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METODO PARA PRODUCIR ACIDO SUCCINICO A PARTIR DE HIDROLIZADOS
SIN PROCESAR

DESCRIPCION

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
1. Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a un método de fermentacién para producir acido
succinico, y a determinados mutantes bacterianos que pueden utilizar una miriada de

azucares para producir acido succinico como producto de fermentacion principal.

2. Antecedentes de la invencion

Los acidos carboxilicos son prometedores como posibles precursores de
numerosos productos quimicos. Por ejemplo, el 4cido succinico puede servir como
materia prima para precursores de plasticos tales como 1,4-butanodiol (BDO),
tetrahidrofurano y gamma-butirolactona. Estan en desarrollo nuevos productos
derivados del acido succinico, siendo el mas notable de estos el poliéster que se
fabrica uniendo acido succinico y BDO. Generalmente, los ésteres del acido succinico
tienen el potencial de ser disolventes nuevos, “verdes” que pueden sustituir a
disolventes mas nocivos. En total, el acido succinico puede servir como precursor para
millones de libras de productos quimicos anualmente a un valor de mercado total de
mas de mil millones de ddlares. Junto con el 4cido succinico, también otros acidos 4-
caton-dicarboxilicos, tales como acido malico y acido fumarico, son posibles materias
primas.

La produccion de estos acidos carboxilicos a partir de materias primas
renovables (en este caso a través de procesos de fermentacion) es un camino para
sustituir los métodos intensivos que consumen mas energia de derivacion de tales
acidos a partir de fuentes no renovables. El succinato es un producto intermedio de
fermentaciones anaerobias por bacterias que producen propionato, pero esos
procesos dan como resultado bajos rendimientos y concentraciones.

Las bacterias anaerdbicas del rumen, tales como Bacteroides ruminicola y
Bacteroides amylophilus también producen succinato. Sin embargo, los organismos
del rumen son caracteristicamente inestables en procesos de fermentacion.

Desde hace mucho tiempo se sabe que se produce una mezcla de acidos a

partir de la fermentacion de E. coli, tal como se detalla en Stokes, J.L. 1949
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“Fermentation of glucose by suspensions of Escherichia coli” J. Bacteriol. 57:147-158.
Sin embargo, por cada mol de glucosa fermentada, se producen solo 1,2 moles de
acido férmico, 0,1-0,2 moles de &cido lactico y 0,3-0,4 moles de acido succinico. Como
tal, los esfuerzos para producir &cidos carboxilicos de manera fermentativa han dado
como resultado cantidades relativamente grandes de sustratos de crecimiento, tales
como glucosa, que no se convierten en el producto deseado.

Algunas bacterias, tales como A. succiniciproducens, utilizadas en procesos de
fermentacion tal como se explica resumidamente en la patente estadounidense n.°.
5.143.834 de Glassner et al., producen de manera natural acido succinico en litros
moderados s6lo hasta aproximadamente 35-40 gramos por litro (g/l). Se ha mostrado
que la cepa huésped A. succiniciproducens no es altamente osmotolerante porque no
tolera concentraciones altas de sales y ademas se inhibe mediante concentraciones
moderadas de producto. Por ultimo, A. succiniciproducens presenta problemas de
manejo porgue como anaerobio obligado, los procedimientos que usan el organismo
deben realizarse en ausencia de oxigeno. Ademas, la preparacién del medio para el
in6culo requiere la adicion de triptofano.

Los esfuerzos anteriores de los inventores para producir acido succinico han
dado como resultado el aislamiento y la utilizacion de una bacteria mutante. El
mutante, disponible como numero de registro de la ATCC 202021, es el sujeto de la
solicitud de patente estadounidense reexpedida n.° 09/429.693 (US RE37.3936; 25 de
septiembre de 2001). La solicitud reexpedida n.° 09/429.693, ensefia una cepa
bacteriana que produce acido succinico (AFP 111) que muta espontaneamente a partir
de su precursor. El mutante puede crecer de manera fermentativa sobre glucosa para
producir acido succinico en altos rendimientos, mientras que sus precursores no lo
pueden hacer. Sin embargo, un inconveniente obvio de utilizar este método de
produccion de acido succinico es su limitacion a un Unico mutante.

Otros esfuerzos (patente estadounidense n.° 6.159.738) de los inventores han
dado como resultado un método para elaborar cepas bacterianas que tienen una
produccion aumentada de &cido succinico. El método ensefa que la alteracion del gen
de la fosfotransferasa de E. coli provoca que las bacterias produzcan mas &cido
succinico. Un inconveniente de este método es su limitacion a una Unica alteracion.

Existe una necesidad en la técnica de un método para producir &cido succinico
de manera fermentativa, por lo cual el método no esté relegado a un Unico mutante o

gen. El método debe permitirse mediante cualquier organismo que tenga un genotipo



10

15

20

25

30

ES 2348 513 T3

facilmente determinado y particular. El método debe poder realizarse en condiciones
relativamente inertes usando organismos robustos (es decir, aquellos que tienen altos
umbrales de inhibiciébn por retroalimentacion), y también de modo que se obvie la
necesidad de medidas de control medioambiental sofisticadas. EI método debe
producir resultados superiores utilizando mezclas de azlcares derivados de la
hidrdélisis de materiales lignocelulésicos, puesto que estos sustratos ofrecen una fuente
mas barata de azlcares, y como tal, su uso puede reducir los costes de produccion del
acido succinico.

El documento US 2003/017559 da a conocer un método para producir acido
succinico a partir de hidrolizados de calidad industrial, que comprende suministrar un
organismo que contiene mutaciones para los genes ptsG, pflIB y IdhA, permitir que
dicho organismo acumule biomasa y permitir que dicho organismo metabolize el
hidrolizado. Aunque se mencionan determinados mutantes de E. coli especificos (AFP
184 y AFP 400), ninguno de ellos eran accesibles al publico en el momento de la
publicacion del documento US 2003/017559.

El método anterior segin el documento US 2003/017559, en el que se usa el
mutante de E. coli AFP 184, se conoce también de la presentacion oral de Nghiem et
al. “Production of succinic acid from lignocellulosic materials” en la 221 reunién de la
ACS, 2001, péaginas 1-24.

Vemuri et al., “Succinate production in dual-phase Escherichia coli
fermentations depends on the time of transition from aerobic to anaerobic conditions”,
Journal of Microbiology, vol. 28, 2002, paginas 325-332, da a conocer un método para
producir &cido succinico a partir de medios a base de glucosa, usando el mutante de
Escherichia coli AFP 111. Se da a conocer también un método similar en Vemuri et al.,
Appl. Environ. Microbiol. Abril de 2002, 68(4): 1715-27.

SUMARIO DE LA INVENCION

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un método de produccion
de &cido succinico que supera muchas de las desventajas de la técnica anterior.

Es otro objeto de la presente invencion proporcionar un procedimiento de
fermentacion que produce altos rendimientos de 4cido succinico.

AUn otro objeto de la presente invencion es producir acido succinico de manera

fermentativa.



10

15

20

25

30

ES 2348 513 T3

En resumen, se proporciona un método de produccion de &cido succinico a
partir de hidrolizados de calidad industrial segun la reivindicacion 1.

También se proporciona una bacteria mutante segun la reivindicacion 9.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La presente invencion junto con los anteriores y otros objetos y ventajas
pueden entenderse de la mejor manera a partir de la siguiente descripcién detallada
de la realizacion de la invencion ilustrada en los dibujos, en la que:
la figura 1 es un grafico que representa una produccion potenciada de &cido
succinico tras la transformaciéon de una bacteria con un gen mutante, segun
caracteristicas de la presente invencion;
la figura 2 es un grafico que representa la fermentacion del hidrolizado industrial
a través de un organismo mutante triple, segln caracteristicas de la presente
invencion; y
La figura 3 es un gréfico que representa la fermentacion de azucar sintética a
través de un organismo mutante triple, segun caracteristicas de la presente

invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los inventores han desarrollado un método para producir de manera
fermentativa altos rendimientos de acido succinico. El método emplea mecanismos de
represion de catabolitos alterados de organismos seleccionados de modo que permite
a los organismos producir &cido succinico usando mezclas de materias primas de
glucosa y distintas de glucosa.

Antes de exponer la invencién en detalle, se proporcionan las siguientes
definiciones si aparecen en el presente documento:

Un “vector” es un replicon, tal como un plasmido, fago o césmido, al que puede
unirse otro segmento de ADN de modo que provoca la replicacion del segmento unido.

Un “replicon” es cualquier elemento genético (por ejemplo, plasmido,
cromosoma, virus) que funciona como una unidad auténoma de replicacion de ADN in
Vvivo, es decir, que puede replicarse bajo su propio control.

Un “casete” se refiere a un segmento de ADN que puede insertarse en un
vector en sitios de restriccion especificos. EI segmento de ADN codifica para un

polipéptido de interés, y el casete y los sitios de restriccion estan disefiados para
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garantizar la insercion del casete en el marco de lectura apropiado para transcripcion y
traduccion.

Una célula se ha “transfectado” mediante ADN exdgeno o heterélogo cuando
se ha introducido tal ADN dentro de la célula. Una célula se ha “transformado”
mediante ADN exdgeno o heterélogo cuando el ADN transfectado efectia un cambio
fenotipico.

ADN *“heter6logo” se refiere a ADN no ubicado de manera natural en la célula,
0 en un sitio cromosémico de la célula. Preferiblemente, el ADN heterdlogo incluye un
gen extrafio para la célula.

Una “molécula de &cido nucleico” se refiere a la forma polimérica de éster de
fosfato de ribonucleésidos (adenosina, guanosina, uridina o citidina; “moléculas de
ARN”) o desoxirribonucledsidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina, o
desoxicitidina; “moléculas de ADN”), o cualquier analogo de fosfoéster de los mismos,
tales como fosforotioatos y tioésteres, o bien en forma monocatenaria, 0 bien una
hélice bicatenaria. Son posibles hélices bicatenarias ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-
ARN. La expresion molécula de acido nucleico, y en particular molécula de ADN o
ARN, soélo se refiere a la estructura primaria y secundaria de la molécula, y no la limita
a cualquier forma terciaria particular. Por tanto, esta expresion incluye ADN bicatenario
gue se encuentra, entre otras, en moléculas de ADN lineal o circular (por ejemplo,
fragmentos de restriccion), pldsmidos y cromosomas. Al tratar la estructura de
moléculas de ADN bicatenarias particulares, pueden describirse en el presente
documento secuencias segun el convenio normal de dar solo la secuencia en la
direccion de 5’ a 3’ a lo largo de la cadena no transcrita de ADN (es decir, la cadena
que tiene una secuencia homoéloga al ARNm). Una “molécula de ADN recombinante”
es una molécula de ADN que ha experimentado una manipulacion biolégica molecular.

Una molécula de &cido nucleico es “hibridable” con otra molécula de acido
nucleico, tal como un ADNc, ADN gendmico o ARN, cuando una forma monocatenaria
de la molécula de &cido nucleico puede aparearse con la otra molécula de &cido
nucleico en las condiciones apropiadas de temperatura y fuerza iénica de la disolucién
(véase Sambrook et al., citado anteriormente). Las condiciones de temperatura y
fuerza i6nica determinan la “rigurosidad” de la hibridacién. Para la seleccion preliminar
de &cidos nucleicos homodlogos, pueden usarse condiciones de hibridacion de
rigurosidad baja, correspondientes a una T, de 55°C, por ejemplo, 5X SSC, SDS al
0,1%, leche al 0,25% y sin formamida; o formamida al 30%, 5X SSC, SDS al 0,5%).
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Las condiciones de hibridacion de rigurosidad moderada corresponden a una T
superior, por ejemplo, formamida al 40%, con 5X o 6X SCC. Las condiciones de
hibridacion de rigurosidad alta corresponden a la T, mas alta, por ejemplo, formamida
al 50%, 5X o0 6X SCC. La hibridacion requiere que los dos acidos nucleicos contengan
secuencias complementarias, aunque dependiendo de la rigurosidad de la hibridacion,
son posibles apareamientos erroneos entre bases. La rigurosidad apropiada para
hibridar acidos nucleicos depende de la longitud de los &cidos nucleicos y el grado de
complementacién, variables bien conocidas en la técnica. A mayor el grado de
similitud u homologia entre dos secuencias de nucleétidos, mayor es el valor de la T,
para hibridos de acidos nucleicos que tienen esas secuencias. La estabilidad relativa
(correspondiente a la T, superior) de hibridaciones de &cidos nucleicos disminuye en
el siguiente orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para hibridos de méas de 100
nucleétidos de longitud, se han deducido ecuaciones para calcular la T, (véase
Sambrook et al.,, citado anteriormente, 9.50-0.51). Para hibridacibn con &cidos
nucleicos mas cortos, es decir, oligonucledtidos, la posicion de los apareamientos
errbneos pasa a ser mas importante, y la longitud del oligonucleétido determina su
especificidad (véase Sambrook et al., citado anteriormente, 1.1.7-11.8).
Preferiblemente una longitud minima para un acido nucleico hibridable es de al menos
aproximadamente 12 nucleoétidos; preferiblemente al menos aproximadamente 18
nucleotidos: y mas preferiblemente la longitud es de al menos aproximadamente 27
nucleoétidos; y lo mas preferiblemente de aproximadamente 36 nucledtidos.

La “recombinacion homologa” se refiere a la insercion de una secuencia de
ADN extrafio de un vector en un cromosoma. Preferiblemente, el vector selecciona
como diana un sitio cromosémico especifico para la recombinacion homdéloga. Para la
recombinacion homoéloga especifica, el vector contendrd regiones suficientemente
largas de homologia con secuencias del cromosoma para permitir la unién
complementaria y la incorporacion del vector en el cromosoma. Regiones mas largas
de homologia, y mayores grados de similitud de secuencia, pueden aumentar la
eficacia de la recombinaciéon homologa.

Una “secuencia codificante” de ADN es una secuencia de ADN bicatenario que
se transcribe y se traduce en un polipéptido en una célula in vitro o in vivo cuando se
coloca bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. Se determinan los limites
de la secuencia codificante mediante un coddn de iniciacién en el extremo 5’ (amino) y

un codon de terminacion de la traduccidn en el extremo 3’ (carboxilo). Una secuencia
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codificante puede incluir, pero no se limita a, secuencias procariotas, ADNc del ARNm
eucariota, secuencias de ADN gendmico de ADN eucariota (por ejemplo, mamiferos),
e incluso secuencias de ADN sintético. Si la secuencia codificante esta destinada para
su expresion en una célula eucariota, habitualmente se ubicaran una sefial de
poliadenilacion y una secuencia de terminacion de la transcripcion en 3’ con respecto a
la secuencia codificante.

Las secuencias de control de la transcripcion y la traduccién son secuencias
reguladoras de ADN, tales como promotores, potenciadores, terminadores y similares,
que se proporcionan para la expresion de una secuencia codificante en una célula
huésped. En células eucariotas, las sefiales de poliadenilacion son secuencias de
control.

Una “secuencia promotora” es una regién reguladora de ADN que puede unirse
a la ARN polimerasa en una célula e iniciar la transcripcibn de una secuencia
codificante en el sentido de 3’ (direccién 3’). Por ejemplo, la secuencia promotora esta
unida en su extremo 3’ al sitio de iniciacion de la transcripcion y se extiende en el
sentido de 5 (direccién 5’) para incluir el nimero minimo de bases o elementos
necesarios para iniciar la transcripcion a niveles detectables por encima del fondo.
Dentro de la secuencia promotora se encontrara un sitio de iniciacion de la
transcripcion (convenientemente definido por ejemplo, mediante mapeo con nucleasa
S1), asi como dominios de unién a proteina (secuencias consenso) responsables de la
union de ARN polimerasa.

Una secuencia codificante esta “bajo el control” de secuencias de control de la
transcripcion y la traduccion en una célula cuando la ARN polimerasa transcribe la
secuencia codificante para dar ARNm, que entonces se somete a corte y empalme de
ARN en trans y se traduce para dar la proteina codificada por la secuencia codificante.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “homologia de
secuencia” en todas sus formas gramaticales se refiere a la relacién entre proteinas
que poseen un “origen evolutivo comudn”, incluyendo proteinas de superfamilias (por
ejemplo, la superfamilia de inmunoglobulinas) y proteinas homoélogas de diferentes
especies (por ejemplo, cadena ligera de miosina, etc.) [Reeck et al., Cell, 50:667
(2987)].

Por consiguiente, la expresion “similitud de secuencia” en todas sus formas
gramaticales se refiere al grado de identidad o correspondencia entre secuencias de

acido nucleico o aminoéacidos de proteinas que no comparten un origen evolutivo
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comun [véase Reeck et al., 1987, citado anteriormente]. Sin embargo, en el uso comudn
y en la presente solicitud, el término “homdlogo,” cuando se modifica con un adverbio
tal como “altamente,” puede referirse a similitud de secuencia y no a un origen
evolutivo comdn.

Dos secuencias de ADN son “sustancialmente homélogas” o “sustancialmente
similares” cuando al menos aproximadamente el 50% (preferiblemente al menos
aproximadamente el 75%, y lo méas preferiblemente al menos aproximadamente el
90%, 95% 0 99,9%) de los nucleétidos son iguales a lo largo de la longitud definida de
las secuencias de ADN. Pueden identificarse secuencias que son sustancialmente
homodlogas comparando las secuencias usando software convencional disponible en
bancos de datos de secuencias, 0 en un experimento de hibridacion de tipo Southern,
por ejemplo, en condiciones rigurosas tal como se definen para ese sistema patrticular.
La definicion de condiciones de hibridacion apropiadas se encuentra dentro de la
experiencia de la técnica. Véase, por ejemplo, Maniatis et al., citado anteriormente;
DNA Cloning, vols. | & Il, citado anteriormente; Nucleic Acid Hybridization, citado
anteriormente.

De manera similar, dos secuencias de aminoacidos son “sustancialmente
homologas” o “sustancialmente similares” cuando méas del 30% de los aminoacidos
son idénticos, o mas de aproximadamente el 60% son similares (funcionalmente
idénticos). Preferiblemente, las secuencias similares u homdlogas se identifican
mediante alineacién usando, por ejemplo, el programa mdltiple GCG (Genetics
Computer Group, Manual del programa para el paquete GCG, version 7, Madison,
Wis.).

La expresion “correspondiente a” se usa en el presente documento para
referirse a secuencias similares u homélogas, ya sea la posicion exacta idéntica o
diferente de la molécula con la que se mide la similitud u homologia. Por tanto, la
expresion “correspondiente a” se refiere a la similitud de secuencia, y no a la
numeracion de los residuos de aminoécido o de bases de nucleétidos.

Los mutantes y protocolos resultantes dan como resultado una razéon de
succinato con respecto a materia prima de hasta 1,3:1, y normalmente de 0,9:1. Se
logran acumulaciones de succinato de entre 60 g/l y 75 g/l. Las duraciones de
protocolo tipicas son de mas de 70 horas, y habitualmente entre 120 y 170 horas. Por
ejemplo, se obtienen rendimientos de 70 g/l tras 160 horas. El procedimiento es viable

a partir de entre aproximadamente 25°C y 45°C, con un intervalo preferible de
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aproximadamente 30 a 39°C. Es adecuado un pH de entre aproximadamente 5y 9,
con un intervalo mas preferible de aproximadamente 6,1y 7,2.

Los mutantes inventados son componentes especialmente viables del protocolo
fermentativo puesto que tienen tolerancia aumentada a productos fermentativos. Por
ejemplo, son factibles concentraciones de 72 g/l para succinato, 22 g/l para acetato, 14

g/l para etanol y 8 g/l para lactato sin inducir inhibicién por retroalimentacién.

Detalles de materias primas

Una caracteristica destacada del método y el mutante inventados es la
utilizacion directa de materias primas industriales. Puede utilizarse una miriada de
materias primas, incluyendo, pero sin limitarse a agua de maceracion ligera,
hidrolizado lignocelulésico producido mediante diversos métodos de hidrélisis,
disoluciones de azucar derivada de maiz (tales como licor de maceracion del maiz),
lactosa de suero lacteo y otros azlcares de calidad industrial. Por ejemplo, hidrolizado
lignocelulésico producido mediante hidrélisis con acido concentrado, o hidrélisis con
acido diluido, hidrdlisis enzimatica o hidrolizados producidos mediante una
combinacién de estos procesos son todos adecuados. También son adecuadas
disoluciones de azucar derivada de maiz.

Generalmente, las materias primas industriales son mezclas de glucosa y otros
azlcares, siendo el azucar diferente de glucosa mas comun la xilosa. La figura 2
representa la utilizacion de glucosa y xilosa por uno de los mutantes inventados.

En vista de lo anterior, es adecuada cualquier materia prima que contenga
azucares de glucosa y/o diferentes de glucosa. Como tales, son apropiadas materias
primas que contienen glucosa, sorbitol, xilosa, arabinosa, manosa, lactosa, acido

glucurénico, galactosa, fructosa y combinaciones de las mismas.

Detalles de organismos

El método inventado utiliza organismos segun la reivindicacion 9 que contienen
alteraciones en el sistema de represibn de catabolitos de los organismos.
Especificamente, los inventores han encontrado que, puesto que existen alteraciones
en el sistema de fosfotransferasa (pts), sistema de piruvato-formiato liasa (pfl) y
sistema de lactato deshidrogenasa (ldh) de las bacterias, estas bacterias son

adecuadas para su uso en el procedimiento inventado de produccién de &acido
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succinico. pfLAB y IdhA son los genes que codifican para piruvato-formato liasa y
lactato deshidrogenasa fermentativa, respectivamente.

Los organismos que van a alterarse para incluir las tres desactivaciones se
modifican mediante transduccién en serie usando bacteriéfago P1. Se utilizaron
protocolos de transduccion con P1 convencionales, dandose a conocer un protocolo a
modo de ejemplo en J. H. Miller, ed. Experiments in Molecular Genetics 1972 (Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor. N.Y.). Usando este método, pueden
usarse cepas de bacterias de tipo natural o casi de tipo natural (por ejemplo, la cepa
C600 de E. coli; n.° de registro de la ATTC 23724) para crear subcepas de mutantes
que carecen de uno, dos, o tres genes funcionales seleccionados de pfl, Idh, ptsG.

La “desactivacion génica” se refiere a un proceso de silenciamiento de la
expresion de un gen particular en una célula. El proceso de silenciamiento puede
incluir, por ejemplo, la seleccion como diana de un gen o el bloqueo antisentido. La
seleccién como diana de un gen se refiere a un proceso de introduccién de un
constructo de &cido nucleico en una célula para que se recombine especificamente
con un gen diana. El constructo de &cido nucleico inactiva el gen seleccionado como
diana. La inactivacion puede ser mediante la introduccion de codones de terminacion
en una regién codificante o la introduccion de un sitio de represion en una secuencia
reguladora. El bloqueo antisentido se refiere a la incorporacion en una célula de
secuencias de expresion que dirigen la sintesis de ARN antisentido para bloquear la
expresion de un gen diana. EI ARN antisentido se hibrida con el ARNm del gen diana
para inhibir la expresion.

Un ejemplo de una cepa de E. coli que comprende tres mutaciones que podia
usarse en la invencién se denominé AFP 184 (n.° de registro de la ATCC PTA 5132,
depositada el 9 de abril de 2003) (AFP="Alternative Feedstock Program”, programa de
materias primas alternativas). AFP 184 tiene la delecion de pfl, la desactivacion de Idh
y la forma mutante diferente de ptsG insertada deliberadamente en una cepa casi de
tipo natural de E. coli. También puede usarse otra cepa denominada AFP 415. AFP
415 difiere de AFP 184 solo en que tiene la desactivacion de ptsG. Funciona de
manera similar a AFP 184.

De manera sorprendente e inesperada, los inventores encontraron que el titulo
y la tasa de metabolismo para AFP 184 y AFP 415 eran superiores a los derivados de
W1485 dados a conocer en las patentes estadounidenses n.° 5.770.435 (ahora
solicitud reexpedida n.° 09/429.693) y 6.159.738.
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La tabla 1 proporciona una comparacion de la producciéon de 4cido succinico
por AFP 184 y un derivado de W1485 (AFP 111). Es de interés que mientras el
derivado de W1485 utiliz6 materias primas bastante refinadas, AFP 184 proporcion6
valores todavia superiores con hidrolizados de calidad industrial.

También puede generarse una mutacion que contiene las tres desactivaciones
usando una bacteria que ya contiene una o dos de las anomalias genéticas, y
entonces induciendo la/las desactivacion(es) restante(s). En este caso, un organismo
de partida viable es W1485, n.° de registro de la ATCC 12435. AFP 400 (n.° de registro
de la ATCC PTA 5583, depositado el 10 de octubre de 2003) es una desactivacion
triple realizada deliberadamente. Contiene la delecién de pfl de August Bock, y se
inserta en W1485 de David Clark de la Universidad de lllinois para producir FMJ123.
Se produce FMJ123 de conformidad con el protocolo encontrado en P.K. Bunch et al.
(1997) Microbiology 143, 187-195. AFT 400 también contiene la desactivacion de IdhA,
y se inserta en FMJ123 para producir DC1327. Se produce DC1327 de conformidad
con el protocolo encontrado en Chatterjee et al, Appl. Environ. Microbiol. 67, péags.
148-154, y se incorpora en el presente documento como referencia. AFP 400 contiene

la desactivacion de ptsG, tal como se describe en la referencia de Chatterjee.

Tabla 1: Comparacién de la produccion de acido succinico por diferentes linajes de

E.Coli
Cepa Concentracién Productividad Rendimiento
max. max. (g/g de
glucosa)
AFP111 51 g/l 0,87 g/lh 0,70
AFP 184 72 g/l 1,00 g/Ih 1,00

También se elabor6 AFP404 con desactivacion triple (n.° de registro de la
ATCC PTA 5133, depositado el 9 de abril de 2003) mediante introduccion de tres
desactivaciones en la cepa C600. AFP404 es similar a AFP 184 pero tiene una
desactivacion de ptsG en lugar de una mutacion puntual del gen. También produce
acido succinico en un rendimiento de aproximadamente 1 mol/mol de glucosa.

También se encuentra un protocolo para el desarrollo de la mutacion triple a
partir de la cepa natural en R. Chatterjee et al. Los marcadores antibidticos tipicos que
indican la presencia de cada una de las desactivaciones incluyen, pero no se limitan a,

Cam, Tet y Kan. Por tanto, se generaron nuevas cepas de E. coli, AFP 400 y AFP 404
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que contiene las desactivaciones y los marcadores antibiéticos. A continuacion se

detalla el protocolo:

Elaboracion e introduccién de un gen ptsG inactivado por insercion

Se clono el gen ptsG nativo de E. coli mediante PCR a partir de ADN genomico
preparado a partir de W1485 usando cebadores que seleccionan como diana los
extremos N- y C-terminales de la proteina sin secuencias genomicas adicionales
amplificadas. Se clon6 el gen en el vector pFJ118EH para dar pJFptsG. Se alteré el
gen mediante la insercibn del casete de resistencia a kanamicina de pUC-4K
(Pharmacia), se corté con EcoRI en el sitio Mfel del gen ptsG en pJFptsG para dar el
plasmido pTSGK. Debido a que NZN 111 incluye ya un marcador de resistencia a
kanamicina, se construyé una cepa equivalente transduciendo el gen IdhA inactivado
con Tnl0 de la cepa SE1752 en FMJ123. La cepa resultante, DC1327, era
indistinguible en su fisiologia de NZN 111. Se transfiri6 el gen ptsG alterado en
DC1327 transformando las células con pTSGK, haciendo crecer las células durante
aproximadamente 30 generaciones en presencia de kanamicina y ausencia de
ampicilina, entonces sembrando en placa el cultivo sobre placas LB que contenian
glucosa e incubando de manera anaerobia. Las colonias que pudieron crecer de
manera fermentativa se purificaron y se examinaron para determinar su sensibilidad a
los dos antibidticos, tal como se describe en detalle en los ejemplos que siguen.

Se aislé la cepa AFP400 como una cepa sensible a ampicilina, resistente a
kanamicina estable, que fermentaba glucosa para dar succinato, acetato y etanol. Se
confirmd la integracion apropiada del gen ptsG alterado mediante PCR. Se amplifico el
gen alterado a partir del ADN de AFP400 usando cebadores que se apareaban con
secuencias flanqueantes aproximadamente 110 pares de bases fuera de la region
codificante del gen. Estas secuencias no estaban presentes en el vector de
integracion. El producto resultante tenia un tamafio de 3,0 kb, tal como se pronostico a
partir de la secuencia de ptsG conocida, sus regiones flanqueantes y el inserto de
kanamicina. Se digiri6 el producto con Clal (sitio en el casete de kanamicina) y Agel
(sitio en ptsG), y se generaron los fragmentos esperados para la insercion del casete
en el sitio Mfel de ptsG (1,95 y 1,05 kb para Clal, y 2,3 y 0,7 kb para Agel).

AuUn otra cepa que comprende las tres desactivaciones, AFP 404, se deriva
también de C600, una cepa K12 de E. coli casi de tipo natural, usando el mismo

protocolo anterior.
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La ubicacion de las desactivaciones se conoce ya a partir de la investigacion
anterior de los inventores (patente estadounidense n.° 6.159.738, y Chatterjee et al.)
tratada anteriormente. Las desactivaciones se introducen usando una copia del gen
desactivado, que tiene un marcador de resistencia, para transformar células. Se deja
que se produzca la recombinacién homdloga, tal como se facilita mediante enzimas
del huésped. Entonces se selecciona el cromosoma que contiene el marcador. De este
modo se introdujo la desactivacion de ptsG. Se detalla la prueba de su insercion, a

través de PCR, en Chatterjee, et al.

Detalle del crecimiento

Los organismos mutantes triples producidos por los inventores no son
anaerobios obligados. Como tales, puede producirse la acumulacion inicial de biomasa
de manera aerobia, tras lo que se establecen las condiciones fermentativas. Las
ventajas de este protocolo de procedimiento de dos fases (es decir, aerobia y después
anaerobia) se ilustran en la figura 2 en la que la tasa de produccién de acido succinico
es mucho mas grande en comparacion con la curva de crecimiento del protocolo
anaerobio de una Unica fase de la figura 1.

Generalmente, cuando la biomasa alcanza un punto del equivalente de
aproximadamente 10® a 10 células por mililitro (o0 aproximadamente de 2 a 5 gramos
de peso celular seco por litro), el fermentador se hace anaerobio. En el laboratorio,
este punto de concentracion se alcanzé tras aproximadamente seis horas.

En protocolos industriales, se carga un fermentador con agua de maceracion
ligera més hidrolizado lignocelulésico. Se incluyeron antibiéticos segun fuese
necesario en las siguientes concentraciones: 100 pug de carbenicilina por ml, 30 ug de
kanamicina por ml, 10 ng de tetraciclina por ml y 30 pg de cloranfenicol por ml. El
caldo rico contenia (por litro), 10 g de triptona, 5 g de NaCl y 1 g de extracto de
levaduras. Los medios sélidos para placas contenian un 1,5 por ciento (peso/vol) de
agar Bacto de Difco. Se prepar6é medio minimo E tal como se describe en Vogel, H.J.
1956 Acetylornithinase in E. coli,. Biol. Chem. 218:97-103.

Las condiciones de laboratorio para la fermentacion fueron las siguientes:
Se realiz6 el crecimiento fermentativo en tubos para suero sellados que
contenian 10 ml de medio LB, complementado con 0,5 g de MgCO3; (afiadido con el fin

de mantener el pH del medio durante la fermentacién), antibiéticos y aproximadamente
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10 g/l de glucosa. Puede utilizarse una miriada de sustratos de crecimiento, incluyendo
pero sin limitarse a azlcares, alcoholes de azucar, acidos de azucar y combinaciones
de los mismos. Se sometieron a prueba los siguientes azlcares en lugar de glucosa a
una concentracion de 5 g/l en crecimiento anaerobio: trehalosa, manosa, fructosa,
sorbitol y &cido glucorénico.

Se prepararon inéculos para los cultivos liquidos anaerobios haciendo crecer
las cepas de manera aerobia durante la noche en medio LB complementado con
antibiotico. Se diluy6 100 veces una muestra del cultivo de durante la noche en medios
frescos y se dejé crecer de manera aerobia hasta una A600 de aproximadamente 1; se
inocularon los medios de crecimiento anaerobios con 1 ml de los indculos.

Se extrajeron muestras de manera anoxica de los tubos sellados en momentos
apropiados para el analisis de los niveles de glucosa (o sustratos de azlcar
alternativos) restantes y los productos de fermentacion formados. Para el crecimiento
anaerobio sobre medios sélidos, se incubaron placas de agar a 37°C en una jarra
anaerobia bajo una atmésfera de H,-CO, generada mediante el uso de un aparato
Gas-Pak.

Se us6 un ensayo en placa para la actividad B-galactosidasa para someter a
prueba la presencia de represion de catabolitos normal en cepas. El medio LB o agar
E son dos de los varios medios que pueden utilizarse. El medio de agar E es un medio
minimo en nutrientes comunmente usado, y se trata en Vogel, H.J., 1956
Acetylornithase in E. coli, J. Biol. Chem 218:97-103. En protocolos a modo de ejemplo,
el medio LB o agar E se complementa con 4 g/l de glucosa, 4 g/l de lactosa, 3 mg/l de
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosida (X-gal) y antibiéticos. A continuacién en el
presente documento estos medios se denominan agar X-gal/glucosa. La formacién de
colonias azules indicaba la expresion de B-galactosidasa en presencia de glucosa
debido a la ausencia de represion de catabolitos normal. A la inversa, la formacion de
colonias blancas indicaba que existia represion de catabolitos normal, y por tanto no
estaba presente ninguna enzima para escindir el disacarido lactosa.

Los inventores también han ideado un método para utilizar el mutante en un
proceso continuo. En este proceso continuo, se llevaron a cabo experimentos
repetitivos en los que tras haber producido el cultivo aproximadamente 50 g/l de acido
succinico, se afiadié un mililitro de la mezcla a un recinto nuevo que contenia medios

LB, glucosa y MgCOs;. Este nuevo indculo continué produciendo &cido succinico
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eficazmente. Se repiti6 este proceso 3-4 veces, dando como resultado en cada caso

una produccién eficaz de acido succinico.

Ejemplo 1. Produccion de &cido succinico utilizando hidrolizado industrial

Se colocd AFP 184 en un fermentador con hidrolizado verdadero, de paja de
arroz. Un hidrolizado a modo de ejemplo es el preparado comercialmente y puesto a
disposiciéon por Arkenol Inc., de Mission Viejo, CA, a través de su procedimiento de
hidrdlisis con acido concentrado. El medio de paja de arroz contiene aproximadamente
600 g/l de glucosa y 169 ¢/l de xilosa como los dos componentes de azlcar
principales, mas cantidades menores de otros azlcares. Los datos experimentales se
encuentran en la tabla 2 y en la figura 2.

El siguiente es un protocolo del proceso de fermentacion a base de AFP 184:
El medio de fermentacién contenia los siguientes componentes: extracto de levadura
de Difco 5 g/l, triptona 10 g/l, (NH4)2SO, 2 g/l, MgSO,-7H,O 0,2 g/l, NaCl 10 g/l,
K.HPO, 7 g/l, KH,PO,4 3 g/l, hidrolizado de Arkenol 16,5 mg/l y kanamicina 30 mg/l. El
hidrolizado industrial contenia 607 g/l de glucosa y 169 g/l de xilosa como los dos
componentes de azucar principales mas cantidades menores de otros azUcares. Se
esteriliz6 en autoclave el medio con todos los componentes excepto el antibiético a
121°C durante 20 minutos. Entonces se afiadié kanamicina tras el enfriamiento. Se
usé este medio de fermentacion tanto para los matraces de in6culo como para el
fermentador de un litro. Para el in6culo, se colocaron 50 mg de medio en un matraz de
250 mg y se inocul6 con 0,2 mg del cultivo de reserva de AFP184 que se mantuvo en
glicerol al 30% y a -70°C. Se incubd el matraz en un agitador incubador a 37°C y 250
rpm durante la noche (aproximadamente 16 horas). Entonces se usoé todo el contenido
del matraz para inocular el fermentador que se mantuvo a 37°C. Se aire6 el medio en
el fermentador para permitir el crecimiento rapido del organismo. Tras seis horas,
cuando se logré la masa celular requerida, se emprendieron las siguientes acciones: 1.
se apago el aire para producir condiciones anaerdbicas, que iniciarian la produccién
de &cido succinico; 2. se inyectdé gas de dioxido de carbono en el medio a una
velocidad de 0,03 mg por minuto; y 3. se afiadié una disolucién de alimentacion que
contenia el hidrolizado de Arkenol diluido con agua desionizada hasta una
concentracion de 500 g/l de glucosa total més xilosa al fermentador para lograr una
concentracion de azucar total de 50 g/l en el medio de fermentacion. Durante el

transcurso del experimento, cuando la concentracion de azucar en el fermentador era
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baja, se afadi®6 méas alimento para proporcionar sustratos suficientes para la
produccion de acido succinico. A medida que las células producian acido succinico,
bajaba el pH. Se mantuvo a pH 6,5 mediante la adicién de una disolucion de Na,COs
1,5 M a través de la accion de un controlador de pH automéatico. Se tomaron muestras
a intervalos y se analizaron para determinar la densidad 6ptica, la glucosa, la xilosa, el

acido succinico, el acido acético, el 4cido lactico y el etanol.

Tabla 2: Produccioén de acido succinico, acido acético y etanol a partir de Arkenol con

un mutante que contiene anomalias de ptsG, Idh y pfi

Tiempo Glucosa Xilosa Acido Acido Etanol
succinico acético

0 7,04 1,94 0 0 1,60
2 6,85 1,53 0 0,41 1,35
4,2 4,41 0 0 0,85 1,13
6 0 0 0 0,55 1,04
6,05 29,27 7,17 0 0 0,68
24 9,56 1,69 26,12 2,24 0,49
24,05 27,25 5,60 26,39 2,82 0,72
28,1 23,7 14,69 28,42 2,98 0,71
29,5 22,8 14,17 27,20 3,04 0,67
29,55 34,77 7,95 26,41 2,63 0,52
48 20,98 4,72 37,98 3,71 0,62
54 19,13 4,30 43,82 4,10 0,71
54,05 46,73 10,85 43,51 3,69 0,59
72 35,14 8,85 48,52 4,01 0,63
80 33,60 8,45 51,44 4,10 0,50
104,25 23,02 7,20 50,99 4,64 0

120 19,73 6,77 54,12 4,83 0

192 13,04 5,87 63,21 4,88 0

Ejemplo 2. Produccion de &cido succinico a partir de mezcla de azucar sintética

Se desarroll6 un protocolo de fermentacion utilizando AFP 184 en combinacion
con una materia prima de azucar sintética. Como puede observarse en la figura 3, la
produccion de succinato era rapida hasta 80 horas, y se alcanzé una meseta un poco
antes de alcanzar un pico final de 60 g/l tras aproximadamente 140 horas.

El medio de fermentacion contenia los siguientes componentes: extracto de
levadura de Difco 5 g/I, triptona 10 g/l, (NH,;)2S0O, 2 g/l, MgSQO,-7H,0 0,2 g/l, NaCl 10
g/l, K;HPO, 7 g/l, KH,PO, 3 g/l, glucosa 7,6 g/l, xilosa 1,85 g/l y kanamicina 30 mg/l.
Se esterilizé en autoclave el medio con todos los componentes excepto el antibiético a
121°C durante 20 minutos. Entonces se afadié kanamicina tras el enfriamiento. Se

uso este medio de fermentacién tanto para los matraces de in6culo como para el
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fermentador de un litro. Para el in6culo, se colocaron 50 mg de medio en un matraz de
250 mg y se inoculd con 0,2 mg del cultivo de reserva de AFP184 que se mantuvo en
glicerol al 30% y a -70°C. Se incubd el matraz en un agitador incubador a 37°C y 250
rpm durante la noche (aproximadamente 16 horas). Entonces se uso6 todo el contenido
del matraz para inocular el fermentador que se mantuvo a 37°C.

Se aireé el medio en el fermentador para permitir el crecimiento rapido del
organismo. Tras seis horas, cuando se logr6 la masa celular requerida, se
emprendieron las siguientes acciones:

1. se apagé el aire para producir condiciones anaerébicas, que iniciarian la
produccién de 4cido succinico;

2. se inyecté gas de diéxido de carbono en el medio a una velocidad de 0,03 mg
por minuto; y

3. se afadié una disolucién de alimentacion que contenia 400 g/l de glucosa y 84
g/l de xilosa al fermentador para lograr una concentracion de azucar total de 50
g/l en el medio de fermentacion.

Durante el transcurso del experimento, cuando la concentracion de azlcar en
el fermentador era baja, se afadi® méas alimento para proporcionar sustratos
suficientes para la produccion de acido succinico. A medida que las células producian
acido succinico, bajaba el pH. Se mantuvo a pH 6,5 mediante la adicion de una
disoluciéon de Na,CO; 1,5 M a través de la accién de un controlador de pH automatico.
Se tomaron las muestras a intervalos y se analizaron para determinar la densidad
Optica, la glucosa, la xilosa, el acido succinico, el acido acético, el acido lactico y el
etanol.

La tabla 3, a continuacion, y la figura 3 ilustran la produccion de acido succinico
que resulta de la utilizacion de la mezcla de azlcar sintética.

Como puede observarse en una comparacion entre el ejemplo 1y el ejemplo 2,
la produccién de succinato del mutante era equivalente (véanse los puntos de tiempo
120y 122 de las tablas 2 y 3, respectivamente) cuando se uso el hidrolizado industrial
frente a cuando se uso6 la materia prima sintética. Este resultado ilustra el caracter
robusto del protocolo inventado porque cualquier material téxico inherente con

hidrolizados de calidad industrial no degradaron el rendimiento.

Tabla 3: Produccién de acido succinico en un protocolo de fermentacion utilizando

azucar sintética



Tiempo
0

2

4,2
4,45

6

6,25

24

30
30,25
Tiempo
48

54
54,25
72

78
78,25
96,5
122
144

ES 2348 513 T3

Glucosa
7,65
7,19
3,15
6,03
1,04
40,2
7,76
9,18
39,3

Glucosa
18,6
14,8
27,4
19,7
17,6
35,5
30,2
24,1
22,8

19

Xilosa
1,85
1,03

0
0,84
0
7,57
3,92
2,63
8,2
Xilosa
55
4,95
8,1
6,04
5,42
9,49
8,25
6,48
5,67

Succinato

[cNeoNeoNoNoNe)

24,55
29,34
29,34
Succinato
39,8
42,33
40,77
48,33
50,27
48,87
53,62
55,1
59,35

Acetato
0
0,32
1,1
1,1
2,02
2,02
3,43
4,11
411
Acetato
4.6
5,26
4.9
5,76
6
5,75
5,87
5,87
5,43
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REIVINDICACIONES
Método de produccion de acido succinico a partir de hidrolizados de calidad

industrial que comprende :
a) suministrar un organismo de una cepa de Escherichia coli seleccionada
de AFP 184 (ATCC PTA 5132), AFP 400 (ATCC PTA 5583) y AFP 404
(ATCC PTA 5133);
b) permitir que dicho organismo acumule biomasa; y
c) permitir gue dicho organismo metabolize el hidrolizado.
Método segun la reivindicacion 1, en el que la biomasa acumula entre
aproximadamente 10° y 10** células por mililitro.
Método segun la reivindicacion 1, en el que el hidrolizado de calidad industrial
es hidrolizado lignocelulésico, o disoluciones de azucar derivada de maiz.
Método segun la reivindicacién 1, en el que la temperatura se selecciona de
entre aproximadamente 25°C y 45°C.
Método segun la reivindicacion 1, en el que la biomasa se acumula en una
atmosfera aerobia.
Método segun la reivindicacion, en el que el pH se selecciona de entre
aproximadamente 5y 9.
Método segun la reivindicacion 1, en el que el hidrolizado est4 contenido en
una primera cantidad de materias primas y en el que el método se hace
continuo con la adicion de una segunda cantidad de materias primas.
Método segun la reivindicacion 7, en el que se afiade la segunda cantidad de
materias primas cuando la concentracion de &cido succinico es de
aproximadamente 50 g/l.
Cepa mutante de Escherichia coli seleccionada de AFP 184 (ATCC PTA 5132),
AFP 400 (ATCC PTA 5583) y AFP 404 (ATCC PTA 5133), caracterizada
porgue produce acido succinico a partir de sustrato contenido en hidrolizado de
calidad industrial en una razén de entre 0,6:1 y 1,3:1 de &cido succinico con
respecto al sustrato.
Mutante segun la reivindicacion 9, en el que el sustrato es un azucar
seleccionado del grupo que consiste en glucosa, lactosa, sorbitol, xilosa,
arabinosa, manosa, acido glucorénico, galactosa, fructosa o combinaciones de

los mismos.
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11. Mutante segun la reivindicacion 9, en el que el mutante puede utilizar més de

un sustrato simultdneamente para producir acido succinico simultdneamente.
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