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DESCRIPCION
Procedimientos de produccion de acido succinico

La presente invencion se refiere a procedimientos de produccién de acido succinico y/o de iones succinato mediante
fermentacion en condiciones anaerobias.

El acido succinico (o acido butanodioico) es un acido organico con dos grupos carboxilos, de férmula semi-
desarrollada COOH-CH2-CH3-COOH, que interviene en el metabolismo celular, como intermediario metabdlico del
ciclo de Krebs en la mitocondria.

Se encuentra en numerosas aplicaciones en los campos cosméticos, agroalimentarios, farmacéuticos, textiles y en
los plasticos. Asi, se utiliza por ejemplo como intermediario de sintesis de los plasticos para la fabricaciéon de 1,4-
butanodiol, de tetrahidrofurano y de gamma-butirolactona.

Nuevos productos derivados del acido succinico estan en constante desarrollo, incluyendo el desarrollo de
poliésteres.

Generalmente, los ésteres del acido succinico tienen el potencial de ser nuevos disolventes "verdes" que pueden
sustituir los disolventes mas perjudiciales para el ser humano y el medioambiente.

La produccién de acidos carboxilicos, tales como el acido malico, el acido succinico o el acido fumarico, a partir de
materias primas renovables (en este caso a través de los procesos de fermentacion) es conocida por el experto en la
materia.

El succinato es un intermediario metabdlico durante la fermentacién anaerobia por unas bacterias que producen
propionato, pero estos procedimientos de fermentacién resultan de la produccién de muy bajos rendimientos y titulos
de 4cido succinico.

Estos ultimos afios, muchos microorganismos productores de acido succinico han sido aislados, como por ejemplo
las bacterias anaerobias de la panza, Bacteroides ruminicola y Bacteroides amylophilus. Sin embargo, los
organismos de la panza son muy inestables durante los procedimientos de fermentaciones, y no son por lo tanto
utilizables de manera industrial para la produccion de acido succinico.

Se sabe desde hace mucho tiempo que una mezcla de varios acidos, entre ellos el acido succinico, es producida a
partir de la fermentacion de E. coli en presencia de glucosa y de CO, como sustratos carbonados, como se describe
por JL Stokes en 1949 «Fermentation of glucose by suspensions of Escherichia coli» J. Bacteriol., 57; 147-158. Sin
embargo, por cada mol de glucosa fermentada, se producen soélo de 0,3 a 0,4 moles de acido succinico. Se
realizaron por lo tanto unos estudios sobre unas bacterias, en particular Escherichia coli. modificadas genéticamente
a fin de inactivar las vias metabdlicas que consumen el NADH necesario para la fabricacion del acido succinico y a
fin de activar las vias metabdlicas de produccion del succinato (sal del acido succinico).

En efecto, el camino metabdlico fermentario que permite la conversién del oxaloacetato en malato, después en
fumarato, y finalmente en succinato necesita dos moles de NADH por mol de succinato producido. El mayor bloqueo
metabolico para la produccion de succinato es por lo tanto la biodisponibilidad celular en NADH.

Para solucionar esta dificultad, el documento US 7.223.567 describe la utilizacion de una cepa de Escherichia coli.
recombinante superproductora de succinato para la misma cantidad de NADH disponible.

Esta cepa de Escherichia coli. SBS550 MG pHL 413 presenta una inactivacion de los productos de los genes adhE,
IdhA (implicados en las vias consumidoras de NADH), y una inactivacién de los productos de los genes ack-pta y del
gen iclR (que activa la via glioxilato), y contiene un vector plasmidico que sobreexpresa un gen PYC exdgeno. El
articulo de Sanchez et al. (titulado «Novel pathway engineering design of the anaerobic central metabolic pathway in
Escherichia coli to increase succinate yield and productivity» en Metabolic Engineering 7 (2005) 229-239), la patente
Americana US 7223 567 y la solicitud de patente Americana US 2005/0042736 han desarrollado nuevas
condiciones de cultivo y de produccién asociadas a esta cepa para mejorar sus rendimientos de produccién en acido
succinico.

El experto en la materia investiga constantemente nuevos procedimientos mejorados de produccién de acido
succinico. En particular, el experto en la materia busca optimizar el rendimiento y la productividad obtenidos. Por
otra parte, los métodos de fermentacién clasicos conducen a importantes emisiones de diéxido de carbono en la
atmoésfera, lo que es muy evidentemente poco deseable.

Segun un aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de produccién de acido succinico y/o de
iones succinato mediante fermentacion anaerobia de una cepa de Escherichia coli, que comprende:

(A) una etapa de fermentacion de una fuente de carbono en un fermentador, con aporte de CO,, realizada
con los conductos de ventilacion del fermentador cerrados de manera que el aporte de CO, esté sometida
al consumo de CO; por la cepa; seguida, antes del agotamiento total de la fuente de carbono, de
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(B) una etapa de fermentacion de la fuente de carbono restante, sin aporte de CO, a fin de consumir el
CO; residual.

El experto en la materia esta familiarizado con las técnicas de fermentacion (tales como la particularmente descrita
en Fermentation & Biochemical Engineering Handbook: princip/es, process design & equipment, 22 ed. 1996 de
VOGEL Henry C. y TODARO Celeste L.).

La fermentacion es una reaccién bioquimica que consiste generalmente en liberar energia, o en producir ciertos
metabolitos de interés a partir de un sustrato organico bajo la accién de enzimas microbianas.

La fermentacion se lleva a cabo generalmente en unos dispositivos (fermentadores) adaptados al proceso de
fermentacién, es decir adaptados al cultivo de microorganismos en las condiciones deseadas (dispositivo que
permite, llegado el caso, controlar los equilibrios gaseosos del medio de cultivo, en particular por unos conductos de
entrada y/o de salida de gas, conductos de ventilacion, etc.; dispositivos que permiten la introduccion de medio de
cultivo y otras sustancias; dispositivos que permiten controlar, regular, o modificar otros tipos de parametros, tales
como la agitacion, la temperatura, el pH, etc.).

El experto en la materia estd también familiarizado con la fermentacion en condiciones anaerobias. Segun la
presente invencion, esto designa unas condiciones de cultivo en ausencia de oxigeno. De manera preferida, unas
condiciones de cultivo anaerobias son unas condiciones de cultivo en presencia de diéxido de carbono. Segun un
modo de realizacion, las condiciones de fermentacidon anaerobias en presencia de CO; y/o con aporte de CO; son
unas condiciones de fermentacion en saturacion de COa.

Por "antes del agotamiento total de la fuente de carbono" durante la etapa (A), se entiende un instante de la etapa
(A) en el que el medio de fermentacion contiene una cantidad residual de fuente de carbono que puede ser
integralmente transformada por la cepa de acido succinico y/o de succinato gracias al CO; disponible en disolucion
en este instante (en forma de CO,, disuelto o de HCO3)).

Durante la etapa (A), estando cerrado(s) el o los conductos de ventilacion del fermentador y siendo la alimentacion
en CO; del fermentador mantenida, el aporte de CO; se realiza de manera discontinua, automaticamente ajustado
en funcion del consumo de CO; por la cepa para la produccion de acido succinico y/o de succinato.

Por "automaticamente ajustado” se entiende, teniendo en cuenta el equilibrio termodinamico entre la fase liquida
(medio de fermentacion) y la fase gaseosa ("atmdsfera") presentes en el fermentador (conducto(s) de ventilacion
cerrado(s)), que el aporte de una cantidad dada de CO; puede intervenir sélo después del consumo de una cantidad
equivalente por la cepa por fermentacioén (y por lo tanto la produccién concomitante de acido succinico y/o de
succinato).

Durante la etapa (B), no hay aporte de CO,, lo que significa que el aporte de CO; realizado durante la etapa (A) es
interrumpido. Esto se puede realizar en particular mediante corte en la alimentacion de CO..

Ventajosamente, segun la invencion, la fermentacion durante la etapa (B) consume el CO; (residual disuelto) y los
iones HCO3 presentes en el medio de fermentacion.

Segun un modo preferido de realizacion, antes del principio de la etapa (A), el aporte de CO; se realiza mediante
inyeccion, con los conductos de ventilacion del fermentador abiertos, a fin de alcanzar la saturacion del medio de
fermentacion en CO..

A titulo de ejemplo, el CO; se puede introducir mediante inyeccién a un caudal de 0,15-0,40 vvm (volumen de CO;
por volumen de cultivo por minuto), preferiblemente 0,3 vvm.

Por "medio de fermentacion saturado de CO;" se entiende el hecho de que el medio de cultivo contenga la cantidad
maxima de COz que puede ser disuelta en las condiciones correspondientes (temperatura, pH, etc.). Por ejemplo,
esto puede corresponder a una concentracion de 1-2 g/l, por ejemplo del orden de 1,5 g/l a 37°C, pH 7.

Segun un modo de realizacién, la etapa (A) se desarrolla con un pH en un intervalo de 6,0-7,0, preferiblemente 6,4-
6,8, preferiblemente 6,5-6,6.

Segun un modo de realizacion, la fuente de carbono es la glucosa.

Segun un modo de realizacién, al principio de la etapa (A), el medio de fermentacion comprende 15-40 g/l,
preferiblemente 15-25 g/l, preferiblemente 15-20 g/l de glucosa. Segun un modo de realizacién, al principio de la
etapa (B), el medio de fermentaciéon comprende 2-6 g/l, preferiblemente alrededor de 4 g/l de glucosa.

Segun un modo de realizacion preferido, la cepa de Escherichia coli es una cepa que posee el genotipo AadhE
AldhA AiclR Aackpta PYC. Este genotipo permite ventajosamente favorecer la produccion de acido succinico
mediante fermentacién en presencia de CO,. El simbolo A indica que el gen en cuestiéon se ha inactivado, por
ejemplo mediante mutacion, delecion, interrupcion, insercion o "down"-regulacion, por ejemplo mediante introduccion
de un codon stop, insercién o delecion que resulta de un cambio de cuadro de lectura, mutacion puntual, etc.
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El genotipo AadhE AldhA AiclR Aackpta PYC corresponde por lo tanto a:
- AadhE: inactivacién del alcohol deshidrogenasa;
- AldhA: inactivacion de la lactato-deshidrogenasa;
- AicIR: inactivacion de la isocitrato-liasa (también conocida con el nombre de aceA)
- Aackpta: inactivaciéon de la acetato quinasa-fosfotransacetilasa;

- PYC: expresién de un gen de piruvato carboxilasa. Este indica que la cepa expresa el gen PYC, por
ejemplo gracias a una transformacion por un plasmido que lleva un ejemplar funcional de este gen, o
mediante integracion gendémica de un ejemplar funcional de PYC. El gen PYC es ventajosamente el gen pyc
de Lactococcus lactis.

Segun un modo de realizacion muy preferido, la cepa de Escherichia coli es la cepa SBS550MG - pHL413. Esta
cepa se describe en Sanchez et al., Metabolic Engineering, 7 (2005) 229-239, y en los documentos US 7,223,567 y
US 2005/0042736.

Segun otro aspecto, la presente invencidon se refiere a un procedimiento de obtenciéon de acido succinico que
comprende:

- un procedimiento de produccion de acido succinico y/o de iones succinato tal como el descrito
anteriormente;

- llegado el caso, una etapa de acidificacion de los iones succinato en acido succinico (por ejemplo
mediante adicion de acido fuerte en el mosto,

- una etapa de purificacion del acido succinico; y opcionalmente una etapa de cristalizacion del acido
succinico.

Segun un modo de realizaciéon, en todos los procedimientos descritos anteriormente, la etapa de purificacion
comprende una purificacion etandlica que se desarrolla de esta manera:

- filtracion (eliminacion de un precipitado proteico), por ejemplo sobre Blichner y/o sobre tierra de filtracion
del mosto acidificado,

- opcionalmente, concentracion del filtrado mediante evaporacion al vacio (preferiblemente, siguiendo un
factor de concentracion entre aproximadamente 2 y 8),

- adicion de etanol, por ejemplo etanol al 95%, en una relacién 1/1 a 5/1, para provocar la precipitacion de
las sales (el acido succinico sigue soluble),

- separacion del precipitado salino mediante filtracion, por ejemplo sobre una membrana,

- recuperacion del etanol por evaporacion al vacio,

- tratamiento sobre carbén activo, y después filtracion sobre placa y tierra de filtracion.
La invencion se ilustra mediante los ejemplos de realizacién siguientes, que no son limitativos.
Ejemplos

Ejemplo 1: Produccion de acido succinico por fermentacion anaerobia segin dos modos diferentes de
aporte del CO con el conducto de ventilacion del fermentador abierto o cerrado.

El procedimiento de produccion de acido succinico comprende:
- una fase de precultivo en Erlenmeyer,

- una fase de cultivo en condiciones aerobias en un medio de cultivo que comprende la maceraciéon de maiz
como fuente de nitrdgeno y de glucosa como fuente de carbono, permitiendo esta fase la produccién de
biomasa, y

- una fase anaerobia que permite la produccién propiamente dicha de acido succinico. Las fases en
condiciones aerobia y anaerobia son realizadas en un mismo fermentador. La cepa utilizada es la cepa
SBS550MG-pHL413.

Fase aerobia:
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La cepa SBS550MG-pHL413 se precultiva en Erlenmeyer durante 17h a 37°C, bajo agitacion a 125 rpm. 400 ml de
medio son inoculados por la cepa en un Erlenmeyer de 2 litros con 2 deflectores.

La composicion de este medio de precultivo es la siguiente:

Triptona 10 g/l
Extracto de levadura 549l
NaCl 10 g/l

Antibidticos (ampicilina, carbenicilina, oxacilina) 67 mgl/l

La cepa asi precultivada se coloca en un fermentador de 15L en un medio de cultivo cuya composicion es la
siguiente:

Glucosa: 2 g/l de partida + 2 g/l cuando los primeros 2 g/l son consumidos
Maceracion de maiz: 60 g/l

Sales y antibidticos: gl
(NH4)2S04 0,25
KoHPO, 0,7
KH2PO4 1,2
KCI 2
CaCl, 0,2
MgSO4 0,25
IAmpicilina 0,067
Biotina Tiamina 0,001

El in6culo obtenido por precultivo en Erlenmeyer representa el 3% del volumen total del medio cultivado en el
fermentador.

Las condiciones de cultivo durante la fase aerobia son una temperatura de 37°C, una agitacion de 500 rpm, una
aeracion de 1 vvm y ninguna regulacion de pH (el pH esta simplemente ajustado a 7,5 antes de la esterilizacion del
medio).

Fase anaerobia:
o Protocolo con aporte continuo de CO»
- se afiade en el medio: glucosa: 20 g/l de partida + 15 g/l a 24h + 4 g/l a 50h.

- la fermentacién se realiza a pH 6,4 con una inyeccion continua de CO> a un caudal de 03 vvm (L/L/min), a
37°C, con el conducto de ventilaciéon del fermentador abierto, bajo agitacion a 250 rpm.

- se termina en 63,5 h con un titulo final de &cido succinico de 30 g/l en el medio de cultivo.

- la cantidad global de CO; consumido se establece a (0,3 vvm x 60 min. x 63,3 h / 22,4 mol/L x 44 g/mol)
2245 g1, es decir 73 g/g de acido succinico formado.

- Por otra parte, una concentracion de 2 g/l de HCO3 (que corresponde a 1,5 g/l de COz) esta presente al
final de la fermentacion en el medio de cultivo.

o Protocolo segun la invencion

El protocolo de fermentacién es idéntico al anterior, excepto que
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- al principio de la fase anaerobia, se introduce CO; en el fermentador a un caudal de 0,3 vvm durante 1
minuto, a fin de expulsar el aire residual procedente de la fase aerobia,

- la presién de la red de CO; esta reducida a 0,4 bares,

- el conducto de ventilacion del fermentador esta cerrado herméticamente, a fin de impedir la salida del
COy,

- asi, la inyeccion de CO, esta precisamente ajustada a su consumo a lo largo de la fermentacion,

- la inyeccion de CO; se corta cuando la concentracién residual en glucosa alcanza 4 g/l a fin de consumir
el HCO3' residual disuelto en el medio.

Resultados segun la invencion:

- concentracion final en acido succinico producido en el medio de cultivo al final de la fermentacién: 30 g/l,
lo que es idéntico a la concentracidon obtenida con aporte continuo de COa,

- concentracion de HCOj3 residual en el medio de cultivo al final de la fermentacion: 0,3 g/l (lo que
representa una reduccién del 85% con respecto a la concentracion obtenida con aporte continuo de CO3),

- consumo de CO»: 0,59 g/l al principio + 6 g/l fijado sobre el succinico, es decir 0,2 g/g de acido (lo que
representa una reduccién del 99,7% con respecto a la concentracion obtenida con aporte continuo de COy).

Asi, ventajosamente, segun la invenciéon, manteniendo al mismo tiempo el rendimiento de produccién de acido
succinico, se evitan emisiones importantes de didxido de carbono:

- el hecho de trabajar en un reactor cerrado limita naturalmente las emisiones, y

- por otra parte, se observa una disminucién de la concentracion en HCO3™ residual en el medio de cultivo al
final de la fermentacion. Ahora bien, la acidificaciéon del HCOj3; residual en el medio de cultivo al final de la
fermentacion conduce a una liberacion de COs.

Ejemplo 2: Obtencion de acido succinico por fermentacion anaerobia, purificacion etandlica y cristalizacion

El procedimiento de produccién de acido succinico del Ejemplo 1 (con NaOH como agente de regulacion del pH)
esta seguido de una etapa de purificacion etandlica como la descrita a continuacion:

- centrifugacion del medio de fermentacion (mosto) (5000 g, 15 minutos, 20°C) (eliminacién de la biomasa),
- adicién de acido sulfurico al 95% al sobrenadante hasta la obtencién de un pH de 1,5,

- filtracion del mosto sobre Blichner con placa SEITZ EK vy tierra de filtracion FW20 (eliminacién de un
precipitado proteico),

- concentracion del filtrado por evaporacion al vacio (el factor de concentracion oscila entre
aproximadamente 2 y 8),

- adicion de etanol al 95%, 2 volumenes de etanol por 1 volumen del filtrado concentrado para provocar la
precipitacion de las sales (el acido succinico sigue soluble),

- separacion del precipitado salino por filtracién sobre una membrana millipore de 3 micrones,
- recuperacion del etanol mediante evaporacion al vacio,

- tratamiento del carbén activo (2%/s de PUREFLOW C- 80°C- durante 1 hora) y después filtracion sobre
placa SEITZ EK y tierra de filtracion FW20,

- evapocristalizacién (Temperatura del bafio maria de 75°C - presién residual de 60 mbares MS masa
cocida aproximadamente 50%),

- enfriamiento de la masa cocida bajo agitaciéon a 20°C,
- separacion de los cristales mediante filtracion sobre una membrana millipore de 3 micrones,
- aclarado de los cristales con agua desmineralizada,

- secado de los cristales durante una noche a 60°C al vacio.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de producciéon de acido succinico y/o de iones succinato por fermentacion en condiciones
anaerobias de una cepa de Escherichia coli, que comprende:

(A) una etapa de fermentacion de una fuente de carbono en un fermentador, con aporte de CO», realizada
con los conductos de ventilacion del fermentador cerrados de manera que el aporte de CO; esté sometido
al consumo de CO; por la cepa; seguida, antes del agotamiento total de la fuente de carbono, de

(B) una etapa de fermentacion de la fuente de carbono restante, sin aporte de CO, a fin de consumir el
COgz residual.

2. Procedimiento segun la reivindicaciéon 1, en el que, al principio de la etapa (A), el medio de fermentacién esta
saturado de COa.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la etapa (A) y/o la etapa (B) se desarrolla a
un pH en un intervalo de 6,0-7,0.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la etapa (A) y/o la etapa (B) se desarrolla a
un pH de 6,4-6,8.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la fuente de carbono es la glucosa, y en el
que:

- al principio de la etapa (A), el medio de fermentacion comprende 15-40 g/l de glucosa, y
- al principio de la etapa (B), el medio de fermentacion comprende 2-6 g/l de glucosa.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la cepa de Escherichia coli posee el
genotipo AadhE Aldh4 AiclR Aackpta PYC.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6, caracterizado porque la cepa de Escherichia coli es la cepa SBS550MG -
pHL413.

8. Procedimiento de obtencion de un acido succinico, que comprende:

- un procedimiento de produccion de &acido succinico y/o de iones succinato segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-7;

- llegado el caso, una acidificaciéon de los iones succinato en acido succinico; y
- una etapa de purificacion del acido succinico; y
- opcionalmente, una etapa de cristalizacién del acido succinico.

9. Procedimiento de obtencidon de acido succinico segun la reivindicacion 8, caracterizado porque la etapa de
purificacion del acido succinico es una purificacién etandlica.
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