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DESCRIPCIÓN

Método de producción de ácido succínico y otros productos químicos utilizando una materia prima que contiene 
sacarosa

5
La presente invención está en el campo de la producción de productos químicos orgánicos básicos y especializados 
utilizando biocatalizadores que se han modificado para aumentar su capacidad para utilizar una materia prima que 
contienen sacarosa. Más específicamente, la presente invención se refiere a bacterias alteradas genéticamente que 
producen productos químicos orgánicos seleccionados de entre un grupo que consiste en ácido succínico, ácido 
fumárico, ácido málico, y 1,4-butanodiol, en un medio mínimo comprendiendo dichas bacterias un gen exógeno 10
específico que codifica una sacarosa fosforilasa independiente de PTS, así como a los métodos respectivos de 
producción fermentativa de un producto químico orgánico seleccionado de entre un grupo que consiste en ácido 
succínico, ácido fumárico, ácido málico, y 1,4-butanodiol, en un medio mínimo utilizando dichas bacterias.

Un gran número de productos químicos orgánicos se derivan actualmente de materias primas petroquímicas. Hay un 15
interés creciente por la producción de muchos de estos compuestos orgánicos derivados de petroquímicos mediante 
procesos de fermentación biológica utilizando materias primas renovables. La lista de compuestos orgánicos que se 
pueden derivar de materias primas renovables incluye 1,4-diácidos (succínico, fumárico, málico, glucárico, malónico, 
y maleico), ácido 2-5-furano dicarboxílico, ácido propiónico, ácido aspártico, ácido glucárico, ácido glutámico, ácido 
itacónico, ácido levulínico, 3-hidroxibutirolactona, glicerol, sorbitol, xilitol, arabinitol, y butanodioles tales como 1,4-20
butanodiol, 1,3-butanodiol, y 2,3-butanodiol. Además de estos compuestos, también se pueden producir muchos 
otros tipos de compuestos orgánicos que incluyen, pero no se limitan a, aminoácidos, vitaminas, alcoholes (tales 
como etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol, isobutanol, y alcoholes superiores), ácidos grasos, ésteres de 
ácidos grasos, hidrocarbonos, isoprenoides, terpenos, carotenoides, y aminas utilizando materias primas renovables. 
Se hace referencia a cualquiera de dichos compuestos en el presente documento como un “compuesto deseado”. 25
Sin embargo, para la mayoría de estos compuestos deseados, no se había desarrollado aún un proceso de 
fermentación comercialmente atractivo que utiliza sacarosa como fuente de carbono. 

Entre estos compuestos orgánicos que se pueden derivar de materias primas renovables, el ácido succínico merece 
una especial mención. Se en modificado genéticamente varias especies microbianas incluyendo Escherichia coli, 30
Corynebacterium glutamicum y Brevibacterium flavum, Mannheimia succiniproducens, Basfia succiniproducens y
Anaerobiospirilum succiniproducens para su uso como biocatalizadores en la producción de ácido succínico 
utilizando materias primas renovables. Estos biocatalizadores en demostrado que producen ácido succínico con muy 
alto rendimiento y productividad. Actualmente, la producción de ácido succínico utilizando estos biocatalizadores se 
lleva a cabo utilizando dextrosa como fuente de carbono orgánico.35

Existe la necesidad de desarrollar procedimientos que utilicen materias primas renovables más baratas con el fin de 
hacer que la producción biológica de ácido succínico sea competitiva con la producción de ácido succínico de 
materias primas petroquímicas utilizando procesos puramente químicos. Están en camino los esfuerzos para utilizar 
fuentes de carbono derivadas de la hidrólisis de materiales celulósicos como materia prima para la producción de 40
ácido succínico utilizando un biocatalizador. Sin embargo, las técnicas para la producción de materias primas de 
materiales celulósicos por la fermentación biológica están lejos de perfeccionarse en este momento. Por lo tanto, 
existe la necesidad inmediata de una materia prima barata adecuada para la producción biológica de ácido 
succínico. El precio de los distintos azúcares varia con el tiempo y la localización geográfica. En muchas partes del 
mundo la sacarosa es menos cara que la glucosa la mayor parte o todo el tiempo, especialmente en áreas tropicales 45
en las que medran.

La melaza derivada del procesamiento de la caña de azúcar representa una materia prima barata para cualquier 
fermentación industrial. La melaza es barata, fácilmente disponible, y abundante. La melaza es rica en sacarosa y
existe la necesidad de desarrollar biocatalizadores con la capacidad de utilizar la sacarosa como fuente de carbono 50
en la producción fermentativa de ácido succínico. En algunos casos, será preferible utilizar sacarosa purificada en la 
fermentación como fuente de carbono, por ejemplo, cuando el producto de fermentación de interés deba estar 
altamente purificado, y cuando sea más barata que retirar los compuestos no azúcares de la melaza antes de las 
fermentaciones. La sacarosa purificada en forma de “azúcar de mesa” se ha producido durante muchos años por 
métodos bien conocidos, y también se puede utilizar un material equivalente a este como fuente de carbono en la 55
presente invención. Además, la utilización de molasa o sacarosa por los biocatalizadores tiene una significación 
industrial amplia ya que se pueden utilizar la melaza o sacarosa para producir una amplia variedad de productos 
químicos orgánicos, así como mase celular completa. Por lo tanto, la presente invención tiene una aplicación más 
amplia en la industria de la fermentación en general detrás de la producción fermentativa de ácido succínico. Un 
medio que contenga sacarosa puede comprender jugo o melaza derivada de la caña de azúcar, remolacha 60
azucarera, sorgo dulce, o cualquier material vegetal que contenga sacarosa.

Un mecanismo para el transporte de sacarosa y otros azúcares que se encuentra frecuentemente en bacterias se 
basa en el sistema de fosfotransferasa (PTS=. El PTS está compuesto por dos proteínas de acoplamiento 
energético, la Enzima I y Hpr, y la Enzima II proteicas específicas de varios azúcares o complejos proteicos, que 65
normalmente consisten en tres dominios proteicos EIIA, EIIB y EIIC. La organización de los dominios EII difieren 
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entre las bacterias. EII puede consistir en una única proteína fusionada o diferentes dominios fusionados y no 
fusionados. La translocación del azúcar específico a través de la membrana se facilita por el dominio integral de 
membrana. Sin embargo, es el complejo de los tres dominios enzimáticos o proteicos, funcionando juntos, el que
lleva al transporte y fosforilación del sustrato de azúcar, dando como resultado en un agrupamiento intracelular de 
carbohidrato fosforilado (Neidhardt y Curtiss, 1996).5

Existen mecanismos alternativos para el transporte bacteriano de sacarosa además del PTS. Estas permeasas de 
azúcar independientes del PTS facilitan la acumulación de sacarosa sin modificaciones químicas. Incluyen sistemas 
de simporte de catión de soluto, tal como el simportador ScrT en el operón de sacarosa en Bifidobacterium lactis y el 
transportador CscB de la cepa W de E. coli. Estos sistemas de transporte específicos de sacarosa se agrupan 10
generalmente con los genes catabólicos y reguladores con distintas disposiciones en diferentes bacterias.

Existen varios ejemplos en la bibliografía que describen la clonación de los genes de utilización de la sacarosa y la 
instalación de dichos genes en los organismos que no contienen nativamente dichos genes. Existen ejemplos de 
clonación y transferencia de los genes de utilización de sacarosa dependientes de PTS e independientes de PTS. 15
Sin embargo, cada uno de estos ejemplos tiene al menos una característica que los hacen indeseables para su uso 
en un entorno comercial. Por ejemplo, el mantenimiento de los genes de utilización de la sacarosa en plásmidos 
replicantes (tales como el pScrl plasmídico descrito en la Publicación de solicitud de patente de EE. UU. N.º 
2008/0274526 A1) no es deseable debido a que los plásmidos pueden ser inestables (Shukla et al., 2004) o se 
pierden durante las muchas generaciones de un cultivo a gran escala, y a menudo necesitan la presencia de20
antibiótico para el mantenimiento. También la expresión de un gen de un plásmido multicopia puede ser excesivo, 
dando lugar a la pérdida de energía y materiales, o inhibición del crecimiento.

Los genes cromosómicos de utilización de sacarosa independientes de PTS cscAKB de E. coli EC3132 se han 
integrado en el cromosoma de cepas derivadas de E. coli K-12 (Patente de EE. UU. 6.960.455). Pero se sabe que25
este operón en particular es relativamente ineficaz en conferir una utilización de la sacarosa, especialmente a bajas 
concentraciones de sacarosa, con los que el tiempo de doblaje era de 20 horas (1200 minutos) (Bockmann et al., 
1992). Una comparación de homología de la secuencia de ADN de la región del operón cscRAKB de EC3132 con la 
de una E. coli ATCC 9637 eficaz utilizador de la sacarosa (Shukla et al., 2004) utilizando el programa Megalign del 
software de DNASTAR revelaba un índice de similitud de 98,1. Por lo tanto, existen muchas diferencias entre los dos 30
operones csc, y estas diferentes están dispersas a lo largo del operón. Muchas de las mutaciones puntuales en el 
operón de EC3132 producen cambios no conservadores en las secuencias proteicas, y algunas de las mutaciones 
estaban en regiones promotoras, luego debe ser el caso de que el operón de EC3132 sea simplemente defectuoso 
debido a una o más de estas mutaciones. Se podrían aislar los mutantes espontáneos de rápido crecimiento con un 
tiempo de doblaje en sacarosa de bajo a 50 minutos de las EC3132, pero cuando los operones cscAKB se35
instalaban en una cepa K-12, el tiempo de doblaje en medio de sacarosa aumentaba hasta 75 minutos en el mejor 
de los casos (Jahreis et al., 2002). Ninguno de los operones csc mutados de EC3132 cambiaban la secuencia de 
ADN para que fuera más eficaz como el operón de la ATCC 9637. De por sí, parece que el operón desvelado por 
Jahreis et al (2002) no es tan deseable como el de la ATCC 9637.

40
Otra estrategia que se ha propuesto para hacer posible la utilización de la sacarosa es simplemente modificar una 
cepa para segregar invertasa (Lee et al., 2010 a). En este caso la invertasa de la Mannheimia succiniproducens
demostró ser superior a la invertasa de E. coli W, enseñando que se evite el uso de la invertasa de E. coli W. 
Además, en las bacterias esta estrategia es inherentemente menos eficaz que importar la sacarosa antes de 
escindirla, ya que después de la escisión en glucosa y fructosa por la invertasa, se deben importar dos moléculas de 45
azúcar más bien que solo una, y esto necesita más gasto de más energía. Además, en este ejemplo de la técnica 
anterior, durante el inicio de la fermentación con 20 g/l de sacarosa, la fructosa externa se acumulaba a más de 10 /l, 
y tardaba 50 horas para que esta fructosa externa se consumiera completamente (Lee et al., 2010 b). Por lo tanto, 
aunque se desvelaba una cepa que utilizaba la sacarosa, el sistema tenía características de actuación que no eran 
atractivas comercialmente. La secreción de fructosa por las cepas de E. coli cultivadas en sacarosa es un problema 50
general, y la fructosa que permanece al final de un tiempo de fermentación deseable, que es a menudo de 48 horas 
o menos no es deseable. Por lo tanto, existe la necesidad de microorganismos que puedan fermentar la sacarosa en 
un producto deseable con un título comercialmente atractivo, que normalmente es más de 20 gramos por litro, sin 
dejar más de 2 gramos por litro de fructosa remanente después de un tiempo de fermentación de 48 h o menos.

55
Las cepas SZ63 y SZ85 de E. coli se modificaron previamente para producir D-lactato ópticamente puro a partir de 
azúcares hexosas y pentosas. Para expandir el intervalo de sustrato para incluir la sacarosa, se clonó un operón 
cscR’AKB y se caracterizó a partir de E. coli KO11, un derivado de la E. coli W (Shukla et al., 2004). El plásmido 
cargado con el operón resultante se expresó funcionalmente en SZ63, pero era inestable en SZ85.

60
El documento US 6.960.455 desvela un método de producción de aminoácidos utilizando cepas derivadas de E. coli
K-12 transducidas con el operón cscRAKB de la cepa EC3132 que se localiza en el locus dsdA del cromosoma. 
Como consecuencia de la inserción del operón cscRKAB en esta localización del cromosoma, las cepas resultantes 
no pueden catabolizar la D-serina. Como se ha puntualizado anteriormente, los genes csc utilizados en esta técnica 
anterior se derivaban de un operón EC3132 defectuoso, que crece pobremente a bajas concentraciones de 65
sacarosa (Bockmann et al., 1992; Jahreis et al, 2002). Las cepas resultantes contienen el gen cscR, que codifica un 
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represor, de manera que se espera que las cepas sean subóptimas en la utilización de sacarosa, especialmente en 
presencia de glucosa, que se esperaría que produce represión de los genes cscAKB (Jahreis et al., 2002; Shukla et 
al., 2004). La melaza normalmente contiene algo de glucosa. No se mencionó ningún intento para corregir 
cualquiera de los defectos inherentes al operón csc de EC3132 en el documento 6.960.455. Además, no se 
menciona en esta patente la producción de productos químicos distintos de aminoácidos, tales como el succinato.5

El documento US 7.179.623 desvela una cepa construida a partir de una cepa no asimilativa de sacarosa en la que
dicha cepa alberga genes PTS de sacarosa de E. coli VKPM B-7915 (genes scrKYABR), pero de nuevo, esta 
patente no menciona la producción de productos químicos distintos de aminoácidos, y el sistema dependiente de 
PTS en la presente divulgación no es óptimo para la producción de productos químicos que se derivan del 10
fosfoenolpiruvato (PEP).

En el contexto de lo anterior, el documento WO 2009/078687 A2 describe un microorganismo recombinante capaz 
de metabolizar sacarosa.

15
La presente invención se refiere a los siguientes artículos:

1. Una bacteria genéticamente alterada que produce un producto químico orgánico seleccionado de entre un 
grupo que consiste en ácido succínico, ácido fumárico, ácido málico, y 1,4-butanodiol, en un medio mínimo, 
comprendiendo dicha bacteria un gen exógeno que codifica sacarosa fosforilasa independiente de PTS derivada20
de Bifidobacterium longum, Leuconostoc mesenteroides, Pseudobutyrivibrio ruminis, o Bifidobacterium lactis, 
donde la bacteria alterada genéticamente se selecciona de entre un grupo que consiste en Escherichia coli, 
Gluconobacter oxydans, Gluconobacter asaii, Achromobacter delmarvae, Achromobacter viscosus, 
Achromobacter lacticum, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes faecalis, 
Arthrobacter citreus, Arthrobacter tumescens, Arthrobacter paraffineus, Arthrobacter hydrocarboglutamicus, 25
Arthrobacter oxydans, Aureobacterium saperdae, Azotobacter indicus, Brevibacterium ammoniagenes, 
divaricatum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium globosum, Brevibacterium 
fuscum, Brevibacterium ketoglutamicum, Brevibacterium helcolum, Brevibacterium pusillum, Brevibacterium 
testaceum, Brevibacterium roseum, Brevibacterium immariophilium, Brevibacterium linens, Brevibacterium 
protopharmiae, Corynebacterium acetophilum, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium callunae, 30
Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum, Enterobacter aerogenes, Erwinia
amylovora, Erwinia carotovora, Erwinia herbicola, Erwinia chrysanthemi, Flavobacterium peregrinum, 
Flavobacterium fucatum, Flavobacterium aurantinum, Flavobacterium rhenanum, Flavobacterium sewanense, 
Flavobacterium breve, Flavobacterium meningosepticum, Micrococcus sp. CCM825, Morganella morganii, 
Nocardia opaca, Nocardia rugosa, Planococcus eucinatus, Proteus rettgeri, Propionibacterium shermanii, 35
Pseudomonas synxantha, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas ovalis, 
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas acidovol-ans, Pseudomonas mucidolens, Pseudomonas testosteroni, 
Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Rhodococcus sp. ATCC 
15592, Rhodococcus sp. ATCC 19070, Sporosarcina ureae, Staphylococcus aureus, Vibrio metschnikovii, Vibrio 
tyrogenes, Actinomadura madurae, Actinomyces violaceochromogenes, Kitasatosporia parulosa, Streptomyces 40
coelicolor, Streptomyces flavelus, Streptomyces griseolus, Streptomyces lividans, Streptomyces olivaceus, 
Streptomyces tanashiensis, Streptomyces virginiae, Streptomyces an-tibioticus, Streptomyces cacaoi, 
Streptomyces lavendulae, Streptomyces viridochromogenes, Aeromonas salmonicida, Bacillus pumilus, Bacillus 
circulans, Bacillus thiaminolyticus, Escherichia freundii, Microbacterium ammoniaphilum, Serratia marcescens, 
Salmonella typhimurium, Salmonella schottmulleri, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus 45
amylolliquefaciens, Basfia succiniciproducens y Xanthomonas citri.

2. La bacteria genéticamente alterada del artículo 1 que comprende adicionalmente una o más enzimas 
seleccionadas de entre un grupo que consiste en sacarosa permeasa, glucocinasa, fructocinasa y 
fosfofructocinasa.50

3. La bacteria genéticamente alterada del artículo 1 que comprende adicionalmente una azúcar permeasa 
independiente de PTS que facilita la acumulación de sacarosa sin una modificación química.

4. La bacteria genéticamente alterada del artículo 1, en el que dicho gen exógeno está contenido en un plásmido 55
replicante.

5. La bacteria genéticamente alterada del artículo 1, en el que dicho gen exógeno está integrado en el 
cromosoma del huésped.

60
6. La bacteria genéticamente alterada del artículo 1, en el que la bacteria es una cepa bacteriana PTS+.

7. La bacteria genéticamente alterada del artículo 1, en el que la bacteria tiene un nivel reducido de actividad de 
PTS en comparación con una cepa de tipo silvestre relacionada.

65
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8. La bacteria genéticamente alterada del artículo 1, en el que la bacteria es una cepa bacteriana PTS-.

9. Un método para la producción fermentativa de un producto químico orgánico seleccionado de entre un grupo 
que consiste en ácido succínico, ácido fumárico, ácido málico, y 1,4-butanodiol, en un medio mínimo que 
comprende:5

(a) la provisión de un microorganismo que expresa un gen de sacarosas fosforilasa independiente de PTS 
derivado de Bifidobacterium longum, Leuconostoc mesenteroides, Pseudobutyrivibrio ruminis, o
Bifidobacterium lactis, en el que el microorganismo se selecciona de entre un grupo que consiste en 
Escherichia coli, Gluconobacter oxydans, Gluconobacter asaii, Achromobacter delmarvae, Achromobacter 10
viscosus, Achromobacter lacticum, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes 
faecalis, Arthrobacter citreus, Arthrobacter tumescens, Arthrobacter paraffineus, Arthrobacter 
hydrocarboglutamicus, Arthrobacter oxydans, Aureobacterium saperdae, Azotobacter indicus, Brevibacterium 
ammoniagenes, divaricatum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium 
globosum, Brevibacterium fuscum, Brevibacterium ketoglutamicum, Brevibacterium helcolum, Brevibacterium 15
pusillum, Brevibacterium testaceum, Brevibacterium roseum, Brevibacterium immariophilium, Brevibacterium 
linens, Brevibacterium protopharmiae, Corynebacterium acetophilum, Corynebacterium glutamicum, 
Corynebacterium callunae, Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum, 
Enterobacter aerogenes, Erwinia amylovora, Erwinia carotovora, Erwinia herbicola, Erwinia chrysanthemi, 
Flavobacterium peregrinum, Flavobacterium fucatum, Flavobacterium aurantinum, Flavobacterium rhenanum, 20
Flavobacterium sewanense, Flavobacterium breve, Flavobacterium meningosepticum, Micrococcus sp.
CCM825, Morganella morganii, Nocardia opaca, Nocardia rugosa, Planococcus eucinatus, Proteus rettgeri, 
Propionibacterium shermanii, Pseudomonas synxantha, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas 
fluorescens, Pseudomonas ovalis, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas acidovolans, Pseudomonas 
mucidolens, Pseudomonas testosteroni, Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus 25
rhodochrous, Rhodococcus sp. ATCC 15592, Rhodococcus sp. ATCC 19070, Sporosarcina ureae, 
Staphylococcus aureus, Vibrio metschnikovii, Vibrio tyrogenes, Actinomadura madurae, Actinomyces 
violaceochromogenes, Kitasatosporia parulosa, Streptomyces coelicolor, Streptomyces flavelus, 
Streptomyces griseolus, Streptomyces lividans, Streptomyces olivaceus, Streptomyces tanashiensis, 
Streptomyces virginiae, Streptomyces antibioticus, Streptomyces cacaoi, Streptomyces lavendulae, 30
Streptomyces viridochromogenes, Aeromonas salmonicida, Bacillus pumilus, Bacillus circulans, Bacillus 
thiaminolyticus, Escherichia freundii, Microbacterium ammoniaphilum, Serratia marcescens, Salmonella 
typhimurium, Salmonella schottmulleri, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amylolliquefaciens, 
Basfia succiniciproducens y Xanthomonas citri;
b) el cultivo del microorganismo de la etapa (a) en un medio que contiene sacarosa, de manera que el 35
microorganismo utiliza sacarosa para producir dicho producto químico orgánico; y
c) opcionalmente la recuperación de dicho producto orgánico a partir del caldo de fermentación.

10. El método de producción fermentativa de un producto químico orgánico seleccionado de entre un grupo que 
consiste en ácido succínico, ácido fumárico, ácido málico, y 1,4-butanodiol del artículo 9, en el que dicho 40
microorganismo es un organismo PTS-.

11. El método de la producción fermentativa de un producto químico orgánico seleccionado de entre un grupo 
que consiste en ácido succínico, ácido fumárico, ácido málico, y 1,4-butanodiol del artículo 9, en el que dicho 
microorganismo es un organismo PTS+.45

Se describen en el presente documento biocatalizadores y un método para utilizar una materia prima biológica 
renovable que contiene sacarosa en la producción fermentativa de productos comercialmente importantes, por 
ejemplo, pero no limitado a productos químicos básicos y especializados. Específicamente, la presente invención es 
útil en la producción fermentativa de ácidos orgánicos utilizando materias primas renovables que contienen 50
sacarosa. Más específicamente, la presente invención es útil en la producción fermentativa de ácido succínico de 
una materia prima renovable que contiene sacarosa utilizando biocatalizadores que se han construido para que 
tengan una utilización mejorada de sacarosa. Los principios de la presente divulgación se pueden aplicar a muchos 
otros compuestos químicos deseados que se puedan producir por fermentación, particularmente ácido fumárico y 
ácido málico.55

Como se describe en el presente documento, los genes que codifican las proteínas implicadas en el transporte y 
metabolismo de la sacarosa se pueden introducir en una amplia variedad de biocatalizadores que confieren una 
nueva capacidad al biocatalizador para utilizar la sacarosa como fuente de carbono y energía en el medio de 
fermentación, o para aumentar o mejorar una capacidad que ya existe del biocatalizador para el transporte y 60
metabolismo de sacarosa.

En una realización, la presente divulgación mejora la capacidad para importar y metabolizar sacarosa por un 
biocatalizador que se ha construido previamente para producir un producto químico tal como el ácido succínico en
cantidades comercialmente significativas, en el que dicho biocatalizador no tenía originalmente la capacidad para 65
utilizar eficazmente sacarosa como fuente de carbono orgánico para la producción fermentativa de un producto 
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químico de interés comercial tal como el ácido succínico. En un aspecto descrito en el presente documento, la 
incapacidad o poca capacidad del biocatalizador original para utilizar la sacarosa radica en la ausencia de genes que 
codifican el transporte y metabolismo de sacarosa. En otro aspecto, la incapacidad del biocatalizador para utilizar 
sacarosa es resultado de la consecuencia no intencionada de modificaciones genéticas con el fin de mejorar el 
rendimiento y productividad de ácido succínico en el medio de fermentación en el que la mayoría de las fuentes de 5
carbono orgánico es distinta de sacarosa. En otro aspecto, la incapacidad del biocatalizador para utilizar la sacarosa 
resulta de uno o más defectos en el sistema de utilización de sacarosa nativa que hace al sistema incapaz de 
conseguir una utilización comercialmente atractiva de sacarosa para la fermentación utilizando un medio que 
contiene sacarosa. Se describe en el presente documento soluciones genéticas para superar cualquiera de estos 
aspectos de deficiencia genética en la utilización de sacarosa.10

En otra realización, la presente divulgación tiene como objetivo aumentar la capacidad de utilización de la sacarosa 
de los biocatalizadores utilizados en la producción de ácido succínico. La presente invención aumenta la utilización 
de la sacarosa mediante la mejora de la capacidad del transporte y metabolismo de sacarosa por medio de 
modificaciones genéticas. En un aspecto descrito en el presente documento, la capacidad de transporte de sacarosa 15
ya existente del biocatalizador se mejora mediante la introducción de genes que codifican las proteínas implicadas 
en un mecanismo de captación de sacarosa dependiente de PTS. En otro aspecto, la presente divulgación 
proporciona genes adicionales que codifican las proteínas asociadas con un sistema de sacarosa permeasa 
independiente de PTS tal como el sistema de sacarosa permeasa de simporte de cationes para aumentar la 
capacidad de transporte de sacarosa ya existente del biocatalizador. En otro aspecto más, la presente divulgación 20
aumenta la utilización de sacarosa mediante la provisión de genes que codifican el metabolismo de la sacarosa 
transportada en la célula.

En otro aspecto, se describe en el presente documento un procedimiento para la producción de ácido succínico en 
un medio que contiene sacarosa el cual utiliza un biocatalizador que ha mantenido un sistema funcional de 25
fosfotransferasa dependiente de PEP para la captación de azúcares.

La utilización de sacarosa en la producción de ácido succínico por el biocatalizador implica la participación de varias 
proteínas responsables de la conversión de sacarosa en tres productos de carbono intermedios que puedan entran 
en el ciclo del ácido tricarboxílico y en último término dar como resultado ácido succínico. En un aspecto, la presente 30
divulgación aumenta genéticamente la actividad de una o más enzimas implicadas en la conversión de sacarosa en 
seis productos de carbono intermedios que puedan metabolizarse adicionalmente por las rutas bioquímicas 
normales. Además de los transportadores de sacarosa, las dianas enzimáticas adecuadas para la modificación 
genética se seleccionan de entre una lista que consiste en sacarosa fosforilasa, sacarosa hidrolasa (invertasa), 
sacarosa-6-fosfato hidrolasa, glucosa cinasa (glucocinasa), y fructosa cinasa (fructocinasa).35

En otra realización, se describe en el presente documento un procedimiento para la producción de ácido succínico 
utilizando sacarosa como materia prima renovable. En un aspecto, se describe en el presente documento un 
procedimiento para la producción de ácido succínico en un medio que contiene sacarosa que utiliza un 
biocatalizador que tiene una disminución de la actividad del sistema de fosfotransferasa dependiente de PEP.40

En un aspecto, se describe en el presente documento la adición de genes a un organismo de manera que se instala
o aumenta la actividad de una o más proteínas y/o enzimas implicadas en la importación y conversión de sacarosa 
en productos metabólicos intermedios tales como fructosa 1,6-bifosfato y que se puedan metabolizar después por la 
célula. Los genes que codifican proteínas o enzimas relevantes adecuadas para la modificación genética en el 45
presente documento son uno, o una combinación de más de un gen seleccionado de entre una lista que consiste en 
los genes que codifican un importador de sacarosa dependiente de PTS (una proteína PTS habitualmente llamada 
Enzima IIscr, o EIIscr, que funciona junto con otras proteínas PTS para conseguir la importación y fosforilación de la 
sacarosa para dar lugar a sacarosa-6-fosfato en el citoplasma), sacarosa-6-fosfato hidrolasa, sacarosa permeasa 
(una permeasa independiente de PTS que transporta la sacarosa en la célula sin fosforilación concomitante), 50
invertasa o sacarosa hidrolasa, sacarosa fosforilasa, glucosa cinasa (glucocinasa), fructosa cinasa (fructocinasa), 
hexosa-fosfato isomerasa, y fosfofructocinasa (fructosa-1-fosfato cinasa).

En otra realización, se describe en el presente documento un procedimiento para la producción de ácido succínico u 
otros productos químicos utilizando sacarosa como materia prima renovable. En un aspecto, se describe en el 55
presente documento un proceso de producción de ácido succínico en un medio que contiene sacarosa que utiliza un 
biocatalizador que tiene una disminución de la actividad de al menos una proteína del sistema PTS nativo del 
organismo con respecto al de la cepa parental o ancestral. En un aspecto, se describe en el presente documento un 
proceso para la producción de ácido succínico u otros productos químicos en un medio que contiene sacarosa que 
utiliza un biocatalizador que mantiene un sistema de fosfotransferasa dependiente de PTS completamente funcional 60
para la captación de un azúcar.

Los nuevos aspectos de la presente divulgación son que los genes cscABK de un utilizador de sacarosa robusto no 
patógeno se han integrado en el cromosoma de una bacteria, de manera que la nueva bacteria construida pueda 
producir un producto comercial en un procedimiento viable comercialmente. El título del producto de la sacarosa es 65
igual a al menos el título producido por el organismo parental a partir de la glucosa, y el rendimiento del producto es 
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mayor a 0,8 g/g de azúcar. El operón cscABK se integra en un sitio del cromosoma que no interfiera con ningún 
aspecto relevante en el crecimiento o producción de los productos deseados. 

Las ventajas adicionales de la presente invención se volverán fácilmente evidentes de la descripción siguiente.
5

Las figuras muestran:

FIG. 1. Cinética de la utilización de sacarosa y producción de ácido succínico por la cepa SD14 de E. coli
cultivada en un medio mínimo suplementado con un 10 % de sacarosa (p/p). Para las Figuras 1-5, las 
fermentaciones se hicieron en pequeños fermentadores microaeróbicos como se describe en Jantama et al. 10
(2008 a), excepto que los volúmenes eran de 300 ml y la neutralización se conseguía con una solución que
contenía 2,4 M de carbonato potásico y 1,2 M de hidróxido potásico.

FIG. 2. Cinética de la utilización de sacarosa en tres experimentos diferentes con la variación de concentración 
de las concentraciones de sacarosa. Se utilizaron concentraciones iniciales de sacarosa de 100 g/l, 150 g/l y 200 15
g/l. Se utilizó la cepa SD14 de E. coli en estos experimentos.

FIG. 3. Cinética del cambio de la concentración de glucosa en el medio de cultivo durante la producción 
fermentativa de ácido succínico. El medio de fermentación contenía sacarosa como fuente de carbono orgánico.
Se utilizaron concentraciones iniciales de sacarosa de 100 g/l, 150 g/l y 200 g/l. Se utilizó la cepa SD14 de E. coli20
en estos experimentos.

FIG. 4. Cinética del cambio de la concentración de fructosa en el medio de cultivo durante la producción 
fermentativa de ácido succínico. El medio de fermentación contenía sacarosa como fuente de carbono orgánico. 
Se utilizaron concentraciones iniciales de sacarosa de 100 g/l, 150 g/l y 200 g/l. Se utilizó la cepa SD14 de E. coli25
en estos experimentos.

FIG. 5. Cinética de acumulación en el medio de cultivo. Se utilizaron concentraciones iniciales de sacarosa de 
100 g/l, 150 g/l y 200 g/l. Se utilizó la cepa SD14 de E. coli en estos experimentos.

30
FIG. 6. Cinética de acumulación de ácido succínico durante el cultivo fermentativo de la cepa SD14 de E. coli en 
un biorreactor New Brunswick de 7.000 ml con un volumen de partida de 3.000 ml y microaireación a una 
velocidad de 0,005 litros de aire por minuto.

Se describe en el presente documento biocatalizadores para la producción de ácido succínico con alto título, 35
rendimiento y productividad utilizando una materia prima que contiene sacarosa. La sacarosa es un disacárido 
también conocido como sacarosa, 1-O-α-D-glucopiranosil-β-D-fructofuranósido, y α-D-glucopiranosil-1,2-β-D-
fructofuranósido. El término “rendimiento” como se define en el presente documento se refiere a una cantidad de
gramos de producto (tal como ácido succínico) producido por gramo de azúcar (tal como glucosa o sacarosa)
consumido. El término “productividad” como se define en el presente documento se refiere a la cantidad de gramos 40
de producto (tal como ácido succínico) producido por litro de cultivo por hora. El término “título” se define como la 
concentración de producto (tal como el ácido succínico) en el caldo de fermentación en gramos por litro. El 
rendimiento deseable para el ácido succínico está en el intervalo de 0,7 – 1,2 gramos de ácido succínico producido 
por gramo de azúcar consumido. La productividad del ácido succínico está en el intervalo de 1 gramo o más de 
ácido succínico producido por litro por hora.45

Para cualquier compuesto determinado, puede ser más apropiado producir una sal de dicho compuesto, como, por 
ejemplo, el ácido succínico se puede producir a un pH cercano a 7 como una sal de sodio, potasio, calcio, magnesio, 
amonio, etc., mientras que la lisina se puede producir como una sal cloruro, sulfato, bicarbonato, etc. De por sí, en
cualquier momento que un compuesto se nombra en el presente documento, significa que está incluida cualquier sal 50
de dicho compuesto, y en cualquier momento que se nombra una sal, significa que el ácido libre o base libre también 
están incluidos.

La velocidad de crecimiento bacteriano se mide en términos de aumento de la tasa de densidad óptica a 550 o 660 
nanómetros del líquido de cultivo resultante de la multiplicación bacteriana. La velocidad de crecimiento bacteriano 55
se expresa también en términos de tiempo necesario para doblar las células bacterianas. Las células bacterianas de 
E. coli de tipo silvestre se ha informado que se replican una vez cada 20 minutos. En las células bacterianas 
adecuadas para la presente investigación se espera que las células bacterianas tengan un tiempo de doblaje de al 
menos 20 minutos, pero menos de 20 horas.

60
De acuerdo con la presente divulgación, el biocatalizador para la producción de ácido succínico se puede desarrollar 
de dos maneras diferentes. En la primera estrategia, las especies bacterianas de tipo silvestre seleccionadas se 
modifican genéticamente para que crezcan con sacarosa como la única fuente de carbono. Es preferible que la cepa 
bacteriana modificad genéticamente, aunque adquiera la capacidad de crecer bien en un medio que contiene 
sacarosa como única fuente de carbono, siga manteniendo la capacidad de utilizar otras fuentes de carbono 65
igualmente bien. Una vez que se identifica una cepa microbiana particular con la capacidad de crecer en sacarosa
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como única fuente de carbono, se llevan a cabo modificaciones genéticas posteriores en las rutas metabólicas
siguiendo los métodos de modificación genética conocidos en la técnica para obtener una cepa bacteriana que 
pueda creer en medio que contiene sacarosa y produzcan ácido succínico con alto rendimiento y productividad. Por 
ejemplo, las solicitudes de patente publicadas bajo el Tratado de Cooperación de patentes con el N.º de publicación 
WO 2010/115067 y la Publicación de solicitud de patente de Estados Unidos N.º US 20100184171 proporcionan los 5
detalles sobre las técnicas de modificación genética útiles en la generación de una cepa de E. coli con una 
capacidad mejorada de producción de ácido succínico. 

En la segunda estrategia, se utiliza como cepa parental una cepa bacteriana que ya se ha desarrollado para que 
tenga un rendimiento y productividad comercialmente atractivos de producción de ácido succínico como se 10
describen en las publicaciones de solicitud de patente US 20100184171 y WO 2010/115067. Se llevan a cabo 
modificaciones genéticas adicionales con esta cepa para obtener una cepa bacteriana que tenga la capacidad para 
crecer en un medio que contenga sacarosa y produzca ácido succínico con un título, rendimiento y productividad 
comercialmente atractivos.

15
Más específicamente, la presente divulgación se enfoca en el desarrollo de un biocatalizador que mantenga su 
capacidad original para producir ácido succínico con un título y productividad suficientes mientras que gana la nueva 
capacidad para crecer en un medio que contenga sacarosa como la fuente de carbono principal. Por ejemplo, la 
cepa KJ122 de E. coli descrita por Jantama et al. (2008 a, b) se puede seleccionar como cepa de partida. Se ha 
informado que la cepa KJ122 de E. coli tiene la capacidad para producir ácido succínico en un medio mínimo de 20
glucosa con un título y productividad altos. La expresión “medio mínimo” significaría un medie que contiene solo 
sales minerales, una fuente de carbono purificada (tal como glucosa o sacarosa) y betaína. Un “medio mínimo” no 
contiene cualquier componente rico o no definido químicamente tales como péptidos o nucleótidos, tales como los 
que se encuentran en el extracto de levadura, triptona, peptona, líquido de maceración de maíz, u otros hidrolizados 
o materiales biológicos complejos. Un medio mínimo puede estar en forma líquida o sólida, como en placas de agar. 25
Un medio mínimo puede tener uno o más compuestos purificados, tal como vitaminas o aminoácidos, que se añaden 
para satisfacer una necesidad de crecimiento específica de una cepa en particular. La cepa KJ122 de E. coli se 
derivaba de la cepa C de E. coli mediante eliminaciones genéticas y evolución metabólica como se describe en la 
Publicación de solicitud de patente de EE. UU. N.º US 20100184171 y la solicitud de patente publicada el 7 de 
octubre y 2 de abril de 2010 bajo el tratado de cooperación de patentes con el N.º de publicación WO 2010/115067 30
A1. Estos dos documentos de publicación de solicitud de patente proporcionan los detalles sobre los cambios 
genéticos que dan lugar al desarrollo de la cepa KJ122 de E. coli. La KJ122 no tiene una capacidad sustancial para 
utilizar sacarosa como fuente de carbono en la producción de ácido succínico. Esta deficiencia en la utilización de
sacarosa apuntada en la KJ122 se atribuye a la deficiencia genética en la cepa parental, a saber, la cepa C de _E. 
coli, que se sabe que es deficiente genéticamente en la utilización de sacarosa.35

La expresión “utilización de sacarosa”, como se utiliza en la presente solicitud incluye tanto el transporte de sacarosa 
desde el medio de cultivo a las células bacterinas como el metabolismo posterior de la sacarosa en la célula. La 
incapacidad sustancial de KJ122 para transportar y metabolizar sacarosa radica en la falta de genes que codifican 
tanto el transporte como el metabolismo de sacarosa. Los inventores han descubierto estrategias genéticas que40
harían posible que la KJ122 utiliza la sacarosa como fuente de carbohidratos mientras que mantiene su capacidad
original para producir ácido succínico con título, rendimiento, y productividad altos.

El término “carbohidrato” como se utiliza en el presente documento incluye monosacáridos tales como glucosa, 
fructosa, xilosa, y arabinosa, disacáridos tales como sacarosa, melibiosa, maltosa y lactosa, trisacáridos tales como 45
rafinosa, y maltotriosa, y oligosacáridos superiores, e hidrolizados derivados de la digestión enzimática o química de 
polisacáridos tales como el almidón, celulosa y hemicelulosa.

El transporte de sacarosa en las células bacterianas, y el metabolismo posterior de la sacarosa, puede mediarse por 
al menos cuatro mecanismos diferentes, incluyendo el sistema de fosfotransferasa (PTS) dependiente de 50
fosfoenolpiruvato (PEP), y tres sistemas independientes del PTS, incluyendo un sistema de sacarosa permeasa de 
simporte de cationes. Como se ha descrito en el presente documento, es posible alterar cualquiera de estos 
sistemas de transporte y utilización de sacarosa con el objetivo de conferir una nueva capacidad para utilizar la 
sacarosa o para aumentar la capacidad ya existente de utilización de sacarosa. La expresión “función de utilización 
de sacarosa” como se utiliza en el presente documento se refiere tanto a la función de captación de sacarosa como 55
al metabolismo de sacarosa en la célula. El metabolismo de sacarosa en la célula implica la conversión de sacarosa 
en compuestos de tres carbonos que puedan entrar en la síntesis de compuestos orgánicos comercialmente 
importantes.

Las expresiones “organismo PTS
+
” o “bacteria PTS

+
” se refiere a una bacteria que tiene la capacidad para el 60

transporte de sacarosa basándose en un PTS. La expresión “organismo no PTS” o “bacteria no PTS” se refiere a 
células bacterianas cuya capacidad de captación de sacarosa se basa en mecanismos de transporte distintos del 
PTS. De manera similar, la expresión “transporte de sacarosa no PTS” se refiere al transporte de sacarosa a través 
de la membrana bacteriana utilizando un mecanismo diferente del PTS dependiente de PEP. La expresión 
“organismo PTS- “significa un organismo que tiene una mutación en uno o más genes que codifican una proteína 65
que funciona en el PTS, de manera que la actividad del PTS disminuye con respecto al del PTS de tipo silvestre. La 
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expresión “sacarosa permeasa” como se utiliza en el presente documento incluye las proteínas implicadas en la 
captación de sacarosa desde el medio a la célula. Las proteínas implicadas en la captación de sacarosa puede ser 
un componente del TPS o una proteína no asociada al PTS.

Un tipo de sistema comienza importando la sacarosa en la célula mediante un sistema de fosfotransferasa (PTS) 5
que utiliza el fosfoenolpiruvato (PEP) como fuente de energía y fosfato, y que fosforila la sacarosa en el proceso de 
transporte. Los inventores llamarán a este tipo de sistema de importación y metabolismo de sacarosa un sistema o 
mecanismo “dependiente de PTS” En este primer tipo de sistema, existe un componente proteico que tiene una 
afinidad útil o específico por la sacarosa. Esta proteína se llama, entre otros nombres, Enzima IIscr. La enzima IIscr

funciona junto con otras dos proteínas que no son específicas para la sacarosa, llamadas subunidades del PTS 10
comunes. Estas dichas otras proteínas (proteínas comunes a más de un PTS específico de un organismo en 
particular) incluye proteínas que se llaman, entre otros nombres, EI y Hpr. En Escherichia coli (E. coli), los genes que 
codifican en estos componentes proteicos generales se llaman, entre otros nombres ptsH y ptsI. La mayoría de las 
bacterias tienen varias proteínas del PTS que son diferentes de la Enzima IIscr, que no son específicas para la 
sacarosa, pero que son específicas para otros azúcares (tales como glucosa, manosa, etc.), y que pueden funcionar 15
junto con las subunidades de PTS comunes en la importación de dichos otros azúcares. Los genes y proteínas que 
constituyen un PTS se encuentran en una amplia variedad de géneros y especies bacterianos. Muchos de dichos 
genes y proteínas son homólogos a los que se encuentran en E. coli, pero algunos no son muy homólogos, si los 
son, a sus equivalentes de E. coli. Un ejemplo de este primer tipo de sistema de transporte de sacarosa 
(dependiente de PTS) es el sistema codificado por los genes scrKYABR de, por ejemplo, bacterias del género 20
Klebsiella y el plásmido Gram-negativo pUR400 (Reid y Abratt, 2005). En estos operones, scrK codifica una 
fructocinasa, scrY codifica una porina de membrana externa específica de sacarosa, scrA codifica una proteína de 
transporte Enzima IIscr del PTS, scrB codifica un sacarosa-6-fosfato hidrolasa, y scrR codifica un represor.

Un segundo tipo de sistema de transporte de sacarosa no utiliza directamente el PEP como fuente de energía o 25
donante de fosfato, si no que utiliza el simporte de protones (u otros cationes) como fuente de energía para llevar la 
sacarosa dentro de la célula sin fosforilación concomitante. Los inventores llamarán a este tipo de sistema de 
transporte y metabolismo de sacarosa un sistema “independiente de PTS”. Un ejemplo de este segundo tipo es el 
sistema codificado por los genes cromosómicos cscRAKB presentes en algunas, pero no todas, las cepas de E. coli
cerca del locus dsdA (de la D-serina desaminasa). Ejemplos de cepas de E. coli que contienen los genes cscRAKB30
son EC3132 (Bockman et al., 1992) y ATCC 9637, también conocidas como E. coli W o la cepa Waksman (Shukla et 
al., 2004). Nótese que hay algo de confusión en la bibliografía como para la identidad de la familia de cepas 
descritas en Shukla et al. (2004). En la publicación de Shukla et al (2004), la cepa parental llamada KO11 se 
describió como derivada de la ATCC 11303 o E. coli B, pero en realidad, la cepa se deriva de la ATCC 9637. En este 
tipo de operón, cscA codifica una invertasa, cscB codifica un simportador de sacarosa, cscK codifica una 35
fructocinasa, y cscR codifica un represor.

Un tercer mecanismo para la utilización de sacarosa, que también es independiente de PTS, puede utilizar en 
algunos casos algunos de los mismos genes o tipo de genes que uno de los otros sistemas. En este mecanismo, se 
libera invertasa (por ejemplo, codificada por cscA) en el medio, sea deliberadamente o por lisis celular, en donde 40
escinde la sacarosa en glucosa y fructosa. Los dos monosacáridos se importan entonces en la célula y se fosforilan 
por las vías normales para los monosacáridos. Este tipo de sistema se utiliza por la levadura Saccharomyces 
cerevisiae, en el que la invertasa se codifica por un gen, por ejemplo, SUC2, y la invertasa se secreta en el 
periplasma y el espacio extracelular. La glucosa más fructosa resultantes se importan entonces por difusores 
facilitados y los azúcares se introducen en la célula por cinasas.45

Un cuarto mecanismo para la utilización de sacarosa, que también es independiente de PTS, también puede en 
algunos casos utilizar alguno de los mismos genes o tipos de genes que uno de los otros sistemas. En este 
mecanismo, la sacarosa se importa, por ejemplo, mediante una permeasa codificada por cscB, después de lo cual 
se escinde por fosforolisis catalizada por una sacarosa fosforilasa. La glucosa-1-fosfato y fructosa citoplasmáticas 50
resultantes se metabolizan entonces por las vías normales para estos metabolitos.

Un informe de la bibliografía (Alaeddinoglu y Charles, 1979) establece que los genes de utilización de la sacarosa 
codificados cromosómicamente de E. coli que están integrados cerca del locus dsdA (presumiblemente cscRAKB) 
necesita un gen ptsl intacto con el fin de que funcionen. Esta declaración contradice la mayoría del resto de la 55
bibliografía, que establece que los genes cscRAKB codifican un sistema independiente de PTS. Dada esta aparente 
contradicción, es posible que uno de los sistemas que los inventores definieron como el sistema “independiente de 
PTS” puede de hecho tener alguna dependencia del sistema PTS.

En un aspecto, se describe en el presente documento la adición de genes a un organismo con el fin de instalar o 60
aumentar la actividad de una o más proteínas y/o enzimas implicadas en la importación y conversión de sacarosa en 
metabolitos intermedios tal como la fructosa 1,6-bifosfato que se puede metabolizar adicionalmente por la célula. Los 
genes que codifican proteínas o enzimas relevantes (llamadas en el presente documento una “función de utilización 
de sacarosa”) adecuados para la modificación genética se seleccionan de entre una lista de genes que codifican un 
importador de sacarosa dependiente de PTS (una proteína PTS llamada habitualmente Enzima IIscr o EIIscr que 65
funciona junto con otras proteínas PTS para conseguir la importación y fosforilación de sacarosa para dar sacarosa-
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6-fosfato citoplasmática), sacarosa-6-fosfato hidrolasa, fructocinasa, sacarosa permeasa (una permeasa 
independiente de PTS que transporta sacarosa a la célula sin fosforilación concomitante), invertasa o sacarosa 
hidrolasa, sacarosa fosforilasa, glucosa cinasa (también conocida como glucocinasa), fructosa cinasa (también 
conocida como fructocinasa), hexosa-fosfato isomerasa, y fosfofructo cinasa (fructosa-1-fosfato cinasa).

5
En otra realización, se describe en el presente documento un proceso para la producción de ácido succínico u otros 
productos químicos utilizando sacarosa como materia prima renovable. En un aspecto, se describe un procedimiento 
para la producción de ácido succínico a partir de un medio que contiene sacarosa que utiliza un biocatalizador que 
tiene una actividad disminuida en al menos una proteína del sistema PTS nativo del organismo con respecto al de su 
cepa ancestral o parental. En otro aspecto, se describe en el presente documento un procedimiento para la 10
producción de ácido succínico u otro producto químico en un medio que contiene sacarosa que utiliza un 
biocatalizador que mantiene un sistema dependiente de PTS nativo completamente funcional para la captación de 
azúcares.

El PTS se descubrió originalmente en E. coli y ahora se sabe que tiene un papel importante en el transporte de 15
carbohidratos en una cantidad enorme de especies bacterianas. La organización molecular del PTS se conoce muy 
bien. A través de las especies bacterianas, el PTS está altamente conservado en su organización básica. Se 
describen en el presente documento biocatalizadores en los que los componentes del PTS se transfieren
genéticamente de una segunda bacteria donante a una primera bacteria receptora con el fin de hacer posible que el 
biocatalizador utilice mejor una fuente de carbohidrato deseable en la fermentación. En particular, se describe en el 20
presente documento biocatalizadores que pueden utilizar una materia prima renovable que contiene sacarosa en la 
producción fermentativa de productos tales como el ácido succínico. Más específicamente, se describen en el 
presente documento biocatalizadores que pueden utilizar sacarosas y melaza derivada del procesamiento de caña 
de azúcar en la producción de ácido succínico mediante fermentación biológica. Como el trisacárido rafinosa 
contiene sacarosa, todos los aspectos descritos en el presente documento que se aplican a la sacarosa se aplicarán 25
también a la rafinosa, a condición de que esté presente en el biocatalizador un sistema de escisión de rafinosa.

La composición básica de PTS es similar en todas las especies bacterianas estudiadas hasta ahora. Contiene tres
componentes principales, a saber, EI, HPr, y EII. Los componentes EI y HPr están en el citoplasma y se conocen 
como componentes “generales” ya que pueden trabajar en conjunción con una variedad de componentes EII 30
específicos del carbohidrato.

El componente EII contiene tres subcomponentes, a saber, EIIA, EIIB, y EIIC. Las proteínas EIIB y EIIC están unidas 
a la membrana y el componente EIIA se localiza en el citoplasma o el lado citoplasmático de las proteínas de 
membrana. La enzima EII puede formar una única proteína con tres dominios (A, B y C) o puede dividirse en dos a 35
cuatro proteínas distintas. EII es específica de carbohidratos y se ha informado que E. coli tiene al menos 15 
complejos EII diferentes. Por lo tanto, el componente EII específico del transporte de glucosa a través de la 
membrana se denomina como EIIA

Glc
/EIICB

Glc
.

Todos los componentes del PTS son de naturaleza proteica. Los genes que codifican los distintos componentes de40
PTS se han identificado. El gen ptsl en E. coli codifica la proteína EI de 63 kDa. La proteína fosfoportadora HPr que 
contiene histidina de 10 kDa se codifica por el gen ptsH en E. coli. La proteína EIIA

Glc
se codifica por el gen crr

(resistente a la represión de resistencia de carbohidratos). La proteína EIICBGlc se codifica por el gen ptsG en E. coli.

El sistema PTS no solo es responsable del transporte de distintos carbohidratos a través de la membrana celular, 45
sino que también cataliza la conversión de carbohidratos en sus respectivos fosfoésteres durante el transporte. El 
transporte acoplado con fosforilación de carbohidratos por el PTS se consigue por la interacción entre los 
componentes proteicos EI, HPr, y EII.

Durante la glucolisis, se producen cuatro moles de PEP a partir de cuatro moles de glucosa, y la mitad del PEP se 50
consume para proporcionar la energía de la captación de glucosa. En el caso de la importación de sacarosa, de dos 
moles de hexosa que aparecen de un mol de sacarosas también se producen cuatro moles de PEP, pero solo se 
consume un mol de PEP para el transporte de sacarosa, por lo tanto, se incrementa 1,5 veces la cantidad de PEP 
disponible como fuente de esqueletos de carbono para la biosíntesis en la célula cuando se utiliza la sacarosa como 
fuente de carbono. Es posible mejorar adicionalmente el rendimiento de ácido succínico y otros productos químicos 55
proporcionando a la E. coli con un sistema de utilización de sacarosa independiente de PT que no consuma PEP 
para la importación de sacarosa. Esta estrategia es particularmente ventajosa para la producción de productos 
químicos que se derivan al menos en parte de o mediante PEP, tal como succinato, malato, fumarato, lactato, 
etanol, butanoles, propano dioles, ácido 3-hidroxipropiónico, ácido acrílico, ácido propiónico, ácido láctico, 
aminoácidos tales como glutamato, aspartato, metionina, lisina, treonina, e isoleucina, y muchos otros compuestos.60

Se describen en el presente documento maneras para modificar un PTS y a su vez el patrón bacteriano de 
utilización de carbohidratos. Como las proteínas EI y HPr funcionan como “componentes generales” del sistema 
PTS, la inactivación de cualquiera de el gen ptsI que codifica la proteína EI o el gen ptsH que codifica la proteína 
HPr daría lugar a la inactivación completa del PTS. Habrá sustancialmente menos transporte de carbohidratos65
mediante el sistema PTS en células bacterianas cuando la actividad de ptsH o ptsI ha sido disminuida. Cuando el 
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PTS se ha inactivado parcial o completamente, la célula bacteriana tiene que depender de uno u otro sistema 
alternativo de permeasas para el transporte de carbohidratos. Por otra parte, cuando se inactiva el gen que codifica 
un componente EII particular específico de carbohidrato, solamente se bloquearía el transporte de ese carbohidrato
dependiente del componente EII inactivado. Por lo tanto, la inactivación de genes crr o ptsG bloquearía solo el 
transporte de la glucosa mediante PTS, y el transporte de otros carbohidratos se produciría normalmente.5

Cuando existe un transporte activo de glucosa mediante PTS, la EIIGlc se mantienen no fosforilada ya que hay un 
sustrato de carbohidratos para aceptar su grupo fosfato, cuando no hay glucosa en el medio, la forma fosforilada de 
EIIGlc no puede transferir su grupo fosfato a la glucosa y por lo tanto permanece en su estado fosforilado. La EIIGlc no 
fosforilada media en el fenómeno conocido en general como represión por catabolito de carbono (CCR). En la CCR, 10
cuando existe glucosa en el medio de cultivo, el transporte y utilización de otros carbohidratos del medio se evita 
hasta que se utiliza completamente la glucosa del medio. La represión por catabolito de carbono se produce por el 
efecto inhibidor de la EIIGlc no fosforilada sobre los sistemas permeasa. Se sabe que varias permeasas implicadas 
en el transporte de carbohidratos se inhiben por la EIIGlc no fosforilada. Además, se sabe que la EIIGlc no fosforilada 
tiene un efecto negativo sobre la transcripción de varios genes implicados en el transporte y metabolismo de 15
carbohidratos mediante su influencia sobre el sistema de adenilato ciclasa. Por lo tanto, en ciertas circunstancias, es 
ventajoso disminuir la actividad del sistema PTS específico de glucosa con el fin de aliviar a la célula de la represión 
por catabolito de carbono.

En la producción fermentativa de ácido succínico, existe la necesidad de conservar el PEP dentro de la célula. El 20
PEP puede actuar como el sustrato para las enzimas carboxilantes en la célula. La carboxilación del PEP da como 
resultado el ácido oxaloacético que entra en el ciclo del ácido tricarboxílico y contribuye a la producción de ácido 
succínico. La importancia de la carboxilación del PEP en la producción biológica de ácido succínico está muy bien 
reconocida como se prueba por el hecho de que algunos de los biocatalizadores más satisfactorios que se utilizan 
actualmente en la producción de ácido succínico, tales como KJ122, tienen un PTS que tiene reducida al menos 25
parcialmente su actividad y el transporte de carbohidratos está mediado al menos parcialmente por un sistema de 
permeasa independiente del PTS. La reducción de la actividad del PTS ayuda a la conservación del PEP. Además, 
los biocatalizadores para la producción de ácido succínico tales como la KJ122 tienen modificaciones genéticas que 
dan lugar a un aumento en la tasa de carboxilación del PEP (Zhang et al., 2009 a, b). Por lo tanto, en la cepa KJ122 
desarrollada para la producción de ácido succínico, el PTS está inactivado al menos parcialmente por una mutación 30
en el gen ptsI. Además, el gel pck de PEP carboxicinasa ha adquirido una mutación que produce un aumento en la 
actividad específica de carboxilación del PEP. Aunque es ventajoso reducir la actividad del PTS cuando se utiliza la 
glucosa como fuente de carbono orgánico en la producción fermentativa de ácido succínico, la misma estrategia 
puede que no sea la óptima para el desarrollo de una cepa para la producción de ácido succínico utilizando 
sacarosa como la fuente primaria de carbono orgánico.35

En una realización, se describe en el presente documento un procedimiento para reactivar el “componente general” 
del sistema PTS en la cepa KJ122 y al mismo tiempo inactivar la captación de glucosa mediante el sistema PTS. El 
gen pstI mutado en KJ122 se remplaza por un gen ptsI de tipo silvestre y el gen ptsG se elimina. Estas 
modificaciones genéticas permiten el transporte de carbohidratos diferentes de glucosa mediante el PTS. Además, la 40
eliminación del gen ptsG elimina la represión por catabolito de carbono que resulta de la proteína EIIAGlc no 
fosforilada. Esta situación es la contraria a la situación en la que el gen ptsI está mutado. En la célula bacteriana con 
un gen ptsI intacto y eliminación del ptsG, se espera que la proteína EIIAGlc esté en su estado fosforilado. Cuando la 
proteína EIIAGlc está en su estado fosforilado, no se produce ninguna actuación inhibidora en otras permeasas ni 
sobre la transcripción de los genes implicados en el metabolismo de carbohidratos.45

Cuando se transporta la sacarosa mediante un PTS, entra en la célula en forma fosforilada como sacarosa-6-fosfato. 
El metabolismo adicional de sacarosa-6-fosfato en la célula implica las siguientes reacciones bioquímicas. En la 
primera etapa, la sacarosa-6-fosfato se hidroliza mediante la enzima hidrolizante apropiada tal como la sacarosa-6-
fosfato hidrolasa para liberar glucosa-6-fosfato y fructosa. La glucosa-6-fosfato se convierte en fructosa-6-fosfato 50
mediante la acción de una enzima isomerasa. En las siguientes etapas, la fructosa-6-fosfato se fosforila 
adicionalmente para formar fructosa 1-6 bifosfato que a su vez se escinde en fosfogliceraldehído y dihidroxiacetona 
fosfato. Estos tres compuestos de carbono derivados de la fructosa-1,6-bifosfato entrarán en el ciclo del ácido 
tricarboxílico y proporcionarán la matriz de carbono para la producción de ácido succínico.

55
La fructosa liberada de la hidrólisis de la sacarosa-6-fosfato necesita fosforilarse antes de que entre en la ruta 
glicolítica. La fosforilación de fructosa está mediada por la fructocinasa. Cuando no existe fructocinasa endógena o 
cuando la actividad de la enzima endógena es baja, es necesario proporcionar una fuente adicional de actividad de 
enzima fructocinasa mediante la introducción de un gen exógeno que codifique la actividad de la enzima fructosa 
cinasa.60

Esta estrategia de inactivación del gen ptsG y el transporte de sacarosa mediante PTS es posible solamente en las 
cepas en las que exista un componente EIIA/CB específico de sacarosa del PTS. Esta proteína se llama entre otros 
nombres Enzima IIscr. Cuando no existe dicho componente EIIA/CB específico de sacarosa endógeno en la cepa ya 
desarrollada para la producción de ácido succínico, existe la necesidad de proporcionar genes exógenos que 65
codifiquen los componentes EIIA/CB específicos de sacarosa, que puedan funcionar juntos con los “componentes 
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generales” del PTS ya presente en el biocatalizador de la producción de ácido succínico.

En otra realización descrita en el presente documento, cuando existe la necesidad de mantener el PTS en un estado 
de actividad reducida con el fin de mantener un agrupamiento de PEP suficiente como sustrato para la carboxilasa 
y/o carboxicinasa enzimáticas, se puede facilitar el transporte de sacarosa utilizando una sacarosa permeasa 5
independiente del PTS. En la circunstancia en la que el biocatalizador ya desarrollado para la producción de ácido 
succínico no tenga un gen que codifique la permeasa específica de sacarosa no PTS, es necesario introducir un gen 
exógeno que pueda mediar en el transporte no PTS de sacarosa a la célula. Se ha informado que varias cepas 
bacterianas tales como la cepa W de E. coli tienen un operón que codifica proteínas implicadas en el transporte no 
PTS de sacarosa en la célula. Cualquiera de los operones de sacarosa permeasa de otras cepas bacterianas 10
conocidos se pueden introducir en estas cepas bacterianas que carecen de la capacidad de transporte no PTS de 
sacarosa. Un ejemplo de esta captación no PTS de sacarosa es la que se codifica por los genes cscRAKB
cromosómicos presentes cerca del locus dsdA (de la D-serina desaminasa) en algunas, pero no todas las cepas de 
E. coli. Ejemplos de cepas de E. coli que contienen genes cscRAKB son la cepa EC3132 de E. coli y la cepa ATCC 
9637 de E. coli, también conocida por E. coli W o cepa Waksman, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., Erwinia 15
amylovora, y muchas otras.

Ciertas cepas de E. coli tales como la cepa W de E. coli (ATCC 9637) se sabe que poseen una ruta metabólica y de 
transporte de sacarosa independiente de PTS codificada cromosómicamente. Los tres genes diferentes implicados
en el metabolismo y transporte de sacarosa independiente de PTS, a saber, cscB, cscA, y cscK se organizan en el 20
ADN cromosómico como un operón. El gen cscB codifica un simportador de sacarosa: H+. El gen cscA codifica una 
invertasa enzimática que escinde la sacarosa transportada en la célula en glucosa y fructosa. El gen cscK codifica 
una fructocinasa. El operón csc está bajo el control de una proteína represora codificada por el gen cscR. En una 
realización específica descrita en el presente documento, los genes cscA, cscB y cscK se introdujeron en una cepa 
KJ122 productora de succinato, sin un gen cscR regulador de control intacto. Estos tres genes cscABK, se pueden 25
introducir en la cepa KJ122 sobre un plásmido auto-replicante o, preferentemente, se pueden integrar en el 
cromosoma del huésped. En una realización preferida, los tres genes cscABK, se integran en una región no esencial 
del cromosoma del huésped (una región en la que la inserción de los genes añadidos no tenga una influencia 
significativamente negativa en ningún aspecto relevante del crecimiento o producción del producto deseado tal como 
el succinato en un proceso comercial) y los genes añadidos se expresan a partir de uno o más promotores 30
constitutivos apropiados.

El título del producto de la sacarosa es igual a al menos el título producido por el organismo parental a partir de la 
glucosa, y el rendimiento del producto es mayor de 0,8 gramos de ácido succínico producido /gramo de sacarosa 
consumida. Los genes exógenos introducidos en la célula se pueden mantener en la célula sobre un plásmido auto-35
replicante. Un plásmido se puede mantener mediante la selección con antibióticos o la complementación de una
mutación cromosómica. Preferentemente, los genes exógenos se integran el cromosoma del huésped de manera 
que no haya necesidad de añadir antibióticos para mantener los plásmidos en la célula. Existen varias localizaciones 
posibles en la célula para la integración de los genes exógenos. Las localizaciones preferenciales para la integración 
de los genes exógenos en el ADN cromosómico de E. coli incluye regiones con funciones no esenciales para el 40
crecimiento y la formación del producto en condiciones de fermentación comerciales.

Estas permeasas de azúcares independientes de PTS facilitan el transporte de sacarosa en la célula sin ninguna 
modificación química. El sistema de sacarosa permeasa independiente de PTS incluyen sistemas de simporte de 
catión de soluto, tal como el simportador ScrT en el operón de sacarosa de Bifidobacterium lactis y el trasportador 45
CscB de E. coli. Estos sistemas de transporte específicos de sacarosa están agrupados en general con los genes 
catabólicos y reguladores en distintas disposiciones en las diferentes bacterias.

Cuando los genes exógenos se obtienen como un operón, se prefiere eliminar cualquiera de los genes reguladores 
negativos o proteínas del operón. Es ideal tener solo los genes y proteínas que funcionan positivamente en el 50
transporte y metabolismo de sacarosa. Por lo tanto, la expresión de los genes de utilización de la sacarosa no está 
inhibida preferentemente por un represor o por represión por catabolito de carbono.

Cuando se utiliza un sistema de transporte de sacarosa no PTS como mecanismo de transporte, la sacarosa que 
entra en la célula está aún en forma no fosforilada y es necesario fosforilar la sacarosa antes de que entre en la ruta 55
metabólica de la célula. La sacarosa se puede fosforilar utilizando una sacarosa cinasa endógena ya presente en la 
célula. En el caso en el que no haya una sacarosa cinasa endógena en la célula, se puede introducir un ADN 
exógeno que codifique la sacarosa cinasa en la célula. Una vez que la sacarosa está fosforilada, la sacarosa-6-
fosfato resultante se puede metabolizar por las acciones de las enzimas sacarosa-6-fosfato hidrolasa, glucosa-6-
fosfato-isomerasa, fructocinasa, fosfofructocinasa, y fructosa 1,6-bifosfato aldolasa como se ha descrito 60
anteriormente. De nuevo, si fuera necesario, los genes que codifican estas enzimas se pueden introducir en el 
biocatalizador que se desarrolle. Como alternativa. después de que la sacarosa entre en la célula, puede escindirse 
en glucosa y fructosa por una invertasa. La glucosa y fructosa resultantes pueden entrar en el metabolismo por 
acciones de las enzimas glucocinasa y fructocinasa, respectivamente.

65

E11849379
04-09-2018ES 2 686 301 T3

 



13

La fosforilación de la sacarosa también se puede conseguir por la sacarosa fosforilasa (SPasa). La sacarosa 
fosforilada cataliza la conversión de sacarosa (α-D-glucopiranosil-1,2-β-D-fructofuranósido) y fosfato en D- fructosa y 
α-G-1-P (α-D-glucosa-1-fosfato). Esta reacción de fosforolisis consigue las dos etapas necesarias para que los 
carbonos de sacarosa entren en el metabolismo central, 1) la escisión del disacárido en dos monosacáridos y 2) la 
fosforilación de al menos uno de los monosacáridos. Otro beneficio de esta fosforolisis es que no consume ATP para 5
la fosforilación como la reacción de glucocinasa. En vez de esto, la energía para la formación del enlace fosfato se 
deriva de la energía liberada por la hidrólisis. Como tal, se puede realizar una mejora en la utilización de sacarosa 
introduciendo, por ejemplo, además de los genes cscAKB de la cepa W de E. coli, un gen que codifique una 
sacarosa fosforilasa en una célula bacteriana sin capacidad de utilización de la sacarosa. De manera alternativa, el 
gen de invertasa, cscA, se puede remplazar con un gen que codifique la sacarosa fosforilasa. Se han descrito varias 10
sacarosa fosforilasas (Goedl et al., 2007). Cualquiera de dichos genes que codifican una sacarosa fosforilasa se 
puede clonar y expresar en una cepa receptora por medios bien conocidos en la técnica. En una realización 
preferida, se integra un casete de expresión que incluye un gen de sacarosa fosforilasa en el cromosoma de una 
cepa receptora.

15
Los sistemas de permeasa dependientes de PTS e independientes de PTS para el transporte de sacarosa no son 
mutuamente excluyentes entre ellos. Es posible tener un PTS funcionalmente activo junto con un sistema de 
permeasa independiente de PTS funcionalmente activo para el transporte de sacarosa en la misma célula 
bacteriana.

20
Se desvela en el presente documento la transferencia genética de sistemas de transporte y utilización de la 
sacarosa a partir de uno o más organismos donantes que contienen naturalmente los genes relevantes (por ejemplo, 
scrKYABR, scrRAKB, cscRAKB, scrP, spI o una combinación, o un subconjunto de los mismos) en un organismo 
receptor que no contienen naturalmente dichos genes relevantes, de tal manera que se confiera a dicho organismo 
receptor una nueva capacidad para utilizar la sacarosa o para aumentar la capacidad de utilización de la sacarosa 25
ya existente. ScrP y SpI son genes que codifican la sacarosa fosforilasa. Ejemplos de dichos organismos que no 
contienen naturalmente los genes relevantes de transporte y utilización de sacarosa incluyen, pero no se limitan a, 
cepas de E. coli K-12 (tales como EMG2, MG1655, W3110, W3350, C600, y DH5α), que es la cepa de fondo para la
gran mayoría del trabajo de modificación genética hecho en E. coli, ATCC 8739 (E. coli C), ATCC 11303 (E. coli B), 
BL21 (véase el catálogo de New England Biolabs, 2007-2008) y derivados de estas cepas. Otros ejemplos de dichos 30
organismos receptores incluyen una amplia variedad de otras bacterias y arqueas que no tienen la capacidad nativa 
para utiliza sacarosa, o que utilizan poco la sacarosa. La única limitación es que el organismo receptor debe ser 
capaz de alterarse genéticamente (por modificación genética, emparejamiento, transducción, transformación, etc.), 
de manera que los genes de utilización de sacarosa descritos en el presente documento se puedan instalar en la 
cepa receptora. El organismo receptor también puede ser de un tipo que ya ha sido construido, seleccionado, 35
explorado, reproducido, o alterado de otra manera de manera que puede ya producir un producto químico de interés. 
Un ejemplo de este tipo de cepa receptora es la KJ122 (Jantama et al., 2008 a, b) y un ejemplo del producto químico 
de interés es el ácidos succínico.

Otros ejemplos de organismos receptores incluyen, pero no se limitan a: Gluconobacter oxydans, Gluconobacter 40
asaii, Achromobacter delmarvae, Achromobacter viscosus, Achromobacter lacticum, Agrobacterium tumefaciens, 
Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes faecalis, Arthrobacter citreus, Arthrobacter tumescens, Arthrobacter 
paraffineus, Arthrobacter hydrocarboglutamicus, Arthrobacter oxydans, Aureobacterium saperdae, Azotobacter 
indicus, Brevibacterium ammoniagenes, divaricatum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium flavum, 
Brevibacterium globosum, Brevibacterium fuscum, Brevibacterium ketoglutamicum, Brevibacterium helcolum, 45
Brevibacterium pusillum, Brevibacterium testaceum, Brevibacterium roseum, Brevibacterium immariophilium, 
Brevibacterium linens, Brevibacterium protopharmiae, Corynebacterium acetophilum, Corynebacterium glutamicum, 
Corynebacterium callunae, Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum, Enterobacter 
aerogenes, Erwinia amylovora, Erwinia carotovora, Erwinia herbicola, Erwinia chrysanthemi, Flavobacterium 
peregrinum, Flavobacterium fucatum, Flavobacterium aurantinum, Flavobacterium rhenanum, Flavobacterium 50
sewanense, Flavobacterium breve, Flavobacterium meningosepticum, Micrococcus sp. CCM825, Morganella 
morganii, Nocardia opaca, Nocardia rugosa, Planococcus eucinatus, Proteus rettgeri, Propionibacterium shermanii, 
Pseudomonas synxantha, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas ovalis, 
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas acidovolans, Pseudomonas mucidolens, Pseudomonas testosteroni, 
Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Rhodococcus sp. ATCC 15592, 55
Rhodococcus sp. ATCC 19070, Sporosarcina ureae, Staphylococcus aureus, Vibrio metschnikovii, Vibrio tyrogenes, 
Actinomadura madurae, Actinomyces violaceochromogenes, Kitasatosporia parulosa, Streptomyces coelicolor, 
Streptomyces flavelus, Streptomyces griseolus, Streptomyces lividans, Streptomyces olivaceus, Streptomyces 
tanashiensis, Streptomyces virginiae, Streptomyces antibioticus, Streptomyces cacaoi, Streptomyces lavendulae, 
Streptomyces viridochromogenes, Aeromonas salmonicida, Bacillus pumilus, Bacillus circulans, Bacillus 60
thiaminolyticus, Escherichia freundii, Microbacterium ammoniaphilum, Serratia marcescens, Salmonella typhimurium, 
Salmonella schottmulleri, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amylolliquefaciens, Basfia 
succiniciproducens y Xanthomonas citri.

La presente invención se explicará en detalle posteriormente. La bacteria que pertenece al género Escherichia como 65
se describe en el presente documento es una cepa que se construye a partir de una Escherichia coli no asimilativa 
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de sacarosa como cepa parental, y que después de la construcción alberga genes de sacarosa, preferentemente 
genes independientes de PTS de sacarosa y que tiene la capacidad para producir ácido succínico.

Los materiales genéticos para conferir la capacidad de utilización de sacarosa a una cepa bacteriana receptora 
puede obtenerse a partir de varias cepas bacterianas donantes. Dependiendo de la cepa de bacteria donante que 5
sirva como fuente del material genético para conferir la capacidad de utilización de sacarosa, la cepa receptora 
adquiere la capacidad de utilización de sacarosa dependiente de PTS o una capacidad de utilización de sacarosa 
independiente de PTS. 

Se sabe que el Clostridium acetobutyllicum ATCC 824 y Clostridium beijerinickii transportan sacarosa mediante un 10
PTS. Se comunicó que el operón para el transporte y metabolismo de sacarosa en cada uno de estos organismos 
codifica tres proteínas funcionales y una proteína reguladora. Por lo tanto, en el Clostridium acetobutilicum, el operón 
de transporte y metabolismo de sacarosa contiene los genes scrA, scrB, scrK y scrT que codifican la Enzima II del 
PTS, la sacarosa-6-fosfato hidrolasa, fructocinasa, y una proteína reguladora antiterminadora, respectivamente. En 
el caso de Clostridium beijerinickii, el operón de transporte y metabolismo de sacarosa contiene los genes scrA, 15
scrB, scrK, y scrR que codifican la Enzima II del PTS, sacarosa-6-fosfato hidrolasa, fructocinasa, y una proteína 
reguladora, respectivamente. Cuando se necesita convertir una cepa bacteriana incapaz de utilizar sacarosa en una 
cepa que utiliza sacarosa, solamente los genes scrA, scrB y scrK obtenidos de cualquiera de las especies de 
Clostridium se introducen en la cepa negativa al PTS de sacarosa. Estos tres genes se pueden derivar de una única 
especie de Clostridium. De manera alternativa, uno o dos genes se pueden derivar de una especie y el resto de los 20
genes puede derivarse de otras especies.

El Staphylococcus xylosus puede ser una fuente de un gen scrA que codifica una proteína de PTS específico de 
sacarosa y un gen scrB que codifica una sacarosa fosfato hidrolasa.

25
La Mannheimia succiniproducens es otra fuente de un gen que codifica una proteína de PTS específico de sacarosa. 
Se ha demostrado recientemente que el gen MS0784 de M. succiniproducens codifica una proteína con una función 
PTS específica de sacarosa. Se ha demostrado recientemente que el gen MS0909 codifica una proteína con 
actividad sacarosa 6-fosfato hidrolasa. El Corynebacterium glutamicum es otra fuente más de genes útiles en el 
presente documento. El gen de PTS de sacarosa que codifica la proteína EIIBCA de sacarosa también como la30
sacarosa-6-fosfato hidrolasa se pueden obtener del operón del PTS de sacarosa de C. glutamicum. El operón del 
PTS de fructosa de C. glutamicum se puede utilizar como la fuente de un gen de fructosa-1-fosfato cinasa. Tanto el 
Corynebacterium glutamicum como Mannheimia succiniproducens carecen del gene para fructocinasa y la fructosa 
liberada de la hidrólisis de la sacarosa-6-fosfato se libera en el medio y se capta mediante un PTS de fructosa. Una 
forma para mejorar la utilización de sacarosa en las cepas que carecen de actividad de enzima fructosa cinasa es 35
introducir un gen exógeno que codifica la enzima fructosa cinasa.

Otras fuentes de genes y proteínas de utilización de sacarosa son las siguientes: La proteína ScrA del PTS 
específico de sacarosa se pueden derivar de Erwinia chrysanthemi 3937. De manera similar, el Bacillus subtilis
puede ser la fuente de la proteína SacP del PTS específico de sacarosa. El gen sacP de B. subtilis codifica la 40
proteína EIIBCscr que funciona presumiblemente con la EIIAGlu para transportar la sacarosa. El gen sacA codifica la 
sacarosa-6-fosfato hidrolasa que hidroliza la sacarosa-6-fosfato intracelular.

En el operón scrARBK de las especies de Clostridium, scrA codifica el dominio EIIBCscr del PTS de sacarosa, que 
está complementada probablemente por la proteína EIIAGlu. El scrB codifica la sacarosa hidrolasa y el scrK codifica 45
la fructocinasa. En el Staphylococcus xylosus, el scrA está separado del scrB y scrK. El gen scrA codifica la EIIBCscr. 
El gen scrB codifica la sacarosa hidrolasa y scrK codifica fructocinasa. En la bacteria acidoláctica Gram-positiva 
Pediococccus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, y Streptococcus mutans el scrA codifica una proteína del PTS 
de sacarosa. El scrB codifica la sacarosa-6-P hidrolasa. El scrK codifica la fructocinasa. En las bacterias entéricas 
de Salmonella spp. el plásmido conjugativo y el transposón conjugativo tiene un operón scrKYABR. El scrk codifica 50
fructocinasa, scrY codifica una porina de membrana externa, scrA codifica la proteína de transporte EII

scr
, y scrB

codifica una sacarosa-6-P hidrolasa. La Erwinia amylovora tiene el mismo agrupamiento genético de scrKYABR que 
en la Klebsiella pneumoniae y pUR400. El Vibrio alginolyticus tiene el operón scrRAKB. El gen scrA codifica una 
proteína EIIBCscr que está complementada por la subunidad EIIAglu de E. coli y scrB codifica la sacarosa hidrolasa.

55
El aislado EC3132 de E. coli de tipo silvestre puede utilizar la sacarosa mientras que la cepa K12 de E. coli no puede 
utilizar la sacarosa. Los genes no PTS implicados en la utilización y metabolismo de sacarosa a saber cscB, cscK, 
cscA y cscR están localizadas cromosómicamente en EC3132. Estos genes cscB, cscK, cscA y cscR de la cepa 
EC3132 de E. coli se pueden introducir en la cepa K12 de E. coli para conferir la capacidad de utilización de 
sacarosa a la cepa K12 de E. coli.60

El gen de la sacarosa fosforilasa se puede obtener en el ADN de Bifidobacterium longum, Leuconostoc
mesenteroides (por ejemplo, la cepa DSM 20193), Pseudobutyrivibrio ruminis, o Bifidobacterium lactis. El gen scrP
de B. lactis y el gen spI de B. longum codifican la sacarosa fosforilasa.

65
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El B. longum puede ser una fuente de genes de permeasa, fosforilasa y fructocinasa. En el B. longum, los genes de 
la permeasa (scrT) y fosforilasa (scrP) existen en un operón junto con un gen que codifica un regulador 
transcripcional (scrR). también está presente en el B. longum un gen de la fructocinasa (frk) que es inducible por la 
fructosa y está sometido a represión mediada por glucosa. Mediante el uso de conjuntos de cebadores específicos, 
las fases de lectura abierta de estos genes se pueden obtener y expresarse en el biocatalizador utilizando 5
promotores adecuados.

Los genes que codifican la glucocinasa y fructocinasa pueden obtenerse de Zymomonas mobilis. Una glucocinasa 
con amplia especificidad por hexosa se puede obtener de Bacillus sphaericus C3-41. La glucocinasa de estas 
especies bacterianas se ha demostrado también para fosforilasa fructosa y manosa también. La glucocinasa 10
codificada por glk genómico de E. coli sola o en combinación con la glucocinasa codificada por glk de Zymomonas
mobilis localizado en un plásmido también cataliza la fosforilación de la glucosa. Además de la copia del gkl ya 
presente en el ADN genómico de E. coli, se proporcionan copias adicionales del gen glk en un plásmido de baja 
copia ajo el control de ciertos promotores constitutivos, o integrado en el cromosoma.

15
Los genes exógenos introducidos en la célula pueden mantenerse en la célula en un plásmido auto-replicante. Un 
plásmido se puede mantener mediante selección con antibióticos o complementación de una mutación 
cromosómica. Sin embargo, cuando se mantienen genes exógenos en el biocatalizador en un plásmido auto-
replicante en la célula, es necesario asegurarse que no habrá un gasto innecesario de energía y materiales que den 
lugar a la inhibición del crecimiento y una disminución del rendimiento o productividad del material orgánico que se 20
va a fabricar utilizando el biocatalizador. Preferencialmente, los genes exógenos se integran en el cromosoma del 
huésped de manera que no existe la necesidad de añadir antibióticos para mantener los plásmidos en la célula. 
Existen varias localizaciones posibles en la célula para la integración de los genes exógenos. Las localizaciones 
preferenciales para integrar los genes exógenos en el ADN cromosómico de E. coli incluye regiones sin funciones 
esenciales para el crecimiento y formación de productos en condiciones de fermentación comerciales.25

Cuando se obtienen los genes exógenos como un operón, es preferible eliminar cualquier posible gen regulador 
negativo o proteínas del operón. Es ideal tener solo los genes y proteínas que funcionan positivamente en el 
transporte y metabolismo de sacarosa. Por lo tanto, la expresión de genes de utilización de sacarosa es preferible 
que no se inhiba por un represor o por represión por catabolito de carbono.30

Los genes necesarios para la utilización de sacarosa se pueden derivar a partir de dos organismos donantes
distintos. Por ejemplo, el gen scrK para la fructocinasa se podría derivar de K. pneumoniae, y los genes cscA y cscB
se podrían derivar de la cepa W de E. coli, y los tres genes se podrían combinar en una cepa receptora. Como otro 
ejemplo, un gen que codifica la sacarosa fosforilasa de Leuconostoc mesenteroides se podría instalar junto con los 35
genes cscB y cscK de la cepa W de E. coli, sea con o sin el gen cscA.

Cualquier bacteria que no sea asimilativa para sacarosa y tiene la capacidad para producir ácido succínico puede
mejorarse de acuerdo con la presente divulgación.

40
La bacteria descrita en el presente documento se puede obtener mediante la introducción de genes que utilizan la 
sacarosa por un sistema de utilización de sacarosa dependiente de PTS o un sistema que utiliza sacarosa 
independiente de PTS en una cepa productora de ácido succínico tal como la KJ122. De manera alternativa, la 
bacteria descrita en el presente documento se puede obtener confiriendo la capacidad para producir ácido succínico 
a una bacteria en la cual ya está presente un sistema que utiliza la sacarosa dependiente de PTS o un sistema que 45
utiliza la sacarosa independiente de PTS. Esta última alternativa se puede conseguir, por ejemplo, siguiendo todas 
las etapas utilizadas para la construcción de la KJ122 (desvelado en Janatama et al., 2008), pero comenzando con 
la cepa ATCC 9637 en vez de comenzar con la cepa ATCC 8739.

La fuente del sistema de utilización de sacarosa dependiente de PTS o un sistema de utilización de sacarosa 50
independiente del PTS no está particularmente limitado a condición de que los genes relevantes puedan funcionar o 
hacer que funcionen en la célula bacteriana de interés.

Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustración de la presente invención y no como limitación.
55

Ejemplo 1 

Construcción de SD14, un derivado de KJ122 que contiene el agrupamiento genético cscBKA de E. coli W

El agrupamiento genético cscBKA que codifica los genes para la utilización de sacarosa, captación y utilización, se 60
amplificaron desde el ADN genómico de la cepa W de Escherichia coli (ATCC 9637) utilizando una reacción en 
cadena de la polimerasa. Los cebadores de la PCR se diseñaron de tal manera que el producto de la PCR resultante 
contenía solo los genes cscB, cscK, y cscA del operón csc original de la cepa W y no un gen cscR funcional que 
codifica una proteína represora. Además de las secuencias homólogas del operón csc, los cebadores para la 
amplificación por PCR incluían 50 bases (pb) en el extremo 5’ de secuencias que son homólogas con el sitio para la 65
integración en el cromosoma de E. coli KJ122. Las secuencias de los cebadores de la PCR utilizados en el presente 
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ejemplo se enumeran en la Tabla 1. El sitio diana para la integración está a 291 pb corriente arriba del gen rrnC. 
Este sitio no codifica ningún gen conocido minimizando de esta manera la posibilidad de alterar una función genética 
importante de E. coli.

El producto de la PCR obtenido utilizando los cebadores SD032 y SD033 y el ADN cromosómico de la ATCC 9673 5
como matriz se purificó utilizando Kits de Purificación de PCR QIAquick de Qiagen como instruye el fabricante. Los 
fragmentos purificados se transformaron entonces en KJ122 que contenía el plásmido auxiliar pkD46 de acuerdo 
con el método descrito por Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner, 2000). El pkD46 está disponible en E. coli
Genetic Stock Center, Yale University, New Haven, CT. La selección era por el crecimiento en placas mínimas con 
sacarosa. Las cepas resultantes se ensayaron en cuanto a la integración correcta de los genes csc en el sitio diana 10
que se pretendía corriente arriba del rrnC por PCR diagnóstica utilizando los cebadores del SD033 al SD036 en 
distintas combinaciones apropiadas. Las cepas correctas crecían bien en un medio mínimo con sacarosa y daba 
lugar a colonias rojas en las placas de sacarosa MacConkey. Para todos los medios de cultivo, la sacarosa era 
ultrapura (por ejemplo, el número de catálogo de Sigma S 7903). Las soluciones de reserva de sacarosa se hicieron
al 50 % (peso/volumen) en agua desionizada y se esterilizaron por filtración a través de unidades de filtro Nalgene 15
de membrana de nilón desechable de 0,2 micrómetros. Un aislado particular llamado SD14 se utilizó para el trabajo 
posterior.

En una manera similar a la descrita anteriormente, se puede amplificar cualquier secuencia de ADN que codifica los 
genes de utilización de sacarosa (sean independientes de PTS o dependientes de PTS, por ejemplo, un operón 20
scrKYBA de Klebsiella pneumoniae o pUR500) por PCR e integrarse en el cromosoma de una cepa receptora en la 
misma diana descrita anteriormente o en cualquier otra diana. Por ejemplo, utilizando los cebadores SD038 y 
SD039, el operón cscbBAK de E. coli W se puede integrar justo corriente arriba del gen dnaA en KJ122.

Las Figuras 1 – 5 proporcionan los resultados de los experimentos hechos con la cepa SD14 en fermentadores 25
microaeróbicos a pequeña escala. La Figura 1 proporciona los datos de la cinética de utilización de sacarosa, y la 
cinética para la acumulación de glucosa, fructosa, y ácido succínico. También se muestra en la Figura 1 la cinética 
de crecimiento bacteriano. Las Figuras 2 – 5 muestran la cinética de utilización de sacarosa, la cinética de 
acumulación de glucosa, la cinética de acumulación de fructosa, y la cinética de acumulación de ácido succínico, 
respectivamente. En los experimentos descritos en las Figuras 2- 5 se utilizaron tres concentraciones diferentes de 30
sacarosa (100 g/l, 150 g/l y 200 g/l).

Ejemplo 2

Análisis de crecimiento y utilización de sacarosa en la cepa recombinante SD14 en un fermentador de 7 litros35

La cepa SD14 se cultivó en un medio mínimo suplementado con un 10 % de sacarosa. Se utilizó una solución madre 
que contenía tanto hidróxido amónico como bicarbonato amónico (NH4OH 7 N y NH4HCO3 3M) para neutralizar el 
ácido succínico producido en los fermentadores a 39 ºC. El volumen de partida de 3 litros contenía sulfato potásico 
monobásico (18 mM), sulfato magnésico (2 mM), betaína (1,33 mM), elementos traza (Jantama et al., 2008 a, b), 40
antiespumante 204 (8 ppm) y sacarosa por lotes a 98 g/l. Se ajustó el pH inicialmente a un pH de 7,0 y a 
continuación se mantuvo a un pH de 6,5 por la adición de la solución de hidróxido amónico/bicarbonato amónico 
descrita anteriormente. Se suministró aire a 5 ml/minuto. El inóculo de 150 ml se cultivó aeróbicamente y contenía
un medio mínimo con un 2 % de sacarosa y suplementado con un 0,1 mM de cloruro cálcico.

45
Por comparación, se fermentó la KJ122 en el mismo medio con la misma solución de neutralización, excepto en la 
fuente de carbono era glucosa, en lotes de 25 g/l y entonces se suministró en modo semi-continuo desde una 
concentración de 220 g/l. Se ensayaron los azúcares, succinato y productos secundarios por HPLC, como se había 
descrito (Zhang et al., 2009 a, b; Jantama et al., 2008 a, b).

50
Los resultados se compararon con una operación semi-continua de la cepa parental KJ122 cultivada en glucosa en 
la Tabla 2. La cinética de utilización de sacarosa, acumulación de glucosa, acumulación de fructosa y producción de 
succinato durante la fermentación con SD14 se muestra en la Figura 6. La sacarosa se consumió completamente en 
unas 50 horas y la concentración de ácido succínico en el medio alcanzaba un valor de 83,08 gramos por litro de 
caldo de fermentación a las 50 horas. Las concentraciones de glucosa y fructosa en el medio alcanzaban su pico 55
sobre las 25 horas.

Ejemplo 3

Clonación y expresión de una sacarosa fosforilasa en SD1460

El gen de sacarosa fosforilasa de la cepa DSM 20193 de Leuconostoc mesenteroides (Goedl et al., 2007) se clonó 
por amplificación por PCR utilizando los cebadores BY107 y BY108 (véase la Tabla 1) y el ADN genómico como 
matriz. El producto de la PCR resultante de 1594 pb se purificó en la columna de purificación PCR QIAquick de 
Qiagen, se escindió con las enzimas de restricción XbaI y BamHI (New England Biolabs), y se purificaron por 65
electroforesis en gel de agarosa. El fragmento resultante se ligó en la estructura XbaI a BamHI de pOM324 (Solicitud 
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de Patente de EE. UU. 2009/0311756) para dar el plásmido pRY801, que coloca el gen de sacarosa fosforilasa bajo 
el control de un promotor constitutivo fuerte. El casete promotor-gen de sacarosa fosforilasa- terminador se escinde 
del pRY801 cortando con XhoI y BamHI, y los extremos pegajosos del casete resultante se hacen truncan con el Kit 
Blunting Quick (New England Biolabs), y el fragmento truncado se ligó en el pMH17F (SEQ ID NO. 13) que se 
habían cortado con BsrBI y se trató con fosfatasa de intestino de ternera (New England Biolabs), para dar el 5
plásmido pRY802F (SEQ ID NO. 14). En el pRY802F, el casete de expresión de sacarosa fosforilasa está 
flanqueado en cada extremo con aproximadamente 500 pb de secuencia de ADN que es homóloga a una secuencia 
justo corriente abajo del gen thrV de la cepa SD14. El casete y la secuencia circundante se amplifica por PCR 
utilizando pRY802F como matriz y los cebadores BY83 y BY84 (véase la Tabla 1). El fragmento resultante de 2,7 
kilobases se purificó en la columna de purificación PCR QIAquick Qiagen. Este fragmento se instaló entonces en la 10
SD14 cerca del locus thrV por el método de remplazo genético de dos etapas de Hantama et al. (2008 a, b), 
utilizando un casete cat-sacB de selección y contra selección con las misas secuencias flanqueantes homólogas de 
la región thrV para la primera etapa. Para la primera etapa, el casete cat-sacB se obtiene como un fragmento 
truncado EcoICRI a partir de pCA2 y se liga en el BsrBI escindido, y tratado con fosfatasa de intestino de ternera, 
pMH17F como se ha descrito anteriormente, para dar el plásmido pRY803F (SEQ ID NO. 15). El casete cat-sacB 15
con las secuencias circundantes homólogas de la región thrV se amplifica por PCR utilizando los cebadores BY83 y 
BY84. El producto de ADN lineal de 4 kb se utiliza para transformar la SD14 para la resistencia al cloranfenicol para 
dar la cepa RY863. En la segunda etapa, el producto de ADN lineal de 2,7 kb descrito anteriormente (que contiene el 
casete de expresión de sacarosa fosforilada de pRY802F) se utilizó para transformar la RY803 para resistencia a la 
sacarosa (Jantama et al., 2008 a, b) para dar la cepa RY864. La cepa correcta se verificó utilizando una PCR 20
diagnóstica con el ADN cromosómico como matriz y BY83 y BY84 como cebadores. La cepa resultante, RY864, 
tiene el casete de sacarosa fosforilasa integrado cerca de thrV, y expresa un nivel significativo de sacarosa 
fosforilasa, que mejora la eficacia de utilización de sacarosa ahorrando un ATP por mol de sacarosa escindida.
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Tabla 1 Cebadores utilizados en la PCR

SEQ 
ID NO.

Cebador 
N.º

Secuencia del cebador (5’ a ’3)

SEQ ID 
NO. 1

SD032 taaatttcctcttgtcaggccggaataactccctataatgcgccaccact 
aggcgtttggattaggcgatt

SEQ ID 
NO. 2

SD033 ctcaggagaaccccgctgacccggcggcgtgtttgccgttgttccgtgtc 
gatccgttgttccacctgatatt

SEQ ID 
NO. 3

SD034 ttagtatgccaccaggaagt cebadores en la inserción flanqueante de rrnc (tiene 1 falta de 
coincidencia con la secuencia de KJ122)
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Tabla 1 Cebadores utilizados en la PCR

SEQ 
ID NO.

Cebador 
N.º

Secuencia del cebador (5’ a ’3)

SEQ ID 
NO. 4

SD035 atgctcaaagaattaaactt cebadores en la inserción flanqueante de rrnc (tiene 1 falta de 
coincidencia con la secuencia de KJ122)

SEQ ID 
NO. 5

SD036 cagttttcttcgcaatttcg cebador interno a cscB

SEQ ID 
NO. 6

SD037 gacacgctcgccctaaggat cebador interno acscA

SEQ ID 
NO. 7

SD038 tggaaagtcctgtggataaatcgggaaaatctgtgagaaacagaagatct 
gagcgactgtaccagaacatga

SEQ ID 
NO. 8

SD039 agatcctgcaaaacgatcgggaccgcggatcatagcctaaactgcgcaag 
tcgccgtaatgggctttga

SEQ ID 
NO. 9

BY83 ttacctagagagggtgagaattgccgaacat

SEQ ID 
NO. 10

BY84 gatgagagaagattttcagcctgatacagatt

SEQ ID 
NO. 11

BY107 gggtctagaatagtggaggaataataatggaaattcaaaacaaag

SEQ ID 
NO. 12

BY108 cgcggatccttgtctgtcaatataatatttcccactatcagca

SEQ ID 
NO. 13

pMH17F Plásmido clon de la región thrV, resistencia a espectinomicina

SEQ ID 
NO. 14

pRY802F Gen de sacarosa fosforilasa de la cepa DSM 20193 de Leuconostoc 
mesenteroides dirigido por un promotor constitutivo, para la integración en el 
locus thrV 

SEQ ID 
NO. 15

pRY803F Casete cat-sacB para la integración en el locus thrV 

Tabla 2. Ejemplos de fermentación

Cepa Fuente de carbono Título de succinato g/l Rendimiento de 
succinato g/g

Título de fructosa g/l Tiempo

SD14 Sacarosa 98 g/l discontinua 83,1 0,85 1,80 45 h

KJ122 Glucosa 106 g/l semicontinua 82,6 0,86 0 48 h

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Myriant Corporation5
Dole, Sudhanshu
Yocum, R. Rogers
Hermann, Theron
Yu, Xiaohui

10
<120> Método de producción de ácido succínico y otros productos químicos utilizando una materia prima que 
contiene sacarosa.
<130> MT2011-05PCT
<150> US 61/459.446
<151> 13-12-201015
<160> 15
<170> PatentIn versión 3.5

<210> SEQ ID NO. 1
<211> 7120
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Característica: Cebador de PCR SD032
<400> Secuencia

25
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<210> SEQ ID NO. 2
<211> 73
<212> ADN5
<213> ADN sintético
<220> Característica: Cebador de PCR SD033
<400> Secuencia

10

<210> SEQ ID NO. 3
<211> 20
<212> ADN
<213> ADN sintético15
<220> Característica: Cebador de PCR SD034
<400> Secuencia

<210> SEQ ID NO. 4
<211> 2020
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Característica: Cebador de PCR SD035
<400> Secuencia

25
<210> SEQ ID NO. 5
<211> 20
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Característica: Cebador de PCR SD03630
<400> Secuencia

<210> SEQ ID NO. 6
<211> 20
<212> ADN35
<213> ADN sintético
<220> Característica: Cebador de PCR SD037
<400> Secuencia

<210> SEQ ID NO.740
<211> 72
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Característica: Cebador de PCR SD038
<400> Secuencia45

<210> SEQ ID NO. 8
<211> 6950
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Característica: Cebador de PCR SD039
<400> Secuencia

55
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<210> SEQ ID NO. 9
<211> 31
<212> ADN5
<213> ADN sintético
<220> Característica: Cebador de PCR BY83
<400> Secuencia

<210> SEQ ID NO. 1010
<211> 32
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Característica: Cebador de PCR BY84
<400> Secuencia15

<210> SEQ ID NO. 11
<211> 45
<212> ADN
<213> ADN sintético20
<220> Característica: Cebador de PCR BY107
<400> Secuencia

<210> SEQ ID NO. 12
<211> 4325
<212> ADN
<213> ADN sintético
<220> Característica: Cebador de PCR BY108
<400> Secuencia

30
<210> SEQ ID NO. 13
<211> 5772
<212> ADN
<213> ADN plasmídico pMH17F
<220> Característica: Clon plasmídico de la región thrV, resistencia a espectinomicina35
<400> Secuencia
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<210> SEQ ID NO. 14
<211> 7558
<212> ADN5
<213> ADN plasmídico pRY802F
<220> Característica: gen de sacarosa fosforilasa de la cepa DSM 20913 de Leuconostoc mesenteroides dirigida 
por el promotor constitutivo para la integración en el locus thrV.
<400> Secuencia

10
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<210> SEQ ID NO. 15
<211> 8998
<212> ADN5
<213> ADN plasmídico pRY803F
<220> Característica: casete cat-sacB para la integración en el locus teh thrV 
<400> Secuencia
<221> misc_feature
<222> (5979)..(5979)10
<223> n es a, c, g o t
<400> Secuencia

E11849379
04-09-2018ES 2 686 301 T3

 



30

E11849379
04-09-2018ES 2 686 301 T3

 



31

E11849379
04-09-2018ES 2 686 301 T3

 



32

E11849379
04-09-2018ES 2 686 301 T3

 



33

E11849379
04-09-2018ES 2 686 301 T3

 



34

E11849379
04-09-2018ES 2 686 301 T3

 



35

REIVINDICACIONES

1. Una bacteria genéticamente alterada que produce un producto químico orgánico seleccionada de entre un grupo 
que consiste en ácido succínico, ácido fumárico, ácido málico, y 1,4-butanodiol, en un medio mínimo,
comprendiendo dicha bacteria un gen exógeno que codifica una sacarosa fosforilasa independiente del PTS 5
derivado de Bifidobacterium longum, Leuconostoc mesenteroides, Pseudobutyrivibrio ruminis, o Bifidobacterium 
lactis, en el que el microorganismo se selecciona de entre un grupo que consiste en Escherichia coli, Gluconobacter 
oxydans, Gluconobacter asaii, Achromobacter delmarvae, Achromobacter viscosus, Achromobacter lacticum, 
Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes faecalis, Arthrobacter citreus, Arthrobacter 
tumes-cens, Arthrobacter paraffineus, Arthrobacter hydrocarboglutamicus, Arthrobacter oxydans, Aureobacterium 10
saperdae, Azotobacter indicus, Brevibacterium ammoniagenes, divaricatum, Brevibacterium lactofermentum, 
Brevibacterium flavum, Brevibacterium globosum, Brevibacterium fuscum, Brevibacterium ketoglutamicum, 
Brevibacterium helcolum, Brevibacterium pusillum, Brevibacterium testaceum, Brevibacterium roseum, 
Brevibacterium immariophilium, Brevibacterium linens, Brevibacterium protopharmiae, Corynebacterium acetophilum, 
Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium callunae, Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium 15
acetoglutamicum, Enterobacter aerogenes, Erwinia amylovora, Erwinia carotovora, Erwinia herbicola, Erwinia 
chrysanthemi, Flavobacterium peregrinum, Flavobacterium fucatum, Flavobacterium aurantinum, Flavobacterium 
rhenanum, Flavobacterium sewanense, Flavobacterium breve, Flavobacterium menin-gosepticum, Micrococcus sp.
CCM825, Morganella morganii, Nocardia opaca, Nocardia rugosa, Planococcus eucinatus, Proteus rettgeri, 
Propionibacterium shermanii, Pseudomonas synxantha, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas fluorescens, 20
Pseudomonas ovalis, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas acidovolans, Pseudomonas mucidolens, Pseudomonas 
testosteroni, Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Rhodococcus sp. 
ATCC 15592, Rhodococcus sp. ATCC 19070, Sporosarcina ureae, Staphylococcus aureus, Vibrio metschnikovii, 
Vibrio tyrogenes, Actinomadura madurae, Actinomyces violaceochromogenes, Kitasatosporia parulosa, 
Streptomyces coelicolor, Streptomyces flavelus, Streptomyces griseolus, Streptomyces lividans, Streptomyces 25
olivaceus, Streptomyces tanashiensis, Streptomyces virginiae, Streptomyces antibioticus, Streptomyces cacaoi, 
Streptomyces lavendulae, Streptomyces viridochromogenes, Aeromonas salmonicida, Bacillus pumilus, Bacillus 
circulans, Bacillus thiaminolyticus, Escherichia freundii, Microbacterium ammoniaphilum, Serratia marcescens, 
Salmonella typhimurium, Salmonella schottmulleri, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amylolliquefaciens, 
Basfia succiniciproducens y Xanthomonas citri.30

2. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicación 1 que comprende adicionalmente una o más enzimas 
seleccionadas de entre un grupo que consiste en sacarosa permeasa, glucocinasa, fructocinasa, y fosfofructocinasa.

3. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicación 1 que comprende adicionalmente una permeasa de 35
azúcares independiente de PTS que facilita la acumulación de sacarosa sin modificación química.

4. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicación 1, donde dicho gen exógeno está contenido en un 
plásmido replicante.

40
5. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicación 1, donde dicho gen exógeno está integrado en el 
cromosoma del huésped.

6. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicación 1, donde la bacteria es de una cepa bacteriana PTS+.
45

7. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicación 1, donde la bacteria tiene un nivel reducido de actividad 
del PTS en comparación con una cepa relacionada de tipo silvestre.

8. La bacteria alterada genéticamente de la reivindicación 1, donde la bacteria es de una cepa bacteriana PTS
-
.

50
9. Un método para la producción fermentativa de un producto químico orgánico seleccionado de entre un grupo que 
consiste en ácido succínico, ácido fumárico, ácido málico, y 1,4-butanodiol, en un medio mínimo que comprende:

(a) proporcionar un microorganismo que expresa un gen exógeno de sacarosa fosforilasa independiente del PTS 
derivado de Bifidobacterium longum, Leuconostoc mesenteroides, Pseudobutyrivibrio ruminis, o Bifidobacterium 55
lactis, en el que el microorganismo se selecciona de entre un grupo que consiste en Escherichia coli, 
Gluconobacter oxydans, Gluconobacter asaii, Achromobacter delmarvae, Achromobacter viscosus, 
Achromobacter lacticum, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes faecalis, 
Arthrobacter citreus, Arthrobacter tumes-cens, Arthrobacter paraffineus, Arthrobacter hydrocarboglutamicus, 
Arthrobacter oxydans, Aureobacterium saperdae, Azotobacter indicus, Brevibacterium ammoniagenes, 60
divaricatum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium globosum, Brevibacterium 
fuscum, Brevibacterium ketoglutamicum, Brevibacterium helcolum, Brevibacterium pusillum, Brevibacterium 
testaceum, Brevibacterium roseum, Brevibacterium immariophilium, Brevibacterium linens, Brevibacterium 
protopharmiae, Corynebacterium acetophilum, Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium callunae, 
Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum, Enterobacter aerogenes, Erwinia 65
amylovora, Erwinia carotovora, Erwinia herbicola, Erwinia chrysanthemi, Flavobacterium peregrinum, 
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Flavobacterium fucatum, Flavobacterium aurantinum, Flavobacterium rhenanum, Flavobacterium sewanense, 
Flavobacterium breve, Flavobacterium menin-gosepticum, Micrococcus sp. CCM825, Morganella morganii, 
Nocardia opaca, Nocardia rugosa, Planococcus eucinatus, Proteus rettgeri, Propionibacterium shermanii, 
Pseudomonas synxantha, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas ovalis, 
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas acidovolans, Pseudomonas mucidolens, Pseudomonas testosteroni, 5
Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous, Rhodococcus sp. ATCC 
15592, Rhodococcus sp. ATCC 19070, Sporosarcina ureae, Staphylococcus aureus, Vibrio metschnikovii, Vibrio 
tyrogenes, Actinomadura madurae, Actinomyces violaceochromogenes, Kitasatosporia parulosa, Streptomyces 
coelicolor, Streptomyces flavelus, Streptomyces griseolus, Streptomyces lividans, Streptomyces olivaceus, 
Streptomyces tanashiensis, Streptomyces virginiae, Streptomyces antibioticus, Streptomyces cacaoi, 10
Streptomyces lavendulae, Streptomyces viridochromogenes, Aeromonas salmonicida, Bacillus pumilus, Bacillus 
circulans, Bacillus thiaminolyticus, Escherichia freundii, Microbacterium ammoniaphilum, Serratia marcescens, 
Salmonella typhimurium, Salmonella schottmulleri, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus 
amylolliquefaciens, Basfia succiniciproducens y Xanthomonas citri.
(b) cultivar el microorganismo de la etapa (a) en un medio que contiene sacarosa, por lo que el microorganismo 15
utiliza sacarosa para producir dicho producto químico orgánico; y
(c) opcionalmente la recuperación de dicho producto químico orgánico del caldo de fermentación.

10. El método para la producción fermentativa de un producto químico orgánico seleccionado de entre un grupo que 
consiste en ácido succínico, ácido fumárico, ácido málico, y 1,4-butanodiol de la reivindicación 9, donde dicho 20
microorganismo es un organismo PTS-.

11. El método para la producción fermentativa de un producto químico orgánico seleccionado de entre un grupo que 
consiste en ácido succínico, ácido fumárico, ácido málico, y 1,4-butanodiol de la reivindicación 9, donde dicho 
microorganismo es un organismo PTS+.25
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Figura 3
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