttaaaa ggagggatcc aaatgaac 28

<210> 615
< 211> 27
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador20

<400> 6
gtttcatagt attggtacct aaacagc 27

<210> 7
< 211> 20
< 212> DNA25
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 7
ctcaggtcga cttcaagaag 2030

<210> 8
< 211> 29
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>35
< 223> Cebador

<400> 8
cagagttatt tttaaggatc ctttctagc 29

<210> 9
< 211> 3040
< 212> DNA
< 213> Artificial
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<220>
< 223> Cebador

<400> 9
caattgggat ccgataacaa tttcacacag 30

<210> 105
< 211> 29
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador10

<400> 10
gagatctggt acccggttaa atgatcgga 29

<210> 11
< 211> 28
< 212> DNA15
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 11
ctctagaagg atcctgttta actttaag 2820

<210> 12
< 211> 25
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>25
< 223> Cebador

<400> 12
attgggtacc tcattgcata ctccg 25

<210> 13
< 211> 855930
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Plásmido
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<400> 13 
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<210> 14
< 211> 8563
< 212> DNA
< 213> Artificial5

<220>
< 223> Plásmido

<400> 14 

10
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<210> 15
< 211> 80045
< 212> DNA
< 213> Artificial
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<220>
< 223> Plásmido

<400> 15 
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<210> 16
< 211> 7693
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>5
< 223> Plásmido

<400> 16 
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Evonik Degussa

<120> Células y procedimiento para la producción de acetona

<130> 200900033

<160> 165

<170> PatentIn version 3.4

<210> 1
< 211> 17
< 212> DNA
< 213> Artificial10

<220>
< 223> Cebador

<400> 1
ggaaggtacc ttttatg 17

<210> 215
< 211> 25
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador20

<400> 2
gtaactctga attctattac ttaag 25

<210> 3
< 211> 20
< 212> DNA25
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 3
cacaacggtg gatccaagag 2030

<210> 4
< 211> 20
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>35
< 223> Cebador

<400> 4
cgcgatatgg taccaatcat 20
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<210> 5
< 211> 28
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>5
< 223> Cebador

<400> 5
gaatttaaaa ggagggatcc aaatgaac 28

<210> 6
< 211> 2710
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 615
gtttcatagt attggtacct aaacagc 27

<210> 7
< 211> 20
< 212> DNA
< 213> Artificial20

<220>
< 223> Cebador

<400> 7
ctcaggtcga cttcaagaag 20

<210> 825
< 211> 29
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador30

<400> 8
cagagttatt tttaaggatc ctttctagc 29

<210> 9
< 211> 30
< 212> DNA35
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 9
caattgggat ccgataacaa tttcacacag 3040

<210> 10
< 211> 29
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< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 105
gagatctggt acccggttaa atgatcgga 29

<210> 11
< 211> 28
< 212> DNA
< 213> Artificial10

<220>
< 223> Cebador

<400> 11
ctctagaagg atcctgttta actttaag 28

<210> 1215
< 211> 25
< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador20

<400> 12
attgggtacc tcattgcata ctccg 25

<210> 13
< 211> 8559
< 212> DNA25
< 213> Artificial

<220>
< 223> Plásmido
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<400> 13 
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<210> 14
< 211> 8563
< 212> DNA
< 213> Artificial5

<220>
< 223> Plásmido

<400> 14 
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<210> 15
< 211> 8004
< 212> DNA
< 213> Artificial5

<220>
< 223> Plásmido
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<400> 15 
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<210> 16
< 211> 7693
< 212> DNA
< 213> Artificial5

<220>
< 223> Plásmido

<400> 16 
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REIVINDICACIONES

1.-  Un procedimiento para la producción de acetona, que comprende los pasos de procedimiento:

A) puesta en contacto de una célula acetógena, que es capaz de formar acetona, con un medio nutriente que 
contiene al menos una fuente de carbono seleccionada a partir del grupo que comprende dióxido de carbono y 
monóxido de carbono;5

B) cultivo de la célula bajo condiciones que posibiliten formar acetona a la célula;
C) en caso dado aislamiento de la acetona formada,

caracterizado por que la célula presenta una actividad acrecentada en comparación con su tipo salvaje de al menos 
uno de los siguientes enzimas mediante sobreexpresión:

de un enzima E1, que cataliza la reacción de acetil-coenzima A para dar acetoacetil-coenzima A;10

de un enzima E2, que cataliza la reacción de acetoacetil-coenzima A para dar acetoacetato;

de un enzima E3, que cataliza la reacción de acetoacetato para dar acetona,

y por que la célula procedente de al menos una fuente de carbono seleccionada a partir del grupo que contiene 
dióxido de carbono y monóxido de carbono es capaz de formar acetona.

2.-  Procedimiento según la reivindicación 1, caracterizado por que 15

en el caso del enzima E1 se trata de una acetil-CoA-C-acetiltransferasa (EC 2.3.1.9);

en el caso del enzima E2 se trata de butirato-acetoacetato-CoA-transferasa (EC 2.8.3.9) o de una acil-CoA-hidrolasa 
(EC 3.1.2.20);

en el caso del enzima E3 se trata de acetoacetato-decarboxilasa (EC 4.1.1.4).

3.-  Procedimiento según al menos una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que la célula es un 20
microorganismo seleccionado a partir del grupo que comprende Thermoanaerobacter kivui, Acetobacterium woodii, 
Acetoanaerobium notera, Clostridium aceticum, Butyribacterium methylotrophicum, Moorella thermoacetica, 
Eubacterium limosum, Peptostreptococcus productus, Clostridium ljungdahlii y Clostridium carboxidivorans.

E10704577
31-08-2017ES 2 639 224 T3

 



53

E10704577
31-08-2017ES 2 639 224 T3

 



54

E10704577
31-08-2017ES 2 639 224 T3

 



55

E10704577
31-08-2017ES 2 639 224 T3

 



56

E10704577
31-08-2017ES 2 639 224 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

