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DESCRIPCIÓN

Proceso para producir ácidos dicarboxílicos empleando células fúngicas

La presente invención se refiere a un proceso para la producción de un ácido dicarboxílico.5

Se conocen varios procesos para la producción de un ácido dicarboxílico. El documento WO2007/061590 describe 
un proceso para la producción de malato y succinato en presencia de un 21% de oxígeno y de hasta un 15% de 
dióxido de carbono. Se demostró que en presencia de un 10% de dióxido de carbono se producía una cantidad 
mayor de malato y succinato en comparación con un 0% de dióxido de carbono añadido.10

El documento WO2008/144626 muestra que la adición de dióxido de carbono de hasta el 10% v/v aumentaba los 
niveles de producción de ácido málico y ácido succínico por una célula de levadura recombinante, pero 
concentraciones mayores de dióxido de carbono no aumentaban estos niveles adicionalmente.

15
El documento WO2011/023700 describe un aumento en la producción de ácido málico y ácido succínico por una 
levadura recombinante fermentando la levadura recombinante en presencia de una concentración de dióxido de 
carbono que varía entre el 25% y el 75% v/v.

Una desventaja de los procesos descritos en los documentos WO2007/061590, WO2008/144626 y WO2011/02370020
es que tiene que añadirse una corriente diferente de gas dióxido de carbono a la fermentación además de aire.

El documento WO2010/118932 describe un proceso anaeróbico para la producción de ácido dicarboxílico y etanol. 
La producción de etanol permitió la producción de energía para el mantenimiento de la célula, y la producción 
simultánea de dióxido de carbono influiría positivamente en la producción de ácido dicarboxílico. Una desventaja de 25
un proceso descrito en el documento WO2010/118932 es que las condiciones anaeróbicas limitan los medios para el 
mantenimiento celular y reduce el rendimiento de ácido dicarboxílico.

El documento US2327191A describe un proceso para la producción de ácido fumárico y sales de ácido fumárico por 
hongos o mohos. En el proceso, el tipo aeróbico deseado de fermentación puede lograrse por agitación mecánica 30
adecuada o pasando una corriente de aire a través del medio o ambos a una presión de aire mayor que la presión 
atmosférica. En lugar de aire, puede usarse una mezcla de gases adecuados que contienen oxígeno.

La presente descripción pretende proporcionar un método mejorado para la producción fermentativa de un ácido 
dicarboxílico que supera las desventajas resumidas anteriormente.35

Sumario

La presente invención se refiere a un proceso para producir un ácido dicarboxílico, que comprende fermentar una 
cepa de levadura en un recipiente que comprende un medio adecuado de fermentación, que comprende añadir un 40
gas que comprende de aproximadamente el 21 a aproximadamente el 35% v/v de oxígeno y menos de 
aproximadamente el 0,1% v/v de dióxido de carbono al medio de fermentación, y mantener una presión parcial 
promedio de dióxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar) en el medio de fermentación, y 
producir el ácido dicarboxílico, donde el gas es aire enriquecido con oxígeno.

45
El aire enriquecido con oxígeno es aire con una concentración aumentada de oxígeno en comparación con el aire.

Una combinación de enriquecimiento con oxígeno y sobrepresión puede usarse, por tanto, para conseguir la 
invención.

50
Se ha descubierto que puede obtenerse un rendimiento óptimo de ácido dicarboxílico a una presión parcial de 
dióxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar).

Una ventaja de un proceso de acuerdo con la presente invención es que no hay necesidad de una corriente diferente 
de gas dióxido de carbono para una presión parcial suficientemente alta de dióxido de carbono.55

Definiciones

Las expresiones "ácido dicarboxílico" y "dicarboxilato", tales como "ácido succínico, o ácido málico" y "succinato y 
malato" tienen el mismo significado en este documento y se usan de forma intercambiable, siendo la primera la 60
forma hidrogenada de la última.

El término fermentar o fermentación, como se usa en este documento, se refiere a la producción microbiana de 
compuestos, tales como alcoholes o ácidos a partir de carbohidratos.

65
Una levadura modificada genéticamente o recombinante, o célula de levadura modificada genéticamente o 
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recombinante de acuerdo con la presente descripción, se define en este documento como una célula que contiene 
una alteración de un gen o contiene, o se transforma o modifica genéticamente con una secuencia de nucleótidos 
que no existe de forma natural en la célula de levadura, o contiene una copia o copias adicionales de una secuencia 
endógena de ácido nucleico. Una célula de tipo silvestre se define en este documento como la célula precursora de 
la célula recombinante.5

Se entiende que el término "homólogo", cuando se usa para indicar la relación entre un ácido nucleico (ADN o ARN)
dado (recombinante), gen o molécula polipeptídica y un organismo hospedador o célula hospedadora dada, significa 
que, en la naturaleza, el ácido nucleico o molécula polipeptídica se produce por una célula hospedadora u 
organismos de la misma especie, preferiblemente de la misma variedad o cepa.10

El término "heterólogo", cuando se usa con respecto a un ácido nucleico (ADN o ARN) o proteína, se refiere a un 
ácido nucleico, gen o proteína que no existe de forma natural como parte del organismo, célula, genoma o secuencia 
de ADN o ARN en que está presente, o que se encuentra en una célula o localización o localizaciones en el genoma
o secuencia de ADN o ARN que difiere de la que se encuentra en la naturaleza. Los ácidos nucleicos o proteínas 15
heterólogas no son endógenas a la célula en que se introducen, sino que se han obtenido de otra célula o se han 
producido de forma sintética o recombinante.

El término "gen", como se usa en este documento, se refiere a una secuencia de ácido nucleico que contiene un 
molde para una ácido nucleico polimerasa, en eucariotas, ARN polimerasa II. Los genes se transcriben en ARNm20
que después se traducen en proteínas.

La expresión "ácido nucleico", como se usa en este documento, incluye referencias a un polímero de 
desoxirribonucleótidos o ribonucleótidos, es decir, un polinucleótido, en forma monocatenaria o bicatenaria, y salvo 
que se limite de otro modo, abarca análogos conocidos que tienen la naturaleza esencial de los nucleótidos 25
naturales porque hibridan con ácidos nucleicos monocatenarios de una manera similar a los nucleótidos de origen 
natural (por ejemplo, ácidos peptidonucleicos). Un polinucleótido puede ser de longitud completa o una 
subsecuencia de un gen estructural o regulador nativo o heterólogo. Salvo que se indique de otro modo, la expresión 
incluye referencias a la secuencia especificada, así como a la secuencia complementaria de la misma.

30
Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteína" se usan de forma intercambiable en este documento para hacer 
referencia a un polímero de restos de aminoácido. Los términos se aplican a polímeros de aminoácidos en que uno 
o más restos de aminoácido son un análogo químico artificial de un aminoácido correspondiente de origen natural, 
así como a polímeros de aminoácidos de origen natural. La naturaleza esencial de dichos análogos de aminoácidos
de origen natural es que, cuando se incorporan en una proteína, esa proteína es específicamente reactiva a 35
anticuerpos provocados contra la misma proteína pero que consiste completamente de aminoácidos de origen 
natural. Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteína" también son inclusivos de modificaciones incluyendo, 
aunque sin limitación, glucosilación, adhesión de lípidos, sulfatación, gamma-carboxilación de restos de ácido 
glutámico, hidroxilación y ADP-ribosilación.

40
El término "enzima", como se usa en este documento, se define como una proteína que cataliza una reacción 
(bio)química en una célula.

Existen métodos conocidos en la técnica para la sobreexpresión de genes que codifican enzimas. Un gen que 
codifica una enzima puede sobreexpresarse aumentando el número de copias del gen que codifica la enzima en la 45
célula, por ejemplo, integrando copias adicionales del gen en el genoma de la célula, expresando el gen a partir de 
un vector centromérico, a partir de un vector de expresión episómico multicopia o introduciendo un vector de 
expresión (episómico) que comprende múltiples copias de uno o más genes. Preferiblemente, la sobreexpresión de 
un gen que codifica una enzima de acuerdo con la invención se consigue con un promotor constitutivo (fuerte).

50
Los promotores adecuados en células fúngicas son conocidos para los expertos en la materia. Los promotores 
adecuados pueden ser, aunque sin limitación, TDH1, TDH3, GAL7, GAL10, GAL1, CYC1, HIS3, ADH1, PH05, 
ADC1, ACT1, TRP1, URA3, LEU2, ENO1, TPI1, AOX1, PGL, GPDA y GAPDH. Otros promotores adecuados 
incluyen PDC1, GPD1, PGK1, y TEF1.

55
Un gen que codifica una enzima puede ligarse a una construcción de ácido nucleico, por ejemplo, un plásmido, tal 
como un plásmido de bajo número de copias o un plásmido de alto número de copias. La célula fúngica de acuerdo 
con la presente invención puede comprender una única copia, pero preferiblemente comprende múltiples copias de 
un gen, por ejemplo, por múltiples copias de una construcción de nucleótidos.

60
Una construcción de ácido nucleico puede mantenerse de forma episómica y, por tanto, comprende una secuencia 
para la replicación autónoma, tal como una secuencia de replicación autónoma y un centrómero (Sikorski y Hieter 
1989, Genetics 122, 19-27). Una construcción episómica adecuada de ácido nucleico puede basarse, por ejemplo,
en la levadura 2µ o plásmidos pKD1 (Gleer et al., 1991, Biotechnology 9: 968-975), o los plásmidos AMA (Fierro et 
al., 1995, Curr. Genet. 29:482-489). Como alternativa, cada construcción de ácido nucleico puede integrarse en una 65
o más copias en el genoma de la célula fúngica. La integración en el genoma de la célula puede suceder 
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aleatoriamente por recombinación no homóloga, pero preferiblemente, la construcción de ácido nucleico puede 
integrarse en el genoma de la célula por recombinación homóloga, que se conoce bien en la técnica.

Descripción detallada
5

Una presión parcial promedio de dióxido de carbono, como se usa en este documento es la presión parcial promedio 
de dióxido de carbono medida sobre la altura total del recipiente de fermentación. Habitualmente, la presión parcial 
de un gas, tal como dióxido de carbono, en una localización específica en un recipiente de fermentación es un 
resultado de, a.o., la presión en el espacio vacío de un recipiente de fermentación y la presión del líquido (medio de 
fermentación) por encima de esa localización.10

La presente invención se refiere a un proceso para producir un ácido dicarboxílico, que comprende fermentar una 
cepa de levadura en un recipiente que comprende un medio adecuado de fermentación, que comprende añadir un 
gas que comprende de aproximadamente el 21 a aproximadamente el 35% v/v de oxígeno y menos de 
aproximadamente el 0,1% v/v de dióxido de carbono al medio de fermentación, y mantener la presión parcial 15
promedio de dióxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar) en el medio de fermentación, y 
producir el ácido dicarboxílico, donde el gas es aire enriquecido con oxígeno.

La invención, por tanto, se refiere a un proceso para producir un ácido dicarboxílico, que comprende fermentar una 
célula fúngica en un recipiente que comprende un medio adecuado de fermentación, que comprende añadir un gas20
que comprende del 21 al 35% v/v de oxígeno y menos del 0,1% v/v de dióxido de carbono al medio de fermentación,
y mantener la presión parcial promedio de dióxido de carbono entre 35 a 60 kPa (0,35 a 0,6 bar) en el medio de 
fermentación, y producir el ácido dicarboxílico, donde el gas es aire enriquecido con oxígeno.

La presión parcial promedio de dióxido de carbono puede ser entre aproximadamente 35 y aproximadamente 100 25
kPa (0,35 y 1,0 bar), por ejemplo, entre aproximadamente 35 y aproximadamente 80 kPa (0,35 y 0,8 bar), por 
ejemplo, entre aproximadamente 35 y 65 kPa (0,35 y 0,65 bar), tal como entre aproximadamente 35 y 
aproximadamente 60 kPa (0,35 y 0,6 bar).

Una presión parcial promedio de dióxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar) en un proceso 30
como se describe en este documento puede obtenerse por cualquier medio adecuado. Por ejemplo, un recipiente en 
un proceso como se describe en este documento puede comprender una presión en el espacio vacío entre 
aproximadamente 106,39 a aproximadamente 506,62 kPa (1,05 a 5 atmósferas), por ejemplo, entre 
aproximadamente 121,59 y aproximadamente 405,30 kPa (1,2 y 4 atmósferas), por ejemplo, entre aproximadamente 
151,98 y aproximadamente 253,31 kPa (1,5 y 2,5 atmósferas).35

Un recipiente en un proceso de acuerdo con un proceso como se describe en este documento puede tener cualquier 
altura y diámetro adecuados. El recipiente puede tener, por ejemplo, una altura de aproximadamente 1 a 
aproximadamente 50 m, tal como de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 m, o de aproximadamente 10 a 
aproximadamente 25 m.40

Habitualmente, la presión del espacio vacío se ajusta a la altura del recipiente de fermentación de modo que se 
mantenga una presión parcial promedio de dióxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar) en 
el medio de fermentación.

45
Se descubrió que la presión parcial de dióxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar) en un 
proceso como se describe en este documento es, entre otras cosas, el resultado de la actividad respiratoria de una 
célula fúngica, el contenido de oxígeno en el gas, el caudal del gas y la presión en una localización específica en el 
recipiente de fermentación. Por ejemplo, dependiendo de la concentración de oxígeno en el gas añadido al medio de 
fermentación, la presión aplicada en el espacio vacío de un recipiente de fermentación puede ajustarse de modo que 50
se obtenga una presión parcial de dióxido de carbono de al menos aproximadamente 35 kPa (0,35 bar).

Un proceso para producir un ácido dicarboxílico como se describe en este documento, por ejemplo, comprende 
añadir un gas que comprende de aproximadamente el 22 a aproximadamente el 32% v/v, por ejemplo, de 
aproximadamente el 22 a aproximadamente el 30% v/v de oxígeno, o de aproximadamente el 25 a 55
aproximadamente el 29% v/v de oxígeno y menos de aproximadamente el 0,1% de dióxido de carbono.

El gas adecuado es aire enriquecido con oxígeno. El aire enriquecido con oxígeno es aire con una concentración 
aumentada de oxígeno en comparación con el aire. Una ventaja de una concentración aumentada de oxígeno en 
comparación con la concentración normal de oxígeno en el aire en un proceso de la invención era que se podía 60
generar una presión parcial promedio de dióxido de carbono mayor para producir una cantidad suficientemente alta 
de ácido succínico.

El gas en un proceso para producir un ácido dicarboxílico de acuerdo con la presente invención puede añadirse al 
recipiente en cualquier localización adecuada, por ejemplo, en la mitad inferior del recipiente de fermentación. El gas 65
puede añadirse en una o más localizaciones en el recipiente de fermentación.
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En una realización, un proceso de la presente descripción comprende añadir un gas que comprende oxígeno a un 
caudal entre aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,05 metro cúbico/metro cúbico/min, por ejemplo, entre 
aproximadamente 0,025 a aproximadamente 0,045 metro cúbico/metro cúbico/min. En el caso de que un gas 
comprenda aire enriquecido con oxígeno, puede aplicarse un caudal inferior que en el caso de que el gas 5
comprenda aire.

En otra realización, un proceso como se describe en este documento comprende agitar el medio de fermentación. 
Agitar un medio de fermentación puede realizarse de cualquier modo conocido para los expertos en la materia. La 
agitación puede realizarse de modo que el recipiente de fermentación tenga una potencia de entrada entre 10
aproximadamente 0,070 a aproximadamente 0,26 kW/metro cúbico, por ejemplo, entre aproximadamente 0,1 y 
aproximadamente 0,2 kW/metro cúbico, por ejemplo, entre aproximadamente 0,13 y aproximadamente 0,2 kW/metro 
cúbico.

Un proceso para producir un ácido dicarboxílico como se describe en este documento puede realizarse en cualquier 15
modo de fermentación adecuado, tal como proceso discontinuo, semicontinuo, continuo o cualquier combinación 
adecuada de estos modos de fermentación.

Una fermentación discontinua se define en este documento como una fermentación donde todos los nutrientes se 
añaden al inicio de una fermentación.20

Una fermentación semicontinua es una fermentación discontinua donde los nutrientes se añaden durante la 
fermentación. Los productos en una fermentación discontinua y semicontinua pueden recogerse en un momento 
adecuado, por ejemplo, cuando uno o más nutrientes se han agotado.

25
Una fermentación continua es una fermentación donde los nutrientes se añaden de forma continua a la fermentación 
y donde los productos se retiran de forma continua de la fermentación.

El medio de fermentación en un proceso para producir un ácido dicarboxílico como se describe en este documento
puede comprender cualquier nutriente adecuado, tal como una fuente de carbono y una fuente de nitrógeno, que 30
permite que la levadura produzca un ácido dicarboxílico. Un experto en la materia conocido la composición 
adecuada del medio de fermentación para una cepa de levadura específica.

Una célula fúngica adecuada en un proceso como se describe en este documento puede pertenecer a cualquier 
género adecuado Saccharomyces, Aspergillus, Penicillium, Pichia, Kluyveromyces, Yarrowia, Candida, Hansenula, 35
Humicola, Issatchenkia, Torulaspora, Trichosporon, Brettanomyces, Rhizopus, Zygosaccharomyces, Pachysolen o
Yamadazyma. Una célula fúngica puede pertenecer, por ejemplo, a una especie de Saccharomyces cerevisiae, 
Saccharomyces uvarum, Saccharomyces bayanus, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Pichia stipidis, 
Kluyveromyces marxianus, K. lactis, K. thermotolerans, Yarrowia lipolytica, Candida sonorensis, C. glabrata, 
Hansenula polymorpha, Issatchenkia orientalis, Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis, Rhizopus 40
oryzae o Zygosaccharomyces bailii. En una realización, una célula fúngica en el proceso de la presente invención es 
una levadura, por ejemplo, que pertenece a una Saccharomyces sp., tal como una S. cerevisiae.

Una célula fúngica en un proceso como se describe en este documento puede ser cualquier célula fúngica de tipo 
silvestre o recombinante o modificada genéticamente adecuada. Una célula fúngica modificada genéticamente 45
puede comprender una modificación genética de un gen seleccionado del grupo que consiste en un gen que codifica 
una piruvato carboxilasa, una fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, una malato deshidrogenasa, una fumarasa, una 
fumarato reductasa, una isocitrato liasa, una malato sintasa y un transportador de ácido dicarboxílico.

Una célula fúngica recombinante puede comprender una modificación genética con una piruvato carboxilasa (PYC), 50
que cataliza la reacción de piruvato en oxaloacetato (EC 6.4.1.1). La piruvato carboxilasa puede ser activa, por 
ejemplo, en el citosol tras la expresión del gen. Por ejemplo, la célula fúngica sobreexpresa una piruvato carboxilasa, 
por ejemplo, se sobreexpresa una piruvato carboxilasa endógena u homóloga.

Una célula fúngica recombinante puede comprender adicionalmente un gen que codifica una fosfoenolpiruvato55
(PEP) carboxiquinasa (4.1.1.49). Una célula fúngica puede modificarse genéticamente con una PEP carboxiquinasa 
heteróloga, tal como una PEP carboxiquinasa derivada de Escherichia coli, Mannheimia sp., Actinobacillus sp., o
Anaerobiospirillum sp., por ejemplo, Mannheimia succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes o
Anaerobiospirillum succiniciproducens. Un gen que codifica una PEP carboxiquinasa puede sobreexpresarse y 
puede expresarse y se activa en el citosol de una célula fúngica.60

En una realización, una célula fúngica se modifica genéticamente de forma adicional con un gen que codifica una 
malato deshidrogenasa (MDH) activa en el citosol tras la expresión del gen. La expresión citosólica puede obtenerse 
por deleción de una señal de dirección al peroxisoma. La malato deshidrogenasa puede sobreexpresarse. Una MDH 
citosólica puede ser cualquier malato deshidrogenasa homóloga o heteróloga adecuada, que cataliza la reacción de 65
oxaloacetato en malato (EC 1.1.1.37), por ejemplo, derivada de S. cerevisiae.
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En otra realización, una célula fúngica de la presente descripción se modifica genéticamente de forma adicional con 
un gen que codifica una fumarasa, que cataliza la reacción de ácido málico en ácido fumárico (EC 4.2.1.2). Un gen 
que codifica fumarasa puede obtenerse de cualquier origen adecuado, preferiblemente de origen microbiano, por 
ejemplo, una levadura tal como Saccharomyces o un hongo filamentoso, tal como Rhizopus oryzae, o una bacteria5
tal como Escherichia coli. Una célula fúngica de la presente descripción puede sobreexpresar una secuencia de 
nucleótidos que codifica una fumarasa. La fumarasa puede ser activa en el citosol tras la expresión de la secuencia 
de nucleótidos, por ejemplo, delecionando una señal de dirección al peroxisoma. Se descubrió que la actividad 
citosólica de una fumarasa producía alta productividad de un ácido dicarboxílico por la célula fúngica.

10
En otra realización, la célula fúngica se modifica genéticamente con cualquier gen heterólogo u homólogo adecuado
que codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H), que cataliza la reacción de fumarato en succinato (EC 
1.3.1.6). La fumarato reductasa dependiente de NADH puede ser una enzima heteróloga, que puede obtenerse de 
cualquier origen adecuado, por ejemplo, bacterias, hongos, protozoos o plantas. Una célula fúngica de la presente 
descripción comprende una fumarato reductasa dependiente de NAD(H) heteróloga, preferiblemente derivada de 15
una Trypanosoma sp., por ejemplo, una Trypanosoma brucei. En una realización, la fumarato reductasa dependiente 
de NAD(H) se expresa y es activa en el citosol, por ejemplo, delecionando una señal de dirección al peroxisoma. La 
célula fúngica puede sobreexpresar un gen que codifica una fumarato reductasa dependiente de NAD(H).

En otra realización, la célula fúngica puede comprender una modificación genética con un gen que codifica una 20
proteína transportadora de ácido dicarboxílico, por ejemplo, una proteína transportadora de ácido málico. Una 
proteína transportadora de ácido dicarboxílico puede ser una proteína homóloga o heteróloga, por ejemplo, derivada 
de Schizosaccharomyces pombe o Aspergillus niger. Una célula fúngica como se describe en este documento puede 
sobreexpresar una proteína transportadora de ácido dicarboxílico.

25
Una célula fúngica modificada genéticamente puede comprender adicionalmente una modificación genética con un 
gen que codifica una isocitrato liasa (EC 4.1.3.1), que puede ser cualquier enzima heteróloga u homóloga adecuada. 
La isocitrato liasa puede obtenerse, por ejemplo, de Kluyveromyces lactis o Escherichia coli.

Una célula fúngica modificada genéticamente puede comprender adicionalmente una modificación genética con una 30
malato sintasa (EC 2.3.3.9). La malato sintasa puede sobreexpresarse y/o ser activa en el citosol, por ejemplo, por 
deleción de una señal de dirección al peroxisoma. En el caso de que la malato sintasa sea una malato sintasa de S. 
cerevisiae, por ejemplo, la malato sintasa nativa se altera por deleción de la secuencia carboxi-terminal de SKL.

La expresión citosólica de las enzimas descritas anteriormente puede obtenerse por deleción de una señal de 35
dirección al peroxisoma o la mitocondria. La presencia de una señal de dirección al peroxisoma o la mitocondria
puede determinarse, por ejemplo, por el método descrito por Schlüter et al., Nucleid Acid Research 2007, 35, D815-
D822.

En otra realización, una célula fúngica recombinante en el proceso para producir un ácido dicarboxílico descrito en 40
este documento comprende una alteración de un gen que codifica una enzima de la ruta de fermentación del etanol. 
Un gen que codifica una enzima de una ruta de fermentación del etanol, puede ser la piruvato descarboxilasa (EC 
4.1.1.1), que cataliza la reacción de piruvato en acetaldehído, o la alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1), que cataliza 
la reacción de acetaldehído en etanol. Preferiblemente, una célula fúngica en el proceso como se describe en este 
documento comprende una alteración de uno, dos o más genes que codifican una alcohol deshidrogenasa. En el 45
caso de que la célula fúngica sea una levadura, por ejemplo, S. cerevisiae, la levadura preferiblemente comprende 
una alteración de un gen de la alcohol deshidrogenasa adh1 y/o adh2.

Un ácido dicarboxílico que se produce en un proceso como se describe en este documento puede ser ácido 
succínico, ácido fumárico, ácido málico o ácido adípico, por ejemplo, ácido succínico.50

En una realización, un ácido dicarboxílico que se produce en un proceso como se describe en este documento se 
recupera del medio de fermentación. La recuperación de un ácido dicarboxílico puede realizarse por cualquier 
método adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, por cristalización, precipitación con amonio, tecnología de 
intercambio iónico, centrifugación o filtración o cualquier combinación adecuada de estos métodos.55

Un proceso para producir un ácido dicarboxílico puede realizarse a cualquier pH y temperatura adecuados. Un pH 
adecuado puede ser entre aproximadamente 2 y aproximadamente 8, por ejemplo, entre aproximadamente 2,5 y 
aproximadamente 6, por ejemplo, entre aproximadamente 3 y aproximadamente 5, Una temperatura adecuada 
puede ser, por ejemplo, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 grados Celsius, por ejemplo, entre 60
aproximadamente 15 y aproximadamente 30 grados Celsius.

Figuras

Figura 1 Mapa físico del plásmido pPWT006.65
Figura 2 Mapa físico del plásmido pPSUC044.
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Figura 3 Mapa físico del plásmido pPWT007.
Figura 4 Mapa físico del plásmido pSUC047.
Figura 5 Mapa físico de pBOL034.
Figura 6 Mapa físico de pSUC091.
Figura 7 Mapa físico de pBOL267.5
Figura 8 Mapa físico de pSUC111.
Figura 9 Mapa físico de pBOL268.
Figura 10 Mapa físico de pSUC174.
Figura 11 Mapa físico de pSUC176.
Figura 12 Principio básico del método de integración usado para la integración de los genes sintéticos KIICL1 y 10
MLS1. Se introducen por transformación dos fragmentos en la levadura. Un fragmento "LF" (para el lado izquierdo) y 
un fragmento "RF" (para el lado derecho). En el fragmento LF, el LF se coloca 5' desde los genes sintéticos KIICL1 y 
MLS1. En 3' del gen hay un sitio IoxP, y un gen amdS truncado 3'. En el fragmento RF, el RF está colocado 3' desde 
un sitio de clonación múltiple, en que pueden introducirse más genes. En 5' del sitio de clonación múltiple hay un 
sitio IoxP, y un gen amdS truncado 5'. Los fragmentos LF y RF puede unirse in vivo a través de recombinación 15
homóloga sobre el gen amdS. Los lados LF y RF son homólogos a secuencias colindantes en el genoma de 
levadura, lo que permite una integración de doble entrecruzamiento de los fragmentos LF y RF unidos. Los 
fragmentos amdS truncados individualmente no codifican proteínas activas, pero la recombinación de los dos 
fragmentos conduce a la capacidad de utiliza acetamida como fuente de N. Las células transformadas que poseen 
amdS activo, por tanto, tendrán los genes sintéticos KIICL1 y MLS1 integrados en el genoma.20
Figura 13 Representación del fragmento de 7,7 kB de pSUC174 que contiene los genes sintéticos MDH3, DCT_02 y 
FUMR y el marcador de selección KanMX, flanqueados por sitios Iox66 y Iox71. Después del remplazo del gen 
sintético SpMAE1 por el gen sintético DCT_02, el marcador KanMX se retiró por Cre-recombinasa (Güldener U, 
Heck S, Fielder T, Beinhauer J, Hegemann JH., Nucleic Acids Res. 1996 Jul 1; 24(13):2519-2524).

25
Ejemplos

Ejemplo 1: Construcción de las cepas SUC-662 y 632 (fuera del alcance de la invención)

1.1 Construcción de vectores de integración30

El plásmido pSUC044 se construyó del siguiente modo: el plásmido pPWT006 (figura 1), que consiste en un locus 
YGR059w (SPR3) o SIT2 (Gottlin-Ninfa y Kaback (1986) Molecular and Cell Biology vol. 6, n.º 6, 2185-2197) y los 
marcadores que permiten la selección de transformantes en el antibiótico G418 y la capacidad de crecer en
acetamida, se digirió con las enzimas de restricción MluI y ApaI. El marcador kanMX, que confiere resistencia a35
G418, se aisló de p427TEF (Dualsystems Biotech) y un fragmento que contiene el marcador amdS se ha descrito en 
la bibliografía (Swinkels, B.W., Noordermeer, A.C.M. y Renniers, A.C.H.M (1995). Yeast Volumen 11, Tema 1995A, 
página S579; y documento US 6051431).

Los genes que codifican la fumarato reductasa (FRDg) de Trypanosoma brucei, como se describe en la solicitud de 40
patente WO2009/065778, y la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PCKa) de Actinobacillus succinogenes, como se 
describe en la solicitud de patente WO2009/065780, se sintetizaron por Sloning (Puchheim, Alemania). Se 
sintetizaron las secuencias específicas de promotor; gen; terminador, incluyendo sitios de restricción apropiados. 
Las secuencias se optimizaron en los pares de codones para su expresión en S. cerevisiae como se describe en la 
solicitud de patente WO2008/000632. Los genes sintéticos están bajo el control de (o unidos de forma funcional a) 45
promotores fuertes de S. cerevisiae, es decir, el promotor TDH3 que controla la expresión del gen FRDg, y el 
promotor TPI1 que controla el gen PCKa. La terminación apropiada está controlada por secuencias terminadoras de
S. cerevisiae, es decir, el terminador TDH3 que controla el gen FRDg y el terminador PMA1, presente en el plásmido 
pPWT006, que controla el gen PCKa. La secuencia de promotor TDH3; gen FRDg; terminador TDH3 estaba 
rodeada por los sitios de enzimas de restricción únicos MluI y ApaI. La secuencia de promotor TPI1, gen PCKa50
estaba rodeada por los sitios de enzimas de restricción únicos ApaI y BsiWI. La clonación de la construcción 
sintética FRDg en pPWT006 digerida con MluI y ApaI produjo el plásmido intermedio pPWT006-FRDg. La clonación 
de la construcción sintética PCKa en pPWT006-FRDg digerida con ApaI y BsiWI produjo el plásmido pSUC044 
(SEQ ID NO: 1, figura 2).

55
El plásmido pSUC047 se construyó del siguiente modo: el plásmido pPWT007 (figura 3), que consiste en un locus 
YEL023c o SIT4 (Gottlin-Ninfa y Kaback (1986) Molecular y Cell Biology vol. 6, n.º 6, 2185-2197) y los marcadores 
que permiten la selección de transformantes en el antibiótico G418 y la capacidad de crecer en acetamida, se digirió 
con las enzimas de restricción MluI y ApaI.

60
Los genes que codifican la malato deshidrogenasa (MDH3) de S. cerevisiae, como se describe en la solicitud de 
patente WO2009/065778, la fumarasa (FUMR) de Rhizopus oryzae, como se describe en la solicitud de patente
WO2009/065779, y el transportador de ácido málico (SpMAE1) de Schizosaccharomyces pombe, como se describe 
en la solicitud de patente WO2009/065778, se sintetizaron por Sloning (Puchheim, Alemania). Se sintetizaron las 
secuencias específicas de promotor; gen; terminador, incluyendo sitios de restricción apropiados. Las secuencias se 65
optimizaron en los pares de codones para su expresión en Saccharomyces cerevisiae como se describe en la 

E12734871
20-02-2017ES 2 616 790 T3

 



8

solicitud de patente WO2008/000632. Los genes sintéticos estaban bajo el control de (o unidos de forma funcional a) 
promotores fuertes de S. cerevisiae, es decir el promotor TDH3 que controla la expresión del gen MDH3, el promotor 
TPI1 que controla el gen FUMR y el promotor ENO1 que controla el gen SpMAE1. La terminación apropiada estaba 
controlada por secuencias terminadoras de S. cerevisiae, es decir, el terminador TDH3 que controla el gen MDH3, el 
terminador PMA1, presente en el plásmido pPWT006, que controla el gen PCKa, y el terminador ENO1 que controla5
el gen SpMAE1. La secuencia de promotor TDH3; gen MDH3; terminador TDH3 estaba rodeada por los sitios de 
enzimas de restricción únicos MluI y ApaI. La secuencia de promotor TPI1, gen FUMR estaba rodeada por los sitios 
de enzimas de restricción únicos ApaI, AscI y NotI en el extremo 5' y BsiWI en el extremo 3'. La secuencia de
promotor ENO1; gen SpMAE1; terminador ENO1 estaba rodeada por los sitios de enzimas de restricción únicos MluI
y ApaI. La clonación de la construcción sintética MDH3 en pPWT007 digerida con MluI y ApaI produjo el plásmido 10
intermedio pPWT007-MDH3. La clonación de la construcción sintética FUMR en pPWT007-MDH3 digerida con ApaI
y BsiWI produjo el plásmido pSUC046. La clonación de la construcción sintética SpMAE1 en pSUC046 digerida con 
AscI y NotI produjo el plásmido pSUC047 (SEQ ID NO: 2, figura 4).

El plásmido pBOL034 (figura 5), que consiste en una secuencia promotora YOL086C (ADH1) de 1000 pb (1000 pb15
directamente cadena arriba del codón de inicio de YOL086C), una secuencia terminadora YOL086C (ADH1) de 500 
pb (500 pb directamente cadena abajo del codón de parada) y las secuencias génicas insertadas, se usó como 
vector hospedador para construir pSUC091 (figura 6). Se obtuvo un fragmento de PCR de promotor URA3; gen 
URA3; terminador URA3 usando el plásmido pRS416 como molde (Sikorski RS, Hieter P. 1989 mayo; 122(1):19-27). 
Los cebadores contenían sitios apropiados de enzimas de restricción, MluI para le cebador directo y BsrGI para el 20
cebador inverso, para la subclonación adicional del fragmento de PCR. La secuencia génica que codifica la piruvato
carboxilasa (PYC2) de S. cerevisiae, como se describe en la solicitud de patente WO2009/065780, se sintetizó por 
GeneArt (Regensburg, Alemania). Se sintetizó una secuencia específica de promotor; gen; terminador, incluyendo 
sitios de restricción apropiados. La secuencia génica se optimizó en los pares de codones para su expresión en S. 
cerevisiae como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. El gen sintético estaba bajo el control de (o 25
unido de forma funcional a) un promotor fuerte de S. cerevisiae, es decir, el promotor PGK1 que controla la 
expresión del gen PYC2. La terminación apropiada estaba controlada por una secuencia terminadora de S. 
cerevisiae, es decir, el terminador PGK1 que controla el gen PYC2. La secuencia de promotor PGK1; gen PYC2;
terminador PGK1 estaba rodeada por los sitios de enzimas de restricción únicos StuI y MluI. Después de la 
restricción de pBOL034 con BsrGI, PsiI y SnaBI, la restricción del fragmento de PCR URA3 con MluI y BsrGI y la 30
secuencia de promotor PGK1, gen PYC2, terminador PGK1 con StuI y MluI, los tres fragmentos de ADN se ligaron 
por un ligamiento de 3 puntos para producir el plásmido pSUC091 (SEQ ID NO: 3, figura 6).

El plásmido pSUC111 usado para la integración de los genes sintéticos de la isocitrato liasa y malato sintasa, se 
construyó del siguiente modo. El plásmido p417-CYC (vector lanzadera de levadura-E. coli que contiene un 35
marcador KanMX funcional en levadura, Dualsystems Biotech AG, Schlieren, Suiza) se restringió con XbaIlEcoRV,
en que se ligó una construcción sintética de INT5'-repetición-LoxP-Amds (parcial) restringida con XbaI/SwaI, 
produciendo el plásmido pBOL267 (figura 7). La construcción sintética se sintetizó por GeneArt (Regensburg, 
Alemania).

40
Los genes que codifican la isocitrato liasa (KIICL1) de Kluyveromyces lactis y la malato sintasa (MLS1) de S. 
cerevisiae como se describe en la solicitud de patente WO2009/101180, se sintetizaron por Sloning (Puchheim, 
Alemania). Se sintetizaron las secuencias específicas de promotor; gen; terminador, incluyendo sitios de restricción 
apropiados. Las secuencias se optimizaron en los pares de codones para su expresión en Saccharomyces 
cerevisiae como se describe en la solicitud de patente WO2008/000632. Los genes sintéticos estaban bajo el control 45
de (o unidos de forma funcional a) promotores fuertes de S. cerevisiae, es decir, el promotor TDH1 que controla la 
expresión del gen KIICL1, y el promotor TDH3 que controla la expresión del gen MLS1. La terminación apropiada 
estaba controlada por una secuencia terminadora de S. cerevisiae, es decir, el terminador TDH1 que controla el gen 
KIICL1 y el terminador TDH3 que controla la expresión del gen MLS1.

50
Las construcciones de los genes sintéticos KIICL1 y MLS1 se ligaron en el plásmido pBOL267 produciendo el 
plásmido pSUC111 (SEQ ID NO: 4, figura 8).

El plásmido pBOL268 (SEQ ID NO: 5, figura 9) también es necesario para integrar las construcciones de los genes 
sintéticos KIICL1 y MLS1 en el locus INT. Los plásmidos pSUC111 y pBOL268 contienen una secuencia amdS 55
parcial que quedará funcional después de la transformación con la parte restante de una secuencia amdS parcial, 
como se explica en la sección 1.2 y en la figura 11. Para obtener un gen amdS funcional, y para permitir la selección 
del crecimiento en acetamida como única fuente de nitrógeno, el plásmido restringido pSUC111 tiene que 
transformarse con el plásmido restringido pBOL268. El plásmido pBOL268 se construyó del siguiente modo. El 
plásmido p417-CYC (vector lanzadera de levadura-E. coli que contiene un marcador KanMX funcional en levaduras, 60
Dualsystems Biotech AG, Schlieren, Suiza) se restringió con SalI/SmaI, en que se ligó una construcción sintética de 
Amds (parcial)-LoxP-repetición-INT3' restringida con SalI/Swal, produciendo el plásmido pBOL268 (figura 9). La 
construcción sintética se sintetizó por GeneArt (Regensburg, Alemania).

Para remplazar el gen sintético SpMAE1 integrado en el ADN genómico por la secuencia DCT_02, se creó el 65
plásmido pSUC174. La secuencia DCT_02 codifica un transportador putativo de ácido dicarboxílico (SEQ ID NO: 6)
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con una identidad del 30,2% en comparación con la secuencia SpMAE1 determinada usando el programa Needle 
(algoritmo de Needleman y Wunsch, Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). La 
secuencia génica se optimizó en los pares de cocones para su expresión en S. cerevisiae como se describe en la 
solicitud de patente WO2008/000632. En la secuencia génica DCT_02 sintética, el codón de parada se modificó a 
TAAG. El gen DCT_02 sintético estaba bajo el control de (o unido de forma funcional a) un promotor fuerte de S. 5
cerevisiae, es decir, el promotor ENO1 (600 pb cadena arriba del codón de inicio del gen ENO1). En el promotor 
ENO1, la T en la posición 596 (-5) se cambió a A para obtener una mejor secuencia Kozak. La terminación 
apropiada estaba controlada por una secuencia terminadora de S. cerevisiae, es decir, el terminador ENO1 (300 pb 
cadena abajo del codón de parada del gen ENO1). Las secuencias de promotor ENO1; DCT-02; terminador ENO1
estaban rodeadas por sitios de enzimas de restricción únicos. La secuencia resultante SEQ ID NO: 7 se sintetizó por 10
GeneArt (Regensburg, Alemania).

El plásmido pSUC174 se creó del siguiente modo: el promotor ENO1; SpMAE1; terminador ENO1 se retiró del 
plásmido pSUC047. Se introdujo un casete KanMX flanqueado por sitios Iox66 y Iox71 (Lambert JM, Bongers RS, 
Kleerebezem M., Appl. Environ Microbiol. 2007 febrero; 73(4):1126-35) en el plásmido intermedio. Posteriormente, el 15
gen sintético DCT_02 (SEQ ID NO: 7) se ligó en este plásmido intermedio, produciendo el plásmido pSUC174 (SEQ 
ID NO: 8, figura 10). El plásmido pSUC176 se creó del siguiente modo: el promotor ENO1; SpMAE1; terminador 
ENO1 se retiró del plásmido pSUC047. Posteriormente, un casete de Tag (repetición)-IoxP-amdS-IoxP-Tag 
(repetición) se ligó en la estructura del vector, produciendo el vector intermedio pSUC175. La secuencia Tag 
consiste en los nucleótidos CGTATATGTCATGCTCGTGACAAAGAGCGTAAGATGGCGAAC, que codificarían una 20
proteína con la secuencia RICHARDKERKMAN. La secuencia del gen sintético DCT_02 se ligó en el vector 
pSUC175, produciendo el plásmido de remplazo pSUC176 (figura 11).

1.2 Transformación de levaduras
25

La cepa de Saccharomyces CEN.PK113-5D (MATa ura3.52 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2) se transformó con el 
plásmido pSUC047 (figura 4), que se había linealizado previamente con SfiI (New England Biolabs), de acuerdo con 
las instrucciones del proveedor. Se diseñó un sitio SfiI sintético en la secuencia del gen SIT4 presente en el 
plásmido pPWT007 (denominado SIT4A, véase la figura 3). Las mezclas de transformación se sembraron en placa 
en YPD-agar (por litro: 10 g de extracto de levadura, 20 g de peptona, 20 g de dextrosa, 20 g de agar) que contenía 30
100 µg de G418 (Sigma Aldrich) por ml. Después de dos a cuatro días, aparecieron colonias en las placas, mientras 
que el control negativo (es decir, sin adición de ADN en el experimento de transformación) produjo placas YPD/G418
de blanco. Como alternativa, se seleccionaron los transformantes positivos en placas de agar que contenían 
acetamida, que puede usarse como fuente única de nitrógeno debido a la presencia del marcador acetamidasa
(amdS) después de la integración de la construcción de ADN. Para este propósito, las mezclas de transformación se 35
sembraron en placas de agar acetamida (por litro: 20 g de agar, 20 g de dihidrogenofosfato potásico, 0,5 g de sulfato 
de magnesio-heptahidrato, 70 ml de galactosa al 32%, 1 ml de dextrosa al 50%, 12,5 ml de acetamida 400 mM 
(Sigma), 1 ml de vitaminas y 1 ml elementos traza (las composiciones de vitaminas y elementos traza se describen 
en la bibliografía (Verduyn C, Postma E, Scheffers WA, Van Dijken JP. Yeast, 1992 julio; 8(7):501-517). Después de 
dos a cuatro días, aparecieron colonias en las placas, mientras que el control negativo (es decir, sin adición de ADN40
en el experimento de transformación) produjo placas de acetamida agar de blanco. La integración del plásmido 
pSUC047 estaba dirigida al locus SIT4. Los transformantes correctos con integración de la única copia de los genes 
MDH3, FUMR y SpMAE1 en el locus SIT4 se caracterizaron usando técnicas de PCR. Se usó una cepa en que se 
integró una única copia de los genes sintéticos a insertarse en el locus SIT4, denominada CEN.PK113-5D-pSUC047 
para el rescate de marcador (véase a continuación). La cepa sin marcador resultante se denominó SUC-270 (MATa 45
ura3.52 HIS3 LEU2 TRP1 sit4::TDH3p-MDH3-TDH3t;ENO1p-SpMAE1-ENO1t;TPI1p-FUMR-PMA1t MAL2-8 SUC2).

La cepa SUC-270 se transformó con el plásmido pSUC044 (figura 2), que se había linealizado previamente con SfiI 
(New England Biolabs), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se diseñó un sitio SfiI sintético en la 
secuencia del gen SIT2 en el plásmido pPWT006 (denominado SIT2A, véase la figura 1). Las mezclas de 50
transformación se sembraron en placa como se ha descrito anteriormente. Después de dos a cuatro días, 
aparecieron colonias en las placas, mientras que el control negativo (es decir, sin adición de ADN en el experimento 
de transformación) produjo placas YPD/G418 de blanco. La integración del plásmido pSUC044 estaba dirigida al 
locus SIT2. Los transformantes correctos con integración de una única copia de los genes PCKa y FRDg en el locus 
SIT2 se caracterizaron usando técnicas de PCR. La cepa resultante de integración de una única copia se denominó 55
SUC-304, que se usó posteriormente para el rescate de marcador (véase a continuación), produciendo la cepa libre 
de marcador SUC-347 (MATa ura3.52 HIS3 LEU2 TRP1 sit2::TPI1p-PCKa-PMA1t;TDH3p-FRDg-TDH3t sit4::TDH3p-
MDH3-TDH3t;ENO1p-SpMAE1-ENO1t;TPI1p-FUMR-PMA1t MAL2-8 SUC2). La cepa SUC-347 se analizó 
adicionalmente por análisis de transferencia de Southern, que confirmó la correcta integración de los genes
sintéticos introducidos y la recombinación externa de los genes marcadores.60

Para ser capaces de transformar las cepas de levadura CEN.PK113-5D-pSUC047 y SUC-304 con otras 
construcciones, usando los mismos marcadores de selección, fue necesario retirar los marcadores de selección. El 
diseño del plásmido pSUC044 y pSUC047 era tal, que tras la integración de pSUC044 y pSUC047 en el cromosoma, 
las secuencias homólogas estaban en cercana proximidad entre sí. Este diseño permitió que los marcadores de 65
selección se perdieran por recombinación intramolecular espontánea de estas regiones homólogas.
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Tras el crecimiento vegetativo, tendrá lugar la recombinación intramolecular, aunque a baja frecuencia. La frecuencia 
de esta recombinación depende de la longitud de la homología y el locus en el genoma (resultados no publicados). 
Tas la transferencia secuencial de una subfracción del cultivo a medio fresco, se acumularán los recombinantes 
intramoleculares con el tiempo.5

Para este fin, las cepas CEN.PK113-5D-pSUC047 y SUC-304 se cultivaron en medio YPD (por litro: 10 g de extracto 
de levadura, 20 g de peptona, 20 g de dextrosa), partiendo de un aislado de una única colonia. Se usaron 25 µl de 
un cultivo durante una noche para inocular medio YPD fresco. Después de al menos cinco de dichas transferencias 
en serie, se determinó la densidad óptica del cultivo y las células se diluyeron hasta una concentración de 10
aproximadamente 5000 por ml. Se sembraron en placa 100 µl de la suspensión celular en medio Yeast Carbon Base 
(Difco) que contenía KPi 30 mM (pH 6,8), (NH4)2SO4 al 0,1%, fluoro-acetamida 40 mM (Amersham) y agar al 1,8% 
(Difco). Las células idénticas a células de las cepas CEN.PK113-5D-pSUC047 y SUC-304, es decir, sin 
recombinación intracelular, aún contenían el gen amdS. Para esas células, la fluoro-acetamida es tóxica. Estas 
células no serán capaces de crecer y no formarán colonias en un medio que contiene fluoro-acetamida. Sin 15
embargo, si ha sucedido recombinación intramolecular, las variantes CEN.PK113-5D-pSUC047 y SUC-304 que han 
perdido los marcadores de selección serán capaces de crecer en el medio de fluoro-acetamida, ya que son 
incapaces de convertir la fluoro-acetamida en compuestos inhibidores del crecimiento. Esas células formarán 
colonias en este medio de agar. Las colonias resistentes a fluoro-acetamida obtenidas de CEN.PK113-5D-pSUC047
y SUC-304 se sometieron a análisis por PCR para confirmar que la recombinación externa de los marcadores de 20
selección había tenido lugar como se pretendía. Como resultado, el casete con los genes MDH3, FUMR, SpMAE1, 
PCKa y FRDg bajo el control de los promotores fuertes de levadura se había integrado en el locus SIT4 del genoma
de la cepa hospedadora.

La cepa SUC-347 se transformó con un fragmento de 6,4 kB del plásmido pSUC091, que se había linealizado 25
previamente con las enzimas de restricción SwaI, SalI y ClaI (figura 6). Las mezclas de transformación se sembraron 
en placa en Yeast Nitrogen Base (YNB) sin AA (Difco) + glucosa al 2%. Los transformantes correctos se 
seleccionaron inicialmente por prototrofismo a uracilo, porque la cepa precursora tenía auxotrofismo por uracilo
(ura3.52), que se complementó por una copia funcional del gen URA3. Los transformantes se analizaron 
adicionalmente por PCR para confirmar la dirección correcta del producto de PCR URA3 y la construcción sintética 30
PYC2 en el locus adh1. La cepa resultante se denominó SUC-401 (MATa ura3.52 HIS3 LIEU2 TRP1 sit2::TPI1p-
PCKa-PMA1t;TDH3p-FRDg-TDH3t sit4::TDH3p-MDH3-TDH3t;ENO1p-SpMAE1-ENO1t;TPI1p-FUMR-PMA1t
adh1::PGK1p-PYC2-PGK1t;URA3p-URA3-URA3t MAL2-8 SUC2).

Se introdujeron por transformación KIICL1 y MLS1 en la cepa SUC-401 del siguiente modo: el plásmido pSUC111 35
(figura 8) se restringió usando las enzimas AsiSI y SbfI. Se escindió un fragmento de 9,06 kB que contenía los genes 
sintéticos KIICL1 y MLS1, el lado 5' INT (véase a continuación), un sitio IoxP y una secuencia amdS parcial de un gel 
de agarosa.

El plásmido pBOL268 (figura 9) se restringió usando las enzimas SgrAl y AvrII. Se escindió un fragmento de 2,4 kB40
que contenía el lado 3' INT1 (véase a continuación), un sitio IoxP y una secuencia amdS parcial de un gel de 
agarosa. Ambos fragmentos se introdujeron por transformación en la cepa SUC-401. Los transformantes se 
seleccionaron en placas selectivas que contenían acetamida como única fuente de nitrógeno (Yeast Carbon Base 
(Difco) que contiene galactosa como fuente de C).

45
La integración de los genes sintéticos KIICL1 y MLS1 se consiguió transformando dos construcciones que se 
combinan in vivo por recombinación. El plásmido pSUC111 contiene una secuencia amdS parcial que quedará 
funcional después de la transformación con la parte restante de una secuencia amdS parcial, como se explica a 
continuación y en la figura 11. Para obtener un gen amdS funcional, y para permitir la selección por crecimiento en 
acetamida como única fuente de nitrógeno, el plásmido pSUC111 restringido tiene que transformarse con el 50
plásmido pBOL268 restringido. La recombinación in vivo de las partes 5' y 3' de amdS fusionará los dos fragmentos
y producirá un gen amdS funcional. El gen amdS funcional consistirá en el promotor PMA1 de S. cerevisiae, el gen 
amdS de Aspergillus nidulans y el terminador de la transcripción del gen LAC4 de K. lactis. Este casete confiere a la 
célula de levadura transformada la capacidad de utilizar acetamida como única fuente de nitrógeno. La 
recombinación de las regiones flanqueantes LF (lado izquierdo) y RF (lado derecho) con las secuencias homólogas 55
genómicas conduce a la integración de la construcción en el genoma. Los transformantes positivos se volvieron a 
sembrar en estrías y se comprobaron por PCR para la presencia de los genes sintéticos KIICL1 y MLS1. La cepa 
resultante se denominó SUC-443 (MATa ura3.52 HIS3 LEU2 TRP1 sit2::TPI1p-PCKa-PMA1t;TDH3p-FRDg-TDH3t 
sit4::TDH3p-MDH3-TDH3t;ENO1p-SpMAE1-ENO1t;TPI1p-FUMR-PMA1t adh1::PGK1p-PYC2-PGK1t;URA3p-URA3-
URA3t MAL2-8 SUC2 int::TDH1p-ICL1-TDH1t; TDH3p-MLS1-TDH3t; IoxP-Amds-IoxP). Los genes sintéticos de la 60
isocitrato liasa y malato sintasa se integraron en el ADN genómico de levadura entre las fases de lectura abierta 
NTR1 (YOR071c) y GYP1 (YOR070c) localizadas 659 pb cadena abajo del codón de parada de NTR1 y 997 pb 
cadena arriba del codón de inicio de GYP1 en el cromosoma XV. Esta integración se llamó INT.

El marcador amdS flanqueado por sitios IoxP se retiró de la cepa SUC-443 por transformación de Cre-recombinasa65
(Güldener U, Heck S, Fielder T, Beinhauer J, Hegemann JH., Nucleic Acids Res. 1996 julio 1; 24(13):2519-2524) 
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usando el plásmido pSH65 que contenía un marcador de resistencia a fleomicina. La retirada del marcador amdS se 
confirmó por ensayo en placa. La fluoro-acetamida es tóxica para las células que contienen el gen amdS, que 
convierte la fluoro-acetamida en un compuesto tóxico. Los transformantes que han perdido el marcador amdS serán 
capaces de crecer en las placas de agar con fluoro-acetamida, ya que son incapaces de convertir la fluoro-
acetamida en compuestos inhibidores del crecimiento. Esas células formarán colonias en estas placas de agar. 5
Posteriormente, el plásmido pSH65 se eliminó de las células por crecimiento en medio no selectivo (YEP galactosa
al 2%), produciendo la cepa SUC-489. Un sitio IoxP ha permanecido en el ADN genómico de la cepa SUC-489.

Para remplazar el gen del transportador de ácido dicarboxílico SpMAE1 por el gen del transportador de ácido 
dicarboxílico DCT_02, se construyó el plásmido pSUC174 (figura 10) como se describe en el ejemplo 1.1. pSUC174 10
contiene en el extremo 5' el gen sintético FUMR, el transportador DCT_02 y un marcador de selección KanMX 
flanqueado por sitios Iox66/Iox71 (Lambert JM, Bongers RS, Kleerebezem M., Appl Environ Microbiol. 2007 febrero;
73(4):1126-35), y en el extremo 3' el gen sintético MDH3. El plásmido pSUC174 se restringió con Bsu36I y Fsel y el 
fragmento resultante de 7,7 kB se purificó y se introdujo por transformación en la cepa SUC-489. Por recombinación 
homóloga sobre el gen sintético FUMR y el gen sintético MDH3 presente en el ADN genómico de la cepa SUC-489, 15
la construcción pSUC174 linealizada remplazó el transportador SpMAE1 por DCT_02 (figura 13). Los transformantes 
correctos se seleccionaron inicialmente por su resistencia frente a G418, debido a la integración del marcador de 
resistencia KanMX. A continuación, se realizó una PCR de diagnóstico sobre la cepa intermedia SUC-661 para 
confirmar el remplazo del gen sintético SpMAE1 por el gen sintético DCT_02. El marcador KanMX flanqueado por 
sitios Iox66 y Iox71 se retiró de la cepa SUC-661 por transformación de la Cre-recombinasa (Güldener U, Heck S, 20
Fielder T, Beinhauer J, Hegemann JH., Nucleic Acids Res. 1996 julio 1; 24(13):2519-2524) usando el plásmido 
pSH65 que contiene un gen de resistencia a fleomicina. Posteriormente, el plásmido pSH65 se eliminó de las células 
por crecimiento en medio no selectivo (YEP galactosa al 2%), permaneciendo un Iox72 en el ADN genómico. La 
cepa resultante se denominó SUC-662 (MATa ura3.52 HIS3 LEU2 TRP1 sit2::TPl1p-PCKa-PMA1t;TDH3p-FRDg-
TDH3t sit4::TDH3p-MDH3-TDH3t;EN01p-DCT_02-ENO1t;TPI1p-FUMR-PMA1t;lox72 adh1::PGK1p-PYC2-25
PGK1t;URA3p-URA3-URA3t MAL2-8 SUC2 int::TDH1p-ICL1-TDH1t; TDH3p-MLS1-TDH3t).

A continuación, la segunda copia del gen SpMAE1 presente en el ADN genómico de SUC-489 se remplazó por 
transformación de un fragmento de 9,5 kB de pSUC176 (figura 11 - construido como se describe en el ejemplo 1.1). 
Este plásmido contiene en el extremo 5' el gen sintético FUMR, el transportador DCT_02 y un marcador de selección 30
amdS flanqueado por sitios IoxP, y en el extremo 3' el gen sintético MDH3. El plásmido pSUC176 se restringió con 
Bsu36I y FseI y el fragmento resultante de 9,5 kB se purificó y se introdujo por transformación en la cepa SUC-662.
El fragmento de pSUC176 puede remplazar el gen SpMAE1 restante o el gen DCT_02 introducido. Los 
transformantes positivos se seleccionaron por la capacidad de crecer en acetamida como única fuente de nitrógeno
(remplazo de la segunda copia de SpMAE1) y la capacidad de crecer en placas que contienen G418 como marcador 35
de selección (remplazo de la primera copia de SpMAE1). Solamente aquellas colonias que son capaces de crecer 
en estas dos placas tienen un remplazo de las dos copias de SpMAE1. En el caso de que la segunda construcción 
de remplazo (marcador amdS) remplace la primera construcción de remplazo (marcador KanMX), los transformantes 
son capaces de crecer en placas que contienen acetamida como única fuente de nitrógeno, pero no son capaces de 
crecer en placas que contienen G418. Los transformantes que contenían solamente genes DCT_02 y no genes 40
SpMAE1 se confirmaron por PCR. Esto produjo la cepa SUC-571 que aún contiene un marcador de selección
KanMX y amdS. Para retirar el marcador KanMX flanqueado por sitios Iox66 y Iox71 y el marcador amdS, 
flanqueado por sitios IoxP, la cepa SUC-571 se transformó con pSH65 por la expresión de Cre-recombinasa (pSH65 
contiene un marcador de resistencia a fleomicina, Güldener, 1996). La retirada de los marcadores KanMX y amdS se 
confirmó por ensayo en placa, produciendo la cepa SUC-592. Después de la retirada de los marcadores, un sitio 45
Iox72 y un sitio IoxP permanecen presentes en el cromosoma (probablemente en el cromosoma V, en el que está 
localizado el sitio de integración SIT4). Posteriormente, el plásmido pSH65 se eliminó del ADN genómico de la cepa 
SUC-592 cultivando en medio no selectivo, produciendo la cepa SUC-632.

Ejemplo 2: Producción de ácido succínico por levaduras en presencia de flujo de gas de diferentes 50
composiciones y diferentes presiones

La cepa de levadura SUC-401 construida como se ha descrito anteriormente, se cultivó en matraz de agitación (150
ml) durante 3 días a 30ºC y 110 rpm. El medio estaba basado en medio Verduyn (Verduyn C, Postma E, Scheffers 
WA, Van Dijken JP. Yeast, 1992 julio; 8(7):501-517), pero se hicieron modificaciones en la fuente de carbono y 55
nitrógeno como se describe en este documento a continuación.

Tabla 1. Composición del medio precultivo
Materia prima Concentración (g/l)

Galactosa C6H12O6 · H2O 20,0
Urea (NH2)2CO 2,3
Dihidrogenofosfato potásico KH2PO4 3,0
Sulfato de magnesio MgSO4 · 7H2O 0,5
Solución de elementos trazaa 1
Solución de vitaminasb 1

E12734871
20-02-2017ES 2 616 790 T3

 



12

aSolución de elementos traza
Componente Fórmula Concentración (g/kg)

EDTA C10H14N2Na2O8 . 2H2O 15,00
Sulfato de zinc · 7H2O ZnSO4 · 7H2O 4,50
Cloruro de manganeso · 2H2O MnCl2 · 2H2O 0,84
Cloruro de cobalto (II) · 6H2O CoCl2 · 6H2O 0,30
sulfato de cobre (II) · 5H2O CuSO4 · 5H2O 0,30
Sodio molibdeno · 2H2O Na2MoO4 · 2H2O 0,40
Cloruro cálcico · 2H2O CaCl2 · 2H2O 4,50
Sulfato de hierro · 7H2O FeSO4 · 7H2O 3,00
Ácido bórico H3BO3 1,00
Yoduro potásico KI 0,10

bSolución de vitaminas
Componente Fórmula Concentración (g/kg)

Biotina (D-) C10H16N2O3S 0,05
Pantotenato de Ca D(+) C18H32CaN2O10 1,00
Ácido nicotínico C6H5NO2 1,00
Mio-inositol C6H12O6 25,00
Clorhidrato de cloruro de tiamina C12H18Cl2N4OS · xH2O 1,00
Clorhidrato de piridoxol C8H12ClNO3 1,00
Ácido p-aminobenzoico C7H7NO2 0,20

Posteriormente, se transfirió el contenido del matraz de agitación a un fermentador de siembra (volumen de partida5
10 l), que contenía el siguiente medio:

Tabla 2. Composición del medio del fermentador de siembra
Materia prima Concentración (g/l)

Sulfato de amonio (NH4)2SO4 1,0
Dihidrogenofosfato potásico KH2PO4 10
Sulfato de magnesio MgSO4 · 7H2O 5,0
Solución de elementos traza 8,0
Solución de vitaminas 8,0

El pH se controló a 5,0 por la adición de amoniaco al 28%. La temperatura se controló a 30ºC. La pO2 se controló al 10
20% ajustando la velocidad del agitador. La concentración de glucosa se mantuvo limitada por el suministro 
controlado al fermentador (se aplicó un exponente de 0,1).

Después de 70 horas de fermentación, se transfirieron 1,5 l del fermentador de siembra al fermentador de 
producción (volumen de partida 15 l), que contenía el siguiente medio:15

Tabla 3. Composición del medio del fermentador de producción
Materia prima Concentración (g/l)

Urea (NH2)2CO 1,0
Dihidrogenofosfato potásico KH2PO4 3,0
Sulfato de magnesio MgSO4 · 7H2O 0,5
Solución de elementos traza 1
Carbonato cálcico CaCO3 4
Biotina 0,001

No se aplicó control del pH durante toda la fermentación. El CaCO3 añadido causó tamponación inicial del pH a 
aproximadamente 5-5,5. Posteriormente, el pH bajó por acidificación natural hacia un pH de 3 al final de la 20
fermentación. La temperatura se controló a 30ºC. La concentración de glucosa se mantuvo limitada por el suministro 
controlado al fermentador (0-24 h: 3,2 g/l/h; >24 h: 2,1 g/l/h o se adapta si es necesario).

Se realizaron dos fermentaciones de producción diferentes como se ha descrito anteriormente en presencia de
diferentes flujos de gas y composiciones:25

Durante la fermentación 1) se rociaron 0,33 vvm de aire al 100% al fermentador (volumen de partida 15 l);
Durante la fermentación 2) se rociaron 0,33 vvm de gas total (CO2 al 50%, aire al 50%) al fermentador (volumen de 
partida 15 l).

30
Además, se realizaron otras dos fermentaciones diferentes 3) y 4) con la cepa SUC-662 a una escala de 200 metros 
cúbicos (volumen de partida) en un medio similar como se ha descrito en la tabla 3, usando una fermentación de 
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siembra de 20 metros cúbicos, que se prepara en un medio con la composición de la tabla 2. Para obtener la semilla 
para la fermentación de 20 metros cúbicos, se realiza una fermentación de 2 metros cúbicos desde una 
fermentación en matraz de agitación.

Durante la fermentación 3) se rocían 0,039 vvm de aire al fermentador (volumen de partida 200 m3).5
Durante la fermentación 4) se rocían 0,027 vvm de aire enriquecido con oxígeno (O2 al 10%, aire al 90%) al 
fermentador (volumen de partida 200 m3).
Durante la fermentación 3) se asume una presión del espacio vacío de 150 kPa (1,5 bar) absoluta; durante la 
fermentación 4) se asume una presión del espacio vacío de 250 kPa (2,5 bar) absoluta.
Durante las cuatro fermentaciones, la pO2 se controla al 5% ajustando la velocidad del agitador.10

Resultados

Se calculó que el rendimiento de ácido succínico (Yps) en atmósfera de aire (el gas de entrada es aire) con presión 
aumentada (presión promedio absoluta de 300 kPa (3,0 bar) en el fermentador) y en atmósfera de oxígeno 15
aumentado (aire enriquecido con oxígeno) combinada con presión aumentada (presión promedio absoluta de 200 
kPa (2,0 bar) en el fermentador) es casi el doble de elevado en comparación con el rendimiento en aire al 100%, y 
similar al rendimiento en condiciones de CO2 al 50% v/v (fermentación 2, tabla 4).

La fermentación 1) y 2) se basan en resultados experimentales, la fermentación 3) y 4) se basan en cálculos 20
teóricos.

Los resultados muestran que una presión parcial de dióxido de carbono (pCO2) suficiente es necesaria para un 
rendimiento apropiado de ácido succínico (Yps). La pCO2 se calcula basándose en la fracción de oxígeno convertida 
(recogida por las células y convertida a CO2 en cantidades equimolares) en el gas entrante multiplicada por la 25
presión local presente. Se asumen que la captación de oxígeno por las células está en el mismo intervalo que la 
transferencia de oxígeno al caldo de fermentación. La transferencia de oxígeno se calcula basándose en la 
geometría del fermentador (relación de altura sobre diámetro) y el agitador, la composición del gas y el flujo del gas 
entrante, y la potencia de entrada del agitador.

30
Tabla 4. Efecto de la composición del flujo entrante de gas sobre el rendimiento de producción de ácido succínico

(Yps), medido después de 42 h de fermentación.
Fermentación Condición %de O2 en el gas

entrante
Presión promedio en el 

fermentador (kPa (bar) absoluta)
pCO2 (kPa 

(bar))
Yps

(g/g)
Experimental

1 Aire al 100% 21 100 (1) 4 (0,04) 0,24
2 Aire al 50%,

CO2 al 50%
10,5 100 (1) 50 (0,50) 0,41

Calculado teóricamente
3 Aire al 100% 21 300 (3,0) 47 (0,47) 0,4
4 Aire al 90%,

O2 al 10%
28 200 (2,0) 46 (0,46) 0,4

Ejemplo 3: Producción de ácido succínico por levaduras en presencia de flujo de gas de diferentes 
composiciones y diferentes presiones35

La cepa de levadura SUC-632 construida como se ha descrito anteriormente, se cultivó en un recipiente de acero 
inoxidable (6 kg) durante 4 días a 30ºC (colocado en baño de agua). Para la aireación y la mezcla apropiada, se 
suministraron 18 Nl/min de aire al recipiente. El medio estaba basado en medio Verduyn (Verduyn C, Postma E, 
Scheffers WA, Van Dijken JP. Yeast, 1992 julio; 8(7):501-517), pero se hicieron modificaciones en la fuente de 40
carbono y nitrógeno como se describe en este documento a continuación.

Tabla 5. Composición del medio precultivo
Materia prima Concentración (g/l)
Galactosa C6H12O6 · H2O 20,0
Urea (NH2)2CO 2,3
Dihidrogenofosfato potásico KH2PO4 3,0
Sulfato de magnesio MgSO4 · 7H2O 0,5
Solución de elementos trazaa 1
Solución de vitaminasb 1

aSolución de elementos traza45
Componente Fórmula Concentración (g/kg)
EDTA C10H14N2Na2O8 · 2H2O 15,00
Sulfato de zinc · 7H2O ZnSO4 · 7H2O 4,50
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Cloruro de manganeso · 2H2O MnCl2 · 2H2O 0,84
Cloruro de cobalto (II) · 6H2O CoCl2 · 6H2O 0,30
sulfato de cobre (II) · 5H2O CuSO4 · 5H2O 0,30
Sodio molibdeno · 2H2O Na2MoO4 · 2H2O 0,40
Cloruro cálcico · 2H2O CaCl2 · 2H2O 4,50
Sulfato de hierro · 7H2O FeSO4 · 7H2O 3,00
Ácido bórico H3BO3 1,00
Yoduro potásico KI 0,10

b
Solución de vitaminas

Componente Fórmula Concentración (g/kg)
Biotina (D-) C10H16N2O3S 0,05
Pantotenato de Ca D(+) C18H32CaN2O10 1,00
Ácido nicotínico C6H5NO2 1,00
Mio-inositol C6H12O6 25,00
Clorhidrato de cloruro de tiamina C12H18Cl2N4OS · xH2O 1,00
Clorhidrato de piridoxol C8H12ClNO3 1,00
Ácido p-aminobenzoico C7H7NO2 0,20

Posteriormente, se transfirió el contenido del recipiente de acero inoxidable a un fermentador de siembra (volumen 
de partida 4,0 m3), que contenía el siguiente medio:5

Tabla 6. Composición del medio del fermentador de siembra
Materia prima Concentración (g/l)
Sulfato de amonio (NH4)2SO4 1,0
Dihidrogenofosfato potásico KH2PO4 10
Sulfato de magnesio MgSO4 · 7H2O 5,0
Solución de elementos traza 8,0
Solución de vitaminas 8,0

El pH se controló a 5,0 por la adición de amoniaco al 20%. La temperatura se controló a 30ºC. La pO2 se controló al 
20% ajustando la velocidad del agitador. La concentración de glucosa se mantuvo limitada por el suministro 10
controlado al fermentador (se aplicó un exponente de 0,1).

Después de 70 horas de fermentación se transfirieron 4,7 m3 del fermentador de siembra a un fermentador de 
producción (volumen de partida 55 m3), que contenía el siguiente medio:

15
Tabla 7. Composición del medio del fermentador de producción

Materia prima Concentración (g/l)
Urea (NH2)2CO 1,0
Dihidrogenofosfato potásico KH2PO4 3:0
Sulfato de magnesio MgSO4 · 7H2O 0,5
Solución de elementos traza 1
Carbonato cálcico CaCO3 4
Biotina 0,001
Sulfato de hierro FeSO4 · 7H2O 0,006

No se aplicó control del pH durante toda la fermentación. El CaCO3 añadido causó tamponación inicial del pH a 
aproximadamente 5-5,5. Posteriormente, el pH bajó por acidificación natural hacia un pH de 3 al final de la 
fermentación. La temperatura se controló a 30ºC. La concentración de glucosa se mantuvo limitada por el suministro 20
controlado al fermentador (0-24 h: 3,0 g/l/h; >24 h: 2,1 g/l/h o se adapta si es necesario).

Se realizaron tres fermentaciones de producción diferentes como se ha descrito anteriormente en presencia de
diferentes flujos de gas y composiciones:

25
Durante la fermentación 1) se rociaron 0,035 vvm de gas total (concentración del 30% de O2) al fermentador, se 
aplicó sobrepresión extra de 40 kPa (0,4 bar) (140 kPa (1,4 bar) absoluta) sobre el espacio vacío.
Durante la fermentación 2) se rociaron 0,018 vvm de gas total (concentración del 41% de O2) al fermentador, se 
aplicó sobrepresión extra de 40 kPa (0,4 bar) (140 kPa (1,4 bar) absoluta) sobre el espacio vacío.
Durante la fermentación 3) se rociaron 0,031 vvm de gas total (concentración del 29% de O2) al fermentador, se 30
aplicó sobrepresión extra de 90 kPa (0,9 bar) (190 kPa (1,9 bar) absoluta) sobre el espacio vacío.

Durante las cuatro fermentaciones, la pO2 se controla al 5% ajustando la velocidad del agitador.
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Resultados

Los resultados muestran que es necesaria una presión parcial de dióxido de carbono (pCO2) suficiente para un 
rendimiento apropiado de ácido succínico (Yps). La pCO2 se calcula basándose en la fracción de oxígeno convertida 
(recogida por las células y convertida a CO2 en cantidades equimolares) en el gas entrante multiplicada por la 5
presión local presente.

Una presión parcial de dióxido de carbono suficiente puede lograrse aumentando la concentración de oxígeno en el 
gas del flujo entrante y/o aumentando la presión.

10
Tabla 8. Efecto de la composición del flujo entrante de gas sobre el rendimiento de producción de ácido succínico

(Yps), medido después de 70 h de fermentación.
Fermentación Flujo de gas 

total (vvm)
% O2 en el gas 

entrante
Presión promedio en el 

fermentador (kPa (bar) absoluta)
pCO2 (kPa 

(bar))
Yps

(g/g)
1 0,035 30 170 (1,7) 40 (0,4) 0,43
2 0,018 41 170 (1,7) 63 (0,63) 0,52
3 0,031 29 220 (2,2) 52 (0,52) 0,52
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REIVINDICACIONES

1. Proceso para producir un ácido dicarboxílico, que comprende fermentar una célula fúngica en un recipiente que 
comprende un medio adecuado de fermentación, que comprende añadir un gas que comprende del 21 al 35% v/v de 
oxígeno y menos del 0,1% v/v de dióxido de carbono al medio de fermentación, y mantener una presión parcial 5
promedio de dióxido de carbono de al menos 35 kPa (0,35 bar) en el medio de fermentación, y producir el ácido 
dicarboxílico, en el que el gas es aire enriquecido con oxígeno.

2. Proceso de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la presión parcial promedio de dióxido de carbono es entre 
aproximadamente 35 y aproximadamente 100 kPa (0,35 y 1,0 bar).10

3. Proceso de acuerdo con la reivindicación 2, en el que la presión parcial promedio de dióxido de carbono es entre 
aproximadamente 35 y aproximadamente 80 kPa (0,35 y 0,8 bar).

4. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el recipiente comprende 15
una presión del espacio vacío entre aproximadamente 105 a aproximadamente 500 kPa (1,05 a 5 bar) absoluta.

5. Proceso de acuerdo con la reivindicación 4, en el que la presión del espacio vacío es entre aproximadamente 150 
y aproximadamente 250 kPa (1,5 y 2,5 bar) absoluta.

20
6. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el gas comprende de 
aproximadamente el 22 a aproximadamente el 32% v/v de oxígeno.

7. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende añadir el gas a un 
caudal entre aproximadamente 0,02 a aproximadamente 0,05 metro cúbico/metro cúbico/min.25

8. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medio de fermentación 
se agita.

9. Proceso de acuerdo con la reivindicación 8, en el que el medio de fermentación se agita a una potencia de 30
entrada entre aproximadamente 0,070 a aproximadamente 0,26 kW/metro cúbico.

10. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la célula 
fúngica es una levadura.

35
11. Proceso de acuerdo con la reivindicación 10, en el que la levadura es una levadura que pertenece a 
Saccharomyces cerevisiae.

12. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la célula fúngica es una 
célula fúngica modificada genéticamente que comprende una modificación genética de un gen seleccionado del 40
grupo que consiste en un gen que codifica una piruvato carboxilasa, una fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, una 
malato deshidrogenasa, una fumarasa, una fumarato reductasa, una isocitrato liasa, una malato sintasa y un 
transportador de ácido dicarboxílico.

13. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el ácido dicarboxílico es 45
ácido succínico, ácido fumárico, ácido málico o ácido adípico.

14. Proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el ácido dicarboxílico se 
recupera del medio de fermentación.

50
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