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DESCRIPCION
Procedimiento de fermentacion de acido dicarboxilico
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccién de acidos dicarboxilicos. En particular, se
refiere a la produccion de acidos dicarboxilicos por fermentacion de levadura.

Antecedentes de la invencion

Los acidos dicarboxilicos, tales como acido malico y acido succinico, son compuestos importantes que se usan en la
industria alimentaria para la preparacion y la conservacion de los alimentos, en la industria médica para la
formulacién de productos médicos y para otros usos industriales, tales como mondmeros para (bio)polimeros. Los
acidos dicarboxilicos pueden producirse por procedimientos petroquimicos o procedimientos a base de fermentacion
mediante bacterias o células fungicas.

Las bacterias que se han estudiado para la produccién mejorada de acido succinico son, por ejemplo, E. coli,
Mannheimia sp., Actinobacillus sp. o Corynebacteria. Una desventaja de los procedimientos de fermentacioén con
acido dicarboxilico bacterianos es que se requiere que esos procedimientos se lleven a cabo a alto pH y se
requieren agentes neutralizantes para mantener el pH en un valor deseado. Ademas, los procedimientos a pH neutro
requieren condiciones del procedimiento estériles, aumentando los costes de produccién, ademas.

Al contrario que las bacterias, las células fungicas pueden crecer a valores de pH bajos y no requieren condiciones
del procedimiento estrictamente estériles, haciendo las células fungicas una alternativa atractiva para la produccion
de acidos dicarboxilicos.

En la patente internacional WO2009/065780 se desarrollaron células fungicas recombinantes tales como levadura y
hongos filamentos para la produccion de acidos dicarboxilicos, dando como resultado niveles de produccion
aumentados de acido succinico y acido fumarico.

La patente internacional W02008/144626 muestra que la adicidon de didxido de carbono de hasta niveles de
produccion aumentados del 10 % v/v de acido malico y acido succinico mediante una célula de levadura
recombinante, pero mayores concentraciones de dioxido de carbono no aumentaron mas los niveles de produccion
de acido dicarboxilico.

A pesar de las mejoras realizadas con células fungicas genéticamente modificadas para la produccion de acidos
dicarboxilicos, hay la necesidad de produccién de acido dicarboxilico mejorada ademas mediante células fungicas.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir un acido dicarboxilico seleccionado del grupo que
consiste en acido succinico, acido fumarico y acido malico, que comprende fermentar una levadura recombinante en
un medio de fermentaciéon adecuado, que comprende una concentracion de diéxido de carbono que oscila entre el
25 % y el 75 % vl/v del gas total presente en el medio de fermentacion, en donde la fermentacion se lleva a cabo en
condiciones microaerdfilas, y que produce dicho acido dicarboxilico. Sorprendentemente, se encontré que el
rendimiento de acido dicarboxilico (g/g de azucar) en el procedimiento segun la presente invencion aumento
significativamente comparado con un procedimiento que comprende didxido de carbono fuera del intervalo de
concentracion de la invencion.

Otra ventaja del procedimiento segun la invencion fue que la productividad especifica (g de acido dicarboxilico/ g de
azucar/ h) también aumentd significativamente cuando se compara con un procedimiento para la produccion de
acido dicarboxilico que comprende didxido de carbono fuera del intervalo de concentracién de la invencion.

Definiciones

Los términos “acido dicarboxilico” y “dicarboxilato” tales como “acido succinico” y “succinato” tienen el mismo
significado en la presente memoria y se usan de manera intercambiable, siendo el primero la forma hidrogenada del
ultimo.

El término fermentar o fermentacion como se usa en la presente memoria se refiere a la produccién microbiana de
compuestos tales como alcoholes o acidos a partir de carbohidratos.

Una levadura recombinante segun la presente invencion se define en la presente memoria como una levadura que
contiene una alteracion de un gen o contiene o se transforma o se modifica genéticamente con una secuencia de
nucleétidos que no se encuentra en la naturaleza en la levadura o contiene copia o copias adicionales de una
secuencia de acidos nucleicos enddgena. Una levadura natural se define en la presente memoria como la levadura
parental de la levadura recombinante. La alteracion o supresion o eliminacion de un gen significa que parte de un
gen o el gen completo ha sido retirado de una célula o un gen ha sido modificado de manera que el gen no se
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transcribe en la proteina codificadora original.

El término “homdlogo” cuando se usa para indicar la relacion entre un determinado acido nucleico (recombinante)
(ADN o ARN), gen o molécula de polipéptido y un organismo huésped o célula huésped determinados, se entiende
que significa que en la naturaleza se produce el acido nucleico o la molécula de polipéptido mediante una célula
huésped u organismos de la misma especie, preferiblemente de la misma variedad o cepa.

El término “heterdlogo” cuando se usa con respecto a un acido nucleico (ADN o ARN) o proteina se refiere a un
acido nucleico, gen o proteina que no se encuentra en la naturaleza como parte del organismo, la célula, el genoma
o la secuencia de ADN o ARN en la que esta presente o que se encuentra en una célula o posiciéon o posiciones en
el genoma o secuencia de ADN o ARN que difiere de aquella en la que se encuentra en la naturaleza. Los acidos
nucleicos, o las proteinas, heterélogos, no son endégenos para la célula en la que se introducen, pero se han
obtenido a partir de otra célula o se han producido de manera sintética o de manera recombinante.

Se define identidad de secuencia en la presente memoria como una relaciéon entre dos o mas secuencias de
aminoacidos (polipéptido o proteina) o secuencias de dos o mas acidos nucleicos (polinucleétido), cuando se
determina por comparaciéon de las secuencias. Normalmente, las identidades o similitudes de secuencias se
comparan por la longitud total de las secuencias comparadas. En la técnica, “identidad” también significa al grado de
relacion de secuencias entre secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos, como puede ser el caso, cuando se
determina por la correspondencia entre cadenas de dichas secuencias.

Se disefian métodos preferidos para determinar la identidad para proporcionar la mayor correspondencia entre las
secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la identidad y la similitud se codifican en programas de
ordenador disponibles para el publico. Los métodos de programas de ordenador preferidos para determinar la
identidad y la similitud entre dos secuencias incluyen BLASTP y BLASTN, disponibles para el publico en NCBI y
otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894). Los parametros preferidos
para comparacion de secuencias de aminoacidos usando BLASTP son abertura de hueco 11.0, extension de huecos
1, matriz Blosum 62.

Hay métodos conocidos en la técnica para sobreexpresion de genes que codifican enzimas. Un gen que codifica una
enzima puede sobreexpresarse aumentando el nimero de copias del gen que codifica la enzima en la célula, por
ejemplo, integrando copias adicionales del gen en el genoma de la célula, expresando el gen a partir de un vector
centromeérico, a partir de un vector de expresion de multicopia episomal o por introduccién de un vector de expresion
(episomal) que comprende mudltiples copias de uno o mas genes. Preferiblemente, la sobreexpresion de un gen que
codifica una enzima se consigue con un promotor constitutivo (fuerte).

Los promotores adecuados en células fungicas son conocidos para el experto la materia. Los promotores adecuados
pueden ser, pero nos que no estan limitados a, TDH1, TDH3, GAL7, GAL10, GAL1, CYC1, HIS3, ADH1, PHO05,
ADC1, ACT1, TRP1, URA3, LEU2, ENO1, TPI1, AOX1, PGL, GPDA y GAPDH. Otros promotores adecuados
incluyen PDC1, GPD1, PGK1 y TEF1.

Un gen que codifica una enzima puede estar ligado a una construccion de acidos nucleicos, por ejemplo, un
plasmido, tal como un plasmido de baja copia o un plasmido de alta copia. La levadura para uso en el procedimiento
de la presente invencién puede comprender una Unica copia, pero preferiblemente comprende multiples copias de
un gen, por ejemplo, mediante multiples copias de una construccion de nucledtidos.

Una construccién de acidos nucleicos puede mantenerse de manera episomal y asi comprende una secuencia para
replicacion auténoma, tal como una secuencia de replicaciéon de manera auténoma y un centromero (Sikorski y
Hieter,1989, Genetics 122, 19-27). Una construccién de acidos nucleicos episomal adecuada puede basarse por
ejemplo en la levadura 2 o los plasmidos pKD1 (Gleer et al., 1991, Biotechnology 9: 968-975) o los plasmidos AMA
(Fierro et al., 1995, Curr. Genet. 29: 482-489). Alternativamente, cada construccion de acidos nucleicos puede
integrarse en una o mas copias en el genoma de la levadura. La integracion en el genoma de la célula puede tener
lugar al azar por recombinacion no homoéloga pero preferiblemente, la construccion de acidos nucleicos puede
integrarse en el genoma de la célula por recomendacion homologa como es conocido en la técnica.

Descripcion detallada de la invencién

El procedimiento para producir un acido dicarboxilico seleccionado del grupo que consiste en acido succinico, acido
fumarico y acido malico, que comprende fermentar una levadura recombinante en un medio de fermentacion
adecuado, en el que la fermentacion se lleva a cabo en condiciones microaeréfilas, comprende una concentracion
de dioxido de carbono que oscila entre 25 % v/ivy 75 % v/v, por ejemplo entre 35 % v/v y 65 v/v% o entre 40 % v/v y
60 % v/v de gas total presente en el medio de fermentacion.

El diéxido de carbono presente en el medio de fermentacion puede afadirse al medio en la forma de diéxido de
carbono gaseoso en un flujo de gas, por ejemplo, un flujo de gas que comprende diéxido de carbono a una
concentracion entre 25 % v/iv 'y 75 % vl/v. Las concentraciones adecuadas de dioxido de carbono en un flujo de gas
pueden oscilar como se describié en la presente memoria anteriormente.
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El diéxido de carbono también puede estar presente en el medio de fermentacién por adiciéon de sal de carbonato o
bicarbonato, por ejemplo, carbonato de calcio o bicarbonato de calcio. El diéxido de carbono normalmente también
se forma durante la fermentacién de una célula de levadura recombinante en el procedimiento de la invencién.

Como se usa en la presente memoria el término gas total en el medio de fermentacién comprende gas disuelto y no
disuelto. El gas total en el medio de fermentacion comprende didxido de carbono y oxigeno y normalmente
comprende ademas nitrégeno y puede comprender cualquier molécula de gas producida por fermentacion de la
célula de levadura o afiadida al medio de fermentacion por ejemplo mediante burbujeo de un flujo de gas por el
medio de fermentacion.

Se encontré ventajoso que el gas total en la fermentacién comprendiera oxigeno, proporcionando la célula de
levadura recombinante para generar energia por oxidacion. Preferiblemente, el gas total comprende cantidades
bajas de oxigeno. El procedimiento como se describe en la presente memoria se lleva a cabo en condiciones
microaerdfilas o condiciones limitadas de oxigeno. Las condiciones microaerdfilas o limitadas de oxigeno se reflejan
en la velocidad de absorcion de oxigeno (OUR, por sus siglas en inglés). Por ejemplo, el procedimiento descrito en
la presente memoria comprende suministrar oxigeno a una velocidad de absorcion de oxigeno menor que 8,0 mmol
de oxigenol/l/hora y por encima de 0,01 mmol de oxigeno/l/hora.

En una realizacion, la OUR es menor que aproximadamente 6,0 mmol de oxigeno/l/hora, preferiblemente menor que
aproximadamente 5,0, 4,0, 3,0 o 2,0 mmol de oxigeno/l/lhora, mas preferiblemente menor que aproximadamente 1,0
o 0,5 mmol de oxigeno/l/hora, preferiblemente por encima de 0,01 mmol de oxigeno/l/hora. Se encontré que las
condiciones limitadas de oxigeno daban como resultado un rendimiento aumentado de acido dicarboxilico en el
procedimiento segun la presente invencion.

En una realizacién el medio de fermentacion en el procedimiento descrito en la presente memoria comprende una
fuente de carbono, preferiblemente una fuente de carbono seleccionada del grupo que consiste en glucosa, fructosa,
galactosa, xilosa, arabinosa, sacarosa, lactosa, maltosa, rafinosa y glicerol. El medio de fermentacién normalmente
comprende una fuente de nitrdgeno tal como amonio o urea. El medio de fermentacién puede comprender biotina.

En una realizacion en el procedimiento para producir un acido dicarboxilico de la presente descripcion, una levadura
recombinante sobreexpresa un gen que codifica una fosfoenolpiruvato (PEP) carboxicinasa. Cualquier PEP-
carboxicinasa que catalize la reaccion de fosfoenolpiruvato a oxaloacetato (4.1.1.49) puede ser adecuado para
sobreexpresion en una célula de levadura. Una levadura puede sobreexpresar una PEP carboxicinasa heterologa,
tal como una PEP carboxicinasa procedente de Escherichia coli, Mannheimia sp., Actinobacillus sp., o
Anaerobiospirillum sp., mas preferiblemente Mannheimia succiniciproducens, Actinobacillus succinogenes o
Anaerobiospirillum succiniciproducens. En una realizacion un gen que sobreexpresa una PEP carboxicinasa en una
levadura en el procedimiento descrito en la presente memoria se sobreexpresa en el citosol. En una realizacién una
levadura de la presente descripcion sobreexpresa un gen que codifica una PEP-carboxicinasa que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70, 80, 90, 95, 97, 98, 99 o0 100 % de identidad de secuencias con la
secuencia de aminoacidos de la SEC ID n.° 6.

Se encontrd ventajoso que una levadura recombinante sobreexpresaba una PEP-carboxicinasa en el procedimiento
para producir un acido dicarboxilico en presencia de 25 % v/iv a 75 % v/v de didxido de carbono, puesto que la
sobreexpresion de PEP carboxicinasa dio como resultado una fijacion aumentada de didxido de carbono, es decir, la
conversion de fosfoenolpiruvato (C3) en oxaloacetato (C4), dando como resultado un mayor rendimiento de acido
dicarboxilico.

En otra realizacion en el procedimiento para producir un acido dicarboxilico de la presente descripcion una levadura
recombinante sobreexpresa una piruvato carboxilasa (PYC, por sus siglas en inglés), que cataliza la reaccion de
piruvato a oxaloacetato (EC 6.4.1.1). Preferiblemente la piruvato carboxilasa es activa en el citosol en la expresion
del gen. Preferiblemente, se sobreexpresa una piruvato carboxilasa endégena u homéloga.

En ofra realizacion, una célula fungica recombinante en el procedimiento para producir un acido dicarboxilico
descrito en la presente memoria comprende una alteracion de un gen que codifica una enzima de la ruta de
fermentacion del etanol. Un gen que codifica una enzima de una ruta de fermentacion de etanol, puede ser piruvato
descarboxilasa (EC 4.1.1.1), que cataliza la reaccién de piruvato a acetaldehido, o alcohol deshidrogenasa (EC
1.1.1.1), que cataliza la reaccién de acetaldehido a etanol. Preferiblemente, una levadura en el procedimiento como
se describe en la presente memoria comprende una alteracion de uno, dos 0 mas genes que codifican una alcohol
deshidrogenasa. En el caso de que la levadura sea, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, la Saccharomyces
cerevisiae comprende preferiblemente una alteracion de un gen de alcohol deshidrogenasa adh? y/o adh2.

El procedimiento para producir un acido dicarboxilico de la presente descripcidon se encontrd particularmente
ventajoso para células que comprenden una alteracion de un gen que codifica una enzima de la ruta de
fermentacion del etanol. Esto dio como resultado un aumento de rendimiento de acido dicarboxilico y al mismo
tiempo células que carecian de la capacidad para producir energia en la forma de ATP por fermentacién de etanol,
pudieron satisfacer el requerimiento de formacién de ATP por oxidacion.
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En otra realizacion, una levadura descrita en la presente memoria comprende una alteracion de un gen que codifica
una glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. La alteracion de un gen que codifica una glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
normalmente da como resultado una formacién reducida de glicerol. En una levadura, tal como Saccharomyces
cerevisiae, la levadura comprende preferiblemente una alteracién de un gen gpd1.

En una realizacion la levadura recombinante sobreexpresa ademas un gen que codifica una enzima seleccionada
del grupo que consiste en una malato deshidrogenasa, una fumarasa, una fumarato reductasa dependiente de
(NAD(H) y una proteina transportadora de acido dicarboxilico. Las realizaciones preferidas de estas enzimas son
como se describen a continuacion en la presente memoria.

En una realizacion una levadura de la presente descripcion sobreexpresa ademas un gen que codifica una malato
deshidrogenasa (MDH) activa en el citosol en la expresion del gen. Una MDH citosolica puede ser cualquier malato
deshidrogenasa homoéloga o heteréloga adecuada, que catalize la reaccion del oxaloacetato a malato (EC 1.1.1.37).
Preferiblemente, una levadura comprende un gen que codifica una malato deshidrogenasa que presenta al menos
70, 80, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100 % de identidad de secuencias con la secuencia de aminoacidos de la
SECIDn.° 9.

En otra realizacion, una levadura de la presente descripcion sobreexpresa ademas un gen que codifica una
fumarasa, que cataliza la reacciéon de acido malico a acido fumarico (EC 4.2.1.2). Un gen que codifica fumarasa
puede proceder de cualquier origen adecuado, preferiblemente de origen microbiano, por ejemplo, una levadura tal
como Saccharomyces o un hongo filamentoso, tal como Rhizopus oryzae. Una levadura de la presente descripcion
puede sobreexpresar una secuencia de nucleétidos que codifica una fumarasa que presenta al menos el 70 % u 80
%, 90 %, 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 100 % de identidad de secuencias con la secuencia de
aminoacidos de la SEC ID n.° 8. En una realizacion, la enzima que cataliza la conversién de acido malico en acido
fumarico es activa en el citosol en la expresion de la secuencia de nucleétidos. Se encontré que la actividad
citosolica de la fumarasa daba como resultado una alta productividad de un acido dicarboxilico por la levadura. En
otra realizacién, la levadura sobreexpresa cualquier gen heterélogo u homodlogo adecuado que codifique una
fumarato reductasa dependiente de NAD(H), que catalize la reaccion de fumarato a succinato (EC 1.3.1.6). La
fumarato reductasa dependiente de NADH puede ser una enzima heteréloga, que puede proceder de cualquier
origen adecuado, por ejemplo, bacterias, hongos, protozoos o plantas. Una levadura de la presente descripcion
comprende una fumarato reductasa dependiente de NAD(H) heterdloga, preferiblemente procedente de una
Trypanosoma sp, por ejemplo, una Trypanosoma brucei. En una realizacion, la fumarato reductasa dependiente de
NAD(H) se expresa en el citosol. La levadura puede sobreexpresar un gen que codifique una fumarato reductasa
dependiente de NAD(H) que tiene al menos 70 %, 80 %, 90 %, 92 %, 94 %, 96 %, 98 % o 100 % de identidad de
secuencias conla SECID n.°7.

En otra realizacion, la levadura sobreexpresa un gen que codifica una proteina transportadora de acido dicarboxilico,
por ejemplo, una proteina transportadora de acido malico (MAE). Una proteina transportadora de acido dicarboxilico
puede ser una proteina homologa o heterdloga. Una proteina transportadora de acido dicarboxilico puede ser una
proteina homologa o heterdéloga. Una proteina transportadora de acido dicarboxilico puede proceder de cualquier
organismo adecuado, por ejemplo, de Schizosaccharomyces pombe. Una levadura como se describe en la presente
memoria puede comprender una proteina transportadora de acido dicarboxilico que tenga al menos
70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 0 100 % de secuencia de identidad con la SEC ID n.° 10.

En una realizacion, la levadura pertenece al género Saccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Yarrowia, Candida,
Hansenula, Humicola, Issatchenkia, Torulaspora, Trichosporon, Brettanomyces, Zygosaccharomyces, Pachysolen o
Yamadazyma. La célula de levadura puede pertenecer, por ejemplo, a una especie Saccharomyces cervisiae,
Saccharomyces uvarum, Saccharomyces bayanus, Pichia stipidis, Kluyveromyces marxianus, K. lactis, K.
thermotolerans, Yarrowia lipolytica, Candida sonorensis, C. glabrata, Hansenula polymorpha, Issatchenkia orientalis,
Torulaspora delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis o Zygosaccharomyces bailii. En una realizacion, la levadura
pertenece a una Saccharomyces sp., preferiblemente una Saccharomyces cerevisiae. Los acidos dicarboxilicos
producidos en el procedimiento como se describe en la presente memoria, se seleccionan del grupo que consiste en
acido succinico, acido fumarico o acido malico, por ejemplo, acido succinico.

El procedimiento para la produccién de un acido dicarboxilico de la presente descripcion puede llevarse a cabo a
cualquier pH adecuado entre 1 y 8. El pH en el caldo de fermentacion puede estar entre 2 y 7, preferiblemente entre
3y5.

Una temperatura adecuada a la que se lleva a cabo el procedimiento de la presente descripcion es entre 5 °C y 60
°C o entre 10 °C y 50 °C, por ejemplo, entre 15 °C y 45 °C o entre 20 °C y 40 °C. El experto la materia conoce las
temperaturas 6ptimas para fermentar una levadura especifica.

En otra realizacion el procedimiento comprende recuperar el acido dicarboxilico del medio de fermentacién por un
método adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, por cristalizacion, precipitacion de amonio o tecnologia de
intercambio idnico.

En una realizacion, el acido dicarboxilico que se prepara en el procedimiento segun la presente invencion se
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convierte ademas en un producto farmacéutico, cosmético, alimento, pienso o polimero de poliéster. El acido
succinico puede ser, por ejemplo, convertido ademas en un polimero, tal como poli(succinato de butileno) (PBS, por
sus siglas en inglés).

En oftra realizacién el procedimiento segun la presente invencion se lleva a cabo en una escala industrial. Industrial
se define en la presente memoria como un procedimiento de fermentacion que se lleva a cabo en un volumen de al
menos 10 litros, preferiblemente al menos 100 litros, preferiblemente al menos 1 metro cubico (m3), mas
pr%feriblemente al menos 10, 100 o 1000 metros cubicos (m®), normalmente por debajo de 10 000 metros cubicos
(m”).

Figuras
Figura 1. Efecto de la concentracion de CO2 (% v/v) en el rendimiento de acido dicarboxilico (Yps) después
de fermentacion de 90 h de levadura SUC-200 a pH 5. Cuadrado cerrado: Rendimiento de acido succinico
(Yps as); Cuadrado abierto: Rendimiento de acido succinico + acido malico (Yps as+am).
Figura 2. Efecto de la concentracion de CO; (% v/v) sobre la productividad especifica de acido dicarboxilico
(gp) después de fermentacion de 90 h de levadura SUC-200 a pH 5. Cuadrado cerrado: Productividad de
acido succinico (gp as); Cuadrado abierto: Productividad de acido succinico + acido malico (qp as+am).
Ejemplos

Ejemplo 1. Producciéon de acido dicarboxilico por Saccharomyces cerevisiae
1.1. Cepa de levadura de construccion
1.1.1. Construccién de construcciones de expresion

La construccién de expresion pGBS414PPK-3 se creé después de una restriccion de BamHI/Notl del vector de
expresion pRS414 de S. cerevisiae (Sirkoski R. S. y Hieter P, Genetics, 1989, 122 (1): 19-27) y ligando con
posterioridad en este vector un fragmento de restriccion BamHI/Notl que consiste en la construccion génica sintética
de fosfoenolpiruvato carboxicinasa (origen Actinobacillus succinogenes) (SEC ID n.° 1). Se uso6 la mezcla de ligadura
para transformacion de TOP10 de E. coli (Invitrogen) dando como resultado la construccion de expresion de la
levadura pGBS414PPK-1. Con posterioridad, se restringio pGBK414PPK-1 con Ascl y Notl. Para crear
pGBS414PPK-3, se ligé un fragmento de restriccion Ascl/Notl que consistia en glicosomal fumarato reductasa de
construccion génica sintética de T. brucei (FRDg) (SEC ID n.° 2) al vector pGBS414PPK-1 restringido. Se uso la
mezcla de ligadura para transformacion de TOP10 de E. coli (Invitrogen) dando como resultado la construccion de
expresion de levadura pGBS414PPK-3.

La construccién de expresion pGBS415FUM-3 se cred después de una restriccion de BamHI/Notl del vector de
expresion pRS415 de S. cerevisiae (Sirkoski R. S. y Hieter P, Genetics, 1989, 122 (1): 19-27) y ligando con
posterioridad en este vector un fragmento de restriccion BamHI/Notl que consiste en la construccion génica sintética
de fumarasa (origen Rhizopus oryzae) (SEC ID n.° 3). Se uso6 la mezcla de ligadura para transformacion de TOP10
de E. coli (Invitrogen) dando como resultado la construccion de expresion de levadura pGBS415FUM-1. Con
posterioridad, se restringié6 pGBK415FUM-1 con Ascl y Notl. Para crear pGBS415FUM-3, se ligd un fragmento de
restriccion Ascl/Notl que consistia en malato deshidrogenasa peroxisomal a partir de construccion génica sintética
de S. cerevisiae (MDH3) (SEC ID n.° 4) al vector pGBS415FUM-1 restringido. Se us6 la mezcla de ligadura para
transformacion de TOP10 de E. coli (Invitrogen) dando como resultado la construccion de expresiéon de levadura
pGBS415FUM-3.

La construcciéon de expresion pGBS416MAE-1 se cred después de una restriccion de BamHINotl del vector de
expresion pRS416 de S. cerevisiae (Sirkoski R. S. y Hieter P, Genetics, 1989, 122 (1): 19-27) y ligando con
posterioridad en este vector un fragmento de restriccion BamHI/Notl que consistia en la construccion génica sintética
de transportador de malato de Schizosaccharomyces pombe (SEC ID n.° 5). Se us6 la mezcla de ligadura para
transformacion de TOP10 de E. coli (Invitrogen) dando como resultado la construccion de expresiéon de levadura
pGBS416MAE-1.

1.1.2. Cepa de construccion de S. cerevisiae

Se transformaron los plasmidos pGBS414PPK-3, pGBS415FUM-3 y pGBS416MAE-1 (descritos en 1.1.1) por
electroporacion en cepa RWB064 de S. cerevisiae (MATA ura3-52 leu2-112 trp1-289 adh1::lox adh2::lox
gpd1::Kanlox) para crear cepa SUC-200, sobreexpresando PCKa, MDH3, FUMR, FRDg y SpMAE1. Todos los genes
fueron de pares de codones optimizados para expresion en S. cerevisiae segun la patente internacional
W02008/000632.

1.2. Fermentacién de acido dicarboxilico

1.2.1. Condiciones de fermentacion
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Se cultivo la cepa de levadura SUC-200 como se describe en el parrafo 1.1, en frasco agitador (2 x 300 ml) durante
3 dias a 30 °C y 23 rad/s (220 rpm). El medio se baso6 en Verduyn (Verduyn et. al., 1992, Yeast 8, 501-517), pero se
hicieron modificaciones en la fuente de carbono y nitrégeno como se muestra en la Tabla 1y 2.

Tabla 1. Composicion de medio de frasco agitador de precultivo.

Materia prima
Galactosa
Urea
Dihidrogenofosfato de potasio
Sulfato de magnesio
Solucién de elementos traza®
Solucién de vitaminas®

@Solucién de vitaminas

Componente
Biotina (D-)
pantotenato Ca D(+)
Acido nicotinico

Mio-inositol

Hidrocloruro de cloruro de tiamina

Hidrocloruro de piridoxol
acido p-aminobenzoico
AEDT

Sulfato de zinc. 7H,0O

Cloruro de manganeso. 2H,0
Cloruro de cobalto (ll). 6H20
Sulfato de cobre (I1). 5H.0
Sodio-molibdeno. 2H,0O
Cloruro de calcio. 2H20

Sulfato de hierro. 7H,0O

Formula
CeH1206 - H20
(NH2).CO
KH2PO4

MgSO, - 7H.0

Foérmula
C10H16N203S
C1sH32CaN2019
CsHsNO-
CsH1206
C12H18CI2N4OS - XH0
CsH12CINO3
C7H/NO-
C1oH14N2NazOg - 2H,0
ZnS04-7H,0
MnClI; - 2H,0
CoCl; - 6H20
CuSO0Os - 5H,0
Na:MoOQj4 - 2H20
CaCly- 2H,0

FeSO4~7H20

Concentracion (g/l)
20,0
2,3
3,0

0,5

Concentracion (g/kg)
0,05
1,00
1,00

25,00
1,00
1,00
0,20

15,00
4,50
0,84
0,30
0,30
0,40
4,50

3,00
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Componente Férmula Concentracion (g/kg)
Acido bérico H3BO3 1,00
Yoduro de potasio Kl 0,10

®Solucion de elementos traza

Con posterioridad, se transfirieron los contenidos de los matraces agitadores a un fermentador de 10 | (Peso de
partida 6 kg), que contenia el siguiente medio:

Tabla 2. Composiciéon de medio de fermentacion principal.

Materia prima Concentracion (g/l)
Sulfato de amonio (NH4)2S04 2,5
Dihidrogenofosfato de potasio KH2PO4 3,0
Sulfato de magnesio MgSOs. 7H.0 0,5
Solucion de elementos traza 1
Solucién de vitaminas 1

Se controlé el pH durante la fermentacién a 5,0 por adiciéon de KOH 6 N. Se control6 la temperatura a 30 °C. Se
mantuvo limitada la concentracion de glucosa (< 1 g/l) por alimentacion controlada al fermentador. La velocidad de
absorcion de oxigeno (OUR) se control6 a 5 mmol/kg/h durante la fermentacion, que dio como resultado limitacion
de oxigeno. Se aplicé un flujo de gases totales de 0,33 vvm, con porcentajes variables de CO; en la mezcla de
gases.

Durante el cultivo de 90 horas tuvo lugar crecimiento a una concentracion de biomasa tipica de 8 g/l.
1.2.2. Anélisis de RMN

Se determinaron concentraciones de acido dicarboxilico en el sobrenadante de fermentacion mediante
espectroscopia de RMN.

Se centrifugaron 3 ml de caldo durante 10 min a 4500 x g. Se pesaron con precision aproximadamente 500
microlitros de sobrenadante a un vial con espacio de cabeza. Para cada muestra se afiadieron 0,5 ml de tampén de
pluma C-2696 (que contenia 5,62 mg/ml de acido maleico). Se taparon las muestras y se cocieron durante
aproximadamente 10 minutos en un bafio de agua (y en bafio de aceite en la muestra de control CF292706-11 y
CF292706-12) a 100 °C. Se liofilizaron las muestras, se disolvio el residuo en 1 ml D;0O.

Se registraron los espectros a una frecuencia de protones de Bruker DRX 360 MHz a una temperatura de la sonda
de 300 K. Se realizaron las mediciones cuantitativas con programa de pulso zg, pulso de excitacion de 30 - 90
grados y un retardo de relajacion de 40 s.

La figura 1 muestra que una concentracion de CO, que aumenta a aproximadamente 50 % v/v dio como resultado
un rendimiento aumentado Y,s (g/g) de acido succinico y rendimiento mejorado de acido malico (AM) mas &acido
succinico (AS) de aproximadamente 10 % a 30 % cuando se compara con una concentracién de CO; del 10 % vi/v.
Se consigui6 un rendimiento total de AS + AM de 0,49 g/g cuando se aplico el 50 % v/v de CO2, mientras el 10 % v/v
de CO; dio como resultado un rendimiento de 0,36 g/g de AS + AM. El rendimiento de AS +AM sin la adicion de
CO, durante la fermentacion fue 0,23 g/g.

Asimismo, la productividad especifica g, (g/g/h) aumenté a mayores concentraciones de CO, (Figura 2). Una
concentracién del 50 % v/v de CO, dio como resultado una productividad especifica aumentada de AS + AM (qp
as+am) de 0,047 g/g/h comparado con 0,039 g/g/h usando el 10 % v/v de COa.
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Conclusion

Los resultados muestran que las concentraciones de diéxido de carbono de entre el 25 % v/v y el 75 % v/v tuvieron
un efecto positivo sobre el rendimiento y la productividad especifica de un acido dicarboxilico (acido succinico y
acido malico) mediante una célula de levadura recombinante, tal como una Saccharomyces cerevisiae
recombinante.
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ggatccctte
tcttcaagtt
gagtaaaaaa
aaaaccaaga
taatgggagg
gaggataagt
ccecaccagec
ttgttgagcect
ccacaccgtg
gtaaccacac
ccataatcge
cctteggagt
atctgcttct
gggggaggag
gagtctcgaa
tctattctct
acacacacaa
ccaattgact

cccatettac

gggtactgtt

ccttttacag
aatgcataag
aaaaatgagt
aaagccceget
agaaaaagaa
tgggctgage
aacacttgat
tagtaaaaat
gggccttgtt
cacattttca
gectttttttt
ggtcgcagat
taggtgcatg
catgttcatt
atcatataaa
ctcttgecata
aaaacagtac
caagaattgg
gaattgttgt

accaaccaag
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tgcttcggaa
aaatatcttt
aaatttctcg
tctgaaaact
acgaatgtat
ttctgatcca
agtatctact
gtgcgcacca
gcgctaggaa
gggggtcgat
taaaaggcgc
ctggagactg
cgacggtatc
ctetgtagea
tagacaatat
aataagaaat
ttcactaaat
gtgctttggg
ttgctgaaga

gtgetgttge

aagcacagcg
ttttatgttt
atggattagt
acagttgact
atgctcattt
atttattcta
cgccattcac
caagcctaca
taggatatgc
ctgcttgett
gagacagcaa
gatctttaca
cacgtgcaga
gtaagagcett
attttcacac
tcatcaagaa
ttacacacaa
tattcacgat
aaccaagcca

tgtcaacacce
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ttgtccaagg
agctaagtaa
ttctcacagg
tgtatgctaa
acactctata
tccattagtt
ttccagecage
tgactccacg
gacgaagacg
cctttactgt
acaggaagct
atacagtaag
acaacatagt
ggtgataatg
aatgagattt
cttggtttga
aacaaaatga
gtccaagaag
ggtttggaag

ggtatctteca

gaacaatttt
aagcagcttg
taacataaca
agggccagac
tcaccatatg
gctgatatgt
gccagtaggg
tcacatgaaa
cttctgectta
cacgagcggc
cgggtttcaa
gcaagccace
ctgaagaagg
accaaaactg
gtagtacagt
tatttcacca
ccgatttgaa
ttgtctacaa
gttacgaaaa

ceggtegtte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



tccaaaggac
tgaaaaggtc
tttagtcgcect
caacaaggac
cgttaccaac
cgttgtcatg
tgaaaacttt
cggtggtgaa
tattgettce
cggtctatcc
tgatgacgaa
caagaccatc
cgctctattg
caagactgaa
agtttccaag
tttgcctect
caccgccaag
ttgtttcggt
gagaatgcaa
taagagaatc
tgacaaggcet
aggtgtcaac
agaaaaggct
tgctgaaggt
atcttgatga
gattttgtga
taactttacc
cgagaacgtc
gtttaaagat
gcacataccce
actgatacta
ttacgtatca
atatactaag
<210> 2

< 211> 4959
< 212> ADN

aaatacattg
aagaacgaca
gaccaattgt
accagattag
atgttcatca
aacggtgcca
gttgctttca
atgaagaagg
atgcactgtt
ggtaccggta
cacggttggg
aacttatctg
gaaaacgttg
aacaccagag
gctggtccag
gtttccaagt
ttggctggta
gctgeccectttt
gaatctggtg
tccatcaaag
gaaatgggtt
ccagccatct
caagacttgg
caagctttgg
ggataatgat
agacgtaaat
cttttetett
ggcggttaaa
ttttcectttt
acaatatgtg
agagagtctc
gaacaagaaa

aaggcgcgec

< 213> Secuencia artificial

ES 2 655308 T3

tcttggatga
acaaaccaat
ctggtaagag
ctgtcagagt
gaccatctge
aatgtaccaa
acatcactga
gtatgttete
ctgccaatgt
agaccacttt
atgacgaagg
ctgaaaatga
ttgttttgga
tttecttacce
ctaccaaagt
tgacteccaga
ctgaaagagg
tgtctttgeca
ctgaagctta
ataccagagg
ctttgecaat
tagacccaag
ctggtagatt
ttgctgetgg
ttttttttga
aagtacatat
ctaagtttca
atatattace
tgggaaataa
actattggca

tatteegget

gcatttccaa agtaattgca tttgcccttg agcagtatat

geggecge

caagaccaag
gtcccaagac
attattcgtt
tgtcactgaa
tgaagaattg
cccaaactgg
aggtgttcaa
catgatgaac
cggtaaggac
gtccactgac
tgttttcaac
accagatatc
caatggtgac
aatctaccat
tatcttcttg
acaaaccaag
tatcactgaa
cccaactcaa
cttggtcaac
tatcatcgat
tttegattte
agacacctac
cgtcaagaac
tccaaaggcce
atatacataa
tactttttaa
atactagtta
ctgaacgtgg
gtaaacaata
aagaacgcat

ccacttttag
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gacactgtcet
acttggaact
gtcgatgett
gttgettgge
aaaggttteca
aaggaacaag
ttgattggtg
tacttettge
ggtgacactg
ccaaagagac
tttgaaggtg
tacggtgecca
gtcgattatg
attcaaaaca
tctgctgatg
tactacttet
ccaactccaa
tacgctgaag
actggttgga
gccatcttgg
tecattecaa
gctgacaaag
ttcgaaaaat
taaggccegg
atactacegt
gccaagacaa
tcactgttta
tgaattgaag
tattgctgee
tatcectttga

tccagagatt

ggtggacttc
ctttaaaggg
tctgtggtge
aagctcactt
agccagattt
gtttgaactc
gtacctggta
cattgagagg
cecatcttett
aattgattgg
gttgttacge
tcaagcgtga
ctgacggttc
ttgtcaagec
ctttcggtgt
tgtctggttt
ctttetetge
ttttggtcaa
acggtaccgg
atggttccat
aggetttgee
ctcaatggga
acactggtac
gcataaagca
ttttctgcta
gattaagcat
aaagttatgg
ttctaggatg
tttgcaaaac
agaggtggat

acttgtctte

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3148
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< 223> Construccion sintética TDH3p-FRDg-TDH3t para expresion en S. cerevisiae

<400> 2

ggatccggeg

taaattttcc
tcaagaagac
cgttgaaaag
caacaagaag
gttagaatca
tgccatttca
aaaaaattag
cacagaatat
tataatggag
tattgttttc
acaggggcac
gagtaaatga
ttctattace
tccctgaaat
aattctgtaa
tagttttaaa
gatggtagat
gatgctgctg
acctctggtt
ttcgacagag
accgttttga

ggtcaaaagce

tacaactcct

cgccctattt
tatgacttga
atatttgacce
aacttacctg
tttaatgacg
ttttgaataa
aagaatacgt
ccttttaatt
ataacatcgt
cccgettttt
ttcaccaacc
aaacaggcaa
tgacacaagg
ttetgetete
tattccccta
atctatttct
acaccaagaa
cttctgcttc
ccagagcttt
tggaattgac
ccaaggaagt
actctttecaa
atcaaatgtc

ctgetggttg

tcgaggacct
tgcaaattcc
tettaacagg
aaaaaaacga
cggaggccaa
aaaacacgct
aaataattaa
ctgctgtaac
aggtgtctgg
aagctggcat
atcagttcat
aaaacgggca
caattgaccc
tetgatttgg
cttgactaat
taaacttctt
cttagttteg
cattgttgcc
gttgcaagac
tgttecatac
tgctgatgaa
cccaaactet
tgctecattg

tttegaccea

tgtcaccttg
caaagctaat
ttcagacgeg
atatatacta
ggcaaaaaga
ttttecagtte
tagtagtgat
ccgtacatge
gtgaacagtt
ccagaaaaaa
aggtccattc
caacctcaat
acgcatgtat
aaaaagctga
aagtatataa
aaattctact
aataaacaca
gttgacccag
tctccattge
gctttgaagg
gtcttgagat
gaagtctcett
aaacgtgtca

tccactgcete
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agcccaagag
aacatgcaag
actgccteat
gcgttgaatg
ttececttgatt
gagtttatca
tttcctaact
ccaaaatagg
tattcctgge
aaagaatccc
tcttagcgea
ggagtgatgc
ctatctcatt
aaaaaaaggt
agacggtagg
tttatagtta
cataaacaaa
aaagagctgc
acaccaccat
ttgttgette
gtgcctggea
tagtcggtag
tggcttgttg

cagttgecaa

agccaagatt
acacgtacgg
cagtaagacc
ttagcgtcaa
acgtaaggga
ttatcaatac
ttatttagtc
gggcgggtta
atccactaaa
agcaccaaaa
actacagaga
aacctgecctg
ttcttacacc
tgaaaccagt
tattgattgt
gtcttttttt
caaaatggtt
cagagaaaga
gcaatacgct
tgctgacact
attggctgac
attaccagtc
tcaaagagtc

ggctttgaga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



gaaattgctt
accttgccaa
cacgcttctt
aacatcaatg
tccggtatga
gacatgttgce
gaagctttgg
ttgacctgta
gctcaagttt
ttcatcaage
gacaccgtea
gaaattgcca
cgtgtcattg
tgtggtgctc
gctacctctg
ggtggtaagt
getttggtta
ggtgttccat
gctccagaca
gaagatcatg
acctctttgt
ggtgtcgaat
ttggccaccg
ccacacttgg
ttggctcaaa
ggtttgatca
agaggttctg
ttgagatctg
ggttccatgt
tectcacgaat
ttggetgett

agattatcca

tgggtaagga
actctttcgt
tggatttggg
ctgetggttt
acgccagaaa
caaaccctec
ctacctctgg
cctacgattg
ccgtcaagtg
gtgacccagce
gagattaceg
ctgaagatgc
ttgttggtgg
aagttgtttt
gtatcaacgg
acttcgaaag
agactttgte
tgactgtttt
agaaggatgg
ttagaggtaa
tgtctgaaac
tcactcaagc
gtggtttctc
ttaacttece
gattaggtgc
acccaaagga
gtggtgtttt
ttgtttecaa
ttgcttactg
tctactggaa
tgattggttg

tctctcaaag
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aagaaacaat
cattgatttc
tggtgtttcc
ccaaaacgtt
cactccatgg
aaaggaagct
tgattacgaa
gaaaggtaag
ttactctgecce
caaggtcaga
tgtectacgte
tgaaatgaga
tggtttggct
gatggaaaag
ttggggtact
agatacctac
catgaaatct
gtcccaatta
tactccattg
cttgteecggt
caaggaaaga
tggttctggt
caacgacaag
aaccaccaac
tcaattggtc
cccagccaac
gttgaacaaa
ggccatecatg
tgtcttgaac
gaagatgggt
tecagttgaa

atcttgtcca

gettgtttgg
gaagctggta
aagggttaca
ttetttgact
gttgtcggta
tcttacatcect
aacttgatct
gaattgatga
atgtacgctg
caattgttgyg
agagaaaacg
aagagaagaa
ggtttgtccg
gaagccaagt
agagctcaag
aagtctggta
gctgacgceta
ggtggtcact
ccaattggtt
agaatcacca
ccagacggta
aagaccacca
actgctgatt
ggtececatggg
gatatggaca
ccaaccaaat
caaggtaaga
gaacaaggtg
gctgctgetce
ttgttegtea
teegttceaac

attaccagaa
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aagctttgac
ctatctccag
tcgtcgatta
ggggtggtga
tcactagacc
ccgteatcte
acactgctga
agccatetea
acgctttgge
atggttggag
aaagagttge
tttccaacac
ctgccattga
tgggtggtaa
ctaaggcttc
tcggtggtaa
teggttggtt
ccagaaagag
tcaccatcat
tcatggaaaa
ccaagcaaat
ttttggctga
ctttgttgag
ctactggtga
aggttcaatt
tcttgggtcce
gatttgtcaa
ctgaatacce
aaaaattgtt
aggctgacac
aaactttaga

aatctgttta

tcaagettgt
aaagcacgaa
cgtcattgac
ctgtegtgee
tcecttecttg
tttggacaat
cgataaacca
atccaatatc
taccgecttgt
atacgttaga
caagatgtte
tttaccagct
agctgetggt
ctctgeccaag
cattgtcgat
caccgatcca
gacttctcta
aactcacaga
gaaaacttta
ctgttecgtt
cagagttacc
tgctgttatc
agaacatgcc
tggtgtcaag
gcacccaact
agaagctcta
cgaattggat
aggttetggt
tggtgtttce
catgagagac
agaatacgaa

cccatgtgtt

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300

3360



ttgggtacca
ggtggttgtt
ccattgtece
gtccacggtg
attgccggtg
gtctggacca
cgtgtettga
ttecattgeca
actttgccag
cgtgaatgga
ttggtcatcg
aagctatgtt
gctttecatga
gatgtcactg
aaattcaaga
ttcatcgace
gcecatetgtg
tacaacatga
ggcgtgaatt
tagtttcaat
ttttttettg
tagatacctg
aataattttg
gataacgatt
taaatcatge
ttcttataga
atgcagtaat
<210>3

< 211> 2950

< 212> ADN

aaggtccata
tgatttctee
actccaaccce
gtaacagatt
acagagcttc
ctgttgtttt
gattcaactt
tcagaggtga
acgatttggg
tctetgettt
aaagaagatt
tgattgctgg
agccattcat
aattgactta
aaactttecgt
gtggtatctt
gtccaccagt
acttggtcag
tactttaaat
ttatatacta
atgcgctatt
atacattgtg
gggatattgg
ctgaagttac
ctatatttge
atacgttgaa

atacacagat

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 655308 T3

ctatgtcgece
atctgctgaa
aatcttgggt
aggtggtaac
taccattttg
gagagaagtc
accaggtget
ctgggacggt
tatgattgac
ggaaccaggt
atctgacaag
tggtaccggt
cgacactttg
cagagaagtt
tttgaacaga
gaccaaccac
tatgcaaaga
aaccgttgac
cttgcattta
ttttaatgac
gecattgttcet
gatgctgagt
cttttttttt
tcttagcegtt
gtgcagtcag
aattaaatgt

teccggecgge

tttgtcactc
atccaaatga
ttattcggtg
tectttgttgg
caaagaaagt
agagaaggtg
ctacaaagat
caacaattga
attttggcecca
gacgetgteg
cacttecgttt
gttgctccaa
gaatccgtece
ttggaagaac
cctcctecat
gttcaaccac
attgtcaagg
gaaactgaac
aataaatttt
attttcgatt
tgtettttte
gaaattttag
taaagtttac
cctatcggta
tatcatctac
acgcegccaag

cgeggeege

catctatcca
agaacacttc
ctggtgaagt
aatgtgttgt
cctectgettt
gtgtctacgg
ctggtctate
ttggttacta
gatctgacaa
aaatgaaggce
tcatgggtca
tgttgcaaat
acttgatcta
gtcgtcgtga
tatggactga
catctgacaa
ccactttaaa
catctggaag
ctttttatag
cattgattga
gccacatgta
ttaataatgg
aaatgaattt
cagccatcaa
atgaaaaaaa

ataagataac

ctacaccatg
ttcocagagcet
caccggtggt
tttcggtaga
gtctttcaag
tgetggttce
cttgggtcaa
ctctecaate
gggtacttta
ttgtggtggt
cattatcaac
catcaaggcce
cgctgetgaa
atccagaggt
cggtgtcggt
cttattggtt
gactttaggt
ttaaggccceg
ctttatgact
aagctttgtg
atatctgtag
aggcgetcett
tttcegecag
atcatgccta
ctecececgeaat

atatatctag

< 223> Construccion sintética TDH1p-FUMR-TDH1t para expresion en S. cerevisiae

<400> 3

14

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4959



ggatccctte
tcttcaagtt
gagtaaaaaa
aaaaccaaga
taatgggagg
gaggataagt
ccecaccagee
ttgttgaget
ccacaccgtg
gtaaccacac
ccataatcege
ccttcggagt
atctgcttcet
gggggaggag
gagtctcgaa
tctattctet
acacacacaa
tgetgetttg
tgaccgttac
aactgaaaga
caccgtcaac
tgacgaagtt
ttctggtact
gttgggtggt
tcaatcttcce
cggtagattg
attcgaacac
aggtcaagaa
tactttggaa

caccagaaag

ccttttacag
aatgcataag
aaaaatgagt
aaagcccget
agaaaaagaa
tgggctgage
aacacttgat
tagtaaaaat
gggccttgtt
cacattttca
getttttttt
ggtcgcagat
taggtgcatg
catgttcatt
atcatataaa
ctcecttgeata
aaaacagtac
caaaaattca
tggggtgcte
atgccagaac
atgacctacg
atcgatggtt
caaaccaaga
gaattaggtt
aacgacactt
attccagcett
atcatcaaga
tteteceggtt
agattataca

ggtttcgatg

ES 2 655308 T3

tgcttcggaa
aaatatcttt
aaatttcteg
tctgaaaact
acgaatgtat
ttctgatcca
agtatctact
gtgcgcacca
gcgctaggaa
gggggtcgat
taaaaggcgce
ctggagactg
cgacggtatc
ctctgtagca
tagacaatat
aataagaaat
ttecactaaat
gagctgaaag
aaactcaaag
cattaatcag
gtttggacce
ctttgattga
tgaacgtcaa
ccaaggctcc
tcccaactge
tgaccacttt
ttggtagaac
acactcaaca
acttggectca

ccaaggttge

aagcacagcg
ttttatgttt
atggattagt
acagttgact
atgctcattt
atttattcta
cgecattcac
caagcctaca
taggatatgc
ctgcttgett
gagacagcaa
gatctttaca
cacgtgcaga
gtaagagctt
attttcacac
tcatcaagaa
ttacacacaa
agataccttce
atctttgcaa
agcttteggt
aaaggttggt
ccatttccca
tgaagtcatc
agtccaccca
catgcacgtt
gagagatgct
ccacttgecaa
attgacctac
aggtggtact

tgaagcecatt

15

ttgtccaagg
agctaagtaa
ttectcacagg
tgtatgctaa
acactctata
tccattagtt
ttecagecage
tgactccacy
gacgaagacg
cctttactgt
acaggaagct
atacagtaag
acaacatagt
ggtgataatg
aatgagattt
cttggtttga
aacaaaatgt
ggtgacttge
aactttgaca
gttttgaaga
gaagccatcece
ttggttgtct
tccaacagag
aacgatcatg
gctgececgttg
ttgcaagcca
gatgctaccc
ggtattgete
gctgteggta

gcttecatceca

gaacaatttt
aagcagcttg
taacataaca
agggccagac
tcaccatatg
gctgatatgt
gccagtaggg
tcacatgaaa
cttctgetta
cacgagcggc
cgggtttcaa
gcaagccacc
ctgaagaagg
accaaaactg
gtagtacagt
tatttcacca
cctetgette
aagttccage
ttggtggtece
aggctgetge
aaaaggctge
ggcaaaccgg
ccattgaatt
tcaacatgtc
ttgaaattca
aatctgctga
cattgacttt
gtgttcaagg
ctggtttgaa

ctggtttace

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



10

attcaagacc
tcacggtget
cttgggttct
ttcttecate
tgctcaagtc
attgaatgtc
tgacgcttce
gatctcctce
ttacgacaag
agctgctcta
ggacatgatt
attttttttt
ataagtacat
ttctaagttt
aaatatatta
tttgggaaat
tgactattgg
tctattecegg
aagcatttce
cegeggecge
<210> 4

< 211> 1966
<212> ADN

gctccaaaca
ttgaacaccg
ggtccaagat
atgccaggta
atgggtaaca
tttaaaccag
atctctttca
atcatgaacg
gctgccaagt
tctttgggtt
tctgccaagg
gaatatacat
attacttttt
caatactagt
cectgaacgt
aagtaaacaa
caaagaacgce
ctccactttt

aaagtaattg

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 655308 T3

aattcgaagc
ttgecttgttce
gtggtttagg
aggtcaaccc
acactgccat
tcatgatcaa
ccaagaactg
aatctttgat
gtgccaagaa
acttgacctc
attaaggccc
aaatactacc
aagccaagac
tatcactgtt
ggtgaattga
tatattgctg
attatcettt
agtccagaga

catttgcecect

tttggctget
tttgatgaag
tgaattgtct
aactcaatgt
ctctgttget
gaacttgatc
tgttgtcggt
gttggtcact
ggctcacaag
tgaagaattc
gggcataaag
gtttttetge
aagattaagc
taaaagttat
agttctagga
cctttgcaaa
gaagaggtgg
ttacttgtct

tgagcagtat

cacgacgctt
attgccaacg
ctaccagaaa
gaagctatga
ggttccaacg
caatccatca
attgaagcta
gctttgaacc
gaaggtacca
gaccaatggg
caatcttgat
tagattttgt
attaacttta
ggcgagaacg
tggtttaaag
acgcacatac
atactgatac
tcttacgtat

atatatacta

tggttgaage
atatccgtta
acgaaccagg
ccatggtttg
gtcaattcga
gattaatctc
acgaaaagaa
ctcacattgg
ctttgaaaga
ttagacctga
gaggataatg
gaagacgtaa
cccttttete
teggeggtta
atttttectt
ccacaatatg
taagagagtc
cagaacaaga

agaaggcgcg

< 223> Construccion sintética TDH3p-MDH3-TDH3t para expresién en S. cerevisiae

<400> 4

ggatccggeg
taacccgtac
ctgggtgaac
gcatccagaa
tcataggtece

ggcacaacct

cgccacgegt
atgcccaaaa
agtttattcc
aaaaaaagaa
attectcttag

caatggagtg

ggccggectt
tagggggcygg
tggcatccac
tecccagecace
cgcaactaca

atgcaacctg

agtcaaaaaa
gttacacaga
taaatataat
aaaatattgt

gagaacaggg

cctggagtaa

16

ttagcctttt
atatataaca
ggagcccget
tttetteace
gcacaaacag

atgatgacac

aattctgctg
tcgtaggtgt
ttttaagctg
aaccatcagt
gcaaaaaacg

aaggcaattg

1860

1920

13980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2340

2350

60

120

180

240

300

360



acccacgcat
ttggaaaaag
taataagtat
tcttaaattc
ttcgaataaa
tggtgtcggt
tttgtacgat
ctectettgt
tgtcttgatt
gatgaacgct
tcgtatcetta
gaagaagatg
cagagctgaa
acaagacaag
catcattcca
tttcatccac
ttetgetace
tttccacaac
gaagaacggt
gccaattgtt
gtctccaaga
aaagggtaag
ataaattttce
ttttcgattc
gtcttttteg
aaattttagt
aaagtttaca
<210>5

< 211> 2240

< 212> ADN

gtatctatct
ctgaaaaaaa
ataaagacgg
tacttttata
cacacataaa
caaccattat
atcagagctg
gttggttacg
ccagcetggtyg
ggtatcgtta
gtcatcteca
ggtaagttca
actttettgg
accaccatgc
atcatcactg
agagtccaat
ttgtccatgg
gaaaagccag
aagaaggctc
ttgagaaacg
gaagaacaat
tctttcatet
tttttatage
attgattgaa
ccacatgtaa
taataatgga

aatgaatttt

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 655308 T3

cattttctta
aggttgaaac
taggtattga
gttagtcttt
caaacaaaat
ctctattatt
ctgaaggtat
acaaggattce
ttccaagaaa
agtctttggt
accctgttaa
agccaggtaa
ttgactactt
acagaaaggt
acaaatcctt
tcggtggtga
ctttegetgg
aaactgaatc
aacaattagt
gttcecgttgt
tggtcaacac
tggacagtta
tttatgactt
agctttgtgt
tatctgtagt
ggcgetetta

ttcegecagg

caccttctat
cagttceccetg
ttgtaattcet
tttttagttt
ggttaaggtt
gaaattgtct
tggtaaggat
catcgaaaac
gcecaggtttg
tactgetgte
ctectttggtt
cgttatgggt
gatgttgaag
caccgtcatc
ggttttccaa
cgaaattgte
tgccaaattt
tttgtetget
cggtgacaac
ttccattgac
tgectgtecaag
aggtgaattt
agtttcaatt
tttttcttga
agatacctga
ataattttgg

atgggcccge

taccttctge
aaattattcc
gtaaatctat
taaaacacca
gccatcttag
ccatacgttt
ttgtececcaca
actttgteca
accagagatg
ggtaaatttg
ccaattgecg
gtcaccaact
aacccaaaga
ggtggtcact
ttggacaagc
aaggccaagce
gctgaagaag
ttegtetact
tccattgaat
acttctgttt
gaattgagaa
actttaaatc
tatatactat
tgcgctattg
tacattgtgg
ggatattgge

ggccege

tctctctgat
cctacttgac
ttcttaaact
agaacttagt
gtgcttctgg
ctgaattgge
tcaacaccaa
atgctcaagt
atttgttcaa
ccccaaacge
ttgaaacttt
tggatttggt
tcggtcaaga
ctggtgaaac
aatacgaaca
aaggtgccgg
tcttacgtte
tgccaggttt
acttctcttt
tggaaaaatt
agaacattga
ttgcatttaa
tttaatgaca
cattgttctt
atgctgagtg

tttttttttt

< 223> Construccion sintética Eno1p-SpMAE1-ENOt para expresién en S. cerevisiae

<400> 5

17

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1966



ggatceggeg
ataatgacga
actgatcega
ttacaccacc
attacctgag
agcaacgtct
cctacccetge
cggaaactgt
ttgataatgg
atcccttatt
aacactaaaa
tggactggaa
ggtcctggtt
cattcagatt
tattectecttt
aggactcecetg
ccactttecat
gggttatcag
ctttcttcac
tcttaccaat
aaccagctca
tctgggttta
ccaagcctca
tggctttgat
ccaattctte
tggctgcecttg
ctccattgaa
actgtaccat
tcatcggtgt
tcttggtcaa

caaacactgg

cgceecgegg
aaaagaagga
gcttccacta
aaaaaccact
cggtectett
caaggtcaaa
aagtcaagag
ggccttttet
caatattaat
ccttctaget
caaaatgggt
cgtcaaggct
tgcttgtacc
ctacggtttg
gtttggttet
gaaccaccac
tgacatgttg
aatcttatac
cattttcaac
ttteccacca
ccaattgaag
cttgttgttg
agacagacca
caacattgcc
tgaatacttg
gtgttactgt
atttgcttgt
tgaaattggt
catcctatgt
cgatttgtgt

tgttttgaac

ES 2 655308 T3

aaccgccaga
agaaaaaaaa
ggatagcace
ttegectete
ttgtttgeag
actgtatgga
gtctecegtga
ggcacacatg
caaatttatt
atttttcata
gaattgaagg
ccacacgtte
atggccactg
aacaccattg
tgtatgttgt
ttggaaaaat
gccatctacg
tacatctacg
aaccacgttt
atgatctgtg
aacatggtta
tttgctgtca
ggtatgttca
cgtggtgcta
ggtttegttt
ttggccatgg
ggttggtttg
aagatgattg
atccaatgga
tacccaggta

ccaactttce

tattcattac
agaaaaatac
caaacacctg
cegecectga
catgagactt
aaccttgtca
ttecctageca
atcteccacga
ttacttettt
aaaaaccaaqg
aaatcttgaa
cattgtctca
gtggtgtcgg
gtaagattgt
tcagattcat
tattcattge
cttacccaga
ttgctgtcete
acaccattga
gtgtcattge
tcttcggtat
acgttttgag
tgtttgttgg
tgggttccag
ccactttcat
tttctttett
ctttcatctt
actccaagge
tcttgttgat
aggatgaaga

caccagaaaa

18

ttgacgcaaa
cgcttctagg
catatttgga
taacgteccac
gcatactgea
cctcacttaa
cctcaaggta
tttcaacata
cttgtaacat
caactgctta
gcaacgttac
aagattgaag
tttgatcatt
ctacatctta
caaataccca
tacctgtttg
cactggtgaa
tttcatctac
aactgcttct
tggtgectgtce
cttattccaa
attcttcacc
tccaccagcect
accatacatt
ggccatttte
ggctggtttc
cccaaacgtc
cttccaaatg
gtacttgatg
tgctcaccca

ggctecaget

agcgtttgaa
cgggttatct
cgacctttac
taattgageg
aatcegtaagt
ttctagctag
tgcctectece
taaatagett
ctctettgta
tcaacacaca
catgaattgt
catttcacct
ggttctttce
caaatcttct
tctaccatca
ctateccatcet
tggatggtct
tgtgtcatgg
ccagcttgga
aactccacte
ggtttgggtt
gttggtttgg
ttcteeggtt
ttcgtcggtg
atctggggtt
ttcaccagag
ggtttcgtta
ttcggtcaca
gtcagagctt
cctccaaagc

tetttggaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



10

aggttgacac
aaagcgttta
tatttcattt
tctatatagg
ttttattctg
attgcataaa
ctcatttcet
<210>6
<211>538
<212> PRT

ccacgttact
agagcttttg
tcttagaata
gttgcaaaca
cttgtggtga
taattcttaa

cegeggeege

< 213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 655308 T3

tccactggtyg
attaagcctt
gtttagttta
agcatttttc
cgegggtate

aagtggagct

gtgaatctga
ctagtccaaa
ttcattttat
attttatgtt
cgeceegetet

agtctatttc

< 223> Secuencia de aminoacidos de fosfoenolpiruvato
modificacién de EGY a DAF en pos 120 - 122.

<400> 6

Met Thr Asp Leu Asn Lys Leu Val

Thr Asp Val

Lys Glu Ile Val Tyr

20

Glu Glu Glu Thr Lys Pro Gly Leu

35

Thr Thr Leu

50

Ser Pro Llys

40

Gly Ala Val Ala Val

55

Asp Lys Tyr Ile Val
70

Val Trp Trp Asn Ser Glu Ala Ala

85

Gln Glu Thr Trp Lys Ser Leu Arg

100

Gly Lys Arg Leu Phe Val Val Asp
115

His Arg Ile

130

120

Gly Val Arg Met val

135

Lys Glu Leu
10

Asn Pro Ser
25

Glu Gly Phe

Asp Thr Gly

Cys Asp Glu
75

Lys Asn Asp
30

Glu Leu Val
105

Ala Phe Cys

Thr Glu Vval

19

tcctccatct
aaacacgttt
agtcacgaat
aaaacaattt
tttggtecace

tatttacata

carboxicinasa de Actinobacillus succinogenes con

tctgaacacg
ttttgtecatt
gttttatgat
caggtttacc
catgtattta

cctctcattt

Asn Asp Leu Gly Leu

15

Tyr Glu Gln Leu Phe

30

Asp Lys Gly Thr Leu

45

Ile Phe Thr Gly Arg

60

Thr Thr Lys Asp Thr

Asn Lys Pro Met Thr

35

Ala Lys Gln Leu Ser

110

Gly Ala Ser Glu Lys

125

Ala Trp Gln Ala His

140

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2240



Phe

145

Phe

Asn

Ile

Met

Gly

225

Val

Thr

Glu

Asn

Asp

305

Phe

Tyr

Thr

Val

Phe
385

Val

Lys

Trp

Thr

Lys

210

val

Ala

Asp

Ser

Leu

290

Ala

Asp

His

Lys

Ser

370

Thr

Lys

Ala

Lys

Glu

195

Lys

Ala

Ile

Pro

Gly

275

Ser

Leu

Asp

Ile

val

355

Lys

Ala

Asn

Asp

Glu

180

Gly

Gly

Ser

Phe

Lys

260

Val

Gln

Leu

Gly

Asp

340

Ile

Leu

Lys

Met

Phe

165

Gln

Ile

Met

Met

Phe

245

Arg

Phe

Glu

Glu

Ser

325

Asn

Phe

Thr

Leu

Phe

150

Thr

Gly

Gln

Phe

His

230

Gly

Gln

Asn

Asn

Asn

310

Lys

Ile

Leu

Pro

Ala
390

Ile

val

Leu

Leu

Ser

215

Cys

Leu

Leu

Phe

Glu

295

Val

Thr

val

Thr

Glu

375

Gly

ES 2 655308 T3

Arg

Leu

Asn

Ile

200

Met

Ser

Ser

Ile

Glu

280

Pro

val

Glu

Arg

Ala

360

Gln

Thr

Pro

Asn

Ser

185

Gly

Met

Ala

Gly

Gly

265

Gly

Asp

Val

Asn

Pro

345

Asp

Thr

Glu

Thr

Gly

170

Glu

Gly

Asn

Asn

Thr

250

Asp

Gly

Ile

Arg

Thr

330

val

Ala

Glu

Arg

20

Asp

155

Ala

Asn

Thr

Tyr

vVal

235

Gly

Asp

Cys

Tyr

Ala

315

Arg

Ser

Phe

Tyr

Gly
395

Glu

Lys

Phe

Trp

Phe

220

Gly

Lys

Glu

Tyr

Gly

300

Asp

Val

Lys

Gly

Tyr

380

val

Glu

Cys

Val

Tyr

205

Leu

Lys

Thr

His

Ala

285

Ala

Gly

Ser

Ala

val

365

Phe

Thr

Leu

Thr

Ala

1390

Gly

Pro

Agp

Thr

Gly

270

Lys

Ile

Ser

Tyr

Gly

350

Leu

Leu

Glu

Lys

Asn

175

Phe

Gly

Leu

Gly

Leu

255

Trp

Thr

Arg

Val

Pro

335

His

Pro

Ser

Pro

Asn

160

Pro

Asn

Glu

Lys

Asp

240

Ser

Asp

Ile

Arg

Asp

320

Ile

Ala

Pro

Gly

Thr
400



ES 2 655308 T3

Pro Thr Phe Ser Ala Cys Phe Gly Ala Ala Phe Leu Ser Leu His Pro
405 410 415

Ile Gln Tyr Ala Asp Val Leu Val Glu Arg Met Lys Ala Ser Gly Ala
420 425 430

Glu Ala Tyr Leu Val Asn Thr Gly Trp Asn Gly Thr Gly Lys Arg Ile
435 440 445

Ser Ile Lys Asp Thr Arg Gly Ile Ile Asp Ala Ile Leu Asp Gly Ser
450 455 460

Ile Glu Lys Ala Glu Met Gly Glu Leu Pro Ile Phe Asn Leu Ala Ile
465 470 475 480

Pro Lys Ala Leu Pro Gly Val Asp Pro Ala Ile Leu Asp Pro Arg Asp
485 490 495

Thr Tyr Ala Asp Lys Ala Gln Trp Gln Val Lys Ala Glu Asp Leu Ala
500 505 510

Asn Arg Phe Val Lys Asn Phe Val Lys Tyr Thr Ala Asn Pro Glu Ala
515 520 525

Ala Lys Leu Val Gly Ala Gly Pro Lys Ala
530 535

<210>7

<211> 1139

<212>PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Secuencia de aminoacidos de la fumarato reductasa (FRDg) de Trypanosoma brucei glicosomal
que carece de seial diana de 3 aa C-terminal.

<400>7

Met Val Asp Gly Arg Ser Ser Ala Ser Ile Val Ala Val Asp Pro Glu
1 5 10 15

Arg Ala Ala Arg Glu Arg Asp Ala Ala Ala Arg Ala Leu Leu Gln Asp
20 25 30

Ser Pro Leu His Thr Thr Met Gln Tyr Ala Thr Ser Gly Leu Glu Leu
35 40 45

Thr Val Pro Tyr Ala Leu Lys Val Val Ala Ser Ala Asp Thr Phe Asp
50 55 60

21



Arg

65

Ala

val

Lys

Cys

Ala

145

Ala

Ile

Lys

Phe

Met

225

Ser

val

Asn

Trp

Val

Ala

Asp

Gly

Arg

Phe

130

Leu

Cys

Ser

Gly

Gln

210

Asn

Leu

Ile

Leu

Lys

230

Ser

Lys

Thr

Arg

val

115

Asp

Gly

Thr

Arg

Tyr

195

Asn

Ala

Asp

Ser

Ile

275

Gly

vVal

Glu

val

Leu

100

Met

Pro

Lys

Leu

Lys

180

Ile

val

Arg

Met

Leu

260

Tyr

Lys

Lys

Val

Leu

85

Pro

Ala

Ser

Glu

Pro

165

His

val

Phe

Asn

Leu

245

Asp

Thr

Glu

Cys

Ala

70

Asn

val

Cys

Thr

Arg

150

Asn

Glu

Asp

Phe

Thr

230

Pro

Asn

Ala

Leu

Tyr

Asp

Ser

Gly

Cys

Ala

135

Asn

Ser

His

Tyr

Asp

215

Pro

Asn

Glu

Asp

Met

295

Ser

ES 2 655308 T3

Glu

Phe

Gln

Gln

120

Pro

Asn

Phe

Ala

val
200

Trp

Trp

Pro

Ala

Asp

280

Lys

Ala

val

Asn

Lys

105

Arg

val

Ala

Val

Ser

185

Ile

Gly

Val

Pro

Leu

265

Lys

Pro

Met

Leu

Pro

90

His

val

Ala

Cys

Ile

170

Leu

Asp

Gly

val

Lys

250

Ala

Pro

Ser

Tyr

22

Arg

75

Asn

Gln

Tyr

Lys

Leu

155

Asp

Asp

Asn

Asp

Gly

235

Glu

Thr

Leu

Gln

Ala

Cys

Ser

Met

Asn

Ala

140

Glu

Phe

Leu

Ile

Cys

220

Ile

Ala

Ser

Thr

Ser

300

Asp

Ala

Glu

Ser

Ser

125

Leu

Ala

Glu

Gly

Asn

205

Arg

Thr

Ser

Gly

Cys

285

Asn

Ala

Trp

Val

Ala

110

Ser

Arg

Leu

Ala

Gly

190

Ala

Ala

Arg

Tyr

Asp

270

Thr

Ile

Leu

Gln

Ser

95

Pro

Ala

Glu

Thr

Gly

175

val

Ala

Ser

Pro

Ile

255

Tyr

Tyr

Ala

Ala

Leu

80

Leu

Leu

Gly

Ile

Gln

160

Thr

Ser

Gly

Gly

Pro

240

Ser

Glu

Asp

Gln

Thr



305

Ala

Gly

Arg

Ala

Ile

385

Ala

Gly

Arg

Arg

val

465

Ser

Arg

Pro

Asn

Leu
545

Cys

Trp

Glu

Glu

370

Vval

Gly

Gly

Ala

Asp

450

Lys

Leu

Lys

Ile

Leu

530

Leu

Phe

Asn

355

Met

val

Cys

Asn

Gln

435

Thr

Thr

Gly

Gly
515

Ser

Ser

Ile

Tyr

340

Glu

Arg

Gly

Gly

Ser

420

Ala

Tyr

Leu

val

Thr

500

Phe

Gly

Glu

Lys

325

val

Arg

Lys

Gly

Ala

405

Ala

Lys

Lys

Ser

Pro

485

His

Thr

Arg

Thr

310

Arg

Arg

val

Arg

Gly

330

Gln

Lys

Ala

Ser

Met

470

Leu

Arg

Ile

Ile

Lys
550

Asp

Asp

Ala

Arg

375

Leu

Vval

Ala

Ser

Gly

455

Lys

Thr

Ala

Met

Thr

535

Glu

ES 2 655308 T3

Pro

Thr

Lys

360

Ile

Ala

val

Thr

Ile

440

Ile

Ser

val

Pro

Lys

520

Ile

Arg

Ala

Val

345

Met

Ser

Gly

Leu

Ser

425

val

Gly

Ala

Leu

Asp

505

Thr

Met

Pro

Lys

330

Arg

Phe

Asn

Leu

Met

410

Gly

Asp

Gly

Asp

Ser

490

Lys

Leu

Glu

Asp

23

315

Val

Asp

Glu

Thr

Ser

395

Glu

Ile

Gly

Asn

Ala

475

Gln

Lys

Glu

Asn

Gly
555

Arg

Tyr

Ile

Leu

380

Ala

Lys

Asn

Gly

Thr

460

Ile

Leu

Asp

Asp

Cys

540

Thr

Gln

Arg

Ala

365

Pro

Ala

Glu

Gly

Lys

445

Asp

Gly

Gly

Gly

His

525

Ser

Lys

Leu

Val

350

Thr

Ala

Ile

Ala

Trp

430

Tyr

Pro

Trp

Gly

Thr

510

Val

Val

Gln

Leu

335

Tyr

Glu

Arg

Glu

Lys

415

Gly

Phe

Ala

Leu

His

495

Pro

Arg

Thr

Ile

320

Asp

Val

Asp

Vval

Ala

400

Leu

Thr

Glu

Leu

Thr

480

Ser

Leu

Gly

Ser

Arg
560



Val

Leu

Thr

Pro

Gln

625

Pro

Leu

Gln

Lys

Met

705

Val

Ala

Ser

Arg

Thr

785

Thr

Thr

Ala

Ala

Thr

610

Arg

Thr

Gly

Gly

Ala

690

Phe

Ser

Asp

val

Ser

770

Lys

Met

Gly

Asp

Asp

595

Thr

Leu

Gly

Pro

Lys

675

Ile

Ala

Ser

Thr

Gln

755

Cys

Gly

Gly

val

Ala

580

Ser

Asn

Gly

Leu

Glu

660

Arg

Met

Tyr

His

Met

740

Gln

Pro

Pro

Gly

Glu

565

val

Leu

Gly

Ala

Ile

645

Ala

Phe

Glu

Cys

Glu

725

Arg

Thr

Ile

Tyr

Cys
805

Phe

Ile

Leu

Pro

Gln

630

Asn

Leu

Val

Gln

val

710

Phe

Asp

Leu

Thr

Tyr

790

Leu

Thr

Leu

Arg

Trp

615

Leu

Pro

Arg

Asn

Gly

695

Leu

Tyr

Leu

Glu

Arg

775

val

Ile

ES 2 655308 T3

Gln

Ala

Glu

€00

Ala

val

Lys

Gly

Glu

€80

Ala

Asn

Trp

Ala

Glu

760

Lys

Ala

Ser

Ala

Thr

585

His

Thr

Asp

Asp

Ser

665

Leu

Glu

Ala

Lys

Ala

745

Tyr

Ser

Phe

Pro

Gly

570

Gly

Ala

Gly

Met

Pro

650

Gly

Asp

Tyr

Ala

Lys

730

Leu

Glu

Val

Val

Ser
810

24

Ser

Gly

Pro

Asp

Asp

635

Ala

Gly

Leu

Pro

Ala

715

Met

Ile

Arg

Tyr

Thr

795

Ala

Gly

Phe

His

Gly

620

Lys

Asn

val

Arg

Gly

700

Gln

Gly

Gly

Leu

Pro

780

Pro

Glu

Lys

Ser

Leu

€05

val

val

Pro

Leu

Ser

€85

Ser

Lys

Leu

Cys

Ser

765

Cys

Ser

Ile

Thr

Asn

590

Val

Lys

Gln

Thr

Leu

670

Val

Gly

Leu

Phe

Pro

750

Ile

Val

Ile

Gln

Thr

575

Asp

Asn

Leu

Leu

Lys

655

Asn

val

Gly

Phe

Val

735

Val

Ser

Leu

His

Met
815

Ile

Lys

Phe

Ala

His

640

Phe

Lys

Ser

Ser

Gly

720

Lys

Glu

Gln

Gly

Tyr

800

Lys



Asn

Leu

Leu

Gly

865

Phe

val

Leu

Asp

Pro

9245

Thr

Met

His

Gly

Phe

Tyr

Glu

Thr

Phe

Gly

850

Asp

Lys

Tyr

Gln

Trp

930

Asp

Leu

Lys

Phe

Gly Thr Gly Val Ala

1010

Met Lys Pro Phe Ile

1025

Ala Ala Glu Asp Val

1040

Glu Arg Arg Arg Glu

1055

Ser

Gly

835

Gly

Arg

val

Gly

Arg

915

Asp

Asp

Arg

Ala

val
985

Ser

820

Ala

Asn

Ala

TP

Ala

300

Ser

Gly

Leu

Glu

Cys

980

Phe

Arg

Gly

Ser

Ser

Thr

885

Gly

Gly

Gln

Gly

Trp

965

Gly

Met

Ala

Glu

Leu

Thr

870

Thr

Ser

Leu

Gln

Met

950

Ile

Gly

Gly

ES 2 655308 T3

Ser His

825

Pro Leu

Val Thr

840

Gly Gly

Leu Glu Val

855

Cys

Ile Leu Gln Arg

Ser

val

Val

Lys

Asn

His

Phe

Ile
830

Pro Leu Gly

Gly Asn

845

Gly Arg

Gly Arg Ile Ala

860

875

val val Leu Arg

890

Val Leu

905

Arg Arg

Leu Gln

920

Ser Gly

Leu Ile

935

Gly Tyr

Ile Asp Ile Leu

Glu

Phe

Phe

Tyr

Ala

Ser

val

Asn

Ile

Ser

Ala Ser

880

Ser Leu

Arg Glu Gly

895

Gly

Pro Ala

910

Leu Gly

Ala
925

Ile Arg Gly

Pro Ile Thr Leu

940

955

Ala Glu

970

Ser Leu

Val Ile

985

Leu Glu

Ile
1000

His

Pro Met Leu Gln
1015

Asp Thr Leu Glu
1030

Thr
1045

Glu Leu Thr

Ser Arg Gly Lys
1060

25

Pro

Arg

Ile Asn Lys Leu Cys

Ile

Ser

Tyr

Phe

Arg

Gly

Arg

Ser Asp Lys Gly

960

Ala val

975

Asp Glu

Ser
990

Leu Asp Lys

1005

Ile Lys Ala Ala
1020

Val His Leu Ile
1035

Arg Glu Val Leu
1050

Lys
1065

Lys Thr Phe

Leu Ile Ala



10

val

Ile

Asn

val

Arg

Leu Asn Arg Pro
1070

Asp Arg Gly Ile
1085

Leu Leu Val Ala

1100

Lys Ala Thr Leu

1115

Thr Val Asp Glu
1130

<210> 8

<211> 472

<212>PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Secuencia de aminoacidos
aminoacidos N-terminales.

<400> 8

Met

Thr

Thr

Met

Ala

Ile

Phe

Asn

Ser Ser Ala Ser

Phe Gly Asp

20

Leu

Gln Arg Ser Leu

Pro Glu Pro Leu

50

Thr Val Asn Met

Gln Ala Ala

85

Lys

Leu Val
100

Pro val

Val Asn Glu Vval

115

Pro

Leu

Ile

Lys

Thr

Ala

Gln

Gln

Ile

Thr

70

Asp

Trp

Ile

ES 2 655308 T3

Pro
107

Thr
109

Cys
110

Thr
112

Glu
113

Ala

val

Asn

Arg

55

Tyr

Glu

Gln

Ser

Leu Thr Asp

Trp
5

Asn His Val Gln

0

Gly Pro Pro Val

5

Leu Gly Tyr Asn

0

Pro Ser Gly Ser

5

de la fumarasa de Rhizopus oryzae, que carece de los primeros 23

Leu Gln Lys Phe

10

Pro Ala Asp Arg
25

Phe Asp Ile

40

Gly

Ala Phe Gly Val

Arg Ala

Tyr

Gly

Leu

Gly Val Gly Phe
1080

Pro Pro Ser Asp
1085

Met Gln Arg Ile
1110

Met Asn Leu Val
1125

Glu Arg Asp
15

Gly Ala Gln

30

Trp

Pro Thr

45

Glu Arg

Lys Lys Ala Ala

60

Gly Pro

75

Leu Asp

vVal Ile Asp

90

Gly

Thr Gly Ser

105

Gly

Asn Arg Ala Ile

120

26

Lys

Ser

Thr

Glu

Val Gly Glu Ala

Leu Ile Asp His

95

Gln Thr

110

Lys Met

Leu Leu

125

Gly Gly



Glu

Ser

145

val

Asp

Gly

Phe

Gly

225

Gly

Ala

Phe

Leu

Tyr

305

Glu

Gln

Thr

Phe

Leu

130

Gln

val

Ala

Arg

Ser

210

Thr

Thr

Ile

Glu

Asn

230

Leu

Asn

Cys

Ala

Lys

Gly

Ser

Glu

Leu

Thr

195

Gly

Leu

Gly

Ala

Ala

275

Thr

Gly

Glu

Glu

Ile

355

Pro

Ser

Ser

Ile

Gln

180

His

Tyr

Glu

Leu

Ser

260

Leu

val

Ser

Pro

Ala

340

Ser

val

Lys

Asn

His

165

Ala

Leu

Thr

Asn

245

Ile

Ala

Ala

Gly

Gly

325

Met

val

Met

Ala

Asp

150

Gly

Lys

Gln

Gln

Leu

230

Thr

Thr

Ala

Cys

Pro

310

Ser

Thr

Ala

Ile

Pro
135

Thr

Ser

Asp

Gln

215

Tyr

Gly

His

Ser

295

Arg

Ser

Met

Gly

Lys

ES 2 655308 T3

Val

Phe

Leu

Ala

Ala

200

Leu

Asn

Lys

Leu

Asp

280

Leu

Cys

Ile

val

Ser

360

Asn

His

Pro

Ile

Glu

185

Thr

Thr

Leu

Gly

Pro

265

Ala

Met

Gly

Met

Cys

345

Asn

Leu

Pro

Thr

Pro

170

Phe

Pro

Tyr

Ala

Phe

250

Phe

Leu

Lys

Leu

Pro

330

Ala

Gly

Ile

27

Asn

Ala

155

Ala

Glu

Leu

Gly

Gln

235

Asp

Lys

val

Ile

Gly

315

Gly

Gln

Gln

Gln

Asp

140

Met

Leu

His

Thr

Ile

220

Gly

Ala

Thr

Glu

Ala

300

Glu

Lys

Vval

Phe

Ser

His

His

Thr

Ile

Leu

205

Ala

Gly

Lys

Ala

Ala

285

Asn

Leu

val

Met

Glu

365

Ile

Val

val

Thr

Ile

190

Gly

Arg

Thr

Val

Pro

270

His

Asp

Ser

Asn

Gly

350

Leu

Arg

Asn

Ala

Leu

175

Lys

Gln

Vval

Ala

Ala

255

Asn

Gly

Ile

Leu

Pro

335

Asn

Asn

Leu

Met

Ala

160

Arg

Ile

Glu

Gln

vVal

240

Glu

Lys

Ala

Arg

Pro

320

Thr

Asn

Val

Ile



10

15

ES 2 655308 T3

370 375 380

Ser Asp Ala Ser Ile Ser Phe Thr Lys Asn Cys Val Val Gly Ile Glu
385 390 395 400

Ala Asn Glu Lys Lys Ile Ser Ser Ile Met Asn Glu Ser Leu Met Leu
405 410 415

Val Thr Ala Leu Asn Pro His Ile Gly Tyr Asp Lys Ala Ala Lys Cys
420 425 430

Ala Lys Lys Ala His Lys Glu Gly Thr Thr Leu Lys Glu Ala Ala Leu
435 440 445

Ser Leu Gly Tyr Leu Thr Ser Glu Glu Phe Asp Gln Trp Val Arg Pro
450 455 460

Glu Asp Met Ile Ser Ala Lys Asp
465 470

<210>9

<211> 340

<212>PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>

< 223> Secuencia de aminoacidos de la malato deshidrogenasa peroxisomal (Mdh3) de Saccharomyces
cerevisiae, que carece de la secuencia diana peroxisomal 3 C-terminal (SKL).

<400> 9

Met Val Lys Val Ala Ile Leu Gly Ala Ser Gly Gly Val Gly Gln Pro
1 5 10 15

Leu Ser Leu Leu Leu Lys lLeu Ser Pro Tyr Val Ser Glu Leu Ala Leu
20 25 30

Tyr Asp Ile Arg Ala Ala Glu Gly Ile Gly Lys Asp Leu Ser His Ile

Asn Thr Asn Ser Ser Cys Val Gly Tyr Asp Lys Asp Ser Ile Glu Asn
50 55 60

Thr Leu Ser Asn Ala Gln Val Val Leu Ile Pro Ala Gly Val Pro Arg
65 70 75 80

Lys Pro Gly Leu Thr Arg Asp Asp Leu Phe Lys Met Asn Ala Gly Ile
85 S0 95

28
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Val Lys Ser Leu Val Thr Ala Val Gly Lys Phe Ala Pro Asn Ala Arg
100 105 110

Ile Leu Val Ile Ser Asn Pro Val Asn Ser Leu Val Pro Ile Ala Val
115 120 125

Glu Thr Leu Lys Lys Met Gly Lys Phe Lys Pro Gly Asn Val Met Gly
130 135 140

Vval Thr Asn Leu Asp Leu Val Arg Ala Glu Thr Phe Leu Val Asp Tyr
145 150 155 160

Leu Met Leu Lys Asn Pro Lys Ile Gly Gln Glu Gln Asp Lys Thr Thr
165 170 175

Met His Arg Lys Val Thr Val Ile Gly Gly His Ser Gly Glu Thr Ile
180 185 1390

Ile Pro Ile Ile Thr Asp Lys Ser Leu Val Phe Gln Leu Asp Lys Gln
195 200 205

Tyr Glu His Phe Ile His Arg Val Gln Phe Gly Gly Asp Glu Ile Val
210 215 220

Lys Ala Lys Gln Gly Ala Gly Ser Ala Thr Leu Ser Met Ala Phe Ala
225 230 235 240

Gly Ala Lys Phe Ala Glu Glu Val Leu Arg Ser Phe His Asn Glu Lys
245 250 255

Pro Glu Thr Glu Ser Leu Ser Ala Phe Val Tyr Leu Pro Gly Leu Lys
260 265 270

Asn Gly Lys Lys Ala Gln Gln Leu Val Gly Asp Asn Ser Ile Glu Tyr
275 280 285

Phe Ser Leu Pro Ile Val Leu Arg Asn Gly Ser Val Val Ser Ile Asp
290 295 300

Thr Ser Val Leu Glu lys Leu Ser Pro Arg Glu Glu Gln Leu Val Asn
305 310 315 320

Thr Ala Val Lys Glu Leu Arg Lys Asn Ile Glu Lys Gly Lys Ser Phe
325 330 335

Ile Leu Asp Ser
340

<210> 10

<211> 438

<212>PRT

< 213> Secuencia de aminoacidos de malato permeasa de Schizosaccharomyces pombe.

<400> 10

29



Met

Asp

His

Gly

Ile

65

Gly

Asp

Leu

Asp

Tyr

145

Phe

Leu

Asn

Ile

Gly

Trp

Phe

Leu

50

Gly

Ser

Ser

Ser

Thr

130

val

Asn

Pro

Ser

Leu
210

Glu

Asn

Thr

35

Ile

Lys

Cys

Trp

Ile

115

Gly

Ala

Asn

Ile

Thr

195

Phe

Leu

Ile

Ile

Met

Asn

100

Ser

Glu

val

His

Phe

180

Gln

Gln

Lys

Lys

Ser

Gly

val

Leu

85

His

Thr

Trp

Ser

Val

165

Pro

Pro

Gly

Glu

Ala

Trp

Ser

Tyr

70

Phe

His

Phe

Met

Phe

150

Tyr

Pro

Ala

Leu

Ile

Pro

Phe

Phe

55

Ile

Arg

Leu

Ile

val

135

Ile

Thr

Met

His

Gly
215

ES 2 655308 T3

Leu

His

Ala

40

Pro

Leu

Phe

Glu

Asp

120

Trp

Tyr

Ile

Ile

Gln

200

Phe

Lys

val

Cys

Phe

Gln

Ile

Lys

105

Met

val

Cys

Glu

Cys

185

Leu

Trp

Gln

10

Pro

Thr

Arg

Ile

Lys

90

Leu

Leu

Ile

val

Thr

170

Gly

Lys

val

30

Arg

Leu

Met

Phe

Phe

75

Tyr

Phe

Ala

Arg

Met

155

Ala

Val

Asn

Tyr

Tyr

Ser

Ala

Tyr

60

Leu

Pro

Ile

Ile

Ile

140

Ala

Ser

Ile

Met

Leu
220

His

Gln

Thr

45

Gly

Phe

Ser

Ala

Tyr

125

Leu

Phe

Pro

Ala

val

205

Leu

Glu

Arg

Gly

Leu

Ser

Thr

Thr

110

Ala

Tyr

Phe

Ala

Gly

190

Ile

Leu

Leu

15

Leu

Gly

Asn

Leu

Ile

95

Cys

Tyr

Tyr

Thr

Trp

175

Ala

Phe

Phe

Leu

Lys

val

Thr

Phe

80

Lys

Leu

Pro

Ile

Ile

160

Ile

val

Gly

Ala



Val

225

Arg

Ala

Phe

Met

Met

305

Ala

Cys

Phe

Met

Gly

385

Leu

val

Ser

Asn

Pro

Leu

Val

Ala

290

Val

Cys

Thr

Gly

Tyr

370

Lys

Asn

Asp

Glu

val

Gly

Ile

Gly

275

Ile

Ser

Gly

Ile

His

355

Leu

Asp

Pro

Thr

His
435

Leu

Met

Asn

260

Ala

Phe

Phe

Trp

Glu

340

Ile

Met

Glu

Thr

His

420

Glu

Arg

Phe

245

Ile

Asn

Ile

Leu

Phe

325

Ile

Ile

val

Asp

Phe

405

val

Ser

Phe

230

Met

Ala

Ser

Trp

Ala

310

Ala

Gly

Gly

Arg

Ala

390

Pro

Thr

Val

Phe

Phe

Arg

Ser

Gly

295

Gly

Phe

Lys

val

Ala

375

His

Pro

Ser

ES 2 655308 T3

Thr

val

Gly

Glu

280

Leu

Phe

Ile

Met

Ile

360

Phe

Pro

Glu

Thr

val

Gly

Ala

265

Tyr

Ala

Phe

Phe

Ile

345

Leu

Leu

Pro

Lys

Gly
425

Gly

Pro

250

Met

Leu

Ala

Thr
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ES 2 655308 T3

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir un acido dicarboxilico seleccionado del grupo que consiste en: acido succinico,
acido fumarico y acido malico, que comprende fermentar una levadura recombinante en un medio de fermentacion
adecuado, que comprende una concentracion de diéxido de carbono que oscila entre el 25 % v/iv y el 75 % v/v de
gas total presente en dicho medio de fermentacion, en el que la fermentacion se lleva a cabo en condiciones
microaerdfilas y que produce dicho acido dicarboxilico.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende suministrar oxigeno y una velocidad de absorcion de
oxigeno menor que 8,0 mmol de oxigeno/l/hora y por encima de 0,01 mmol de oxigeno/l/hora.

3. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicha levadura recombinante
sobreexpresa un gen que codifica una fosfoenolpiruvato carboxicinasa.

4. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha levadura recombinante
comprende una alteracion de un gen que codifica una enzima de la ruta de fermentacion del etanol.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que dicha enzima es una alcohol deshidrogenasa.

6. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha levadura recombinante
sobreexpresa ademas un gen que codifica una enzima seleccionada del grupo que consiste en: una malato
deshidrogenasa, una fumarasa, una fumarato reductasa dependiente de NAD(H) y una proteina transportadora de
acido dicarboxilico.

7. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha levadura pertenece a una
Saccharomyces sp.

8. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho medio de fermentacion
presenta un valor de pH de entre 2 y 6.

9. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende ademas recuperar dicho acido
dicarboxilico.

10. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho procedimiento se lleva a cabo
en una escala industrial.

11. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho acido dicarboxilico se
convierte ademas en un producto farmacéutico, cosmético, alimento, pienso o polimero de poliéster.

12. Procedimiento segun la reivindicacion 7, en el que dicha levadura es una Saccharomyces cerevisiae.
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