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DESCRIPCIÓN

Células bacterianas que muestran actividad de formato deshidrogenasa para la fabricación de ácido succínico

La presente invención se refiere a bacterias para la fabricación de ácido succínico. La divulgación se refiere a una 
célula bacteriana del género Pasteurella que comprende un polipéptido heterólogo que tiene actividad de formato 
deshidrogenasa. Además, la presente invención también se refiere a un procedimiento para fabricar ácido succínico y 5
al uso de la célula bacteriana para la fabricación de ácido succínico.

La producción fermentativa de ácido succínico (AS) a partir de biomasa ya ha atraído una gran atención debido a que 
dicho ácido representa un constituyente importante de las resinas sintéticas o es una fuente de compuestos químicos 
valiosos adicionales de bajo peso molecular, en particular tetrahidrofurano (THF), 1,4-butanodiol (BDO), 
gamma-butirolactona (GBL) y pirrolidonas (documento WO-A-2006/066839).10

Se describió una bacteria productora de AS del rumen bovino por Lee y col., Appl Microbiol Biotechnol 58, 663-668. La 
bacteria es un bacilo o un cocobacilo gram negativo, mesofílico y capnofílico no móvil y no formador de esporas. El 
análisis filogenético basado en la secuencia de ARNr de 16S y el análisis fisiológico indicó que la cepa pertenece al 
género Mannheimia, como una nueva especie, y se ha denominado Mannheimia succiniciproducens MBEL55E. En 
condiciones de CO2 al 100 %, crece bien en el intervalo de pH de 6,0-7,5 y produce ácido succínico, ácido acético y 15
ácido fórmico a una proporción constante de 2:1:1. Cuando se cultivó M. succiniciproducens MBEL55E de manera 
anaerobia con saturación de CO2 con glucosa como fuente de carbono, se consumieron 19,8 g/l de glucosa y se 
produjeron 13,3 g/l de AS en 7,5 h de incubación. Cuando se introdujeron los genes homólogos fdhD y fdhE en esta 
cepa mediante un plásmido, se logró un aumento en la actividad de formato deshidrogenasa en las células 
bacterianas, dando lugar a una disminución en la producción de formato, pero también a una disminución en la 20
producción de succinato (documento US 2007/0042481 A1).

Un inconveniente significativo de dicho organismo es, sin embargo, su incapacidad para metabolizar el glicerol, que, 
como constituyente de los triacil gliceroles (TAG), llega a estar fácilmente disponible, por ejemplo, como subproducto 
en la reacción de transesterificación de la producción de biodiésel (Dharmadi y col., 2006, Biotech Bioeng 94, 
821-829).25

La producción fermentativa de ácido succínico a partir de glicerol se ha descrito en la bibliografía científica (Lee y col., 
2001, Biotech Bioeng 72, 41-48; Dharmadi y col., 2006, Biotech Bioeng 94, 821-829) y se logró con mayores 
rendimientos de glicerol [masa de AS producida/masa de materia prima consumida] que con azúcares comunes, tales 
como glucosa (Lee y col., 2001, Biotech Bioeng 72, 41-48). Sin embargo, el rendimiento espaciotemporal obtenido con 
el glicerol fue sustancialmente menor que con glucosa (0,14 frente a 1,0 g de AS/[l h]) y no se usó glicerol en bruto.30

Hay, por lo tanto, una necesidad de cepas bacterianas adicionales, que tengan la capacidad de producir ácidos 
orgánicos, en particular AS, a partir de glicerol. En particular, dichas cepas deberían producir dichos ácidos con una 
alta productividad a partir de glicerol, específicamente si puede usarse glicerol en bruto, por ejemplo, a partir de la 
purificación de biodiésel sin purificación previa.

El problema técnico subyacente a la presente invención puede verse como la provisión de medios y procedimientos 35
para satisfacer las necesidades anteriormente mencionadas. El problema técnico se resuelve por las realizaciones 
descritas en las reivindicaciones y más adelante en el presente documento.

La presente divulgación se refiere a una célula bacteriana del género Pasteurella que comprende un polipéptido 
heterólogo que tiene actividad de formato deshidrogenasa.

La expresión "célula bacteriana", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un organismo procariota, es 40
decir, una bacteria. Las bacterias pueden clasificarse basándose en sus propiedades bioquímicas y microbiológicas 
así como en su morfología. Estos criterios de clasificación se conocen bien en la técnica. La célula bacteriana citada de 
acuerdo con la presente divulgación es del género Pasteurella. Las bacterias del género Pasteurella son 
gram-negativas y anaeróbicas facultativas. Las especias de Pasteurella son inmóviles, pleiomórficas y a menudo 
positivas a catalasa y a oxidasa (Kuhnert y Christensen, 2008, ISBN 978-1-904455-34-9).45

Preferentemente, la célula bacteriana es una célula bacteriana de Pasteurella y, más preferentemente, una célula de la 
cepa DD1 de Pasteurella. Lo más preferentemente, la cepa DD1 de Pasteurella es la cepa bacteriana depositada 
según el Tratado de Budapest en el DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, GmbH), 
Alemania que tiene el número de depósito DSM 18541.

Las células de Pasteurella pueden aislarse a partir del tracto gastrointestinal de animales y, preferentemente, 50
mamíferos. La cepa bacteriana DD1 de Pasteurella, en particular, puede aislarse a partir del rumen bovino y es capaz 
de utilizar glicerol (incluyendo glicerol en bruto) como fuente de carbono. Preferentemente, dicha cepa tiene la 
capacidad de producir ácido succínico a partir de glicerol (incluyendo glicerol en bruto), en particular, en condiciones 
anaeróbicas. Además, la cepa DD1 de Pasteurella muestra al menos una de las siguientes características 
metabólicas:55
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a) producción de ácido succínico a partir de sacarosa; en particular, en condiciones anaeróbicas;
b) producción de ácido succínico a partir de D-fructosa; en particular, en condiciones anaeróbicas;
c) producción de ácido succínico a partir de D-galactosa; en particular, en condiciones anaeróbicas;
d) producción de ácido succínico a partir de D-manosa; en particular, en condiciones anaeróbicas;
e) producción de ácido succínico a partir de D-glucosa; en particular, en condiciones anaeróbicas;5
f) producción de ácido succínico a partir de D-xilosa; en particular, en condiciones anaeróbicas;
g) producción de ácido succínico a partir de L-arabinosa; en particular, en condiciones anaeróbicas;
h) no utilización de xilitol, inositol y sorbitol;
i) crecimiento en condiciones tanto aeróbicas como anaeróbicas;
j) crecimiento a concentraciones iniciales de glucosa de 75 g/l o más; 10
k) tolerancia al amoniaco.

En particular, dicha cepa muestra al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o todas estas características metabólicas 
mencionadas.

También preferentemente, la cepa DD1 de Pasteurella tiene un ADNr de 16S que tiene una secuencia de ácido 
nucleico tal como se muestra en SEC ID Nº: 7 o una secuencia que es al menos un 96, 97, 98, 99 o 99,9 % idéntica a 15
la misma y/o un ADNr de 23S que tiene una secuencia de ácido nucleico tal como se muestra en SEC ID Nº: 8 o una 
secuencia que muestra una homología de secuencia de al menos el 95, 96, 97, 98, 99 o 99,9 % con esta.

La identidad en valores porcentuales citada en conexión con los diversos polipéptidos o polinucleótidos que van a 
usarse para la célula bacteriana de la presente invención, preferentemente, se calcula como identidad de los restos 
sobre la longitud completa de las secuencias alineadas, tal como, por ejemplo, la identidad calculada (para secuencias 20
bastante similares) con la ayuda del programa needle del paquete de programas bioinformáticos EMBOSS (Versión 
5.0.0, http://emboss.sourceforge.net/what/) con los parámetros por defecto que son, por ejemplo, apertura de hueco 
(penalización por hueco abierto): 10,0, extensión de hueco (penalización por hueco extendido): 0,5, y archivo de datos 
(archivo de matriz de puntuación incluido en el paquete): EDNAFUL.

El término "heterólogo", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido que no aparece 25
naturalmente en la célula bacteriana, es decir, que no está codificado por los genes bacterianos endógenos o que no 
procede del procesamiento postraduccional a partir de un precursor polipeptídico que esté codificado por dichos genes 
bacterianos. Un polipéptido heterólogo, tal como se cita de acuerdo con la presente invención, por lo tanto, puede 
introducirse de manera exógena en la célula bacteriana. Como alternativa, el polipéptido heterólogo está codificado 
por un polinucleótido heterólogo que se ha introducido de manera exógena en la célula bacteriana. En este caso, el 30
polipéptido heterólogo se expresará a partir del polinucleótido heterólogo. Se entenderá que el polinucleótido 
heterólogo, preferentemente, comprende además de una secuencia de ácido nucleico de fase abierta de lectura que 
codifique el polipéptido heterólogo secuencias adicionales que sean necesarias para la expresión génica en bacterias. 
Dichas secuencias, preferentemente, incluyen una secuencia de control de la expresión, por ejemplo, un promotor que 
esté activo en Pasteurella, y una secuencia de terminación. El polinucleótido heterólogo que codifica el polipéptido 35
heterólogo puede introducirse de manera episómica mediante transformación de un plásmido episómico que 
comprende el polinucleótido heterólogo o puede integrarse en el genoma bacteriano mediante técnicas de 
recombinación de homólogos. Cómo introducir y lograr la expresión de polinucleótidos heterólogos en bacterias y, en 
particular, en Pasteurella se conoce bien por los expertos en la materia y se describe en detalle en otras partes de la 
presente memoria descriptiva.40

La célula bacteriana de la presente invención debe comprender un polipéptido heterólogo que tenga actividad de 
formato deshidrogenasa. La actividad de formato deshidrogenasa, tal como se entiende en el presente documento, se
refiere a la capacidad de un polipéptido para convertir formato en CO2. Esta reacción enzimática produce equivalentes 
redox, es decir, NADH. Los polipéptidos que tienen actividad de formato deshidrogenasa se conocen bien en la técnica 
(Ferry 1990, FEMS Microbiol Rev 7: 377-382). La actividad enzimática puede determinarse, preferentemente, tal como 45
se describe en Müller y col. (Müller 1978, Eur J Biochem 83: 485-498) o en los ejemplos adjuntos.

Preferentemente, dicho polipéptido heterólogo que tiene actividad de formato deshidrogenasa está codificado por un 
polinucleótido que comprende un ácido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste en:

a) un ácido nucleico que tiene una secuencia nucleotídica tal como se muestra en SEC ID Nº: 5 o 18;
b) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos tal como se muestra en SEC ID Nº: 6;50
c) un ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntico al ácido nucleico de a) o b); y
d) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 % idéntica a la 

secuencia de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

El término "polinucleótido", tal como se usa de acuerdo con la presente invención se refiere a una molécula de ácido 
nucleico que codifica un polipéptido que tiene la actividad biológica anteriormente mencionada. Un polinucleótido que 55
codifica un polipéptido que tiene la actividad biológica anteriormente mencionada se ha obtenido de acuerdo con la 
presente invención a partir de Candida boidinii o Wolinella succinogenis. Por lo tanto, el polinucleótido, 
preferentemente, comprende la secuencia de ácido nucleico mostrada en la SEC ID Nº: 5 que codifica el polipéptido 
que tiene una secuencia de aminoácidos tal como se muestra en la SEC ID Nº: 6 o una secuencia de ácido nucleico tal 
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como se muestra en la SEC ID Nº: 18. Debe entenderse que un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos 
tal como se muestra en SEC ID Nº: 6 también puede estar codificado por otros polinucleótidos debido al código 
genético degenerado. Además, el término "polinucleótido", tal como se usa de acuerdo con la presente invención 
abarca además variantes de los polinucleótidos específicos anteriormente mencionados. Dichas variantes pueden 
representar ortólogos, parálogos u otros homólogos del polinucleótido de la presente invención. Las variantes 5
polinucleotídicas, preferentemente, comprenden una secuencia de ácido nucleico caracterizada porque la secuencia 
puede proceder de las secuencias de ácido nucleico específicas anteriormente mencionadas mostradas en SEC ID Nº: 
5 o 18 por al menos una sustitución, adición y/o eliminación de nucleótidos mediante la cual la secuencia de ácido 
nucleico todavía codificaría un polipéptido que tenga la actividad tal como se especifica anteriormente. Las variantes 
también abarcan polinucleótidos que comprenden una secuencia de ácido nucleico que es capaz de hibridar las 10
secuencias de ácido nucleico específicas anteriormente mencionadas, preferentemente, en condiciones rigurosas de 
hibridación. Estas condiciones rigurosas se conocen por el trabajador experto y pueden encontrarse en Current 
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. Un ejemplo preferido para las condiciones 
de hibridación rigurosas son las condiciones de hibridación en cloruro de sodio/citrato de sodio (= SSC) 6 x a 
aproximadamente 45 °C, seguida de una o más etapas de lavado en SSC 0,2 x, SDS al 0,1 % y 50 a 65 °C. El 15
trabajador experto sabe que estas condiciones de hibridación difieren dependiendo del tipo de ácido nucleico y, por 
ejemplo, cuando hay presentes disolventes orgánicos, en referencia a la temperatura y concentración del tampón. Por 
ejemplo, en "condiciones de hibridación convencionales" la temperatura difiere dependiendo del tipo de ácido nucleico 
entre 42 °C y 58 °C en tampón acuoso con una concentración de SSC de 0,1 a 5 x (pH 7,2). Si hay presente disolvente 
orgánico en el tampón anteriormente mencionado, por ejemplo, formamida al 50 %, la temperatura en condiciones 20
convencionales es de aproximadamente 42 °C. Las condiciones de hibridación para ADN: Los híbridos de ADN son 
preferentemente, por ejemplo, SSC 0,1 X y 20 °C a 45 °C, preferentemente entre 30 °C y 45 °C. Las condiciones de 
hibridación para híbridos de ADN:ARN son, preferentemente, por ejemplo, SSC 0,1 x y 30 °C a 55 °C, preferentemente 
entre 45 °C y 55 °C. Las temperaturas de hibridación anteriormente mencionadas se determina, por ejemplo, para un 
ácido nucleico con aproximadamente 100 pb (= pares de bases) de longitud y un contenido de G + C del 50 % en 25
ausencia de formamida. El trabajador experto sabe cómo determinar las condiciones de hibridación necesarias 
mediante referencia a libros de texto, tales como el libro de texto mencionado anteriormente, o los siguientes libros de 
texto: Sambrook y col., 1989, "Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory; Hames y Higgins (Ed.) 1985, 
"Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach", IRL Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (Ed.) 1991, 
"Essential Molecular Biology: A Practical Approach", IRL Press at Oxford University Press, Oxford. Como alternativa, 30
las variantes de polinucleótidos pueden obtenerse mediante técnicas basadas en la PCR, tales como amplificación de 
ADN basada en cebadores oligonucleotídicos mixtos, es decir, usando cebadores degenerados contra dominios 
conservados de los polipéptidos de la presente divulgación. Los dominios conservados del polipéptido de la presente 
divulgación puede identificarse mediante una comparación de secuencia de la secuencia de ácido nucleico del
polinucleótido o la secuencia de aminoácidos del polipéptido de la presente divulgación con secuencias de otras 35
formato deshidrogenasas. Los oligonucleótidos adecuados como cebadores PCR así como las condiciones de PCR 
adecuadas se describen en los ejemplos adjuntos. Puede usarse, como molde, ADN o ADNc de bacterias, hongos, 
plantas o animales. Además, las variantes incluyen polinucleótidos que comprenden secuencias de ácido nucleico que 
son al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, 
al menos un 98 % o al menos un 99 % idénticas a las secuencias de ácido nucleico mostradas en SEC ID Nº: 5 o 18. 40
Además, también están abarcados polinucleótidos que comprenden secuencias de ácido nucleico que codifican 
secuencias de aminoácidos que son al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al 
menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % idénticas a las secuencias de aminoácidos 
mostradas en SEC ID Nº: 6. Los valores de porcentaje de identidad, preferentemente, se calculan sobre el aminoácido 
completo o región de secuencia de ácido nucleico. Hay disponible una serie de programas basados en una diversidad 45
de algoritmos para el experto en la materia para comparar diferentes secuencias. En este contexto, los algoritmos de 
Needleman y Wunsch o de Smith y Waterman proporcionan resultados particularmente fiables. Para llevar a cabo los 
alineamientos de secuencia, el programa PileUp (Feng y Doolittle, 1987, J Mol Evol 25, 351-360; Higgins y Sharp, 
1989, Comput Appl Biosci 5, 151-153) o los programas Gap y BestFit (Needleman y Wunsch, 1970, J Mol Biol 48, 
443-453; Smith y Waterman, 1981, J Mol Biol 147, 195-197), que son parte del paquete de programas informáticos 50
GCG [Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, EE.UU. 53711 (1991)], serán los 
empleados. Los valores de identidad de secuencia citados anteriormente en tanto por ciento (%) se determinarán, 
preferentemente, usando el programa GAP sobre la región de la secuencia completa con los siguientes ajustes: 
ponderación del hueco: 50, ponderación de la longitud: 3, coincidencia media: 10,000 y desemparejamiento medio: 
0,000, que, a menos que se especifique lo contrario, deberá usarse siempre como configuraciones por defecto para 55
alineamientos de secuencia. Debe entenderse que los polinucleótidos variantes anteriormente mencionados 
codificarán polipéptidos que tienen actividad de formato deshidrogenasa. Un polinucleótido que comprende un 
fragmento de cualquiera de las secuencias de ácido nucleico anteriormente mencionadas también está abarcado 
como un polinucleótido de la presente divulgación. El fragmento codificará un polipéptido que aún tenga la actividad 
especificada anteriormente. Por consiguiente, el polipéptido puede comprender o consistir en los dominios del 60
polipéptido de la presente divulgación que confiere dicha actividad biológica. Un fragmento tal como se entiende en el 
presente documento, preferentemente, comprende al menos 50, al menos 100, al menos 250 o al menos 500 
nucleótidos consecutivos de una cualquiera de las secuencias de ácido nucleico anteriormente mencionadas o codifica 
una secuencia de aminoácido que comprende al menos 20, al menos 30, al menos 50, al menos 80, al menos 100 o al 
menos 150 aminoácidos consecutivos de una cualquiera de las secuencias de aminoácidos anteriormente 65
mencionadas. Los polinucleótidos de la presente divulgación consisten esencialmente en las secuencias de ácido 
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nucleico anteriormente mencionadas o comprenden las secuencias de ácido nucleico anteriormente mencionadas. Por 
lo tanto, también pueden contener secuencias de ácido nucleico adicionales. Específicamente, los polinucleótidos de 
la presente divulgación pueden codificar proteínas de fusión en los que un compañero de la proteína de fusión es un 
polipéptido que está codificado por una secuencia de ácido nucleico citada anteriormente. Dichas proteínas de fusión 
pueden comprender como parte adicional las denominadas "etiquetas" que pueden servir como marcador o como 5
medida auxiliar con fines de purificación. Las etiquetas para los diferentes fines se conocen bien en la técnica y 
comprenden las etiquetas FLAG, las etiquetas 6-histidina, etiquetas MYC y similares. El polinucleótido, 
preferentemente, es ADN o ARN. El término abarca polinucleótidos tanto monocatenarios como bicatenarios. Además, 
también están comprendidos polinucleótidos químicamente modificados que incluyen polinucleótidos de origen natural 
modificados o artificiales modificados.10

El polinucleótido heterólogo anteriormente mencionado puede introducirse en la célula bacteriana mediante 
transformación usando un vector adecuado. Los vectores adecuados, preferentemente, abarcan vectores de fago o 
plásmido así como cromosomas artificiales, tales como cromosomas artificiales bacterianos. Además, el término se 
refiere también a dirigir construcciones que permiten la integración al azar o de sitio dirigido de la construcción de 
direccionamiento en ADN genómico. Dichas construcciones diana, preferentemente, comprenden ADN de suficiente 15
longitud para recombinación homóloga o heteróloga con el genoma bacteriano. El vector, preferentemente, 
comprende al menos uno de los polinucleótidos heterólogos citados en el presente documento. Debe entenderse que 
el vector también puede comprender dos o incluso tres polinucleótidos heterólogos citados anteriormente y más 
adelante en el presente documento. Preferentemente, el vector comprende además marcadores de selección para la 
propagación y/o selección en la célula bacteriana. El vector puede incorporarse en una célula hospedadora mediante 20
diversas técnicas bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, puede introducirse un vector de plásmido en un 
precipitado, tal como un precipitado de fosfato de calcio o un precipitado de cloruro de rubidio, o en un complejo con un 
lípido cargado o en agrupaciones basadas en carbono, tales como fulerenos. Como alternativa, puede introducirse un 
vector mediante técnicas de choque térmico o de electroporación. El vector, preferentemente, comprende además 
secuencias de control de la expresión que permiten la expresión en las células bacterianas de Pasteurella. Además, el 25
vector, preferentemente, comprende además secuencias reguladoras que aseguran el inicio de la transcripción y, 
opcionalmente, señales de poli-A que aseguran la terminación de la transcripción y la estabilización del transcrito. Los 
posibles elementos reguladores que permiten la expresión en células bacterianas comprenden, por ejemplo, los 
promotores lac, trp o tac. Los vectores preferidos para su uso en especies de Pasteurella se seleccionan del grupo que 
consiste en: pSacB, pJFF224.30

Ventajosamente, se ha descubierto en los estudios subyacentes a la presente invención que mediante la introducción 
de una formato deshidrogenasa en las células bacterianas citadas anteriormente, puede aumentarse 
significativamente la producción de ácido succínico. Debido a la presencia de formato deshidrogenasa, se producen 
equivalentes redox en una cantidad suficiente para aumentar la producción de ácido succínico dependiente de NADH. 
Según la presente invención, se ha descubierto que puede usarse ventajosamente una célula bacteriana tal como se 35
describe en el presente documento para la fabricación de ácido succínico, preferentemente a escala industrial.

En una divulgación adicional de la célula bacteriana de la presente memoria descriptiva, dicha célula bacteriana tiene 
actividad de lactato deshidrogenasa reducida.

En una divulgación adicional más de la célula bacteriana de la presente memoria descriptiva, dicha célula bacteriana 
tiene actividad de lactato deshidrogenasa reducida y de piruvato formato liasa reducida.40

La expresión "actividad de lactato deshidrogenasa reducida" y la expresión "actividad de lactato deshidrogenasa 
reducida y de piruvato formato liasa reducida" abarcan una célula bacteriana modificada que no tiene actividad de 
lactato deshidrogenasa detectable o no lactato deshidrogenasa detectable y que no tiene actividad de piruvato formato 
liasa detectable. Además, el término abarca una célula bacteriana que tiene una actividad de lactato deshidrogenasa 
significativamente reducida o actividad de lactato deshidrogenasa significativamente reducida y actividad de piruvato 45
liasa reducida cuando se compara con una célula bacteriana que muestra niveles de actividad de lactato 
deshidrogenasa y niveles de actividad de piruvato formato liasa fisiológicos cuando se comparan con una célula 
bacteriana que muestra niveles de actividad fisiológicos de dichas enzimas. Si una reducción es significativa puede 
determinarse mediante procedimientos estadísticos bien conocidos para los expertos en la materia. Las células 
bacterianas que son deficientes en lactato deshidrogenasa o que son deficientes en actividad de lactato 50
deshidrogenasa y de piruvato formato liasa pueden ser de origen natural, es decir, debido a mutaciones espontáneas. 
Una célula bacteriana puede modificarse para que carezca de o para que tenga actividad de lactato deshidrogenasa 
significativamente reducida o actividad de lactato deshidrogenasa y de piruvato formato liasa significativamente 
reducidas mediante diversas técnicas. Preferentemente, dichas células bacterianas pueden obtenerse mediante 
tratamiento químico o radiación. Para este fin, las células bacterianas se tratarán con, por ejemplo, un agente químico 55
mutagénico, rayos X, o luz UV. En una etapa posterior, se seleccionarán aquellas células bacterianas que carezcan de 
actividad de lactato deshidrogenasa o de lactato deshidrogenasa y de piruvato formato liasa o que tengan al menos 
una actividad de lactato deshidrogenasa y de piruvato formato liasa reducida. Las células bacterianas también pueden 
obtenerse mediante técnicas de recombinación de homólogos que tienen por objeto mutar, alterar o extraer el gen de 
lactato deshidrogenasa o los genes de actividad de lactato deshidrogenasa y de piruvato formato liasa en el genoma 60
de la célula bacteriana. A continuación, se describe una técnica preferida para recombinación, en particular, para 
introducir mutaciones o para eliminar secuencias.
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Esta técnica se cita en ocasiones en el presente documento como la "recombinación de Campbell" (Leenhouts y col., 
1989, Appl Env Microbiol 55, 394-400). "Recombinante tipo Campbell por integración", tal como se usa en el presente 
documento, se refiere a un transformante de una célula hospedadora original en la que una molécula de ADN 
bicatenario circular completa (por ejemplo, un plásmido) se ha integrado en un cromosoma mediante un solo suceso 
de recombinación de homólogos (un suceso de cruce por introducción), y que da como resultado de manera eficaz la 5
inserción de una versión linearizada de dicha molécula de ADN circular en una primera secuencia de ADN del 
cromosoma que es homólogo a una primera secuencia de ADN de dicha molécula de ADN circular. "Recombinada tipo 
Campbell por integración" se refiere a la secuencia de ADN linearizada que se ha integrado en el cromosoma de un 
transformante "recombinante tipo Campbell por integración". Un "recombinante tipo Campbell por integración" 
contiene una duplicación de la primera secuencia de ADN homólogo, incluyendo y rodeando cada una de sus copias 10
una copia del punto de sobrecruzamiento de recombinación de homólogos.

"Recombinante tipo Campbell por eliminación", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una célula que 
desciende de un transformante "Campbell In", en el que ha sucedido un segundo evento de recombinación de 
homólogos (un suceso de cruzamiento) entre una segunda secuencia de ADN que está contenida en el ADN insertado 
linearizado del ADN "recombinado tipo Campbell por integración", y una segunda secuencia de ADN de origen 15
cromosómico, que es homóloga a la segunda secuencia de ADN de dicha inserción linearizada, dando como resultado 
el segundo evento de recombinación en la eliminación (eliminación rápida) de una parte de la secuencia de ADN 
integrada, pero, de manera importante, dando también como resultado que una porción (puede ser tan pequeña como 
una sola base) del ADN recombinado tipo Campbell por integración permanezca en el cromosoma, de tal forma que en 
comparación con la célula hospedadora original, la célula "recombinante tipo Campbell por eliminación" contiene uno o 20
más cambios intencionales en el cromosoma (por ejemplo, una sustitución de una sola base, sustituciones de múltiples 
bases, inserción de un gen o secuencia de ADN heteróloga, inserción de una copia o copias adicionales de un gen 
homólogo o de un gen homólogo modificado, o la inserción de una secuencia de ADN que comprende más de uno de 
estos ejemplos anteriormente mencionados enumerados anteriormente). Una célula "recombinante tipo Campbell por 
eliminación", preferentemente, se obtiene mediante una contraselección contra un gen que está contenido en una 25
porción (la porción que se desea eliminar rápidamente) de la secuencia de ADN "recombinada tipo Campbell por 
integración", por ejemplo, el gen sacB de Bacillus subtilis, que es letal cuando se expresa en una célula que se cultiva 
en presencia de sacarosa a aproximadamente el 5 % a 10 %. Ya sea con o sin una contraselección, una célula 
"recombinante tipo Campbell por eliminación" deseada puede obtenerse o identificarse mediante la selección de la 
célula deseada, usando cualquier fenotipo seleccionable, tal como, pero sin limitación, morfología de la colonia, color 30
de la colonia, presencia o ausencia de resistencia a antibióticos, presencia o ausencia de una secuencia de ADN dada 
mediante reacción en cadena de la polimerasa, presencia o ausencia de auxotrofia, presencia o ausencia de una 
enzima, hibridación de ácido nucleico de la colonia, selección de anticuerpos, etc. Los términos "recombinante tipo 
Campbell por integración" y "recombinante tipo Campbell por eliminación" también pueden usarse como verbos en 
diversos tiempos para referirse al procedimiento descrito anteriormente.35

Se entiende que los sucesos de recombinación de homólogos que dan lugar a un "recombinante tipo Campbell por 
integración" o a un "recombinante tipo Campbell por eliminación" pueden suceder en una diversidad de bases de ADN 
dentro de la secuencia de ADN homólogo, y ya que las secuencias homólogas serán idénticas entre sí para al menos 
parte de este intervalo, normalmente no es posible especificar exactamente dónde tuvo lugar el evento de 
sobrecruzamiento. En otras palabras, no es posible especificar con precisión qué secuencia era originalmente del ADN 40
insertado, y cual era originalmente del ADN cromosómico. Además, la primera secuencia de ADN homóloga y la 
segunda secuencia de ADN homóloga se separan normalmente por una región de no homología parcial, y es esta
región de no homología la que permanece depositada en un cromosoma de la célula "recombinante tipo Campbell por 
eliminación".

Preferentemente, la primera y la segunda secuencia de ADN son de al menos 200 pares de bases de longitud, y 45
pueden tener hasta varios cientos de pares de bases de longitud. Sin embargo, se puede hacer funcionar el 
procedimiento con secuencias más largas o más cortas. Por ejemplo, una longitud de la primera y la segunda 
secuencia homóloga puede variar desde aproximadamente 500 hasta 2000 bases, y la obtención de un "recombinante 
tipo Campbell por eliminación" a partir de un "recombinante tipo Campbell por integración" se facilita disponiendo que 
la primera y la segunda secuencia homóloga sean aproximadamente de la misma longitud, preferentemente con una 50
diferencia de menos de 200 pares de bases y más preferentemente siendo la más corta de las dos al menos un 70 % 
de la longitud de la más larga en pares de bases.

Se ha descubierto en los estudios subyacentes a la presente invención que la producción AS aumenta aun más en 
células bacterianas que carecen de actividad de lactato deshidrogenasa o que carecen de actividad de lactato 
deshidrogenasa y de piruvato formato liasa.55

Una lactato deshidrogenasa preferida tal como se cita de acuerdo con la presente invención está codificada por un 
polinucleótido que comprende un ácido nucleico seleccionado del grupo que consiste en:

a) un ácido nucleico que tiene una secuencia nucleotídica tal como se muestra en SEC ID Nº: 20;
b) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos tal como se muestra en SEC ID Nº: 21;
c) un ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntico al ácido nucleico de a) o b); y60
d) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 % idéntica a la secuencia 
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de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

Una piruvato formato liasa preferida tal como se cita de acuerdo con la presente invención está codificada por un 
polinucleótido que comprende un ácido nucleico seleccionado del grupo que consiste en:

a) un ácido nucleico que tiene una secuencia nucleotídica tal como se muestra en SEC ID Nº: 22;
b) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos tal como se muestra en SEC ID Nº: 23;5
c) un ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntico al ácido nucleico de a) o b); y
d) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 % idéntica a la secuencia 
de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

En una divulgación adicional, la célula bacteriana de la presente memoria descriptiva debe comprender un polipéptido 
heterólogo que tenga actividad de isocitrato liasa. La actividad de isocitrato liasa, tal como se entiende en el presente 10
documento, se refiere a la capacidad de un polipéptido para convertir isocitrato en succinato y glioxilato. Los 
polipéptidos que tienen actividad de isocitrato liasa se conocen bien en la técnica (Robertson 1987, Curr Microbiol 14: 
347-350). La actividad enzimática puede determinarse, preferentemente, tal como se describe en Watanabe y col. 
(Watanabe 2001, Biosci Biotechnol Biochem 65: 1095-1103) o en los ejemplos adjuntos.

Preferentemente, dicho polipéptido heterólogo que tiene actividad de isocitrato liasa está codificado por un 15
polinucleótido que comprende un ácido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste en:

a) un ácido nucleico que tiene una secuencia nucleotídica tal como se muestra en SEC ID Nº: 1;
b) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos tal como se muestra en SEC ID Nº: 2;
c) un ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntico al ácido nucleico de a) o b); y
d) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 % idéntica a la secuencia 20
de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

Las definiciones del término "polinucleótido" efectuadas anteriormente se aplican de manera correspondiente. 
Específicamente, el polinucleótido comprenderá una secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene 
la actividad biológica anteriormente mencionada. Un polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene la actividad 
biológica anteriormente mencionada se ha obtenido de acuerdo con la presente divulgación a partir de Salmonella 25
typhimurium o de Yersinia molaretii. Por lo tanto, el polinucleótido, preferentemente, comprende la secuencia de ácido 
nucleico mostrada en la SEC ID Nº: 1 que codifica el polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos tal como se 
muestra en la SEC ID Nº: 2. Debe entenderse que un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos tal como se 
muestra en SEC ID Nº: 2 también puede estar codificado por otros polinucleótidos debido al código genético 
degenerado. Las definiciones de polinucleótidos variantes o de polinucleótidos que comprenden un fragmento de los 30
polinucleótidos anteriormente mencionados efectuadas anteriormente se aplican de manera correspondiente a 
polinucleótidos variantes que codifican un polipéptido que tiene actividad de isocitrato liasa.

La célula bacteriana de la presente memoria descriptiva, en otra divulgación, debe comprender un polipéptido 
heterólogo que tiene actividad de malato sintasa. La actividad de malato sintasa tal como se entiende en el presente 
documento se refiere a la capacidad de un polipéptido para convertir glioxilato en malato. Esta reacción enzimática 35
depende de acetil-CoA. Los polipéptidos que tienen actividad de malato sintasa se conocen bien en la técnica 
(Sundaram 1980, Arch Biochem Biophys 199: 515-525). La actividad enzimática puede determinarse, 
preferentemente, tal como se describe en Eggerer y Klette (Eggerer 1967, Eur J Biochem 1: 447-475) o Durchschlag y 
col. (Durchschlag 1981, Eur J Biochem 114: 255-262) o en los ejemplos adjuntos.

Preferentemente, dicho polipéptido heterólogo que tiene actividad de malato sintasa está codificado por un 40
polinucleótido que comprende un ácido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste en:

a) un ácido nucleico que tiene una secuencia nucleotídica tal como se muestra en SEC ID Nº: 3;
b) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos tal como se muestra en SEC ID Nº: 4;
c) un ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntico al ácido nucleico de a) o b); y
d) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 % idéntica a la secuencia 45
de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

Las definiciones del término "polinucleótido" efectuadas anteriormente se aplican de manera correspondiente. 
Específicamente, el polinucleótido comprenderá una secuencia de ácido nucleico que codifica un polipéptido que tiene 
la actividad biológica anteriormente mencionada. Un polinucleótido que codifica un polipéptido que tiene la actividad 
biológica anteriormente mencionada se ha obtenido de acuerdo con la presente memoria descriptiva a partir de 50
Salmonella typhimurium o de Yersinia molaretii. Por lo tanto, el polinucleótido, preferentemente, comprende la 
secuencia de ácido nucleico mostrada en la SEC ID Nº: 3 que codifica el polipéptido que tiene una secuencia de 
aminoácidos tal como se muestra en la SEC ID Nº: 4. Debe entenderse que un polipéptido que tiene una secuencia de 
aminoácidos tal como se muestra en SEC ID Nº: 4 también puede estar codificado por otros polinucleótidos debido al 
código genético degenerado. Las definiciones de polinucleótidos variantes o de polinucleótidos que comprenden un 55
fragmento de los polinucleótidos anteriormente mencionados efectuadas anteriormente se aplican de manera 
correspondiente a polinucleótidos variantes que codifican un polipéptido que tiene actividad de malato sintasa.
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La producción de ácido succínico podría aumentarse más expresando una o ambas de las enzimas anteriormente 
mencionadas (isocitrato liasa y/o malato sintasa). Debido a la expresión de las enzimas, se estabilizará una derivación 
de glioxilato en las células bacterianas de Pasteurella que normalmente carecen de estas enzimas. Dicha derivación 
de glioxilato potenciará la producción de ácido succínico y evitará pérdidas debido al CO2 como resultado del ciclo del 
ácido cítrico.5

Además, En otra divulgación de la célula bacteriana de la presente memoria descriptiva, dicha célula bacteriana es 
deficiente en alcohol deshidrogenasa.

La expresión "deficiente en alcohol deshidrogenasa" se refiere a una célula bacteriana que o bien no tiene actividad de 
alcohol deshidrogenasa detectable o al menos una actividad de alcohol deshidrogenasa significativamente reducida 
cuando se compara con una célula bacteriana que muestra niveles de actividad fisiológicos de alcohol 10
deshidrogenasa. Si una reducción es significativa puede determinarse mediante procedimientos estadísticos bien 
conocidos para los expertos en la materia. Las células bacterianas que son deficientes en alcohol deshidrogenasa 
pueden ser de origen natural, es decir, debido a mutaciones espontáneas. Puede modificarse una célula bacteriana 
para que carezca o para que tenga actividad de alcohol deshidrogenasa significativamente reducida mediante diversas 
técnicas que se describen en detalle anteriormente para células bacterianas que sean deficientes en lactato 15
deshidrogenasa.

Una alcohol deshidrogenasa preferida de acuerdo con la invención está codificada por una secuencia de ácido 
nucleico seleccionada del grupo que consiste en:

a) un ácido nucleico que tiene una secuencia nucleotídica tal como se muestra en SEC ID Nº: 15;
b) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos tal como se muestra en SEC ID Nº: 16;20
c) un ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntico al ácido nucleico de a) o b); y
d) un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 % idéntica a la secuencia 
de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

Se ha descubierto en los estudios subyacentes a esta memoria descriptiva que una célula bacteriana que expresa 
formato deshidrogenasa que carece de alcohol deshidrogenasa también permite la producción aumentada de ácido 25
succínico. Además, la cantidad de etanol no deseada en dichas células se reduce de manera significativa.

Finalmente, la presente invención se refiere a un procedimiento para fabricar AS que comprende

i) cultivar una célula bacteriana de la presente divulgación en condiciones de cultivo adecuadas; y
ii) obtener AS a partir de las células bacterianas cultivadas.

La expresión "ácido succínico" (AS) tiene que entenderse en su sentido más amplio y también abarca sales del mismo, 30
tales como por ejemplo sales de metales alcalinos, como sales de Na y K, o sales alcalinotérreas, como sales de Mg y 
Ca, o sales de amonio; o anhídridos de dichos ácidos.

Las condiciones de cultivo adecuadas y las técnicas para obtener el AS para aplicarse en el procedimiento de la 
presente memoria descriptiva, es decir, el proceso fermentativo para la producción de AS, son los siguientes:

la célula bacteriana de la presente divulgación, preferentemente, se incuba en un medio que contiene una fuente 35
de carbono que puede asimilarse y cultivarse a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 10 a 60 o de 
20 a 50 o de 30 a 45 °C a un pH de 5,0 a 9,0 o de 5,5 a 8,0 o de 6,0 a 7,0 en presencia de dióxido de carbono.

Preferentemente, se produce AS en condiciones anaerobias. Las condiciones anaerobias puede establecerse 
mediante técnicas convencionales, tales como, por ejemplo, desgasificando los constituyentes del medio de reacción y 
manteniendo condiciones anaerobias introduciendo dióxido de carbono o de nitrógeno o mezclas de los mismos y 40
opcionalmente hidrógeno a un caudal de, por ejemplo, 0,1 a 1 o de 0,2 a 0,5 vvm. Las condiciones aerobias puede 
establecerse mediante técnicas convencionales, tales como por ejemplo introduciendo aire u oxígeno a un caudal de, 
por ejemplo, 0,1 a 1 o de 0,2 a 0,5 vvm. En caso de que sea adecuado, puede aplicarse una ligera sobrepresión de 10 
a 150 kPa en el procedimiento.

La fuente de carbono asimilable se selecciona preferentemente entre glicerol, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, 45
D-galactosa, D-manosa y mezclas de los mismos o composiciones que contienen al menos uno de dichos 
compuestos, o se selecciona entre productos de descomposición de almidón, celulosa, hemicelulosa y/o lignocelulosa.

La concentración inicial de la fuente de carbono asimilable, preferentemente, se ajusta a un valor en el intervalo de 5 a 
100 g/l y puede mantenerse en dicho intervalo durante el cultivo.

El pH del medio de reacción puede controlarse mediante la adición de bases adecuadas, tales como, por ejemplo, 50
hidróxido de amonio en forma de una solución acuosa a al menos el 5 % (p/v) o más concentrada (hasta saturación) de 
amoniaco o amoniaco gaseoso u otras bases.

Las condiciones particularmente preferidas para producir AS son:
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Fuente de carbono: Glucosa o glicerol (incluyendo glicerol en bruto)
Temperatura: 30 a 45 °C,
pH: 5,5 a 7,0
Gas suministrado: CO2

La expresión "glicerol en bruto" debe entenderse como una corriente que contiene glicerol no tratado tal como se 5
obtiene en procedimientos en las que el glicerol es un subproducto, tales como, por ejemplo, la producción de biodiésel 
o de bioetanol. A menos que se afirme lo contrario, el término "glicerol", tal como se usa en el presente documento 
también abarca "glicerol en bruto".

Las condiciones preferidas adecuadas se derivarán de los ejemplos y figuras adjuntos.

El ácido succínico y/o las sales de SA producidas, preferentemente, se obtienen mediante procedimientos conocidos 10
en la técnica, tales como, por ejemplo, cristalización, filtración, electrodiálisis, cromatografía. Por ejemplo, pueden 
aislarse precipitando como producto de succinato de calcio en el fermentador durante la fermentación usando 
hidróxido, óxido, carbonato o hidrogenocarbonato de calcio para la neutralización y filtración del precipitado.

El producto de AS deseado se recupera a partir del calcio o succinato precipitado mediante acidificación del succinato 
con ácido sulfúrico seguido de filtración para eliminar el sulfato de calcio (yeso) o que se precipita. La solución 15
resultante puede purificarse adicionalmente mediante cromatografía de intercambio iónico para eliminar los iones 
residuales no deseados.

Otra divulgación de la presente memoria descriptiva se refiere a un procedimiento para la producción de AS y/o sales 
de AS, en particular sales de amonio, comprendiendo dicho procedimiento la producción fermentativa de AS, tal como 
se define anteriormente y controlando el pH con una base adecuada, en particular una base inorgánica, como 20
amoniaco, o una solución acuosa de la misma.

Otra divulgación de la memoria descriptiva se refiere a un procedimiento para la producción de tetrahidrofurano (THF) 
y/o 1,4-butanodiol (BDO) y/o gamma-butirolactona (GBL) que comprende

a) la producción fermentativa de AS y/o sales de AS, por ejemplo, sales de amonio, tal como se definen 
anteriormente, y25
b1) bien la hidrogenación catalítica del ácido libre obtenido a THF y/o BDO y/o GBL o
b2) la esterificación química de AS libre obtenido y/o sales de amonio de SA en su correspondiente éster de 
di-alquilo inferior y la posterior hidrogenación catalítica en THF y/o BDO y/o GBL.

Alquilo inferior representa preferentemente una cadena C1-C6- lineal o ramificada, preferentemente un resto de alquilo 
C1-C4, en particular metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, así como n-pentilo y 30
n-hexilo y análogos ramificados de los mismos.

Otra divulgación de la memoria descriptiva se refiere a un procedimiento para la producción de pirrolidonas que 
comprende

a) la producción fermentativa de sales de amonio de AS tal como se definen anteriormente, y
b) la conversión química de sales de amonio de AS en pirrolidonas de una manera conocida en sí, por ejemplo, tal 35
como se describe en el documento WO-A-2006/066839.

En una divulgación adicional, dicho glicerol, que se usa como fuente de carbono asimilable, es glicerol en bruto.

Más detalles de la hidrogenación directa de AS:

las condiciones experimentales adicionales para llevar a cabo la hidrogenación catalítica directa se conocen bien, y 
por ejemplo, se describen en el documento US 4.550.185.40

EL AS se hidrogena de una manera conocida en sí usando procedimientos, aparatos y auxiliares, tales como 
disolventes, familiares para los expertos en la materia. En particular, se lleva a cabo una hidrogenación continua o por 
lotes de fase líquida en presencia de un catalizador heterogéneo adecuado para la hidrogenación ácida. Los 
parámetros óptimos del procedimiento pueden establecerse por el experto en la materia sin un esfuerzo inaceptable. 
Por ejemplo, la temperatura de reacción se encuentra dentro del intervalo de aproximadamente 100 a 45
aproximadamente 300 °C, preferentemente en el intervalo de aproximadamente 130 a 285 °C, y la presión es de 
aproximadamente 2000 a 35000 kPa, por ejemplo, de 10000 a 25000 kPa. Los catalizadores usables para la reacción 
de hidrogenación se conocen por los expertos en la materia. Por ejemplo, pueden usarse diversos catalizadores de 
paladio/renio/carbono. Los disolventes usables para la reacción de hidrogenación se conocen por los expertos en la 
materia. Por ejemplo, puede usarse un medio disolvente acuoso.50

Más detalles acerca de la esterificación de AS seguida de hidrogenación:

las condiciones experimentales adecuadas para llevar a cabo la esterificación química, seguida de hidrogenación 
catalítica directa se conocen bien, y por ejemplo, se describen en la Solicitud de Patente Europea 06007118.0.
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a) Procedimiento de esterificación:

El procedimiento de esterificación que puede comprender una destilación reactiva puede llevarse a cabo usando un 
aparato conocido en sí con diversos diseños.

Por ejemplo, puede usarse una planta de esterificación que se opere de modo continuo la cual comprende una 
columna de rectificación con un número adecuado de etapas teóricas logradas mediante la instalación de bandejas o 5
empaquetamientos. La carga acuosa que comprende la sal de amonio de AS se alimenta en la parte superior de la 
columna a partir de un vaso de depósito tan pronto como se ha formado un perfil de temperatura de estado 
estacionado en la columna como resultado de la alimentación de etanol que se evapora en el bucle evaporador 
adyacente al sumidero de la columna. La reacción forma un flujo contracorriente de líquido descendente que contiene 
sal de amonio y condensado, y una fase de vapor ascendente que contiene alcanol. Para catalizar la reacción de 10
esterificación, puede añadirse un catalizador homogéneo a la carga inicial de sal de amonio. Como alternativa, pueden 
proporcionarse los catalizadores heterogéneos en la parte interna de la columna. El éster carboxílico formado es 
líquido en las condiciones del procedimiento y pasa a través del extremo inferior de la columna al sumidero de la 
columna de destilación y se extrae de manera continua del sumidero. Los componentes gaseosos, por ejemplo, 
mezclas azeotrópicas que comprende alcano-agua y/o amoniaco, se extraen de la columna de reacción y por tanto 15
forman el equilibrio de reacción en la parte superior de la columna.

Pueden incorporarse modificaciones adicionales de las divulgaciones específicas anteriormente descritas por los 
expertos en la materia sin un esfuerzo inaceptable.

Los intervalos adecuados para los parámetros del procedimiento para el procedimiento de esterificación pueden 
determinarse fácilmente por el experto en la materia dependiendo de la configuración del aparato usado, por ejemplo, 20
el tipo de componentes internos de la columna usados, el tipo y la cantidad de los reactivos, el tipo y la cantidad del 
catalizador usado en caso adecuado. Por ejemplo, sin restringirse a los mismos, pueden ajustarse parámetros 
individuales dentro de los siguientes intervalos de parámetros:

Temperatura de la columna: 0-300 °C, en particular 40-250 °C, o 70-200 °C
Presión: de 10 a 600 kPa, en particular presión estándar25
Tiempo de residencia: unos pocos segundos (por ejemplo de 1 a 60) hasta días (por ejemplo, de 1 a 5), en 
particular desde unos pocos minutos (por ejemplo, de 1 a 60) hasta unas pocas horas (por ejemplo, de 1 a 15), más 
preferentemente desde unos pocos minutos (por ejemplo, de 5 a 20) hasta 2 h.

b) Procedimiento de hidrogenación

Los ésteres de AS preparados de acuerdo con la divulgación se hidrogenan de un modo conocido en sí usando 30
procedimientos, aparatos y auxiliares, tales como catalizadores, familiares para los expertos en la materia.

En particular, se lleva a cabo una hidrogenación continua o por lotes de fase gaseosa en presencia de un catalizador 
heterogéneo adecuado para la hidrogenación estérica. Los parámetros óptimos del procedimiento pueden 
establecerse por el experto en la materia para el éster particular sin un esfuerzo inaceptable. Por ejemplo, la 
temperatura de reacción se encuentra dentro del intervalo de aproximadamente 100 a aproximadamente 300 °C, 35
preferentemente en el intervalo de aproximadamente 200 a 280 °C, y la presión es de aproximadamente 500 a 10000 
kPa, por ejemplo, de 1000 a 5000 kPa. La relación molar de reactivo a hidrógeno se ajusta dentro del intervalo de 
aproximadamente 1:100 a aproximadamente 1:2000, por ejemplo, de 1:800 a 1:1500.

Los catalizadores usables para la reacción de hidrogenación desvelada se conocen por los expertos en la materia. Por 
ejemplo, pueden usarse varios catalizadores de cobre. La técnica anterior describe, por ejemplo, el uso de 40
catalizadores de cromito de cobre reducidos que pueden obtenerse con el nombre 85/1 de Davy Process Technology 
Ltd., Inglaterra. Sin embargo, los catalizadores particularmente adecuados de acuerdo con la divulgación son 
catalizadores de óxido de cobre soportados, aplicándose el óxido de cobre a materiales de soporte de alúmina o sílice. 
Los ejemplos de la hidrogenación de ésteres succínicos a BDO (1,4-butanodiol)/GBL (gamma butirlactona)/THF con 
catalizadores de cobre también se conocen bien en la técnica.45

La fermentación, tal como se usa de acuerdo con la presente divulgación puede llevarse a cabo en fermentadores 
agitados, columnas de burbujeo y reactores de bucle. Los tipos de procedimiento posibles incluyendo tipos de agitador 
y diseños geométricos se conocen bien en la técnica y pueden encontrarse en libros de texto convencionales. En el 
procedimiento, las variantes típicas disponibles son las siguientes variables conocidas por los expertos en la materia o 
explicadas, por ejemplo, en un libro de texto convencional (Chmiel H, Hammes WP, Bailey JE, 1987, "Biochemical 50
engineering. A challenge for interdisciplinary cooperation.", ISBN: 3-437-30574-3.), tales como fermentación por lotes, 
lotes alimentados, lotes alimentados repetidos o continua con y sin reciclado de la biomasa. Dependiendo de la cepa 
de producción, burbujeando con aire, oxígeno, dióxido de carbono, hidrógeno, nitrógeno o mezclas adecuadas de gas 
pueden/tienen que efectuarse en orden para lograr buenos rendimientos.

Antes de la conversión química en el caldo de fermentación en el procedimiento de acuerdo con la divulgación, puede 55
pretratarse el caldo de fermentación; por ejemplo, puede eliminarse la biomasa del caldo. Los procedimientos para 
eliminar la biomasa se conocen por los expertos en la técnica, por ejemplo, filtración, sedimentación y flotación. Por 
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consiguiente, puede retirarse la biomasa, por ejemplo, con centrifugadoras, separadores, decantadores, filtros o en 
aparatos de flotación. Para la máxima recuperación del producto valioso, a menudo es aconsejable el lavado de la 
biomasa, por ejemplo, en forma de una diafiltración. La selección del procedimiento depende del contenido de biomasa 
en el caldo fermentador y de las propiedades de la biomasa, y también de la interacción de la biomasa con el producto 
de valor. En una divulgación, puede esterilizarse o pasteurizarse el caldo de fermentación.5

En una divulgación adicional, se concentra el caldo de fermentación. Dependiendo de las necesidades, esta 
concentración puede llevarse a cabo de manera por lotes o continua. El intervalo de presión y temperatura debe 
seleccionarse de tal forma que en primer lugar no se produce daño al producto, y en segundo lugar se necesita un uso 
mínimo del aparato y de energía. La selección experta de los niveles de presión y temperatura para una evaporación 
en múltiples etapas, en particular, permite ahorrar costes.10

La expresión "caldo de fermentación" se entiende que significa una solución acuosa que se basa en un procedimiento 
fermentativo y que no se ha trabajado o se ha trabajado, por ejemplo, tal como se describe en el presente documento.

En cuanto a los aparatos, pueden usarse tanques agitados, evaporadores de película descendente, evaporadores de 
película fina, evaporadores ultrarrápidos de circulación forzada y otros tipos de evaporadores en un modo de 
circulación natural o forzada.15

Figuras:

Figura 1: Un mapa esquemático del plásmido pSacB.

Figura 2: Un mapa esquemático del plásmido pSacB (delta IdhA) (lactato deshidrogenasa).

Figura 3: Un mapa esquemático del plásmido pSacB (delta pflD) (piruvato formato liasa).

Figura 4: Un mapa esquemático de un plásmido de expresión pJFF224 (icl ms Y.m) para la expresión del operón 20
desviado de Yersinia molaretii (isocitrato liasa (icl) y malato sintasa (ms)).

Figura 5: Un mapa esquemático del plásmido pJFF224 (icl ms S.t.) para la expresión del operón desviado de 
glioxilato de Salmonella typhimurium.

Figura 6: Un mapa esquemático del plásmido pJFF224 (icl ms Y.m.).

Figura 7: Un mapa esquemático del plásmido pJFF224 (PpckA fdh C.b.)25

Figura 8: Un mapa esquemático de pSacB (delta adhE).

Figura 9: Un mapa esquemático de pJFF224 (fdh W.s.) para la expresión de formato deshidrogenasa de W. 
succiogenes (fdh W.s.).

Figura 10: Un mapa esquemático de un plásmido de expresión pJFF224 (fdh C.b.) para la expresión de la formato 
deshidrogenasa de Candida boidinii (fdh C.b.).30

Figura 11: Las secuencias de las SEC ID Nº: 1 a 21.

La invención se describirá a continuación mediante los siguientes ejemplos que no deben entenderse, en modo 
alguno, como una limitación de su ámbito.

Ejemplos:

Ejemplo 1: Transformación de DD135

Tabla 1: Nomenclatura del tipo silvestre de DD1 y los mutantes citados en los ejemplos.
Cepa Descripción
LU13843 DD1 de tipo silvestre (depósito DSM18541)
LU15050 delta ldh de DD1
LU15224 delta ldh pflD de DD1
LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.) delta ldh pflD pJFF224 de DD1 (icl ms Y.m.)
LU15224 pJFF224 delta ldh pflD pJFF224 de DD1
LU13843pJFF224 DD1 pJFF224
LU13843 pJFF224 (icl ms S.t.) DD1 pJFF224 (icl ms S.t.)
LU15050pJFF224 delta ldh pJFF224 de DD1
LU15050 pJ F F224 (icl ms S.t.) delta ldh pJFF224 de DD1 (icl ms S.t.)
LU 15050 pJFF224 (icl ms Y.m.) delta ldh pJFF224 de DD1 (icl ms Y.m.)
LU 13843 pJFF224 (PpckA fdh C.b.) pJFF224 de DD1 (PpckA fdh C.b.)
LU 15050 pJFF224 (PpckA fdh C.b.) delta Idh pJFF224 de DD1 (PpckA fdh C.b.)
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(continuación)
Cepa Descripción

LU 13843 pJFF224 (PpckA fdh C.b, PEFTU icl ms Y.m.)
DD1 pJFF224 (PpckA fdh C.b, PEFTU icl ms 
Y.m.)

LU15050 delta adhE. delta ldh delta adhE de DD1

LU15050 delta adhE. pJFF224 (PpckA fdh C.b.)
delta ldh delta adhE pJFF224 de DD1 (PpckA fdh 
C.b.)

LU 13843 pJFF224 (fdh W.s.) pJFF224 de DD1 (fdh W.s.)
LU 15050 pJFF224 (fdh W.s.) delta ldh pJFF224 de DD1 (fdh W.s.)
LU 15050 delta adhE pJFF224 delta ldh delta adhE pJFF224 de DD1 (fdh
(fdh W.s.) W.s.)

La cepa LU 13843 de Pasteurella se transformó con ADN mediante electroporación usando el siguiente protocolo:

Cultivo previo:

Se inoculó a LU 13843 a partir de una placa de BHI-Agar recientemente cultivada en 40 ml de BHI (infusión de 
cerebro corazón, Difco) en un matraz agitado de 100 ml. La incubación se llevó a cabo durante toda la noche a 
30 °C; 200 rpm.5

Cultivo principal:

50 ml de BHI en matraz agitado de 100 ml
Inoculado a una DO(610) final de 0,4
Incubación: aproximadamente 1,5 h a 30 °C, 200 rpm
Las células se recogieron a una DO de aproximadamente 1,310

El precipitado se lavó una vez con glicerol frío al 10 % a 4 °C. Se resuspendió en 1,7 ml de glicerol al 10 % (4 °C)
Se mezclaron 100 l de células competentes con 5-10 g de ADN (10-20 l) y se mantuvieron sobre hielo durante 
2 min en una cubeta de electroporación con una profundidad de 0,2 cm.
Condiciones de electroporación: 800 Ω; 25 F; 2 kV (Pulsador génico, Bio-Rad)
Adición de 1 ml de BHI inmediatamente después de la electroporación; Incubación durante 2 h a 30 °C15

Las células se sembraron en BHI con 5 mg/l de cloranfenicol y se incubaron durante 2-5 d a 30 °C hasta que estaban 
visibles las colonias de los transformantes. Se aislaron los clones y se volvieron a sembrar sobre BHI con 5 mg/l de 
cloranfenicol hasta que se obtuvo la pureza de los clones.

Ejemplo 2: Generación de construcciones de eliminación

Se construyeron plásmidos de eliminación basándose en el vector pSacB (SEC ID Nº: 9). La Figura 1 muestra un mapa 20
esquemático del plásmido pSacB. Las regiones 5' y 3' flanqueantes del fragmento cromosómico que debían eliminarse 
se amplificaron mediante la PCR a partir de ADN cromosómico de LU 13843 y se introdujeron en el vector usando 
técnicas convencionales. Normalmente, se usó como diana al menos un 80 % del ORF para su eliminación. De este 
modo, se construyeron los plásmidos de eliminación para ldhA de lactato deshidrogenasa, pSacB (delta IdhA), y para 
el pflD de piruvato formato liasa, pSacB (delta pfID). Las Figuras 2 y 3 muestran mapas esquemáticos del plásmido 25
pSacB (delta IdhA) y pSacB (delta pfID).

Ejemplo 3: Generación de cepas productoras de succinato mejoradas

Se transformó LU 13843 tal como se describe anteriormente con pSacB (delta Idh) y se "recombinó tipo Campbell por 
integración" para producir una cepa "recombinante tipo Campbell por integración". La transformación e integración en 
el genoma de LU 13843 se confirmó mediante PCR produciendo bandas para el suceso de integración del plásmido en 30
el genoma de LU 13843. La cepa "recombinante tipo Campbell por integración" se "recombinó tipo Campbell por 
eliminación" posteriormente usando placas de agar que contenían sacarosa como medio de contraselección, 
seleccionando respecto de la pérdida (de función) del gen sacB. Por lo tanto, las cepas " recombinantes tipo Campbell 
por integración " se incubaron en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI que no contenía antibiótico) a 37 °C, 220 rpm 
durante toda la noche. Entonces se sembró el cultivo de toda la noche sobre placas de sacarosa que contenían BHI 35
recientemente preparadas (10 %, sin antibióticos) y se incubaron durante toda la noche a 37 °C ("primera transferencia 
de sacarosa"). Las colonias individuales obtenidas a partir de la primera transferencia se sembraron nuevamente 
sobre placas de BHI que contenían sacarosa recientemente preparadas (10 %) y se incubaron durante toda la noche a 
37 °C ("segunda transferencia de sacarosa"). Este procedimiento se repitió hasta una compleción mínima de cinco 
transferencias ("tercera, cuarta, quinta transferencia de sacarosa") en sacarosa. La expresión "primera a quinta 40
transferencia de sacarosa" se refiere a la transferencia de una cepa después de la integración cromosómica de un 
vector que contiene un gen de levansacarosa de sacB en sacarosa y placas de agar que contienen medio de 
crecimiento con el fin de seleccionar respecto de cepas con la pérdida del gen sacB y las secuencias de plásmido 
circundantes. Las colonias individuales de las placas de la quinta transferencia se inocularon en 25-35 ml de medio no 
selectivo (BHI que no contenía antibiótico) y se incubaron a 37 °C, 220 rpm durante toda la noche. El cultivo de toda la 45
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noche se diluyó en serie y se sembró sobre placas de BHI para obtener colonias individuales aisladas. Las cepas 
"recombinadas tipo Campbell por eliminación" que contenían la eliminación del gen IdhA se confirmaron mediante 
sensibilidad al cloranfenicol. Se identificaron los mutantes de eliminación entre estas cepas y se confirmaron mediante 
análisis PCR. Esto dio lugar al mutante de eliminación de IdhA LU15050.

LU15050 se transformó con pSacB (delta pfID) tal como se describía anteriormente y se "recombinó tipo Campbell por 5
integración" para producir una cepa "recombinante tipo Campbell por integración". La transformación e integración se 
confirmó mediante PCR. La cepa "recombinante tipo Campbell por integración" se "recombinó tipo Campbell por 
eliminación" posteriormente tal como se describió anteriormente. Se identificaron los mutantes de eliminación entre 
estas cepas y se confirmaron mediante análisis PCR. Esto dio lugar al mutante LU15224 de doble eliminación de IdhA
pfID.10

LU15224 se transformó con pJFF224 (icI ms Y.m.) que expresaba el operón desviado de glioxilato de Yersinia 
moIaretii y pJFF224 como vector de control. Los transformantes resultantes se usaron para experimentos posteriores. 
Se transformó LU 15050 con pJFF224 (icl ms S.t) que expresaban el operón desviado de glioxilato de Salmonella 
typhimurium. Los transformantes resultantes se usaron para experimentos posteriores.

Ejemplo 4: Preparación del banco celular15

1. Preparación del medio

La composición de los medios de cultivo se describe en la tabla 3.

Tabla 3: Composición de medios sólidos y líquidos para la preparación de bancos celulares.
Compuesto Concentración [g/l] Concentración de la solución madre [g/l]
Glucosa variante3 650
Extracto de levadura Bacto (Becton Dickinson) 5 -
Peptona Bacto (Becton Dickinson) 5 -
(NH4)2 SO4 1 500
CaCl2*2H2O 0,2 20
MgCl2*6H2O 0,2 20
NaCl 1 100
K2HPO4 3 500
MgCO3 varianteb -
Bacto-Agar (solo para medio sólido) 12
a Las concentraciones de glucosa fueron 15 g/l (en las placas) y de 20 o 50 g/l (en medio líquido).
b MgCO3 (Riedel-de Haen, número de producto: 13117 de Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH) las 
concentraciones fueron de 5 g/l (en las placas) y de 0 o 30 g/l (en medio líquido).

5 g de extracto de levadura, 5 g de peptona, MgCO3 y (para los medios sólidos) 12 g de Bacto-Agar se mezclaron en 
900 ml de agua destilada y se autoclavaron (20 min). Después de enfriar hasta aproximadamente 65 °C se añadieron 20
los componentes faltantes como soluciones madre estériles. La glucosa, el sulfato de amonio y el K2HPO4 se 
autoclavaron todos por separado. Los cloruros de Ca, Mg y Na se autoclavaron juntos.

2. Preparación de MCB

Se inocularon dos placas de agar recientes con la cepa deseada y se incubaron a 37 °C en un tarro anaeróbico 
(Anaerocult A, Merck) durante toda la noche. Se retiró la biomasa de las placas y se resuspendió en el medio líquido 25
libre de MgCO3 con 20 g/l de glucosa para ajustar la DO600 ≈ 1,0. La inoculación se llevó a cabo con 0,5 ml de esta 
suspensión celular. Los cultivos se llevaron a cabo en botes de suero de 100 ml con tapones de goma de butilo 
estancos al aire (Ochs GmbH, Bovenden/Lenglern, Alemania) que contenían 50 ml del medio líquido con 20 g/l de 
glucosa y 30 g/l de MgCO3 y una atmósfera de CO2 con una sobrepresión de 80 kPa. Los botes de suero (en total 10) 
se incubaron a 37 °C, una velocidad de rotación de 160 rpm y un diámetro de agitación de 2,5 cm.30

Para controlar el consumo de glucosa, se detuvo el cultivo de un bote y se llevaron a cabo el muestreo y el análisis 
HPLC tras 0, 3, 4, 5, 7, 8 y 8,5 h. Tras 8,5 h (la concentración de glucosa fue de 3,4 g/l), se detuvo el cultivo. Se 
cargaron alícuotas de 0,5 ml de suspensión celular y 0,5 ml de glicerol estéril en viales de criogenización, se mezclaron 
y se almacenaron durante 13 h a -20 y posteriormente a -80 °C en forma de MCB. Se ensayó la pureza del MCB 
sembrando un bucle del último vial de criogenización sobre placas de agar para el control de contaminación y 35
comprobación en cultivo líquido (medio tal como se describe en la tabla 8) el espectro del producto y la contaminación 
(mediante microscopía).

Se cuantificaron el consumo de glucosa y la formación de AS y subproductos de manera cuantitativa mediante análisis 
HPLC de los sobrenadantes celulares sin células no diluidos del caldo de cultivo usando detección IR. Se extrajeron 
muestras del caldo con una jeringuilla estéril a través del tapón de goma de butilo, se llevó a cabo la separación 40
mediante filtración (0,22 μm). Se usaron una columna Aminex HPX-87H (Biorad) de 300 x 7,8 mm de D. I. y 5 mm de 
H2SO4 como fase móvil y estacionaria, respectivamente. La temperatura de la columna fue de 30 °C, el caudal fue de 
0,5 ml min-1.
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3. Preparación de WCB

Se usó un vial del MCB para inocular un bote de suero de 100 ml con un tapón de goma de butilo estanco al aire (véase 
más arriba) que contenía 50 ml del medio líquido con 50 g/l de glucosa. La incubación se llevó a cabo durante 10 h a 
37 °C en un incubador agitado (velocidad de rotación: 180 rpm, diámetro de agitación: 2,5 cm). Al final del cultivo la 
concentración de glucosa fue 20 g/l y el pH de aproximadamente 6,5. Se cargaron alícuotas de 0,5 ml de suspensión 5
celular y 0,5 ml de glicerol estéril en viales de criogenización, se mezclaron y se almacenaron a -80 °C como WCB. Las 
comprobaciones de pureza fueron las mismas que para el MCB. Las condiciones de HPLC fueron las mismas que 
aquellas descritas anteriormente.

Ejemplo 5: Fermentación de las cepas mutantes LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.) y LU15224 pJFF224

La cepa mutante de DD1 LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.), que es un doble knockout para Aldh y ApflD y que 10
sobreexpresa el plásmido pJFF224 (icl ms Y.m.), que contiene los genes del operón desviado de glioxilato, se analizó 
mediante experimentos de fermentación anaeróbica en comparación con la cepa de control de plásmido LU15224 
pJFF224, que contenía el mismo origen genético que LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.) pero solo un plásmido de 
expresión pJFF224 vacío. Las cepas mutantes se generaron tal como se describe en el ejemplo 1 a 3.

1. Preparación del medio15

La composición del medio de cultivo se describe en la tabla 4 a continuación.

Tabla 4: Composición del medio para cultivos por lotes de mutantes DD1 con sobreexpresión de plásmidos.

Compuesto Concentración [g/l]
Concentración de la solución madre 

[g/l]
Monohidrato de glucosa 50 722
Extracto de levadura Bacto (Becton 
Dickinson)

5 100

(NH4)2SO4 1 500
CaCl2*2H2O 0,2 20
MgCl2*6H2O 0,2 20
NaCl 1 100
K2HPO4 3 500
Cloranfenicol 0,005 5
MgCO3

a 50 -
a MgCO3 se usó como agente tamponador solo en los experimentos con bote de suero.

El MgCO3 se suplementó con H2O dd y se autoclavó en botes de suero. Se autoclavaron por separado el extracto de 
levadura, la glucosa, el sulfato de amonio y el fosfato de potasio. Los cloruros de Ca, Mg y Na se autoclavaron juntos. 
Después de enfriar, los fermentadores autoclavados de H2O dd y los botes de suero se añadieron los componentes 20
faltantes como soluciones madre estériles. Para los cultivos de siembra se usó el mismo medio.

2. Cultivos y analíticas

El cultivo de siembra se cultivó de manera anaerobia en un bote de suero de 100 ml con tapones de goma de butilo 
estancos al gas que contenían 50 ml de medio a 37 °C en un incubador agitado (velocidad de rotación: 170 rpm, 
diámetro de agitación: 2,5 cm). La inoculación del cultivo de siembra se llevó a cabo con 1 ml del WCB (tal como se 25
describe en el ejemplo 4) en condiciones estériles. Inmediatamente después de la inoculación se sustituyó la 
atmósfera de gas aeróbico por CO2 puro con una sobrepresión de aproximadamente 80 kPa. Después de 11 h y 17 h 
de incubación para LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.) y LU15224 pJFF224, respectivamente, se inoculó el fermentador 
con 20 ml para comenzar el cultivo en el fermentador de 500 ml (Sixfors, Infors Switzerland) que contenía 380 ml de 
medio de cultivo que se había gasificado durante toda la noche con CO2 para asegurar condiciones sin oxígeno. La 30
temperatura de cultivo se mantuvo a 37 °C y el pH a 6,5 con NH4OH al 25 %. La corriente de CO2 gaseoso se ajustó a 
0,4 l * min-1. La velocidad del agitador se ajustó a 500 rpm.

El consumo de glucosa y la formación de AS y de subproductos se cuantificaron mediante HPLC tal como se describe 
en el ejemplo 4.

3. Resultados35

Los resultados se resumen en la tabla 5 que muestra los valores tras el agotamiento de la glucosa.

La sobreexpresión heteróloga de los genes desviados de glioxilato dio lugar a un aumento significativo del rendimiento 
de succinato en comparación con la cepa de control LU15224 pJFF224. También se detecta que se produce acetato 
con un título menor en LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.) en comparación con el control, dando pistas acerca de un flujo 
mejorado de piruvato mediante acetil CoA, isocitrato, malato, fumarato a succinato introducido mediante el operón 40
desviado de glioxilato heterólogo.
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Tabla 5: Producción de succinato por el mutante LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.) y el plásmido de control LU15224 
pJFF224 tras el agotamiento de la glucosa en un caldo de fermentación SixFors.

Parámetro LU15224 pJFF224 (icl ms Y.m.) LU15224 pJFF224
Volumen final del caldo de fermentación 
[ml]

432 435

glucosa consumida [g] 22,98 23,17
succinato producido [g] 20 19,16
rendimiento de succinato [g/g] 0,87 0,83
lactato producido [g] 0 0
piruvato producido [g] 0 0
acetato producido [g] 3,12 3,26
formato producido [g] 0 0

Ejemplo 6: Clonación y expresión del operón desviado de glioxilato a partir de LT2 de Salmonella 
typhimurium

En otra realización se amplifica el operón desviado de glioxilato de LT2 de Salmonella typhimurium (S. typhimurium) 5
ATCC 15277 mediante PCR clonado a partir de ADN cromosómico de LT2 de S. typhimurium ATCC 15277 usando la 
ADN polimerasa PfuTurbo™ (Roche) y se inserta en el vector pJFF224. La expresión de los genes en esta 
construcción está dirigida por el promotor nativo del operón así como por un promotor de T4 localizado en el vector 
pJFF224. La figura 5 muestra un mapa esquemático del plásmido resultante denominado pJFF224 (icl ms S.t.). La 
cepa DD1 (denominada LU13843) se transformó con el plásmido pJFF224 (icl ms S.t.) tal como se describe 10
anteriormente. Se llevó a cabo un experimento en bote de suero y se analizó tal como se describe anteriormente. 
Puede observarse que tras la sobreexpresión del operón desviado de glioxilato de S. typhimurium aumentó la 
producción de ácido succínico sobre el control. El rendimiento de glucosa convertida en ácido succínico aumentó de 
0,42 g de AS/g de glucosa a 0,51 g de AS/g de glucosa.

Tabla 6: Resultados después de la expresión del operón desviado de glioxilato de LT2 de S. typhimurium en LU13843.15

Cepa
ácido 

succínico
ácido 
láctico

ácido 
fórmico

ácido 
acético

rendimiento de ácido 
succínico g de AS/g de 

sustrato
LU13843 pJFF224 15,1 10,1 6,8 7,5 0,42
LU13843 pJFF224 (icl 
ms S.t.) 18,1 6,5 6 8,1 0,51

Ejemplo 7: Expresión de cepa del operón desviado de glioxilato de LT2 de S. typhimurium en la cepa delta 
LDH de DD1 (LU15050)

La cepa delta ldh de DD1 (LU15050) se transformó con el plásmido pJFF224 (icl ms S.t.) tal como se describe 
anteriormente. Se llevó a cabo un experimento en bote de suero y se analizó tal como se describe anteriormente. Las 
células se cultivaron durante toda la noche en placas de agar BHI con cloranfenicol, añadido a 4 g/ml. Las células se 20
desprendieron de la placa de agar y se inocularon a una DO 600nm de 0,1. Puede observarse que tras la 
sobreexpresión del operón desviado de glioxilato de S. typhimurium en LU15050 aumentó la producción de ácido 
succínico sobre el control. El rendimiento de glucosa convertida en ácido succínico aumentó de 0,62 g de AS/g de 
glucosa a 0,72 g de AS/g de glucosa.

Tabla 7: Resultados después de la expresión del operón desviado de glioxilato de LT2 de S. typhimurium en LU15050.25
ácido 

succínico
ácido 

fórmico
ácido 

acético etanol
rendimiento de ácido 

succínico, AS/g de sustrato
LU15050 31,10 6,40 7,11 0,98 0,62
LU15050 pJFF224 (icl 
ms S.t.)

35,90 5,60 7,50 1,15 0,72

Ejemplo 8: Clonación y expresión del operón desviado de glioxilato a partir de Yersinia molaretii ATCC 43969

En otra realización se amplifica el operón desviado de glioxilato de LT2 de Yersinia moIaretii (Y. moIaretii) ATCC 43969 
mediante PCR clonado a partir de ADN cromosómico de Y. moIaretii ATCC 43969 usando la ADN polimerasa 
PfuTurbo™ (Roche) y se inserta en el vector pJFF224. La expresión de los genes en esta construcción está dirigida 
por el promotor nativo del operón así como por un promotor de T4 localizado en el vector pJFF224. La figura 6 muestra 30
un mapa esquemático del plásmido resultante denominado pJFF224 (icI ms Y.m.). La cepa delta ldh de DD1 
(LU15050) se transformó con el plásmido pJFF224 (icI ms Y.m.), tal como se describe anteriormente. Se llevó a cabo 
un experimento en bote de suero usando 48 g/l de glucosa y se analizó tal como se describe anteriormente. Las células 
se cultivaron durante toda la noche en placas de agar BHI con cloranfenicol, añadido a 4 g/ml. Las células se 
desprendieron de la placa de agar y se inocularon a una DO 600nm de 0,1. Puede observarse que tras la expresión del 35
operón de glioxilato de Y. molaretii en LU15505, la producción de ácido succínico aumentó significativamente sobre el 
control. El rendimiento de glucosa convertida en ácido succínico aumentó de 0,60 g de AS/g de glucosa para LU15050 
a 0,69 g de AS/g de glucosa para LU15050 pJFF224 (icI ms Y.m.).
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Tabla 8: Resultados de la expresión del operón de glioxilato de Y. molaretii ATCC 43969 en LU15050.
ácido 

succínico
ácido fórmico ácido acético

rendimiento de ácido succínico, 
g de AS/g de sustrato

LU 15050 28,7 5,2 7,3 0,60
LU 15050 pJFF224 (icl ms 
Y.m.)

33,0 5,5 6,7 0,69

Ejemplo 9: Clonación y expresión del gen de formato deshidrogenasa de Candida boidinii

El gen de formato deshidrogenasa (fdh) de Candida boidinii (C. boidinii) ATCC 18810 se amplificó mediante PCR a 
partir de ADN cromosómico de C. boidinii ATCC 18810 usando la ADN polimerasa PfuTurbo™ (Roche). El gen se 
fusionó al promotor PpckA de la cepa DD1 y se insertó en el vector pJFF224. La expresión de los genes en esta 5
construcción está dirigida por el promotor PpckA así como por un promotor de T4 localizado en el vector pJFF224. La 
figura 7 muestra un mapa esquemático del plásmido resultante denominado pJFF224 (PpckA fdh C.b.). Las cepas 
DD1 (LU13843) y DD1 delta Idh (LU 15050) se transformaron con el plásmido pJFF224 pJFF224 (PpckA fdh C.b.) tal 
como se describe anteriormente.

Las cepas resultantes se seleccionaron en agar que contenía 4 g/ml de cloranfenicol. La productividad de ácido 10
succínico se analizó tal como se ha descrito anteriormente. Se ha descubierto que tras la sobreexpresión de fdh
aumentó la cantidad de ácido succínico de 27,5 a 30,3 g/l, mientras que la cantidad de formato como subproducto se 
redujo a menos de 0,1 g/l o de 0,16 g/l en LU15050. El rendimiento de ácido succínico aumentó de 0,57 a 0,63 en 
LU13843 o de 0.67 a 0.68 para LU 15050.

Tabla 9: Resultados tras la expresión de fdh de C. boidinii en LU 13843 y LU 15050.15

Cepa
ácido 

succínico
ácido 
láctico

ácido 
fórmico

ácido 
acético

rendimiento de ácido succínico, 
g de AS/g de sustrato

LU 13843 pJFF224 27,5 7,80 4,74 7,32 0,57
LU 13843 pJFF224 
(PpckA fdh C.b.)

30,3 5,82 - 6,39 0,63

LU 15050 pJFF224 32,40 0,26 4,51 7,19 0,67
LU 15050 pJFF224 
(PpckA fdh C.b.)

32,61 0,25 0,16 6,59 0,68

Ejemplo 10: Sobreexpresión simultánea del gen de formato deshidrogenasa de C. boindinii y del operón 
desviado de glioxilato de Y. molaretii

Se insertaron el gen de formato deshidrogenasa de C. boidinii ATCC 18810 bajo el control del promotor PpckA y el 
operón desviado de glioxilato de Y. molaretii bajo el control del promotor EFTU de DD1 en el vector pJFF224 para dar 
pJFF224 (PpckA fdh C.b., PEFTU icl ms Y.m.). La expresión de los genes en esta construcción está dirigida por el 20
promotor PpckA, el promotor PEFTU así como por un promotor de T4 localizado en el vector pJFF224. La figura 7 
muestra un mapa esquemático del plásmido resultante denominado pJFF224 (PpckA fdh C.b., PEFTU icl ms Y.m.). 
Las cepas LU13843 y LU15050 se transformaron con el plásmido pJFF224 y pJFF224 (PpckA fdh C.b., PEFTU icl ms 
Y.m.) tal como se describe anteriormente.

Las cepas resultantes se seleccionaron en agar que contenía 4 g/ml de cloranfenicol.25

La productividad de ácido succínico se analizó tal como se describe anteriormente a excepción de que se añadió xilosa 
como fuente de carbono en lugar de glucosa. Se ha descubierto que tras la sobreexpresión de fdh aumentó la cantidad 
de ácido succínico de 35,6 g/l a 36,4 g/l, mientras que la cantidad de ácido láctico como subproducto se redujo de 2,1 
g/l a 1,7 g/l en LU13843. El rendimiento de ácido succínico aumentó de 0,75 en LU13843 a 0,76 en LU13843 pJFF224 
(PpckA fdh C.b., PEFTU icl ms Y.m.).30

Tabla 10: Resultados tras la expresión de fdh de C. boidinii y el operón desviado de glioxilato de Y. molaretii en 
LU13843 después de su crecimiento en xilosa.

Cepa
ácido 

succínico
ácido 
láctico

ácido 
fórmico

ácido 
acético

rendimiento de ácido 
succínico, g de AS/g 

de sustrato
LU 13843 pJFF224 35,6 2,1 3,4 10,2 0,75
LU 13843 pJFF224 (PpckA 
fdh C.b, PEFTU icl ms Y.m.)

36,4 1,7 3,9 10,4 0,76

Ejemplo 11: Eliminación del gen adhE de DD1 y de cepas mutantes de DD1

Se identificó el gen adhE en el cromosoma del genoma de DD1 mediante análisis de secuencia usando el gen adhE
conocido de E. coli y analizando respecto de homólogos en DD1. Se obtiene un fragmento de eliminación génica para 35
el gen adhE mediante amplificación PCR de las 1500 pb que abarcan la región cadena arriba y la región respectiva 
cadena abajo del gen adhE de DD1 con cebadores directos e inversos que portan las secuencias de restricción para 
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Xhol y Xbal. El fragmento se purifica y difiere con Xhol y Xbal, así como el vector que se desfosforila adicionalmente. El 
vector ligado que porta el fragmento del genoma de DD1 con las regiones cadena arriba y cadena abajo de adhE se 
propaga en E. coli y se usa para la transformación de DD1. La cepa LU15050 DD1 delta ldh se transforma tal como se 
describe anteriormente con pSacB (delta adhE) y se "recombinó tipo Campbell por integración" para dar una cepa 
"recombinante tipo Campbell por integración". La figura 8 muestra un mapa esquemático de pSacB (delta adhE). La 5
transformación e integración en el genoma de LU 15050 se confirmó mediante PCR produciendo bandas para el 
suceso de integración del plásmido en el genoma de LU15050. La cepa "recombinante tipo Campbell por integración" 
se "recombinó tipo Campbell por eliminación" posteriormente usando placas de agar que contenían sacarosa como 
medio de contraselección, seleccionando respecto de la pérdida (de función) del gen sacB. Por lo tanto, las cepas "
recombinantes tipo Campbell por integración " se incubaron en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI que no contenía 10
antibiótico) a 37 °C, 220 rpm durante toda la noche. Entonces se sembró el cultivo de toda la noche sobre placas de 
sacarosa que contenían BHI recientemente preparadas (10 %, sin antibióticos) y se incubaron durante toda la noche a 
37 °C ("primera transferencia de sacarosa"). Las colonias individuales obtenidas a partir de la primera transferencia se 
sembraron nuevamente sobre placas de BHI que contenían sacarosa recientemente preparadas (10 %) y se incubaron 
durante toda la noche a 37 °C ("segunda transferencia de sacarosa"). Este procedimiento se repitió hasta una 15
compleción mínima de cinco transferencias ("tercera, cuarta, quinta transferencia de sacarosa") en sacarosa. La 
expresión "primera a quinta transferencia de sacarosa" se refiere a la transferencia de una cepa después de la 
integración cromosómica de un vector que contiene un gen de levansacarosa de sacB en sacarosa y placas de agar 
que contienen medio de crecimiento con el fin de seleccionar respecto de cepas con la pérdida del gen sacB y las 
secuencias de plásmido circundantes. Las colonias individuales de las placas de la quinta transferencia se inocularon 20
en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI que no contenía antibiótico) y se incubaron a 37 °C, 220 rpm durante toda la 
noche. El cultivo de toda la noche se diluyó en serie y se sembró sobre placas de BHI para obtener colonias 
individuales aisladas. Las cepas "recombinadas tipo Campbell por eliminación" que contenían la eliminación del gen 
adhE se confirmaron mediante sensibilidad al cloranfenicol. Se identificaron los mutantes de eliminación entre estas 
cepas y se confirmaron mediante análisis PCR. Esto dio lugar al mutante de eliminación de adhE LU15050 delta adhE. 25
Se transforma LU 15050 delta adhE con pJFF224 (PpckA fdh C.b.) que expresa la formato deshidrogenasa de 
Candida boidinii y pJFF224 como vector de control. Los transformantes resultantes se usaron para experimentos 
posteriores. Después del cultivo en botes de suero tal como se describen anteriormente se halló que las células 
contienen cantidades significativamente aumentadas de ácido succínico si se comparan con el plásmido de control 
que no contiene un gen fdh. Asimismo, la cantidad de subproductos, tales como etanol, se reduce significativamente 30
en la cepa delta adhE de DD1 que sobreexpresa una formato deshidrogenasa.

Ejemplo 12: Clonación y expresión de fdh de Wolinella succinogenes en DD1 y cepas mutantes de DD1

En otra realización de codificación del operón de formato deshidrogenasa, los genes fdhA, fdhB, fdhC y fdhD de 
Wolinella succinogenes (W. succinogenes) DSMZ 1714 se amplificaron mediante PCR clonados a partir de ADN 
cromosómico de W. succinogenes DSMZ 1714 usando la ADN polimerasa PfuTurbo™ (Roche) y se insertaron en el 35
vector pJFF224. La expresión de los genes en esta construcción está dirigida por un fragmento de promotor 
amplificado a partir de la región 5' del gen de fosfoenoilpiruvato carboxicinasa (pck) de DD1 y por un promotor de T4 
localizado en el vector. La figura 9 muestra un mapa esquemático del plásmido resultante denominado pJFF224 ( fdh 
W.s.).

El plásmido resultante se transformó en las cepas LU 13843 y LU 135050 y DD1 delta (Idh adhE). Las cepas 40
resultantes seleccionadas respecto del contenido de plásmido mediante adición de 4 g/ml de cloranfenicol se 
analizaron respecto de la producción de ácido succínico en experimentos de bote de suero tal como se describió 
anteriormente. Se descubrió que la expresión de los genes que codifican el operón de formato deshidrogenasa fdhA, 
fdhB fdhC y fdhD de Wolinella succinogenes DSMZ 1714 aumenta el rendimiento de ácido succínico así como 
disminuye la cantidad del subproducto formato.45
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<210> 2
<211> 435
<212> PRT
<213> Yersinia mollaretii5

<400> 2
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<210> 3
<211> 1632
<212> ADN
<213> Yersinia mollaretii5

<400> 3
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<210> 4
<211> 543
<212> PRT
<213> Yersinia mollaretii5

<400> 4
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<210> 5
<211> 1092
<212> ADN
<213> Candida boidinii5

<400> 5
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<210> 6
<211> 364
<212> PRT
<213> Candida boidinii5

<400> 6
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<210> 7
<211> 1541
<212> ADN
<213> Pasteurella DSM 185415

<400> 7
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<210> 8
<211> 2891
<212> ADN
<213> Pasteurella DSM 185415

<220>
<221> misc_feature
<222> (456)..(456)
<223> n es a, c, g, o t

<400> 810
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<210> 9
<211> 4285
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> vector
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<210> 10
<211> 7112
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> vector

<400> 10
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<210> 11
<211> 7161
<212> ADN
<213> Artificial

<220>5
<223> vector

<400> 11
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<210> 12
<211> 11309
<212> ADN
<213> Yersinia mollaretii5

<400> 12
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<210> 13
<211> 11247
<212> ADN
<213> Salmonella typhimurium5

<400> 13
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<210> 14
<211> 9310
<212> ADN
<213> Candida boidinii5

<400> 14
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<210> 15
<211> 11309
<212> ADN
<213> Yersinia mollaretii5

<400> 15
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<210> 16
<211> 2628
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<212> ADN
<213> Pasteurella DSM 18541

<400> 16
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<210> 17
<211> 876
<212> PRT
<213> Pasteurella DSM 185415

<400> 17
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<210> 18
<211> 7284
<212> ADN
<213> Artificial5

<220>
<223> Plásmido de integración

<400> 18
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<210> 19
<211> 5210
<212> ADN
<213> Wolinella succinogenes5

<400> 19
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<210> 20
<211> 13415
<212> ADN
<213> Wolinella succinogenes5

<400> 20

ES 2 560 534 T3

 



81

ES 2 560 534 T3

 



82

ES 2 560 534 T3

 



83

ES 2 560 534 T3

 



84

ES 2 560 534 T3

 



85

ES 2 560 534 T3

 



86

ES 2 560 534 T3

 



87

<210> 21
<211> 1026
<212> ADN
<213> Pasteurella DSM 185415

<400> 21
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<210> 22
<211> 342
<212> PRT
<213> Pasteurella DSM 185415

<400> 22
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<210> 23
<211> 2310
<212> ADN
<213> Pasteurella DSM 185415

<400> 23
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<210> 24
<211> 770
<212> PRT
<213> Pasteurella DSM 185415

<400> 24
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REIVINDICACIONES

1. Una célula bacteriana de la cepa DD1 de Pasteurella capaz de usar glicerol como fuente de carbono que comprende 
un polipéptido heterólogo que tiene actividad de formato deshidrogenasa.

2. La célula bacteriana de la reivindicación 1, en la que dicha célula bacteriana es deficiente en lactato 5
deshidrogenasa.

3. La célula bacteriana de la reivindicación 2, en la que dicha célula bacteriana es deficiente en piruvato formato liasa.

4. La célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicho polipéptido heterólogo que tiene 
actividad de formato deshidrogenasa se expresa a partir de un polinucleótido heterólogo.

5. La célula bacteriana de la reivindicación 4, en la que dicho polipéptido heterólogo que tiene actividad de formato 10
deshidrogenasa está codificado por un polinucleótido que comprende un ácido nucleico seleccionado entre el grupo 
que consiste en:

a. un ácido nucleico que tiene una secuencia nucleotídica tal como se muestra en una cualquiera de SEC ID Nº: 5 
o 19,
b. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos tal como se muestra en SEC ID Nº: 6;15
c. un ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntico al ácido nucleico de a) o b); y
d. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 % idéntica a la secuencia 
de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).

6. La célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la célula bacteriana de tipo silvestre 
es la cepa DD1 de Pasteurella  depositada con el número  DSM 18541 en el DSMZ, Alemania.20

7. La célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que dicha célula bacteriana comprende 
además un polipéptido heterólogo que tiene actividad de isocitrato liasa.

8. La célula bacteriana de la reivindicación 7, en la que dicho polipéptido heterólogo que tiene actividad de isocitrato 
liasa está codificado por un polinucleótido que comprende un ácido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste 
en:25

a. un ácido nucleico que tiene una secuencia nucleotídica tal como se muestra en SEC ID Nº: 1;
b. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos tal como se muestra en SEC ID Nº: 2;
c. un ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntico al ácido nucleico de a) o b); y
d. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 % idéntica a la secuencia 
de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).30

9. La célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que dicha célula bacteriana comprende 
además un polipéptido heterólogo que tiene actividad de malato sintasa.

10. La célula bacteriana de la reivindicación 9, en la que dicho polipéptido heterólogo que tiene actividad de malato 
sintasa está codificado por un polinucleótido que comprende un ácido nucleico seleccionado entre el grupo que 
consiste en:35

a. un ácido nucleico que tiene una secuencia nucleotídica tal como se muestra en SEC ID Nº: 3;
b. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos tal como se muestra en SEC ID Nº: 4;
c. un ácido nucleico que es al menos un 70 % idéntico al ácido nucleico de a) o b); y
d. un ácido nucleico que codifica una secuencia de aminoácidos que es al menos un 70 % idéntica a la secuencia 
de aminoácidos codificada por el ácido nucleico de a) o b).40

11. La célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que dicha célula bacteriana es 
deficiente en alcohol deshidrogenasa.

12. Un procedimiento para fabricar ácido succínico que comprende:

a. cultivar una célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en condiciones de cultivo 
adecuadas; y45
b. obtener ácido succínico a partir de las células bacterianas cultivadas.

13. Uso de la célula bacteriana de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 para la fabricación de ácido succínico.
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Fig.: 11
SEC 
ID Nº

Nº Descripción Secuencia

1 1 ADN de 
isocitrato liasa 
(icl) de Y. 
molaretii

2 2 Prot. de 
isocitrato liasa 
(icl) de Y. 
molaretii

3 3 ADN de malato 
sintasa (ms) de 
Y. molaretii

4 4 Prot. de
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malato sintasa (Ms) de 
Y. molaretii

5 5ADN de formato 
deshidrogenasa (fdh)
de C. boidinii

6 6Prot. de formato 
deshidrogenasa (Fdh) 
de C. boidinii

7 7 ADNr de 16S

8 8 ADNr de 23S
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9 9 pSacB
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10 10 pSacB (delta Idh)
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11 11 pSacB (delta pfID)
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12 12pJFF224 (icl ms Y.m.)
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13 13 pJFF224 (icl ms S.t.)
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14 14 pJFF224 (PpckA
fdh C.b.)
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15 14a PEFTU operón de 
glioxilato de 
pJFF224 
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Yersinia molaretii
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16 15ADN de alcohol 
deshidrogenasa
(adhE) de DD1
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17 16ADN de alcohol 
deshidrogenasa
(adhE) de DD1
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18 17 pSacB (delta adhE)
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19 18ADN de formato 
deshidrogenasa 
(fdh) de Wolinella 
succinogenes
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20 19 pJFF224
(fdh W.s.)
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21 20 ADN de lactato 
deshidrogenasa
(Idh) de DD1

22 21 Prot. de lactato 
deshidrogenasa
(Ldh) de DD1

23 22 ADM de piruvato 
formato liasa (pfID) 
de DD1
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24 23 Prot. de piruvato 
formato liasa (PfID) 
de DD1
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