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DESCRIPCIÓN 

Producción de compuestos de carbonilo alfa-oxifuncionalizados 

La invención se refiere a un procedimiento para preparar compuestos carbonilo α-oxifuncionalizados a partir de 
compuestos α-cetocarbonilo. 

Antecedentes de la invención 5 

Los compuestos carbonilo alfa-oxifuncionalizados son bloques componentes indispensables para la síntesis 
asimétrica debido a sus versátiles grupos funcionales que se transforman fácilmente en otras funcionalidades, por 
ejemplo derivados dioles, halo o amino y epóxidos. De hecho, se han usado con éxito cetonas o α-hidroxiácidos 
ópticamente activos como materiales de partida para la síntesis asimétrica de varias moléculas biológicamente 
activas (p. ej., efedrinas, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, antagonistas de leucotrienos, azoles 10 
antifúngicos y cerebrósidos). Claramente, la síntesis conveniente y eficiente de compuestos α-hidroxicarbonilo 
ópticamente activos tiene gran significación y hay una gran demanda de la misma. En esencia, el potencial de esta 
reacción biocatalítica en la síntesis de una biblioteca de hidroxicarbonilos quirales es enorme. 

En la química orgánica clásica, la reducción regioespecífica de un único grupo ceto de una α-dicetona, sin reducir el 
segundo grupo ceto, es casi imposible, una reducción estereoespecífica de uno de dichos grupos ceto es todavía 15 
más problemática. Esto se aplica mutatis mutandis a la reducción regioespecífica del grupo ceto en α-cetoaldehídos 
y cetoácidos. 

Por otro lado, existen procedimientos para preparar β-hidroxicetonas ópticamente activas, aunque estos protocolos 
no son adecuados para la preparación de α-hidroxicetonas. Además, en la técnica se conocen enzimas capaces de 
producir compuestos α-hidroxicarbonilos (Nakagawa, J. y col., J. Biol. Chem. 277:17883-17891 (2002); Bryn, K. y 20 
col., Eur. J. Biochem., 18:116-119 (1971)), estas enzimas no son específicas y no solo catalizan las reducciones del 
grupo ceto deseado sino que también reducen otros residuos funcionales (p. ej., el segundo grupo ceto o grupos 
aldehídos). 

Muchos compuestos orgánicos útiles, como sustancias farmacéuticas y aditivos alimentarios, tienen átomos de 
carbono asimétricos y existen formas enantioméricas de estas sustancias. En la mayoría de los casos solo un 25 
enantiómero es útil como sustancia biológicamente activa, mientras que el otro enantiómero no muestra esta 
actividad e incluso puede tener un efecto dañino. A menudo, las mezclas racémicas de estos compuestos no se 
pueden usar, especialmente para sustancias farmacéuticas. Por tanto, la difícil resolución de la mezcla racémica por 
medio de un procedimiento de síntesis orgánica convencional para dichas sustancias ópticamente activas es 
inevitable. 30 

La bacteria del ácido acético Gluconobacter oxydans se usa en procedimientos industriales a gran escala para la 
conversión estereoselectiva de moléculas orgánicas (p. ej., en la producción de vitamina C). Esta conversión es 
catalizada por proteínas, las denominadas oxidorreductasas. Hasta ahora se han caracterizado numerosas de estas 
oxidorreductasas (Deppenmeier U. y col., Appl. Microbiol. Biotechnol., 60:233-242 (2002)) pero ninguna de ellas 
reacciona en compuestos α-cetocarbonilo. 35 

Breve descripción de la invención 

Se ha aislado una nueva clase de enzimas de la bacteria del ácido acético Gluconobacter oxydans que catalizan una 
reducción regioselectiva de compuestos α-cetocarbonilo (p. ej., α-dicetonas, α-cetoácidos y α-cetoaldehídos) para 
formar los respectivos compuestos α-hidroxicarbonilo. En el caso de las α-dicetonas solo se reduce el resto carbonilo 
adyacente a la cadena alquilo más corta de la molécula, los α-cetoaldehídos se reducen exclusivamente en el resto 40 
ceto, de modo que solo forma hidroxialdehídos. No se produce una reducción de resto aldehído químicamente más 
reactivo. Esto se aplica mutatis mutandis a α-cetoácidos, que se reducen exclusivamente en el resto ceto. Las 
enzimas producen de forma selectiva los respectivos isómeros ópticamente activos, es decir proporcionan una 
reducción enantioselectiva. Todas las enzimas dependen de la presencia del cofactor NAD(P)H. Se desarrolló un 
procedimiento para regenerar dicho cofactor, en el que una aldehído deshidrogenasa convirtió el NAD(P) en la forma 45 
reducida de modo que el cofactor solo es necesario en cantidades catalíticas. 

Estos nuevos biocatalizadores son innovadoras herramientas en la preparación de intermedios clave ópticamente 
puros para productos farmacéuticos en procedimientos industriales actuales y futuros. Por consiguiente, la invención 
proporciona  

(1) un procedimiento para la producción enzimática regio y enantioselectiva de compuestos α-hidroxicarbonilo 50 
que comprende hacer reaccionar un compuesto α-cetocarbonilo con una α-cetocarbonilreductasa derivada de 
Gluconobacter oxydans, en el que la α-cetocarbonilreductasa  

(i) tiene un peso molecular aparente de 20 a 52 kDa y una actividad para reducir selectivamente el resto 
α-ceto en α-cetoaldehídos y/o α-cetoésteres y/o el resto ceto de una dicetona próxima potadora de la 
cadena alquilo más corta de la molécula; y 55 
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(ii) comprende la secuencia de aminoácidos de Gox0313 (SEC ID Nº:2), Gox0502 (SEC ID Nº:4), 
Gox0644 (SEC ID Nº:6), Gox0646 (SEC ID Nº:8) Gox1615 (SEC ID Nº:10), Gox2107 (SEC ID Nº:12), 
Gox2684 (SEC ID Nº:14), o un mutante de la misma que tiene una identidad de secuencia de al menos 
un 80% con las reductasas nativas de SEC ID N1:2, 4, 6, 8, 10, 12 o 14 y que tiene la actividad 
enzimática de la respectiva reductasa nativa de SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o 14; 5 

(2) una realización preferida de (1) anterior, en la que el cofactor reductor NAD(P)H se aplica en cantidades 
catalíticos y se regenera con acetaldehído y una aldehído deshidrogenasa, preferentemente una aldehído 
deshidrogenasa derivada de Gluconobacter oxydans; 

(3) una realización preferida de (2) anterior, en la que la aldehído deshidrogenasa derivada de Gluconobacter 
oxydans es Gox1122 (SEC ID Nº: 16), o un fragmento de la misma que tiene la actividad de la aldehído 10 
deshidrogenasa Gox1122, o un mutante de la misma que tiene una identidad de secuencia de al menos un 
90% con la aldehído deshidrogenasa nativa de SEC ID Nº: 16 y que tiene la actividad de la aldehído 
deshidrogenasa Gox1122. 

El procedimiento biocatalítico descrito en la presente invención permite una producción eficaz y económica de los 
compuestos α-hidroxi carbonilo diana y reemplaza a los procedimientos de  múltiples etapas de la química orgánica 15 
clásica. Otras ventajas del procedimiento son su baja demanda de energía, el uso de productos de partida baratos, 
una menor demanda de disolventes peligrosos y un acceso fácil positivo para el medioambiente de los reactivos 
(enzimas) de fuentes naturales (microorganismos) Por último, el procedimiento proporciona la producción de 
compuestos α-hidroxi carbonilo, que son bastante difíciles de producir mediante los procedimientos de síntesis 
orgánica clásica conocidos hasta la fecha o son imposibles de producir mediante dichos procedimientos. 20 

Breve descripción de las figuras 

Fig.1: Estrategias de clonación que usan BsaI (A) o que usan BbsI (B). 

Fig. 2: (A) Análisis NATIVE-PAGE de Gox0313 Gox0644 y Gox1615, la calle 1 representa los patrones del 
peso molecular de 66 kDa, 140 kDa, 232 kDa, 440 kDa y 669 kDa, las calles 2, 3 y 4 representan Gox0313, 
Gox1615 y Gox0644, respectivamente. (B) Análisis NATIVE-PAGE de Gox2107 y Gox0502, las flechas 25 
indican los patrones del peso molecular [desde la parte superior: tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), 
catalasa (232 kDa), lactato deshidrogenasa (140 kDa), seroalbúmina bovina (67 kDa)], M: marcador del peso 
molecular, calle 1: Gox2107 (2 µg de proteína), calle 2: Gox0502 (2 µg de proteína). (C) Análisis NATIVE-
PAGE de Gox2684 y Gox0646, las flechas indican los patrones del peso molecular [desde la parte superior: 
tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), catalasa (232 kDa), lactato deshidrogenasa (140 kDa), 30 
seroalbúmina bovina (67 kDa)]. M: marcador del peso molecular, calle 2: Gox2684  (1 µg de proteína), calle 3: 
Gox0646 (2 µg de proteína). 

Fig. 3: Análisis SDS-PAGE de Gox1122, Gox2107, Gox0502, Gox1615, Gox0313 Gox0644, Gox0646 y 
Gox2684. Las proteínas se compararon con el marcador de peso molecular para determinar el tamaño 
aproximado (calle 1, marcadores de peso molecular de 14 kDa, 21 kDa, 30 kDa, 45 kDa, 55 kDa, 66 kDa, 80 35 
kDa, 97 kDa, 116 kDa y 205 kDa). Gox 1122 (calle 2) = 50,5 kDa, Gox 2107 (calle 3) = 21,7 kDa, Gox0502 
(calle 4) = 39,1 kDa, Gox1615 (calle 5) = 37,1 kDa, Gox0313 (calle 6) = 36,3 kDa, Gox0644 (calle 7) = 31,5 
kDa, Gox0646 (calle 8) = 27,7 kDa, y Gox2684 (calle 9) = 39,4 kDa. 

Descripción detallada de la invención 

La secuenciación del genoma de Gluconobacter oxydans reveló sorprendentemente varias oxidorreductasas 40 
desconocidas hasta ahora. Ocho de estas enzimas son realizaciones preferidas de la presente invención y son 
particularmente adecuadas para la producción estereo y regioselectiva de compuestos α-hidroxicarbonilo a partir de 
compuestos α-cetocarbonilo. 

El procedimiento para la producción enzimática regio y enantioselectiva de compuestos α-hidroxicarbonilo del 
aspecto (1) de la invención comprende hacer reaccionar un compuesto α-cetocarbonilo con una α-45 
cetocarbonilreductasa derivada de Gluconobacter oxydans, que  

(i) tiene un peso molecular aparente de 20 a 52 kDa y una actividad para reducir selectivamente el resto α-ceto en α-
cetoaldehídos y/o α-cetoésteres o, con respecto a las α-dicetonas, el grupo ceto que está proximal a la cadena más 
corta de la molécula, y 

(ii) comprende la secuencia de aminoácidos de las siguiente α-cetocarbonil reductasas: Gox0313 (SEC ID Nº:2), 50 
Gox0502 (SEC ID Nº:4), Gox0644 (SEC ID Nº:6), Gox0646 (SEC ID Nº:8), Gox1615 (SEC ID Nº:10), Gox2107 (SEC 
ID Nº:12), Gox2684 (SEC ID Nº:14), y mutantes de las mismas como se ha definido anteriormente. Estas reductasas 
tienen las siguientes propiedades físicas y químicas:  

Gox0313 pertenece a la clase de deshidrogenasas que se unen a cinc y está compuesta por cinco 
subunidades idénticas con masas moleculares de 36,5 kDa. Las enzimas catalizan la reducción dependiente 55 
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de NADH de diversas α-dicetonas, α-cetoaldehído y otros aldehídos alifáticos/aromáticos, que forman α-
hidroxicetonas, α-hidroxialdehídos y alcoholes, respectivamente. Las enzimas también usan NADPH pero las 
actividades son menores. Los sustratos que muestran las actividades más altas fueron 2,3-pentanodiona (Km 
= 3,1 mM, Vmáx = 97 U/mg de proteína), 2,3 hexanodiona y acetaldehído (Km = 0,5 mM, Vmáx = 95 U/mg de 
proteína). El valor de pH óptimo es de 7 y la temperatura óptima para la biotransformación fue 30ºC. 5 

Además, la enzima también fue capaz de catalizar la oxidación dependiente de NAD de algunos alcoholes 
primarios y secundarios. 

Gox0502 pertenece a la clase de NADH:flavina oxidorreductasas y está compuesta por dos subunidades 
idénticas con masas moleculares de 39,2 kDa. Las enzimas catalizan la reducción dependiente de NADPH de 
diversos α-cetoaldehídos, α-dicetonas, vinilcetonas de cadena corta y quinonas, que forman α-10 
hidroxialdehídos, α-hidroxicetonas y cetonas. Sustratos que muestran las actividades más altas son 3-buteno-
2-ona (Km = 0,1 mM, Vmáx = 21 U/mg de proteína) y fenilglioxal. El valor de pH óptimo es de 7 y la 
temperatura óptima para la biotransformación es de 30ºC. La proteína contiene 1 mol de flavínmononucleótido 
(FMN) por mol de subunidad. 

Gox0644 pertenece a la clase de aldo-ceto reductasas y está compuesta por dos subunidades idénticas con 15 
masas moleculares de 31,7 kDa. Las enzimas catalizan la reducción dependiente de NADPH de diversas α-
dicetonas y α-cetoaldehídos que forman α-hidroxicetonas y α-hidroxialdehídos. Los sustratos que muestran 
las actividades más altas son 2,3-pentanodiona (Km = 5,6 mM, Vmáx = 79 U/mg de proteína), fenilglioxal (Km 
= 4,7 mM, Vmáx = 93 U/mg de proteína) y fenil-1,2-propanodiona. El valor de pH óptimo es de 6,8 y la 
temperatura óptima para la biotransformación es de 37ºC. 20 

Gox0646 pertenece a la clase de la familia de deshidrogenasa/reductasa de cadena corta y está compuesta 
por dos subunidades idénticas con masas moleculares de 27,7 kDa. Las enzimas catalizan la reducción 
dependiente de NADPH de diversas α-dicetonas que forman α-hidroxicetonas. Sustratos que muestran las 
actividades más altas son 2,3-pentanodiona (Km = 9 mM, Vmáx = 10 U/mg de proteína) y 2,3-hexanodiona. El 
valor de pH óptimo es 7 y la temperatura óptima para la biotransformación es 32 ºC. Gox1615 pertenece a la 25 
clase de aldo-ceto reductasas y está compuesta por dos subunidades idénticas con masas moleculares de 
37,2 kDa. Las enzimas catalizan la reducción dependiente de NADPH de diversas α-dicetonas y α-
cetoaldehídos que forman α-hidroxicetonas y α-hidroxialdehídos. Los sustratos que muestran las actividades 
más altas son 2,3-pentanodiona, 2,3-hexanodiona (Km = 3,2 mM, Vmáx = 6 U/mg de proteína), fenilglioxal y 
metilglioxal (Km = 3,8 mM, Vmáx = 22 U/mg de proteína). El valor de pH óptimo es de 6,5 y la temperatura 30 
óptima para la biotransformación es de 30ºC. 

Gox2107 pertenece a la clase de proteínas flavodoxina y está compuesta por tres subunidades idénticas con 
masas moleculares de 21,9 kDa. Las enzimas catalizan la reducción dependiente de NADPH del α-
cetoaldehído fenilglioxal y diversas vinilcetonas de cadena corta y quinonas, que forman 2-hidroxi-2-
fenilacetaldehído, cetonas y quinonas reducidas respectivamente. Los sustratos que muestran las actividades 35 
más altas son 1,4-naftoquinona (Km = 0,01 mM, Vmáx = 217 U/mg de proteína), 3-buten-2-ona (Km = 3,8 
mM, Vmáx = 119 U/mg de proteína) y fenilglioxal. El valor de pH óptimo es de 6 y la temperatura óptima para 
la biotransformación es de 35ºC. La proteína contiene 1 mol de dinucleótido de flavinadenina (FAD) por mol 
de subunidad. 

Gox2684 pertenece a la clase de NADH:flavín oxidorreductasas y contiene un dominio de unión a FMN. La 40 
enzima está compuesta por dos subunidades idénticas con masas moleculares de 39,4 kDa. El biocatalizador 
es capaz de reducir diversos α-cetoaldehídos, α-dicetonas y quinonas. Los sustratos con las actividades más 
altas fueron 2,3-hexanodiona (2,3 U/mg de proteína) y fenilglioxal (2,1 U/mg de proteína). 

Las modificaciones, es decir las mutantes de las enzimas nativas mencionadas anteriormente de las SEC ID Nº: 2, 
4, 6, 8, 10, 12 y 14 incluyen mutantes de adición, sustitución, inversión y deleción, que tienen al menos un 80%, 45 
preferentemente al menos un 90%, más preferentemente al menos un 95% de identidad de secuencia con la enzima 
nativa según los aminoácidos (principalmente mutantes en los que se añaden, se sustituyen, se invierten y/o se 
delecionan de 1 a 20, preferentemente de 1 a 10, residuos de aminoácidos consecutivos o separados; para los 
mutantes de sustitución particularmente preferida es la sustitución conservadora), aunque con la condición de que 
dichas enzimas modificadas tengan la actividad enzimática de las enzimas nativas. 50 

Para Gox0644, es particularmente preferido que las modificaciones estén en las siguientes regiones (la numeración 
de las bases se muestra en la SEC ID Nº: 6): región 1: 1-10 (extremo N); región 2: 66-72; región 3: 112-120 (bucle 
entre β4 y α4); región 4: 192-202 (bucle entre β7 y H1); región 5: 266-279 (bucle en el extremo C); en particular los 
aminoácidos K234, R240, W30, A272. 

Para Gox1615, es particularmente preferido que las modificaciones estén en las siguientes regiones (la numeración 55 
de las bases de la SEC ID Nº: 10): región 1: 1-10 (extremo N); región 2: 321-332 (bucle en el extremo C); región 3: 
84-90 y región 4: 233-252. 

Para Gox0313, Gox0646, Gox2107, Gox0502, Gox2684, Gox1122 se prefiere que las modificaciones estén en las 
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regiones terminales de N y terminales de C. 

En el aspecto del procedimiento (1) se prefiere que la reacción se realice en un ambiente sin células, en el que la α-
cetocarbonilreductasa está presente como enzima libre o está presente como lisado celular o como enzima 
inmovilizada. Como alternativa, la reacción se puede realizar en presencia de transformantes que producen la α-
cetocarbonilreductasa in-situ. 5 

El compuesto α-cetocarbonilo que puede estar reducido se selecciona de α-dicetonas, α-cetoácidos, α-cetoésteres, 
α-cetoaldehídos y compuestos vinílogos//fenílogos de los mismos (es decir, 4-oxo-alq-2,3-en-aldehídos y ácido 
acetofenona-4-carbocíclico). Otro compuesto α-cetocarbonilo que puede estar reducido se selecciona de cloruros de 
α-cetoácidos y/o anhídridos α-cetoácidos. 

La reacción puede realizarse en modo discontinuo o en modo continuo. 10 

Es particularmente preferido en el procedimiento de acuerdo con el aspecto (1) que 

la α-cetocarbonil reductasa es Gox0313 (SEC ID Nº: 2) o un mutante de la misma que tiene al menos un 80% de 
identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº 2 y que tiene la actividad enzimática de la 
reductasa nativa de SEC ID Nº 2 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es una α-dicetona o un α-cetoaldehído; o 

la α-cetocarbonil reductasa es Gox0502 (SEC ID Nº 4) o un mutante de la misma que tiene al menos un 80% de 15 
identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 4 y que tiene la actividad enzimática de la 
reductasa nativa de SEC ID Nº: 4 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es una α-dicetona o un α-cetoaldehído; o 

la α-cetocarbonil reductasa es Gox0644 (SEC ID Nº: 6) o un mutante de la misma que tiene al menos un 80% de 
identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 6 y que tiene la actividad enzimática de la 
reductasa nativa de SEC ID Nº: 6 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es una α-dicetona, un α-cetoéster o un α-20 
cetoaldehído; o 

la α-cetocarbonil reductasa es Gox0646 (SEC ID Nº: 8) o un mutante de la misma que tiene al menos un 80% de 
identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 8 y que tiene la actividad enzimática de la 
reductasa nativa de SEC ID Nº: 8 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es una α-dicetona; o 

la α-cetocarbonil reductasa es Gox1615 (SEC ID Nº 10) o un mutante de la misma que tiene al menos un 80% de 25 
identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 10 y que tiene la actividad enzimática de la 
reductasa nativa de SEC ID Nº: 10 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es un α-cetoaldehído o una α-dicetona; o 

la α-cetocarbonil reductasa es Gox2107 (SEC ID Nº: 12) o un mutante de la misma que tiene al menos un 80% de 
identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 12 y que tiene la actividad enzimática de la 
reductasa nativa de SEC ID Nº: 12 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es un α-cetoaldehído; o 30 

la α-cetocarbonil reductasa es Gox2684 (SEC ID Nº: 14) o un mutante de la misma que tiene al menos un 80% de 
identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 14 y que tiene la actividad enzimática de la 
reductasa nativa de SEC ID Nº:14 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es una α-dicetona o un α-cetoaldehído. De 
acuerdo con los aspectos (2) y (3) de la invención, el cofactor NADPH reductor se aplica en cantidades catalíticas y 
se regenera con acetaldehído y una aldehído deshidrogenasa. Dicha (3) aldehído deshidrogenasa deriva, 35 
preferentemente, de Gluconobacter oxydans y, en particular, es Gox1122 (SEC ID Nº: 16), o un fragmento de la 
misma que tiene la actividad de la aldehído deshidrogenasa Gox1122, o un mutante de la misma que tiene una 
identidad de secuencia de al menos un 90% con la aldehído deshidrogenasa nativa de SEC ID Nº: 16 y que tiene la 
actividad de la aldehído deshidrogenasa Gox1122. 

Gox1122 es una aldehído deshidrogenasa dependiente de NADP y exhibe una masa molecular aparente de 50,1 40 
kDa. La masa de la subunidad fue 50,5 kDa, lo que indica una estructura monomérica de la enzima nativa. El valor 
de Km de Gox1122 para acetaldehído, estimado usando varias concentraciones del aldehído de 0,0025 a 10 mM, 
fue 255 µM. El valor de Km aparente para NADP fue 73 µM. El valor de Vmax aparente, estimado a una 
concentración fija de NADP 0,5 mM con acetaldehído a medida que variaba el sustrato, fue 196 U/mg de proteína, 
La enzima también oxidó otros aldehídos alifáticos y aromáticos de cadena corta con tasas menores. El valor de pH 45 
óptimo es 8 y la temperatura óptima para la biotransformación fue de 30 ºC. No se observó reacción de reducción 
inversa de ácido acético usando NADPH un intervalo de pH de 4-10. La enzima se usa en una reacción enzimática 
combinada entre las reductasas dependientes de NADPH (véase anteriormente) que forman compuestos α-
hidroxicarbonilo. En esta reacción combinada, Gox1122 cataliza la conversión de acetaldehído en ácido acético y de 
NADP en NADPH. 50 

En cuanto a las mutaciones de la aldehído deshidrogenasa se hace referencia a las mutaciones comentadas en 
relación con las reductasas anteriores. 

La reacción de acuerdo con el aspecto (2) y (3) se explica adicionalmente en el esquema de reacción 1 siguiente. 
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Las α-cetocarbonilreductasas usadas en el aspecto (1) de la invención son α-cetocarbonilreductasas que 
comprenden la secuencia de aminoácidos Gox0502 (SEC ID Nº:4), Gox0644 (SEC ID Nº:6), Gox0646 (SEC ID Nº:8), 
Gox1615 (SEC ID Nº:10), Gox2107 (SEC ID Nº:12) Y Gox2684 (SEC ID Nº:14) y mutantes de las mismas como se 
ha definido anteriormente. α-cetocarbonilreductasas concretas preferidas son las que tienen la secuencia de SEC ID 5 
Nº: 4, 6, 8, 10, 12 o 14. 

En este contexto, cabe destacar que las búsquedas Blast en el NCBI en las bases de datos "Patented protein 
sequences" y "Non-redundant protein sequences" usando el algoritmo "blastp" y la matriz "BLOSUM62" se realizaron 
para las SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 y 16. No se encontraron proteínas homólogas (corte = identidad del 75%) 
para las SEC ID Nº: 4, 6, 10, 12, 14 y 16 en dichas bases de datos. La SEC ID Nº: 2 era un 100% idéntica a la 10 
secuencia 4 de la patente de EE.UU. 6.242.228, que describe la reducción de xilulosa en xilitol usando la proteína de 
la secuencia 4. Además, la SEC ID Nº 2 reveló una identidad del 81% con una proteína de Gluconacetobacter 
diazotrophicus PAI 5 que no se ha caracterizado todavía y no tiene una actividad conocida. 

La SEC ID Nº 8 mostró una identidad del 99% con la proteína de adaptación de acetato AapL de Acetobacter aceti. 
Se encontró que  AapL está implicada en la adaptación hacia concentraciones elevadas de acetato en el medio de 15 
crecimiento. No se describió una función fisiológica específica o una actividad enzimática (Steiner Y Bauer, Appl. 
Environ. Microbiol. 67:5474-81 (2001)) 

En Shinagawa y col., Biosci. Biotechnol. Biochem. 72:260-4 (2008) se divulga una enzima que tiene los primeros 9 
residuos de aminoácidos en el extremo N de Gox0502 (SEC ID Nº: 4). No obstante, dicha enzima no se ha 
encontrado en las búsquedas Blast indicadas anteriormente. 20 

Además se divulgan secuencias de ADN que codifican las α-cetocarbonilreductasas mencionadas anteriormente o 
mutantes de las mismas. Es particularmente preferido que dichas secuencias de ADN tienen la secuencia mostrada 
en las SEC ID Nº: 1, 3, 5, 7, 9, 11 o 13. También se incluyen homólogos de dichas secuencias de ADN con una 
identidad superior al 80% en base a los nucleótidos. 

También se divulgan vectores o vectores de expresión que comprenden al menos una de las secuencias de ADN 25 
mencionadas anteriormente. Los vectores de expresión dependen considerablemente del huésped de expresión e 
incluyen los de la serie pASK-IBA para la expresión en E. coli y los de la serie pGEX (Schleyer y col., 2008, Int. J. 
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Food Microbiol. en prensa) para la (sobre)expresión en especies de Gluconobacter. 

También se divulgan células huésped que contienen al menos una de las secuencias de ADN mencionadas y/o los 
vectores de expresión mencionados en lo que antecede. Cualquier tipo de célula huésped procariota es aplicable de 
acuerdo con la presente invención, aunque se prefieren particularmente las especies de Gluconobacter y E.coli. 

También se divulga un procedimiento para preparar una α-cetocarbonil reductasa derivada de Gluconobacter 5 
oxydans como utiliza el procedimiento de (1) anterior, que comprende cultivar una célula huésped mencionada 
anteriormente y aislar la α-cetocarbonil reductasa del caldo de cultivo o las células huésped. El procedimiento puede 
contener además etapas de purificación adecuadas. 

La invención se describe con más detalle en el ejemplo siguiente. 

Ejemplos 10 

Materiales y procedimientos 

Microorganismos y condiciones de cultivo: G. oxydans 621H (DSMZ 2343) se cultivó en un medio complejo que 
contiene 0,6 % (p/v) de extracto de levadura y 2% (p/v) de manitol a 30 °C. Las cepas de E. coli se cultivaron en 
caldo Luria (LB) (10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl por litro) a 37 °C. Para la 
sobreproducción enzimática, E. coli DH5α se cultivó en medio de inducción máxima modificado (MI) (Mott, J.E. y 15 
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:88-92 (1985)) que contiene 3,2% (p/v) de triptona, 2% (p/v) de extracto de 
levadura con adiciones de sales M9 (CaCl2 1 mM, MgSO4 1 mM, FeNH4 citrato 1 µM). Se añadió ampicilina hasta 
una concentración final de 100 µg/ml. 

Preparación y manipulaciones de ácidos nucleicos: El plásmido usado para clonar y para la expresión de gox0313, 
gox0502, gox0644, gox0646, gox1615, gox2107, gox2884 y gox1122 en E. coli fue pASK-IBA5 (IBA GmbH, 20 
Goettingen, Alemania; SEC ID Nº: 33). El sitio de clonación múltiple dentro del vector contenía sitios de restricción 
para BsaI, que permitía la fusión precisa del gen estructural con una Strep-tag® II en N-terminal. El vector también 
codificó la resistencia a ampicilina y tenía un sistema de promotor / represor tet A controlable. 

El vector de expresión pASK-IBA5 (SEC ID Nº 33) contiene un promotor Tet fuerte regulable, codones de iniciación y 
de terminación, un sitio de unión al ribosoma, la secuencia Strep TagII, secuencia de unión para escindir Strep TagII 25 
y los sitios de las endonucleasas de restricción dentro de la secuencia de clonación múltiple (SCM). Además, el 
vector se ha optimizado para la expresión de proteínas en cepas de E. coli, lo que genera grandes cantidades de la 
proteína recombinante homóloga. 

Se preparó ADN plasmídico a partir de E. coli con los kit GeneJET Plasmid Miniprep (Fermentas GmbH). Un cultivo 
de E. coli (3 ml) se precultivó durante la noche en medio LB que contiene el correspondiente antibiótico a 37 ºC se 30 
transfirió a tubos de Eppendorf estériles y se centrifugó a 12.000 rpm durante 5 minutos (Biofuge 15, Heraeus 
GmbH, Osterode, Alemania). El sedimento celular se suspendió en 250 µl de una solución de resuspensión 
(Fermentas GmbH), se añadieron 250 µl de solución de lisis (Fermentas GmbH) y se agitó hasta obtener una 
solución transparente. La solución se neutralizó mediante la adición de 350 µl de la solución de neutralización 
(Fermentas GmbH) y agitando. Después de centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se 35 
transfirió a la mini-columna GeneJET, que se centrifugó después a 12.000 rpm durante 30 segundos). Se desechó el 
eluyente primario. Después, la columna se trató dos veces con 500 µl de la solución de lavado (Fermentas GmbH), 
en la que la solución se aplicó a la columna y se centrifugó a 12.000 rpm durante 30 segundos. De nuevo se 
descartó el eluyente. El ADN plasmídico se eluyó de la columna aplicando 50 µl de tampón de elución (Fermentas) a 
pH 8,0. Después de incubar durante 2 minutos, la columna se centrifugó (12.000 rpm, 1 min) y el ADN eluido se 40 
almacenó a 4 ºC. 

Aislamiento de ADN: El ADN total de G. oxydans se aisló mediante el procedimiento CTAB (Ausubel, F.M. in 
Ausubel, Brent, Kingston, Moore, Seidman y Struhl (eds): Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, 
Inc., New York, Vol 5: pág. 2-11 (2002)). G. oxydans se cultivó previamente en 50 ml de medio de levadura-manitol 
hasta la fase estacionaria. Las células se sedimentaron mediante centrifugación (8.000 rpm, 4 °C, 15 min en SS 34-45 
Rotor en la centrífuga Sorvall RC-5B (Fa. Du Pont, Bad Homburg) y el sedimento se resuspendió en 0,95 ml de 
tampón TE (Tris / HCl 10 mM y EDTA 1mM, pH 8,0). Después de la adición de 50 µl de 10 % (p/v) de SDS y 5 µl de 
la solución de proteinasa K (20 mg/ml), la mezcla se incubó a 37ºC durante 1 hora. Después se añadieron 0,18 ml 
de NaCl 5M y 0,15 ml de solución de CTAB/NaCl (NaCl 700 mM y CTAB 275 mM). se mezclaron y la suspensión se 
mantuvo en un baño de agua a 65 ºC durante 2 horas. Para la extracción de las proteínas se añadieron 0,133 ml (1 50 
vol) de fenol/CHCl3 24:1 (v/v) y se mezclaron cuidadosamente. Después de centrifugar, se extrajo la fase acuosa 
superior de 0,5 vol de CHCl3/alcohol isoamílico a 1:1 (v/v). Para la precipitación del ADN se añadieron 0,6 vol de 
isopropanol a la fase acuosa resultante, seguida de centrifugación a 6.000 rpm, 4 ºC durante 15 minutos. El 
sedimento se lavó con 0,1 ml de etanol acuoso al 70% (v/v) frío, se secó durante 10 minutos a 60 ºC y después se 
suspendió en 0,2 ml de tampón TE con agitación en vórtex. Después, el ADN se incubó durante 10 minutos en un 55 
baño de agua a 70 ºC, se centrifugó y se pipeteó para obtener una solución viscosa homogénea. El ADN se 
almacenó a 4 ºC. 
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Construcción de los cebadores: El cebador para PCR se construyó 
usando el programa Primer D'Signer 1.1 (IBA GmbH, Goettingen, Alemania). Los genes de la oxidorreductasa se 
amplificaron mediante PCR con la introducción de los sitios de corte BsaI, BbsI o BsmBI para complementar el 
vector plasmídico digerido. (véase más adelante). Como alternativa, se pudo introducir BsmBI o BbsI en los 
extremos de los fragmentos de PCR cuando los genes contenían sitios BsaI internos. Por tanto, los cebadores para 5 
todos los genes de deshidrogenasa/oxidorreductasa solubles se construyeron con los sitios de corte para las 
endonucleasas de restricción BsaI, BsmBI o BbsI introducidos en ambos extremos del gen (véase la Tabla 1 más 
adelante). 

Los cebadores con los sitios de restricción BsaI fueron: gox0644, gox0502, gox2107 y gox1122. No obstante, en el 
caso en el que el gen contenía sitios de corte internos con BsaI se usaron las enzimas de restricción alternas BsmBI 10 
o BbsI para la construcción de cebadores. Las enzimas BsmBI y BbsI alternas también son idealmente adecuadas 
para el uso con el vector pASK-IBA5. Los cebadores gox0313 contenían el sitio BbsI, mientras que gox1615 
contenía el sitio BsmBI.  

Tabla 1: Cebadores usados para PCR 

Cebador (SEC ID Nº) Secuencia del cebador Sitio de 
restricción 

introducido 

GOX0313_5f (17) ATGGTAGAAGACAAGCGCCGCTGATACAATGCTCGCCGCC BbsI 

GOX0313_5r (18) ATGGTAGAAGACAATATCAGGACCGGAAGTCGAGCACTGT BbsI 

GOX0502_5f (19) ATGGTAGGTCTCAGCGCCCCAACCCTGTTCGATCCCATTG BsaI 

GOX0502_5r (20) ATGGTAGGTCTCATATCAGTTGGGGCCGGAGGTGGCG BsaI 

GOX0644_5f (21) ATGGTAGGTCTCAGCGCCTCGTCACAGGTTCCATCCGCC BsaI 

GOX0644_5 (22) ATGGTAGGTCTCATATCAGAATTTCGCCGTATTCGGATCAG BsaI 

GOX0646_5f (23) ATGGTAGGTCTCAAATGCTGAACCTCGATCTGAGCGGC BsaI 

GOX0646_5r (24) ATGGTAGGTCTCAGCGCTGATGGTATCGACGGTGCCGCC BsaI 

GOX1615_5f (25) ATGGTACGTCTCAGCGCCGCATCCGACACCATCCGCATC BsmBI 

GOX1615_5r (26) ATGGTACGTCTCATATCAGTCCCGTGCCGGGGGCGC BsmBI 

GOX2107_5f (27) ATGGTAGGTCTCAGCGCCACGAAAATTCTTCTCCTTAACGGC BsaI 

GOX2107_5r (28) ATGGTAGGTCTCATATCAGGACGCCGTACCGATGACGTC BsaI 

GOX2684_5f (29) ATGGTAGGTCTCAGCGCCACCAGCCTGTTTGAGCCGATTG BsaI 

GOX2684_5r (30) ATGGTAGGTCTCATATCAGCGAGCAAGCGGATAATCCGTA BsaI 

GOX1122_5f (31) ATGGTAGGTCTCAGCGCCGCTTACGCTACGATCAACCCTTA BsaI 

GOX1122_5r (32) ATGGTAGGTCTCATATCAGAACGGCGCGTCGATATCAACA BsaI 

 15 

Condiciones de PCR: Las mezclas de la reacción de amplificación contenían 10 ng de ADN total de G. oxydans, 0,5 
pmol de cada cebador oligonucleotídico, 200 µM de cada desoxinucleótido trifosfato (dNTP), 5 µl de 10x de tampón 
de la Pfu polimerasa clonada y 2,5 U de Pfu (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) en un volumen total de  50 µl. La 
mezcla se sometió a amplificación por PCR en un ciclador térmico de ADN (Bio-Rad MyCycler) durante 30 ciclos. 
Cada ciclo se definió por una etapa de desnaturalización de 45 segundos a 95ºC, una etapa de hibridación de 1 20 
minuto a 55 ºC y una etapa de polimerización de 2 minutos 30 segundos a 72 ºC. Los productos de la PCR se 
analizaron mediante separación electroforética en un gel de agarosa al 0,8%. Los fragmentos de la PCR se 
microdializaron con filtros de membrana de 0,025 µm durante 1 hora. El tamaño de los fragmentos de la PCR se 
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analizó mediante separación electroforética en un gel de agarosa al 0,8% y un sistema de tampón Tris-acetato. 
Desarrollo del clon: Después de generar productos de PCR, los fragmentos de ADN se clonaron en el vector pASK. 
BsaI, BsmBI y BbsI pertenecen a las enzimas de restricción de tipo IIS, que escinden el ADN fuera de sus sitios de 
reconocimiento. De este modo, la digestión con una sola enzima puede generar dos extremos pegajosos 
independientes diferentes con salientes que permiten la clonación unidireccional. Cada una de estas tres 5 
endonucleasas de restricción reconocen una secuencia de corte diferente, pero todas producen el mismo saliente 5' 
- 3' que consiste en GCGC que complementa de un modo preciso el saliente de CGCG en 3'-5' de pASK-IBA5. En el 
extremo 3' del gen, las enzimas de restricción producen la secuencia TATC, que es complementaria a la secuencia 
de 3' a 5' ATAG en el plásmido. 

El vector pASK-IBA5 se digirió con BsaI para clonar los productos de PCR tratados con endonucleasa de restricción 10 
que representan los genes gox0313, gox0502, gox0644, gox0646 gox1615, gox2107, gox2684 y gox1122. La 
estrategia de clonación se muestra en la Fig. 1. La Fig. 1A describe la complementación de secuencia de gox0644 
después de la digestión de restricción con BsaI. gox0644 representa todos los genes usando los sitios de corte de 
BsaI que producen la secuencia 5' CGCG 3' y la secuencia 5' TATCA 3' en la hebra inversa, lo que permite una 
unión precisa en el vector pASK vector. La . 1B describe la complementación de secuencia de gox0313 tras la 15 
digestión de restricción con BbsI. gox0313 representa todos los genes usando los sitios de corte de BbsI que 
producen la secuencia 5' CGCG 3' y la secuencia 5' TATCA 3' en la hebra inversa, lo que permite la unión precisa en 
el vector pASK. 

La incorporación satisfactoria de la construcción del gen de la oxidorreductasa de PCR en el vector pASK IBA se 
consiguió de acuerdo con el protocolo de unión usando la T4 ligasa (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.). 20 
Para este procedimiento se mezclaron 2 µl de tampón de la T4 ligasa con 2 µl de pASK5 digerido con BsaI, 15 µl de 
producto de PCR digerido con BsaI (o BbsI o BsmBI como se indica en la Tabla 1) y 1 µl de T4 ligasa. La mezcla se 
incubó durante 1 hora a temperatura ambiente. Este procedimiento incorpora el gen digerido con enzimas de 
restricción de interés con una secuencia saliente en 5’ GCGC en el vector pASK-IBA5 con el saliente de la 
secuencia complementaria. El saliente en 3’ del gen que contiene la secuencia GATA se condensó con la secuencia 25 
saliente complementaria (Esquemas de la Fig.1A-B de las estrategias de clonación). Este protocolo alcanzó una 
elevada tasa de éxito de unión en base a la elevada proporción del producto de PCR purificado cortado con 
endonucleasas de restricción (BsaI, BbsI, BsmBI) en el plásmido cortado con BsaI. 

Una vez ligados los plásmidos que contienen los insertos se transformaron en células DH5 α de E. coli competentes 
(Inoue H. y col., Gene 96: 23-28 (1990)). Se dejó que las células de E. coli competentes que contienen el plásmido 30 
con los genes de la oxidorreductasa recombinante crecieran en 500 µl de medio LB durante una hora a 37ºC. 
Alícuotas crecientes de 20 µl, 50 µl y 150 µl de células DH5α de E. coli se sembraron en placas LB que contenían 1 
µg/ml de ampicilina y se incubaron a 37 ºC para asegurar el crecimiento con separación adecuada entre colonias 
para facilitar la selección de colonias. 

Las colonias se eligieron de forma aleatoria y se cultivaron durante la noche a 37 ºC en caldo LB que contiene 35 
1ug/ml de ampicilina con el fin de validad la incorporación correcta del gen de interés en el plásmido pASK. Los 
plásmidos se purificaron como se ha descrito anteriormente. Con el fin de comprobar todos los aspectos asociados 
con la construcción del plásmido los siguientes componentes del plásmido: Strep TagII, sitio de unión al ribosoma, 
secuencia de unión, codón de iniciación, codón de terminación y un inserto génico unido en el marco de lectura 
adecuado con el codón de iniciación, se analizaron secuenciando la correspondiente región del plásmido en el 40 
centro Madison Biotechnology Sequencing. 

Sobreexpresión: Los cultivos iniciadores durante la noche de la reserva validada de pASK-IBA5 oxidorreductasas en 
DH5α de E. coli se cultivaron a 37ºC en 20 ml de medio LB que contiene 20 ug de ampicilina. Los matraces de 
cultivo con espacio superior del 80% proporcionaron una aireación óptima a velocidades del agitador de 200 rpm o 
mayores para la sobreexpresión de proteínas heterólogas. Estos cultivos iniciadores de células en replicación 45 
actualmente se usaron para generar un rápido crecimiento celular a 37 ºC cuando se añaden al medio de inducción 
máxima que contiene extracto de levadura y triptona (medio MI en los procedimientos). De nuevo se añadió 
ampicilina (1 µg/µl) para inhibir organismos sensibles a ampicilina. El crecimiento de E. coli y la expresión de 
proteínas se optimizaron en medio MI a través de un sistema de producción bifásico. La primera fase de crecimiento 
soportó replicación celular, en la que la proteína represora de tetraciclina inhibió la producción de proteínas 50 
heterólogas en el promotor de tetraciclina (promotor de ensayo). La segunda fase se centró en la expresión 
optimizada de proteínas heterólogas en las que los recursos disponibles estaban dirigidos predominantemente hacia 
la síntesis de proteínas. La síntesis de proteína se inició mediante la adición de 100 µl de la solución madre de 
anhidrotetraciclina de 2 mg/ml para 1 litro de cultivo celular cuando la densidad del cultivo alcanzó una DO600 de 0,4-
0,6. Se dejó que las células crecieran durante cuatro horas adicionales para completar la producción de proteínas. 55 

Las células se recogieron mediante centrifugación a 4.500 g a 4 ºC. Los sedimentos celulares se resuspendieron en 
15 ml de tampón W (Tris/HCl 100 mM Tris/HCl a pH 8,0, NaCl 150 mM) a 4 °C. A los sedimentos celulares 
resuspendidos se añadió el conjunto cóctel de proteasas III (10 µl/l de células) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) 
y ADNasa I (20 U/I de células) (Abgene, Epsom, Reino Unido) y se dejaron incubar en hielo durante diez minutos. 
Las células resuspendidas se lisaron mediante ultrasonidos a 4 ºC (30-35W durante intervalos de 10 s en 10 60 
minutos). Los lisados se centrifugaron a 24.000 g a 4 ºC y se recogió el lisado aclarado. 
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En este punto se resuspendió la oxidorreductasa soluble sobreexpresada en el tampón junto con otras proteínas 
celulares solubles que requieren purificación adicional mediante el sistema de purificación Strep Tag II. Las 
cromatografías en columna se llevaron a cabo a 4 ºC con una columna de afinidad Strep-Tactin Superflow® (IBA 
GmbH, Goettingen, Alemania) conectada con un sistema ÄXTA-FPLC (Amersham Bioscienes, Piscataway, NJ, 
EE.UU.). Un volumen del lecho de 10 ml se equilibró con dos volúmenes de columna del tampón W. Después, se 5 
aplicó el lisado celular claro que contiene las oxidorreductasas solubles condensadas Strep Tag II y la columna se 
lavó con cinco volúmenes de columna de tampón W. Para eluir la proteína unida se aplicó en la columna tampón E 
(tampón W que contiene destiobiotina 2,5 mM). Después de recoger los biocatalizadores puros, la columna de 
afinidad se regeneró con tampón R (tampón W que contiene HABA 1 mM). 

Caracterización de las enzimas aisladas: 10 

Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE): El SDS-PAGE se realizó en un gel plano al 14% (p/v) como ha 
descrito Laemmli [Laemmli, 1970] con 4% (p/v) de gel de apilamiento de poliacrilamidal. Antes de la aplicación, las 
muestras se diluyeron a 1:1 (v/v= en tampón de carga de muestras (2% [p/v] de SDS, 5% [v/v] de β-mercaptoetanol, 
50% [v/v] de glicerina, 20% [v/v] de tampón de recolección a pH 6,8, 0,001% [p/v] de azul bromofenol) y se llevó a 
ebullición durante 10 min. Las siguientes proteínas de referencia (Amersham Bioscienes, Piscataway, NJ, EE.UU.) 15 
con las masas moleculares indicadas se usaron para la medición de la masa molecular de las oxidorreductasas 
citosólicas. miosina (205 kDa), β-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b (97 kDa), transferrina (80 kDa), seroalbúmina 
bovina (66 kDa), glutamato deshidrogenasa (55 kDa), ovoalbúmina (45 kDa), anhidrasa carbónica (30 kDa) y 
lisozima (14 kDa). 

Cromatografía de tamiz molecular: Para determinar el peso nativo de las aldehído deshidrogenasas se usó una 20 
cromatografía Sephacryl 300HR 16/60 (Amersham) con las proteínas de referencia dextrano azul (2 MDa), 
tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), catalasa (232 kDa), aldolasa (140 kDa) y ovoalbúmina (43 kDa). La masa 
molecular nativa para cada proteína se determinó por comparación con la curva estándar generada por los patrones 
del peso molecular que se aplicaron a una columna de filtración en gel. Las distancias que viajaron cada patrón de 
peso molecular (Rf) se representaron contra el logaritmo de la masa molecular de los patrones. 25 

Determinación del pH y la temperatura óptimas y la cinética de la enzima: El pH óptimo para las actividades 
enzimáticas se determinó mediante un procedimiento modificado de Salusjärvi, T. y col., Appl. Microbiol. Biotechnol. 
65:306-314 (2004) usando el siguiente sistema tampón (concentración final 50 mM cada uno): Acetato sódico pH 
4,5-65, fosfato potásico a pH 6,5-8,0, Tris-HCl pH 8,0 - 10. La temperatura óptima para los biocatalizadores de 
determinó en condiciones de reacción estándar a temperaturas que varían de 20 a 80 ºC. La constante de Michaelis 30 
(Km) para las proteínas se determinó a partir de la enzima purificada mediante gráficos de Lineweaver-Burk. Los 
ensayos se realizaron a un pH óptimo para cada enzima y a 30 ºC usando el sustrato superior y un sustrato dirigido. 
La Km para cada sustrato se calculó usando concentraciones de 0,0025 a 10 mM, y la Km de NAD(P)H y de NAD(P) 
se calculó usando concentraciones de 0,01 a 0,5 mM. 

Medición de la actividad enzimática: Las alfa-cetocarbonil reductasas dependientes de NADPH se analizaron 35 
mediante un procedimiento de rutina usado para enzimas unidas a NAD(P) registrando la velocidad de disminución 
del NADPH a 340 nm (ε = 6,22 mM-1 x cm-1)) con sustratos a 30ºC. La mezcla de reacción (1 ml) para la reducción 
de los sustratos de alfa-cetocarbonilo contenía sustrato 10 mM, tampón fosfato potásico 40 mM a pH 7,0, NAD(P)H 
0,025 mM y la enzima. Las reacciones se indujeron mediante la adición de enzima o sustrato. Una unidad de 
actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima que cataliza la conversión de 1 µmol del nucleótido 40 
piridina por minuto a 30ºC. 

Regeneración del cofactor: Un requisito previo para la producción de compuestos α-hidroxi carbonilo es la 
regeneración de las coenzimas caras y la estabilidad de los catalizadores proteicos. Acoplando dos reacciones 
enzimáticas dependientes de coenzima, el NADPH se puede regenerar de un modo continuo. Por tanto, en lugar de 
cantidades estequiométricas solo se requieren cantidades catalíticas de la coenzima. Para este fin, los inventores 45 
usaron una reacción enzimática combinada entre las oxidorreductasas dependientes de NADPH que forman 
compuestos α-hidroxi carbonilo y la aldehído deshidrogenasa  GOX1122 (véase Schweiger, P.y col., J. Mol. 
Microbiol. Biotechnol. 13:147-155 (2007)) que produce el cofactor reducido en el curso de la oxidación del 
acetaldehído. La aldehído deshidrogenasa tiene tasas de recambio muy altas y valores de Km bajos para 
acetaldehído y NADP y se pudieron producir en cantidades altas (Schweiger, P. y col., J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 50 
13:147-155 (2007)). La biotransformación se realizó en un procedimiento discontinuo (volumen total 2,5 ml de 
tampón fosfato potásico 40 mM a un pH de 7). Se añadieron 30 µg de Gox1122 purificada y oxidorreductasas 
dependientes de NADPH y NADPH 50 µM. La concentración del sustrato al principio era de 20 mM para 2,3-
pentanodiona y acetaldehído 20 mM. Los sustratos frescos se añadieron cada 60 minutos (20 mM cada uno). 

RMN: Se extrajeron 2,5 ml de bioconversión con dos veces el volumen de d-cloroformo. Los espectros de RMN de 55 
1H y 13C se registraron en un espectrómetro DPX 300 (300 MHz) en referencia al patrón interno de CDCl3. Las 
muestras químicas analizadas con el software Bruker NMR Suite 2.5 construyeron estructuras del producto final. 

Ejemplo 1: Aislamiento y preparación de los biocatalizadores 
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El aislamiento y la producción de los biocatalizadores Gox0313, Gox0502, Gox0644, Gox0646 Gox1615, Gox2107 y 
Gox2684, que son capaces de reducir de forma selectiva los compuestos α-cetocarbonilo en compuestos α-
hidroxicarbonilo se describe con detalle a continuación. El aislamiento de Gox1122 para la regeneración del cofactor 
se divulga en Schweiger, P. y col., J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 13:147-155 (2007).  

1.1. Amplificación por PCR de los genes gox0313, gox0502, gox0644, gox0646, gox1615 gox2107 y gox2684:  5 

Se c0onstruyeron oligonucleótidos que contenían los sitios de restricción extendidos en 5’ BsaI, BbsI o BsmB I que 
corresponden a gox0313, gox0502, gox0644, gox0646, gox1615 gox2107 y gox2486 de G. oxydans usando los 
cebadores de la Tabla 1. Las mezclas de la reacción de amplificación contenían 100 ng de ADN total de G. oxydans, 
0,5 pmol de cada cebador oligonucleotídico, 200 µM de cada desoxinucleótido trifosfato (dNTP), 5 µl de 10x de 
tampón de la Pfu polimerasa clonada y 2,5 U de Pfu (Stratagene, La Jolla, CA, USA) en un volumen total de  50 µl. 10 
La mezcla se sometió a amplificación por PCR en un ciclador térmico de ADN (Bio-Rad MyCycler) durante 30 ciclos. 
Cada ciclo se definió por una etapa de desnaturalización de 45 segundos a 95ºC, una etapa de hibridación de 1 
minuto a 58 ºC y una etapa de polimerización de 2 minutos 30 segundos a 72 ºC. Los productos de la PCR se 
analizaron mediante separación electroforética en un gel de agarosa al 0,8%. Los fragmentos de la PCR se 
microdializaron con filtros de membrana de 0,025 µm durante 1 hora. 15 

1.2. Clonación de genes:  

El vector pASK5-IBA5 contiene un cola Strep-tag II de ocho aminoácidos en el extremo N que se condensa de un 
modo preciso con el gen estructural. Los productos de la PCR y el plásmido pASK-IBA5 se sometieron a BsaI o a 
otra digestión de restricción adecuada (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.). La unión del vector digerido y el 
fragmento de PCR se realizó con T4 ligasa (New England Biolabs, Ipswich, MA, EE.UU.), se transformó en células 20 
DH5α de E. coli y se sembraron en placas de selección con LBamp. Los plásmidos que mostraban patrones de 
digestión adecuados se secuenciaron para confirmar la correcta inserción génica de gox0313, gox0502, gox0644, 
gox0646, gox1615, gox2107 y gox2684 respectivamente. 

1.3. Sobreexpresión y purificación de oxidorreductasas  

Los cultivos de siembras enteras de células BL21 de E. coli, células DH5α de E. coli que contienen las 25 
construcciones plasmídicas de interés se usaron para inocular medio MI 1L. Los cultivos se cultivaron a 37 ºC y se 
indujeron mediante la adición de 200 ng/ml de anhidrotetraciclina a una DO600 = 0,4 y se dejó cultivar durante cuatro 
horas adicionales. Las células se recogieron mediante centrifugación a 4.500 g a 4 ºC. Los sedimentos celulares se 
resuspendieron en 15 ml de tampón W (Tris/HCl 100 mM Tris/HCl a pH 8,0, NaCl 150 mM) a 4 °C. A los sedimentos 
celulares resuspendidos se añadió el conjunto cóctel de proteasas III (10 µl/l de células) (Merck KGaA, Darmstadt, 30 
Alemania) y ADNasa I (20 U/I de células) (Abgene, Epsom, Reino Unido) y se dejaron incubar en hielo durante diez 
minutos. Las células resuspendidas se lisaron mediante ultrasonidos a 4 ºC. Los lisados se centrifugaron a 24.000 g 
a 4 ºC y se recogió el lisado aclarado. Las cromatografías en columna se llevaron a cabo a 4 ºC con una columna de 
afinidad Strep-Tactin Superflow® (IBA GmbH, Goettingen, Alemania). Un volumen de lecho de 10 ml se equilibró con 
dos volúmenes de columna del tampón W. Los lisados aclarados se centrifugaron a 12.000 g a 4 ºC durante 10 35 
minutos antes de la aplicación a la columna. La columna se lavó con cinco volúmenes de columna del tampón W 
después de que el extracto celular entrara en la columna. Para eluir la proteína unida se aplicó a la columna tampón 
E (tampón W que contenía destiobiotina 2,5 mM). La elución de las enzimas se produjo entre con una aplicación de 
20-30 ml de tampón E. 

Las alfa-cetocarbonil reductasas dependientes de NADPH se analizaron mediante un procedimiento de rutina usado 40 
para enzimas unidas a NAD(P) registrando la velocidad de disminución del NADPH a 340 nm (ε = 6,22 mM-1 x cm-1)) 
con sustratos a 30ºC. La mezcla de reacción (1 ml) para la reducción de los sustratos de alfa-cetocarbonilo contenía 
sustrato 10 mM, tampón fosfato potásico 40 mM a pH 7,0, NADPH 0,025 mM y la enzima. Las reacciones se 
indujeron mediante la adición de enzima o sustrato. Una unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad 
de enzima que cataliza la conversión de 1 µmol del nucleótido piridina por minuto a 30ºC. 45 

Las enzimas nativas Gox0644 y Gox1615 mostraron bandas únicas cuando se aplicaron a una electroforesis PAGE 
nativa. Los picos correspondían a 66,1 kDa para Gox0644 y 74,5 kDa para Gox1615 (Fig. 2A). Estos datos sugieren 
que tanto Gox0644 como Gox1615de G. oxydans 621H eran activas como homodímeros. Por el contrario, la 
Gox0313 nativa reveló una masa molecular de 181,6 kDa, lo que indica que las proteínas existen como 
homopentámero. 50 

Gox2107 y Gox0502 mostraron pesos moleculares nativos aparentes de 65,2 kDa y 78,2 kDa, respectivamente, en 
el análisis PAGE nativo (Fig. 2B). Estos datos sugieren que Gox2107 es activa como homotrímero, mientras que 
Gox0502 es activa como homodímero, que indica que ambas proteínas se pliegan correctamente y están en su 
estado nativo. 

Las enzimas nativas Gox2684 y Gox0646 mostraron bandas únicas cuando se aplicaron a una electroforesis PAGE 55 
nativa. Los picos correspondían a 78,4 kDa para Gox2684 y 110 kDa para Gox0646 (Figura 3c). Estos datos 
sugieren que Gox2684 y Gox0646 de G. oxydans 621H son activas como homodímeros y tetrámeros, 
respectivamente, porque las masas de las subunidades únicas son 27,7 kDa (Gox0646) y 39,4 kDa (Gox2684). 
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Las proteínas también se analizaron mediante SDS-PAGE con el fin de verificar las masas moleculares previstas de 
las subunidades únicas mediante comparación con marcadores de peso molecular. Los resultados se muestran en 
la Fig. 4 (, calle 1, marcadores de peso molecular de 14 kDa, 21 kDa, 30 kDa, 45 kDa, 55 kDa, 66 kDa, 80 kDa, 97 
kDa, 116 kDa y 205 kDa). Gox 1122 (calle 2) = 50,5 kDa, Gox 2107 (calle 3) = 21,9 kDa, Gox0502 (calle 4) = 39,2 
kDa, Gox1615 (calle 5) = 37,2 kDa, Gox0313 (calle 6) = 36,5 kDa, Gox0644 (calle 7) = 31,7 kDa, Gox0646 (calle 8) = 5 
27,7 kDa, y Gox2684 (calle 8) = 39,4 kDa. Estos resultados se compararon después con los tamaños previstos 
derivados de la secuencia de aminoácidos conocida.  

Tabla 2: Pesos moleculares finales y composición de la subunidad 

Proteína Masa de la 
subunidad 

Masa nativa determinada1 Composición de la 
subunidad 

Gox0313 36,5 181,6 Pentámero 

Gox0502 39,2 78,2 Dímero 

Gox0644 31,7 66,1 Dímero 

Gox0646 27,7 110 Tetrámero 

Gox1615 37,2 74,5 Dímero 

Gox2107 21,9 65,2 Trímero 

Gox2684 39,4 78,4 Dímero 

Gox1122 50,5 50,2 Monómero 

1) Composición de la subunidad final de cada proteína en su estado nativo. 

 

Los resultados de SDS-PAGE verificaron la pureza de la muestra de proteínas mediante la visualización de una 10 
única banda pura en el gel. Los biocatalizadores estaban todos alineados correctamente con los marcadores de 
peso molecular previsto (Tabla 2). 

Ejemplo 2: Caracterización de los biocatalizadores 

Para cada enzima (Gox0313, Gox0502, Gox0644, Gox0646, Gox1615, Gox2107 y Gox2684 respectivamente), las 
preparaciones enzimáticas frescas se usaron para validar el espectro del sustrato y la actividad cinética. Cada 15 
proteína exhibía actividad con α-cetoaldehídos y/o α-dicetonas (Tabla 3), una clase especial de compuestos 
orgánicos capaces de la formación quiral mediante reducción regioselectiva y estereoespecífica. Las 
oxidorreductasas dependientes de NAD(P= purificadas se analizaron a 30 ºC mediante un procedimiento de rutina 
usando para enzimas unidas a NAD(P) registrando la velocidad de disminución de NAD(P)H a 340 nm (ε = 6,22 
mM/µmol·cm) con sustratos capaces de las reacciones de reducción. La mezcla de reacción estándar (1 ml) para las 20 
reacciones de reducción de sustratos contenían sustrato 10 mM, tampón fosfato cálcico 40 mM (tampón fosfato K) A 
pH 7,0, NAD/(P)H 0,05 Mm) y la enzima, a menos que se indique lo contrario. Las reacciones se indujeron mediante 
la adición de enzima o sustrato. Una unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima que 
cataliza la conversión de 1 µmol del nucleótido piridina por minuto a 30ºC. La medición del contenido proteico se 
realizó mediante el procedimiento de Bradford in Anal. Biochem. 72:248-254 (1976).  25 

Tabla 3: Resumen de las actividades enzimáticas con α-dicetonas, α-cetoaldehídos y/o α-cetoésteres 

Sustrato Gox 0313* 0502* 0644* 0646* 1615* 2107* 2684* 

α-dicetonas        

2,3-pentanodiona 35,9  89,3 8,0 6,2  0,6 

2,3-hexanodiona 19,6  50,1 8,0 6,5  2,3 
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(continuación) 

Sustrato Gox 0313* 0502* 0644* 0646* 1615* 2107* 2684* 

3,4-hexanodiona 19,5 2,0 7,3 2,0 2,0  0,6 

1-fenil-1,2-propanodiona 0,2 2,0 75,4 6,0 5,4   

α-cetoaldehídos        

Fenilglioxal 0,5 15,7 66,0  19,1 35,2 2,1 

Metilglioxal 10,6  3,4 0,2 19,3  1,4 

α-cetoéster        

Piruvato de etilo 0,2  92,8  1,2   

*Actividad en U/mg = U/mg de proteína = µmol x min-1 x mg de proteína-1 

 

2.1. Actividad enzimática de Gox0644:  

Gox0644 usó NADPH en las reacciones de reducción de α-dicetonas, α-cetoaldehídos y/o α-cetoésteres Las α-
dicetonas, 2,3-butanodiona, 2,3-pentanodional, 2,3-hexanodiona y 1-fenil-2,3-propanodiona mostraron con la 5 
actividad más elevada (Tabla 4). Los α-cetoaldehídos fenilglioxal y metilglioxal y el cetoéster piruvato de etilo 
también mostraron una actividad alta. Sustratos concretos no reducidos por Gox0644 fueron acetoína, ácido 2-oxo-
butírico, acetilacetona, acetona y aldehídos simples. Los resultados muestran que la reducción de Gox0644 
carbonilo no puede alcanzar actividad con β dicetonas y β cetoácidos procedentes de la degradación de los ácidos 
grasos o con 2-cetoácidos asociados con el catabolismo de aminoácidos.  Además, los resultados con reducción u 10 
oxidación de acetoína no mostraron actividad. Este resultado muestra que la reacción de las α-dicetonas reducía de 
forma selectiva únicamente un grupo carbonilo y era irreversible.  

Tabla 4: Actividad enzimática de Gox0644 

Sustratos Actividad específica 
(U/mg)* 

Cofactor 

Glioxal 1,1 NADPH 

Ácido cetogulónico 2,3 NADPH 

Glioxalato 1,2 NADPH 

Metilglioxal 3,4 NADPH 

2,3-butanodiona 60,0 NADPH 

2,3-pentanodiona 89,3 NADPH 

2,3-hexanodiona 50,1 NADPH 

Fenilglioxal 66,0 NADPH 

3,4-hexanodiona 7,3 NADPH 

Piruvato de etilo 92,8 NADPH 
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(continuación) 

Sustratos Actividad específica 
(U/mg)* 

Cofactor 

1-fenil-1,2-propanodiona 75,4 NADPH 

Isatina 16,1 NADPH 

Bencilo  14,0 NADPH 

Piruvato 1,63 NADPH 

*U/mg = µmol/mg min 

 

2.2. Actividad enzimática de Gox1615: 

Gox1615 reveló actividad con una amplia variedad de sustratos químicos. Como se puede ver en la Tabla 5, 
Gox1615 usó específicamente NADPH y demostró la actividad más alta con los cetoaldehídos fenilglioxal y 5 
metilglioxal, pero también usó dicetonas y aldehídos.  

Tabla 5: Actividad enzimática del biocatalizador Gox1615 

Sustratos Actividad específica 
(U/mg)* 

Cofactor 

2-oxobutirato 6,5 NADPH 

Glioxal 5 NADPH 

Metilglioxal 19,3 NADPH 

Fenilglioxal 19,1 NADPH 

3,4-hexanodiona 2 NADPH 

2,3-pentanediona 6,2 NADPH 

Piruvato de etilo 1,2 NADPH 

Piruvato de isoamilo 4,7 NADPH 

2,3-hexanodiona 6,5 NADPH 

1-fenil-1,2-propanodiona 5,4 NADPH 

2,3-butanodiona 6 NADPH 

3-penten-2-ona 0,5 NADPH 

3-buten-2-ona 0,7 NADPH 

Isatina 2,4 NADPH 

Propionaldehído 8,4 NADPH 
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(continuación) 

Sustratos Actividad específica 
(U/mg)* 

Cofactor 

Butiraldehído 14 NADPH 

Valeraldehído 15,1 NADPH 

Hexanal 10,3 NADPH 

Heptanal 15,5 NADPH 

Octanal 5,3 NADPH 

Nonal 9,3 NADPH 

Decanal 10,5 NADPH 

Undecilaldehído 7,5 NADPH 

Dodecanal 15,6 NADPH 

Benzaldehído 12,2 NADPH 

Glutaraldehído 13,5 NADPH 

Glicoaldehído 4,1 NADPH 

DL-gliceraldehído 19 NADPH 

Isovaleraldehído 12 NADPH 

p-toluilaldehídop 2,3 NADPH 

m-toluilaldehído 1,5 NADPH 

o-toluilaldehído 0,8 NADPH 

Fenilacetaldehído 6,5 NADPH 

2-metilvaleraldehído 13,4 NADPH 

5-metil-3-hexen-2-ona 0,3 NADPH 

*U/mg = µmol/mg min 

 

2.3. Actividad enzimática de Gox0313:  

Gox0313 usó una amplia variedad de sustratos químicos en reacciones de reducción y de oxidación con el cofactor 
NADH/NAD+ (Tabla 6). Además, la enzima también usa NADPH como reductor, aunque con velocidades de 5 
reacción más lentas. Gox0313 redujo muchos aldehídos, α dicetonas y α -ctoaldehídos. Gox0313 también oxidó un 
número de alcoholes primarios y dioles, incluyendo etanol y 1,-propanodiol, así como azúcares como glucosa y 
manosa.  

 

 10 
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Tabla 6: Actividad enzimática del biocatalizador Gox0313 

Reducción del sustrato Actividad específica 
(U/mg)* 

Cofactor 

2,3-butanodiona 28,5 NADH 

2,3-pentanodiona 35,9 NADH 

2,3-hexanodiona 19,6 NADH 

3,4-hexanodiona 19,5 NADH 

Metilglioxal 10,6 NADH 

Fenilglioxal 0,5 NADH 

1-fenil-1,2-propanodiona 0,2 NADH 

Piruvato de etilo 0,1 NADH 

Piruvato de isoamilo 0,1 NADH 

Bencilo  0,1 NADH 

Acetoína 10,5 NADH 

3-penten-2-ona 1,5 NADH 

3-buten-2-ona 1,9 NADH 

Propionaldehído 15,0 NADH 

Glucosa 4,7 NADH 

Manosa 9,7 NADH 

Acetaldehídos 61,0 NADH 

Butiraldehído 8,5 NADH 

Valeraldehído 8,9 NADH 

Hexanal 6,0 NADH 

Heptanal 8,6 NADH 

Octanal 1,5 NADH 

Nonal 4,4 NADH 

Decanal 18,8 NADH 

Undecilaldehído 8,5 NADH 

Dodecanal 2,4 NADH 
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(continuación) 

Reducción del sustrato Actividad específica 
(U/mg)* 

Cofactor 

Cinamaldehído 7,0 NADH 

Hidrocinamaldehído 32,1 NADH 

p-toluoilaldehído 3,3 NADH 

DL-gliceraldehído 1,2 NADH 

Benzaldehído 9,4 NADH 

Glicoaldehído 37,5 NADH 

*U/mg = µmol/mg min 

 

2. 4 Actividad enzimática de Gox0502 y Gox2107:  

La actividad enzimática de Gox0502 y Gox2107 se resumen en la Tabla 7.  

Tabla 7: Actividad enzimática del biocatalizador Gox0502 y Gox2107  5 

  

 

Gox0502 (Cofactor NADPH)/ 

Actividad específica (U/mg)* 

Gox2107 (Cofactor NADPH)/ 

Actividad específica (U/mg)* 

1,4-naftoquinona 16,6 217,5 

p-benzoquinona 10 180,5 

2-metil-1,4-naftoquinona 10 124,1 

DDQ < 0,1 26,5 

2-hidroxi-1,4-naftoquinona 0,75 16,04 

3-buten-2-ona 21 120 

Fenilglioxal 15,7 35,2 

2-ciclohexen-1-ona 9,8 3,3 

(+)-Carvona 8,0 < 0,1 

1-penten-3-ona 6,1 14,0 

3-penten-2-ona 3,6 1,9 

1-fenil-1,2-propanodiona 2,0 < 0,1 

3,4-hexanodiona 2,0 < 0,1 

Metilglioxal 1,5 < 0,1 
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(continuación) 

  

 

Gox0502 (Cofactor NADPH)/ 

Actividad específica (U/mg)* 

Gox2107 (Cofactor NADPH)/ 

Actividad específica (U/mg)* 

2,3-hexanodiona 1,0 < 0,1 

2,3-butanodiona 0,5 < 0,1 

*U/mg = µmol/mg min 

 

Los ensayos enzimáticos indican que ambas enzimas son capaces de reducir las vinilcetonas, quinonas y α-
cetoaldehídos en presencia de dinucleótidos de nicotinamida-adenina. El espectro del sustrato de las proteínas se 
examinó para un análisis profundo de las actividades enzimáticas. Gox2107 mostró especificidad de sustrato por los 5 
α-cetoaldehídos (fenilglioxal), las vinilcetonas de cadena corta y las quinonas insustituidas con una preferencia por 
NADPH (tabla 7), que muestra una disminución de 7,5 veces la actividad con NADH (datos no mostrados). En 
general, la velocidad de la reacción disminuyó a medida que aumentaba el número de carbonos precedentes al 
grupo vinil-ceto reactivo. Para las quinonas, la velocidad de reacción generalmente disminuía a medida que 
aumentaba el número de carbonos sustituidos en el anillo. De acuerdo con esto, Gox2107 redujo de forma óptima la 10 
3-buteno-2-ona, la vinilcetona más corta posible y la 1,4-naftoquinona con actividades de 119 µmol/mg min y 217,4 
µmol/mg min, respectivamente (tabla 7). También se obtuvieron actividades altas con fenilglioxal (un α-
cetoaldehído). Gox0502 y Gox2684 exhibieron una especificidad de sustrato similar a Gox2107, aunque Gox0502 y 
Gox2684 mostraban una estricta preferencia por NADPH (tabla 7). Los sustratos preferidos fueron 3-buteno-2-ona, 
fenilglioxal y 1,4-naftoquinona. Las enzimas Gox0502 y Gox2684 también pudieron reducir las α-dicetonas de un 15 
modo selectivo. La producción de butan-2-ona a partir de 3-buten-2-ona se confirmó mediante RMN para ambas 
proteínas, lo que confirma la reducción de las vinilcetonas en cetonas alifáticas. 

2.5 Actividad enzimática de GOX2684:  

La actividad enzimática de GOX2684 se resume en la Tabla 7 y es esencialmente la misma que la de Gox0502.  

Tabla 8: Actividad enzimática de GOX2684 20 

Sustratos Actividades específicas 
(U/mg)* 

Cofactor 

Metilglioxal 1,4 NADPH 

Fenilglioxal 2,1 NADPH 

2,3-butanodiona 0,5 NADPH 

2,3-pentanodiona 0,6 NADPH 

2,3-hexanodiona 2,3 NADPH 

3,4-hexanodiona 0,6 NADPH 

3-penten-2-ona 1,9 NADPH 

1,4-naftaloquinona 3,4 NADPH 

2-hidroxi-1,4-naftoquinona 0,7 NADPH 

2-metil-1,4-naptoquinona 6,8 NADPH 

Hidrocinamaldehído 1,9 NADPH 
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(continuación) 

Sustratos Actividades específicas 
(U/mg)* 

Cofactor 

Cinamaldehído 0,4 NADPH 

3-buten-2-ona 8,8 NADPH 

 

2.6 Actividad enzimática de GOX0646:  

La actividad enzimática de GOX0646 se resume en la Tabla 9.  

Tabla 9: Actividad enzimática de GOX0646 5 

Sustratos Actividades específicas 
(U/mg)* 

Cofactor 

L2,3-hexanodiona 8,0 NADPH 

2,3-pentanodiona 8,0 NADPH 

2,3-butanodiona 0,8 NADPH 

3,4-hexanodiona 2,0 NADPH 

1-fenil-1,2-propanodiona 6,0 NADPH 

Isatina 0,1 NADPH 

Metilglioxal 0,2 NADPH 

1,4-naftaloquinona 0,2 NADPH 

p-benzoquinona 0,3 NADPH 

 

2.7 Regioselectividad de GOX0644 y GOX1615: 

La Tabla 10 muestra el producto de la reducción regioselectiva de Gox0644 y Gox1615 determinado mediante 
análisis RMN. Ambas redujeron específicamente el grupo 2-cetona de la dicetona para formar el producto 2-hidroxi-
3-cetona. Gox0644 también mostró la capacidad para reducir de forma selectiva el grupo 2-cetona de fenilglioxal y 10 
conserve el grupo aldehído en la formación de 2-hidroxi-2-fenilacetaldehído.  

Tabla 10: Sumario de la regioselectividad 

Enzima Sustrato Producto   

Gox0644 2,3-pentanodiona 2-hidroxi-3-pentan-3-ona 

Gox0644 2,3-hexanodiona 2-hidroxi-3-hexan-3-ona 

Gox1615 Fenilglioxal 2-hidroxi-2-fenilacetaldehído 

Gox1615 2,3-pentanodiona 2-hidroxi-pentan-3-ona 

 

2.8 Parámetros cinéticos de las cetocarbonil reductasas 
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Las constantes de Michaelis se determinaron a partir de enzima purificada mediante gráficos de Lineweaver-Burk. 
Los valores de Km y Vmáx para los sustratos se calcularon usando concentraciones de 0,025 a 10 mM. El valor 
óptimo de pH y las temperaturas para las actividades enzimáticas también se muestran en la Tabla 11.  

Tabla 11: Resumen de los parámetros cinéticos 

Proteína Sustrato Vmáx (µmol/min•mg) Km (mM) Temp, (°C) pH   

Gox0313 2,3-pentanodiona 97,0 31 30 7,0 

Gox0502 3-buten-2-ona 21,0 0,1 30 7,0 

Gox0644 2,3-pentanodiona 79,0 5,6 37 6,8 

  Fenilglioxal 93,0 4,7 37 6,8 

Gox0646 2,3-pentanodiona 10,0 9,3 32 7,0 

Gox1615 2,3-hexanodiona 6,0 3,2 30 6,5 

  Metilglioxal 22,0 3,8 30 6,5 

Gox2107 3-buten-2-ona 119 3,8 35 6,0 

Gox2684 3-buten-2-ona 11,3 0,3 30 7,0 

        

Gox1122 Acetaldehído 196 0,2 70 8,0 

 5 

Ejemplo 3: Descripción de los sistemas de regeneración del cofactor 

3.1. Aislamiento:  

El genoma de Gluconobacter oxydans 621H contiene un gen (gox1122) que codifica una supuesta aldehído 
deshidrogenasa dependiente de NAD(P) citosólica (aislamiento y caracterización (véase Schweigert, P. y col., J. 
Mol. Microbiol.&Biotech.203:1-9 (2007)). El gen se expresó en Escherichia coli y la enzima recombinante se purificó 10 
y se caracterizó. La proteína Gox1122 nativa exhibió una masa molecular aparente de 50,1 kDa y la masa por 
subunidad fue de 50,5 kDa, lo que indica una estructura monomérica de la enzima nativa. Los sustratos preferidos 
fueron acetaldehído y NADP que forma acetato y NADPH. La enzima también oxidó otros aldehídos alifáticos y 
aromáticos de cadena corta a velocidades menores. 

3.2 Desarrollo del sistema de regeneración del cofactor:  15 

Un requisito previo para la producción de compuestos α-hidroxi carbonilo es la regeneración de las coenzimas caras 
y la estabilidad de los catalizadores proteicos. Acoplando dos reacciones enzimáticas dependientes de coenzima, el 
NADPH se puede regenerar de un modo continuo. Por tanto, en lugar de cantidades estequiométricas solo se 
requieren cantidades catalíticas de la coenzima. Para este fin, se usó una reacción enzimática combinada entre las 
oxidorreductasas dependientes de NADPH que forman compuestos α-hidroxicarbonilo y la aldehído deshidrogenasa  20 
GOX1122 que produce el cofactor reducido en el curso de la oxidación del acetaldehído. La aldehído 
deshidrogenasa tiene tasas de recambio muy altas y valores de Km bajos para acetaldehído y NADP y se pudieron 
producir en cantidades altas (Schweiger, P. y col., J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 13:147-155 (2007)).  

Los productos derivados de la reacción de los sustratos α-dicetona y α-cetoaldehído se generaron de acuerdo con el 
protocolo de regeneración del cofactor. Este procedimiento supera la dependencia de las enzimas del cofactor 25 
reducido acoplando las reacciones de sustratos de Gox0502, Gox0644, Gox0646, Gox1615, Gox2107 y Gox2684 a 
las reacciones de reducción del NADP cofactor en base a la acetaldehído oxidorreductasa Gox1122 usando 
acetaldehído. Los resultados mostraron que Gox0644 permanecía muy activa, incluso a concentraciones altas (50 
mM) de acetaldehído (Tabla  12). Las pruebas de tolerancia del acetaldehído mostraron que a concentraciones altas 
(100 mM), la actividad de Gox0644 no mostraba una disminución espectacular. En las dos reacciones con 30 
fenilglioxal y 2,3-pentanodiona, la actividad de  Gox0644 permaneció similar a la de la reacción control que consiste 
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en una reacción sin acetaldehído (Tabla 12/13). Gox0644 con fenilglioxal y 100 mM de acetaldehído no mostró una 
disminución de la actividad superior al 20%. En la reacción con 2,3-pentanodiona se produjo una ligera disminución 
de aproximadamente el 20% con respecto al control, aunque los niveles de actividad seguían siendo muy altos a 
66.8 U/mg. Esta prueba mostró la capacidad de Gox0644 para aguantar concentraciones altas de acetaldehído y 
permite el uso de Gox0644 en una reacción de regeneración del cofactor en presencia de acetaldehído.  5 

Tabla 12: Tolerancia al acetaldehído de Gox0644 con fenilglioxal 

Gox0644 con fenilglioxal  

Concentración de acetaldehído Actividad de Gox0644 

Control 38,5 U/mg 

10 mM 29,6 U/mg 

30 mM 37,1 U/mg 

50 mM 39,3 U/mg 

100 mM 31,2 U/mg 

  U=µmol/min 

* Gox0644 con fenilglioxal demuestra una actividad alta en 
presencia de concentraciones altas de acetaldehído. 

 

Tabla 13: Tolerancia al acetaldehído de Gox0644 con 2,3-pentanodiona 

Gox0644 con 2,3-pentanodiona  

Concentración de acetaldehído Actividad de Gox0644 

Control 87,6 U/mg 

10 mM 90,5 U/mg 

30 mM 79,3 U/mg 

50 mM 66,8 U/mg 

  U=µmol/mg,min 

* Gox0644 con 2,3-pentanodiona demuestra una actividad alta en 
presencia de concentraciones altas de acetaldehído. Este ensayo 
muestra la tolerancia elevada de la enzima al acetaldehído sin una 
disminución de la actividad con el sustrato deseado. 

 

3.3. Sistemas de regeneración del cofactor:  10 

Se llevaron a cabo biotransformaciones con Gox1122 que oxida el acetaldehído en acetato con la reducción 
concomitante de NADP. Esta reacción se acopló a las reductasas dependientes de NADPH (p. ej., Gox0644 y 
Gox1615) que reducen los carbonilos para reciclar el cofactor y permitir la adición del cofactor en cantidades 
catalíticas en lugar de cantidades estequiométricas. Se obtuvieron muestras de las reacciones de biotransformación 
en varios puntos de tiempo y se comprobó el sustrato restante mediante ensayos enzimáticos ligados a NADP 15 
estándar (Schweiger, P. y col., J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 13:147-155 (2007). La cantidad del sustrato restante se 
calculó suponiendo una estequiometría 1:1 de la oxidación/reducción del cofactor en la oxidación/reducción del 
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correspondiente sustrato.  

La realización de bioconversión se realizó durante 3 horas para producir cantidades entre 10 y 50 mg de producto 
según la velocidad de la reacción. 

El sistema de regeneración del cofactor para la proteína  Gox644 usó la reacción oxidativa de la proteína Gox1122 
que convierte acetaldehído en ácido acético y reducir NADP+ en NADPH. El NADPH reducido se oxidó en la 5 
reducción de las dicetonas en la hidroxicetona por la proteína Gox644.  

 

 

Se establecieron bioconversiones de 5 ml para determinar la regioselectividad con 2 mg de las proteínas Gox0644 y 
Gox1122, tampón fosfato potásico 40 mM a pH 7,0, NADPH 50 µM. Los sustratos (2,3-pentanodiona 20 mM y 10 
acetaldehído) se añadieron cada 30 minutos. La reacción se realizó durante 3 horas para producir cantidades entre 
40-60 mg del producto (hidroxi-pentanona). La determinación del producto mediante RMN mostró que Gox0644 
reducía específicamente el grupo α-cetona de 2,3-pentanodiona en la correspondiente 2-hidroxi-pentan-3-ona. 

El sistema de regeneración del cofactor para la proteína Gox1615 usó la reacción oxidativa de la proteína Gox1122 
que convierte acetaldehído en ácido acético y reducir NADP+ en NADPH. El NADPH reducido se oxidó en la 15 
reducción de fenilglioxal en 2-hidroxi-2-fenil-acetaldehído por la proteína Gox1615. Se establecieron bioconversiones 
de 5 ml para determinar la regioselectividad con 2 mg de las proteínas Gox1615 y Gox1122, tampón fosfato potásico 
40 mM a pH 7,0, NADPH 50 µM. Los sustratos (fenilglioxal 20 mM y acetaldehído) se añadieron cada 30 minutos. La 
reacción se realizó durante 3 horas para producir cantidades entre 40-60 mg del producto (2-fenil-2-hidroxialdehído). 
La determinación del producto mediante RMN mostró que Gox1615 conservaba el grupo aldehído en la formación 20 
de 2-hidroxi-2-fenil-acetaldehído.  
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Listado de secuencias texto libre 

SEC ID Nº: Descripción 

1/2 ADN y proteína de Gox0313 de α-cetocarbonil reductasa de G. 
oxydans  

3/4 ADN y proteína de Gox0502 de α-cetocarbonil reductasa de G. 
oxydans  

5/6 ADN y proteína de Gox0644 de α-cetocarbonil reductasa de G. 
oxydans  

7/8 ADN y proteína de Gox0646 de α-cetocarbonil reductasa de G. 
oxydans  

9/10 ADN y proteína de Gox1615 de α-cetocarbonil reductasa de G. 
oxydans  

11/12 ADN y proteína de Gox2107 de α-cetocarbonil reductasa de G. 
oxydans  

13/14 ADN y proteína de Gox2684 de α-cetocarbonil reductasa de G. 
oxydans  

15/16 ADN y proteína de Gox1122 de α-cetocarbonil reductasa de G. 
oxydans  

17-32 Cebador 

33 Vector de expresión pASK-IBA5 que tiene 

  Promotor de 37-72 pb 

  Sitio de unión del cebador directo de 57-76 pb, 

  Cola Strep de 160-192 pb, 

  Sitio de clonación múltiple de 193-274 pb, 

  Sitio de unión del cebador inverso de 342-358 pb, 

  Origen f1 de 371-809 pb, 

  Gen de resistencia AmpR de 958-1818 pb y 

  Represor Tet 1828-2451). 

 

Listado de secuencias 

 

<110> Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitaet Bonn 5 

 

<120> Producción de compuestos de carbonilo alfa-oxifuncionalizados 

 

<130> 072983ep 
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<160> 33 

 

<170> PatentIn versión 3.3 

 5 

<210> 1 

<211> 1032 

<212> ADN 

<213> Gluconobacter oxydans 

 10 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1029) 

 

<400> 1  15 
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<210> 2 

<211> 343 

<212> PRT 5 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<400> 2  

 

 10 
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<210> 3 

<211> 1086 

<212> ADN 5 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(1083) 10 

 

<400> 3  
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<210> 4 

<211> 361 

<212> PRT 5 

<213> Gluconobacter oxydans 
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<400> 4  
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<210> 5 

<211> 840 

<212> ADN 5 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(837) 10 

 

<400> 5  
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<210> 6 

<211> 279 

<212> PRT 

<213> Gluconobacter oxydans 5 

 

<400> 6  
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<210> 7 5 

<211> 795 
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<212> ADN 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<220> 

<221> CDS 5 

<222> (1)..(795) 

 

<400> 7  

 

 10 
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<210> 8 

<211> 264 

<212> PRT 5 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<400> 8  

 

 10 
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<210> 9 

<211> 999 

<212> ADN 5 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(996) 10 

 

<400> 9  
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<210> 10 5 

<211> 332 
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40 

<212> PRT 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<400> 10  

 5 
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<210> 11 

<211> 591 

<212> ADN 5 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1)..(588) 10 

 

<400> 11 
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<210> 12 

<211> 196 5 

<212> PRT 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<400> 12  

 10 
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<210> 13 

<211> 1074 5 

<212> ADN 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<220> 

<221> CDS 10 

<222> (1) .. (1074) 

 

<400> 13  
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<210> 14 

E08156108
29-11-2013ES 2 437 615 T3

 



46 

<211> 357 

<212> PRT 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<400> 14  5 
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<210> 15 

<211> 1392 

<212> ADN 5 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) .. (1389) 10 

 

<400> 15  
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<210> 16 

<211> 463 

<212> PRT 5 

<213> Gluconobacter oxydans 

 

<400> 16  

 

 10 
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<210> 17 

<211> 40 

<212> ADN 5 

<213> Artificial 

 

<220> 

<223> Cebador 

 10 

<400> 17 

 

atggtagaag acaagcgccg ctgatacaat gctcgccgcc    40 

 

<210> 18 15 

<211> 40 

E08156108
29-11-2013ES 2 437 615 T3

 



52 

<212> ADN 

<213> Artificial 

 

<220> 

<223> cebador 5 

 

<400> 18 

 

atggtagaag acaatatcag gaccggaagt cgagcactgt    40 

 10 

<210> 19 

<211> 40 

<212> ADN 

<213> Artificial 

 15 

<220> 

<223> cebador 

 

<400> 19 

 20 

atggtaggtc tcagcgcccc aaccctgttc gatcccattg    40 

 

<210> 20 

<211> 37 

<212> ADN 25 

<213> Artificial 

 

<220> 

<223> cebador 

 30 

<400> 20 

 

atggtaggtc tcatatcagt tggggccgga ggtggcg    37 

 

<210> 21 35 

<211> 39 

<212> ADN 
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<213> Artificial 

 

<220> 

<223> cebador 

 5 

<400> 21 

 

atggtaggtc tcagcgcctc gtcacaggtt ccatccgcc    39 

 

<210> 22 10 

<211> 41 

<212> ADN 

<213> Artificial 

 

<220> 15 

<223> cebador 

 

<400> 22 

 

atggtaggtc tcatatcaga atttcgccgt attcggatca g    41 20 

 

<210> 23 

<211> 38 

<212> ADN 

<213> Artificial 25 

 

<220> 

<223> cebador 

 

<400> 23 30 

 

atggtaggtc tcaaatgctg aacctcgatc tgagcggc    38 

 

<210> 24 

<211> 39 35 

<212> ADN 

<213> Artificial 
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<220> 

<223> cebador 

 

<400> 24 5 

 

atggtaggtc tcagcgctga tggtatcgac ggtgccgcc    39 

 

<210> 25 

<211> 39 10 

<212> ADN 

<213> Artificial 

 

<220> 

<223> cebador 15 

 

<400> 25 

 

atggtacgtc tcagcgccgc atccgacacc atccgcatc    39 

 20 

<210> 26 

<211> 36 

<212> ADN 

<213> Artificial 

 25 

<220> 

<223> cebador 

 

<400> 26 

 30 

atggtacgtc tcatatcagt cccgtgccgg gggcgc    36 

 

<210> 27 

<211> 42 

<212> ADN 35 

<213> Artificial 
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<220> 

<223> cebador 

 

<400> 27 

 5 

atggtaggtc tcagcgccac gaaaattctt ctccttaacg gc    42 

 

<210> 28 

<211> 39 

<212> ADN 10 

<213> Artificial 

 

<220> 

<223> cebador 

 15 

<400> 28 

 

atggtaggtc tcatatcagg acgccgtacc gatgacgtc    39 

 

<210> 29 20 

<211> 40 

<212> ADN 

<213> Artificial 

 

<220> 25 

<223> cebador 

 

<400> 29 

 

atggtaggtc tcagcgccac cagcctgttt gagccgattg    40 30 

 

<210> 30 

<211> 40 

<212> ADN 

<213> Artificial 35 

 

<220> 
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<223> cebador 

 

<400> 30 

 

atggtaggtc tcatatcagc gagcaagcgg ataatccgta    40 5 

 

<210> 31 

<211> 41 

<212> ADN 

<213> Artificial 10 

 

<220> 

<223> cebador 

 

<400> 31 15 

 

atggtaggtc tcagcgccgc ttacgctacg atcaaccctt a    41 

 

<210> 32 

<211> 40 20 

<212> ADN 

<213> Artificial 

 

<220> 

<223> cebador 25 

 

<400> 32 

 

atggtaggtc tcatatcaga acggcgcgtc gatatcaaca    40 

 30 

<210> 33 

<211> 3239 

<212> ADN 

<213> Artificial 

 35 

<220> 

<223> vector pASK-IBA5 
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<400> 33  
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REIVINDICACIONES 

1. Un procedimiento de producción enzimática regio y enantioselectiva de compuestos α-hidroxicarbonilo que 
comprende hacer reaccionar un compuesto α-cetocarbonilo con una α-cetocarbonilreductasa derivada de 
Gluconobacter oxydans, en el que la α-cetocarbonilreductasa  

(i) tiene un peso molecular aparente de 20 a 52 kDa y una actividad para reducir selectivamente el 5 
resto α-ceto en α-cetoaldehídos y/o α-cetoésteres y/o el resto ceto de una dicetona próxima potadora 
de la cadena alquilo más corta de la molécula; y 

(ii) comprende la secuencia de aminoácidos de Gox0313 (SEC ID Nº:2), Gox0502 (SEC ID Nº:4), 
Gox0644 (SEC ID Nº:6), Gox0646 (SEC ID Nº:8) Gox1615 (SEC ID Nº:10), Gox2107 (SEC ID Nº:12), 
Gox2684 (SEC ID Nº:14), o un mutante de la misma que tiene una identidad de secuencia de al menos 10 
un 80% con las reductasas nativas de SEC ID N1:2, 4, 6, 8, 10, 12 o 14 y que tiene la actividad 
enzimática de la respectiva reductasa nativa de SEC ID Nº: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o 14. 

2. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la reacción se realiza en un ambiente sin células, en el 
que la α-cetocarbonilreductasa está presente como enzima libre o está presente como lisado celular o 
como enzima inmovilizada, o la reacción se realiza en presencia de transformantes que producen la α-15 
cetocarbonil reductasa in-situ. 

3. El procedimiento de la reivindicación 1 o 2, en el que el compuesto α-cetocarbonilo se selecciona de α-
dicetonas, α-cetoácidos, α-cetoésteres, α-cetoaldehídos y compuestos vinílogos/fenílogos de los mismos.  

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la reacción se realiza en 
presencia de un cofactor reductor en una cantidad equimolar o catalítica. 20 

5. El procedimiento de la reivindicación 4, en la que el cofactor reductor es NADH o NADPH. 

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la cantidad de α-cetocarbonil 
reductasa en la mezcla de reacción respecto al compuesto α-cetocarbonilo está en el intervalo de 1 mM a 1 
M. 

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la reacción se realiza en modo 25 
discontinuo o en modo continuo.  

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que 

(i) la α-cetocarbonil reductasa es Gox0313 (SEC ID Nº: 2) o un mutante de la misma que tiene al 
menos un 80% de identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº 2 y que tiene la 
actividad enzimática de la reductasa nativa de SEC ID Nº 2 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es 30 
una α-dicetona o un α-cetoaldehído; o 

(ii) la α-cetocarbonil reductasa es Gox0502 (SEC ID Nº 4) o un mutante de la misma que tiene al 
menos un 80% de identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 4 y que tiene la 
actividad enzimática de la reductasa nativa de SEC ID Nº: 4 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es 
una α-dicetona o un α-cetoaldehído; o 35 

(iii) la α-cetocarbonil reductasa es Gox0644 (SEC ID Nº: 6) o un mutante de la misma que tiene al 
menos un 80% de identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 6 y que tiene la 
actividad enzimática de la reductasa nativa de SEC ID Nº: 6 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es 
una α-dicetona, un α-cetoéster o un α-cetoaldehído; o 

(iv) la α-cetocarbonil reductasa es Gox0646 (SEC ID Nº 8) o un mutante de la misma que tiene al 40 
menos un 80% de identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 8 y que tiene la 
actividad enzimática de la reductasa nativa de SEC ID Nº: 8 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es 
una α-dicetona o un α-cetoaldehído; o 

(v) la α-cetocarbonil reductasa es Gox1615 (SEC ID Nº: 10) o un mutante de la misma que tiene al 
menos un 80% de identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 10 y que tiene la 45 
actividad enzimática de la reductasa nativa de SEC ID Nº: 10 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es 
una α-dicetona, un α-cetoéster o un α-cetoaldehído; o 

(vi) la α-cetocarbonil reductasa es Gox2107 (SEC ID Nº: 12) o un mutante de la misma que tiene al 
menos un 80% de identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 12 y que tiene la 
actividad enzimática de la reductasa nativa de SEC ID Nº: 12 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es 50 
un α-cetoaldehído; o 

(vii) la α-cetocarbonil reductasa es Gox2684 (SEC ID Nº: 14) o un mutante de la misma que tiene al 
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menos un 80% de identidad de secuencia con las reductasas nativas de SEC ID Nº: 14 y que tiene la 
actividad enzimática de la reductasa nativa de SEC ID Nº:14 y el compuesto cetocarbonilo a reducir es 
una α-dicetona o un α-cetoaldehído o una quinona. 

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el cofactor NADPH reductor se 
aplica en cantidades catalíticas y se regenera con aldehído y una aldehído deshidrogenasa. 5 

10. El procedimiento de la reivindicación 9, en el que el aldehído es acetaldehído. 

11. El procedimiento de la reivindicación 9 o 10, en el que la aldehído deshidrogenasa es una aldehído 
deshidrogenasa derivada de Gluconobacter oxydans. 

12. El procedimiento de la reivindicación 11, en el que la aldehído deshidrogenasa derivada de Gluconobacter 
oxydans es Gox1122 (SEC ID Nº: 16), o un fragmento de la misma que tiene la actividad de la aldehído 10 
deshidrogenasa Gox1122, o un mutante de la misma que tiene una identidad de secuencia de al menos un 
90% con la aldehído deshidrogenasa nativa de SEC ID Nº: 16 y que tiene la actividad de la aldehído 
deshidrogenasa Gox1122. 
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