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ABREVIATURAS 

Mt Miles de toneladas 
MMt Millones de toneladas 
PEP Fosfoenolpiruvato 
OAA Oxaloacetato 
ATP Adenosín trifosfato 
rpm Revoluciones por minuto 
OD600 Densidad óptica a 600 nanómetros 
nm Nanómetros 
mM Milimolar 
M Molar 
pb Pares de bases 
mg Miligramos 
g Gramos 
Kb Kilobase 
Cm Antibiótico cloranfenicol 
Km Antibiótico kanamicina 
Cb Antibiótico carbenicilina 
µ Velocidad específica de crecimiento 
Qp Productividad volumétrica 
qs Velocidad específica de consumo en etapa estacionaria 
qp Velocidad específica de producción en etapa estacionaria 
Yp/s Rendimiento producto sobre sustrato 
XMAX Biomasa producida en etapa exponencial 
kLa Coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno 
IPTG Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido 
HPLC Cromatografía líquida de alta resolución 
MOPS  Ácido 3-(N-morfolino)-propanosulfónico 
NAD+ Nicotinamida adenina dinucleótido 
NADH Nicotinamida adenina dinucleótido reducido 
CDW Peso celular seco 
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1. RESUMEN 

El ácido succínico posee potencial para ser utilizado como precursor de compuestos 
industriales, tales como el tetrahidrofurano y la butirolactona. La producción 
biotecnológica tiene la ventaja de utilizar como materia prima sustratos renovables 
tales como los azúcares presentes en residuos lignocelulósicos. Mediante el uso de 
ingeniería metabólica, en este proyecto se planteó la modificación de una cepa de 
Escherichia coli no fermentativa (cepa MS01) generada previamente en el grupo de 
trabajo y a la cual se le inactivaron las vías de producción de etanol, ácido láctico, 
ácido fórmico y ácido succínico, y a partir de ella obtener una cepa sobreproductora 
de ácido succínico. En E. coli la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc) actúa 
normalmente como enzima principal de carboxilación de fosfoenolpiruvato y utiliza los 
mismos sustratos que fosfoenolpiruvato carboxicinasa (Pck), sin embargo, con Ppc no 
se obtiene una molécula de ATP por cada reacción como ocurre con Pck, lo cual 
representa una ventaja para la célula en términos energéticos y favorece la producción 
de ácido succínico. La estrategia planteada fue la reintegración del gen de la enzima 
fumarato reductasa como primer paso para restablecer la capacidad de producir ácido 
succínico (cepa MS01 frdA); y con el fin de obtener una cepa que utilizara la enzima 
fosfoenolpiruvato carboxicinasa, como principal vía de carboxilación de 
fosfoenolpiruvato hacia oxaloacetato, se realizó la integración del gen pck en 
cromosoma bajo control de un promotor inducible (cepa MS01 frdA Ptrcpck) y la 
eliminación del gen ppc (cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc). Las cepas construidas se 
caracterizaron en minifermentadores de 250 ml y biorreactores de 1 L en medio mineral 
y glucosa. Adicionalmente, se evaluó el efecto de bajas velocidades de transferencia 
de oxígeno (OTR) sobre la producción de succínico. La reintegración del gen frdA 
permitió a la cepa producir ácido succínico en condiciones anaerobias, sin embargo, 
durante la evaluación en minifermentadores sin aireación se observó baja capacidad 
de producción de ácido succínico. Al evaluar en biorreactor de 1 L con medio mínimo 
y glucosa a cuatro diferentes OTR, se observó que la condición de limitación de 
oxígeno que favorece la producción de succínico es de 2.24 mmol O2 L-1 h-1. Una vez 
determinada una OTR que favorece la producción de ácido succínico, se evaluó a la 
cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc en biorreactor con medio mineral y glucosa, y se observó 
que el efecto conjunto de la integración del gen pck en cromosoma y la eliminación del 
gen ppc fue un incremento en el título final, rendimiento y productividad volumétrica de 
ácido succínico. Posteriormente, se evaluó a la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc utilizando 
xilosa y una mezcla glucosa-xilosa. Los parámetros cinéticos, el título y los 
rendimientos de succínico fueron similares en las tres evaluaciones 
independientemente del sustrato utilizado. Una observación importante que se 
encontró durante la evaluación en la mezcla glucosa-xilosa fue el consumo simultáneo 
de ambas fuentes de carbono, aunado al consumo simultáneo de ácido pirúvico, lo 
cual podría estar asociado a la eliminación del gen ppc modificando el fenómeno de 
represión catabólica. En conclusión, mediante ingeniería de vías metabólicas se logró 
modificar una cepa no fermentativa para la sobreproducción de ácido succínico, 
haciendo uso de la enzima Pck como principal vía de carboxilación de PEP, además 
se logró mejorar la capacidad de producción utilizando condiciones de limitación de 
oxígeno en medio mínimo con glucosa, xilosa o una mezcla de glucosa y xilosa como 
fuente de carbono.  
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2. INTRODUCCIÓN 

En la actualidad, el ácido succínico se produce principalmente a partir del petróleo, sin 

embargo, se están buscando alternativas que permitan sustituir el proceso tradicional 

por procesos biotecnológicos (Jarboe et al., 2010). La aplicación de procesos 

biotecnológicos para la producción de compuestos de uso industrial es relevante ya 

que los microorganismos tienen la capacidad de utilizar materias primas renovables 

como sustrato (Cheng et al., 2013).  

El ácido succínico es un intermediario del ciclo de Krebs en condiciones aerobias, pero 

también puede producirse como producto final del metabolismo durante la 

fermentación anaerobia. La rama reductora del ciclo de Krebs, la ruta del glioxilato y la 

rama oxidativa del ciclo de Krebs son las vías del metabolismo que pueden utilizarse 

para la síntesis de ácido succínico (Cheng et al., 2013). Debido a que la generación 

de subproductos es uno de los principales inconvenientes en procesos fermentativos, 

se hace uso de la ingeniería metabólica con el fin de desviar el flujo de carbono hacia 

la síntesis del metabolito de interés, en este caso el ácido succínico (Cheng et al., 

2013; McKinlay et al., 2007). Esta herramienta permite el mejoramiento de las 

actividades celulares a través de la manipulación de las funciones reguladoras, 

enzimáticas y de transporte de la célula (Bailey, 1991). 
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3. ANTECEDENTES 

3.1. El ácido succínico como precursor de compuestos de interés comercial  

El ácido succínico, es un ácido dicarboxílico formado por cuatro átomos de carbono y 

puede usarse como punto de partida para la síntesis de otros compuestos químicos y 

se estima que el potencial de mercado es de aproximadamente 270 Mt al año (Jarboe 

et al., 2010; Kurzrock et al., 2010). Puede utilizarse como base para la producción de 

1,4-butanodiol, el cual se utiliza para generar tetrahidrofurano (THF), γ-butirolactona, 

los cuales a su vez son empleados en la producción de solventes. Además, el THF se 

utiliza para la fabricación de elastómeros de uretano termoplástico y fibras de 

poliuretano. El ácido succínico también puede utilizarse para sustituir al ácido adípico 

(que se utiliza para hacer nylon) y al anhídrido maleico, utilizado en la industria de la 

vivienda, construcción y automotriz (McKinlay et al., 2007). 

3.2. Microorganismos productores de ácido succínico 

Muchas bacterias han sido identificadas por su habilidad natural para producir ácido 

succínico como principal producto fermentativo. Algunas de estas son Actinobacillus 

succinogenes, Anaerobiospirillum succiniciproducens, Corynebacterium glutamicum y 

Mannheimia succiniciproducens. El inconveniente de la producción biotecnológica de 

este compuesto utilizando sobreproductores naturales es que poseen un 

requerimiento de medios de cultivo con ingredientes de composición compleja (e.g. 

extracto de levadura o triptona) lo cual incrementa el costo general de la producción, 

la purificación y el manejo de residuos (Tabla 1) (Jantama et al., 2008). Debido a la 

importancia de desarrollar biocatalizadores que puedan utilizar recursos renovables 

para la producción de compuestos químicos, el microorganismo de elección debe ser 

capaz de crecer en medios de cultivo minerales con fuentes de carbono baratas, y ser 

capaz de metabolizar hexosas y pentosas, para poder utilizar como sustrato la 

totalidad de los componentes de la biomasa vegetal presente en los residuos 

lignocelulósicos. Además, debe poseer alta velocidad metabólica (la cual es necesaria 

para una alta velocidad de producción), y no debe requerir procesos de fermentación 

complicados. Así mismo, debe mostrar resistencia a los inhibidores producidos durante 

el proceso de pretratamiento al cual se someten los residuos lignocelulósicos, y ser 
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tolerante a concentraciones de sustrato y producto elevadas para que sea posible 

obtener altas cantidades del producto deseado (Jarboe et al., 2010). 

E. coli posee muchas de las características fisiológicas mencionadas  y es, por lo tanto, 

una excelente base para la producción de metabolitos de interés (Jarboe et al., 2010). 

Sin embargo, este microorganismo produce varios compuestos por medio de 

fermentación como son ácido acético, etanol, ácido fórmico, ácido láctico, y ácido 

succínico, pero este último en cantidades muy pequeñas (Hong & Lee, 2001).  
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Tabla 1. Comparación de la producción de ácido succínico por diferentes microorganismos  

Microorganismo Medio y condiciones de cultivo 
Título 
(g/L)a 

Rendimiento 
(gSucc/gGlu)b 

Referencia 

E coli KJ060 ΔldhA, ΔadhE, 
ΔackA, ΔfocA, ΔpflB, pck*, 
ptsI* 

(Inóculo 0.2 gCDW/L) 

 

Medio mineral AM1 + glucosa (100 g L-1) 
con 10 g L-1 KHCO3, fermentación por 

lote, 120 h de incubación, control pH con 
mezcla 1:1 de KOH 6 M + K2CO3 3 M  

73.45 
[0.61] 

1.06 Jantama et 
al., 2008 

E. coli AFP111 ΔpflAB, 
ΔldhA, ΔptsG, Rhizobium 
etli pyc sobre expresada 

Glucosa (40 g L-1) en medio 
suplementado con triptona (20 g L-1), 
extracto de levadura (10 g L-1) y MgCO3 
(40 g L-1), fermentación de dos fases en 
lote alimentado, 76 h de incubación 

99.31 
[1.31] 

1.10 Vemuri et al., 
2002a, b 

Actinobacillus succinogenes 
FZ53 

Glucosa (130 g L-1) suplementada con 
licor de maíz fermentado (15 g L-1), 
extracto de levadura (5 g L-1) y MgCO3 
(80 g L-1), fermentación anaerobia en 
lote, 78 h de incubación 

 

106.04 

[1.36] 

0.82 Guettler et al., 
1996 

Anaerobiospirillum 
succiniciproducens ATCC 
53488 

Glucosa (120 g L-1) en medio 
peptona/extracto de levadura, 
biorreactor-electrodiálisis con membrana 
integrada con burbujeo de CO2, 150 h de 

incubación 

 

83.02 

[0.55] 

0.89 Meynial-
Salles et al., 

2007 

E. coli SBS550MG ΔldhA, 
ΔadhE, ΔiclR, ΔackA-pta, 
Lactococcus lactis pyc, 
Bacillus subtilis citZ 

 

Glucosa (20 g L-1; 100 g total) en medio 
LB suplementado con NaHCO3 (1 g L-

1), ampicilina (200 mg L-1) y 1 mM IPTG. 
100% CO2 a 1 L/min STP espacio de 

cabeza, fermentación en lote alimentado, 
95 h de incubación 

 

40.03 

[0.42] 

1.06 Sánchez et 
al., 2005 

Corynebacterium glutamicum 
R 

Glucosa (40 g L-1) en medio mineral 
definido con NaHCO3 (400 mM), 

fermentación en lote alimentado, 6 h de 
incubación 

23.03 
[3.83] 

0.19 Okino et al., 
2005 

Mannheimia 
succiniciproducens ΔldhA, 
ΔpflB, Δpta-ackA 

Glucosa (63 g L-1) in MMH3 (Medio a 
base de extracto de levadura), 
fermentación en lote alimentado, 
burbujeo de CO2 (0.25 vol/vol/min), 30 h 
de incubación 

52.43 
[1.75] 

0.76 Lee et al., 
2006 

*Modificado de Jantama et al., 2008. 

a La productividad volumétrica se muestra entre corchetes [g L-1 h -1]. 

b El rendimiento molar se calcula con base en la producción de ácido succínico del azúcar metabolizado durante ambas 
condiciones aeróbicas y anaeróbicas. La biomasa se genera principalmente durante el crecimiento aeróbico. El ácido succínico 
se produce principalmente durante la incubación anaerobia con CO2, H2, o una mezcla de ambos. 

 

 

  



6 
 

3.3. Producción biotecnológica de ácido succínico 

En la actualidad, la mayor cantidad del ácido succínico disponible se produce mediante 

procesos químicos, en los cuales el gas licuado de petróleo o aceite de petróleo son 

utilizados como materia prima. La producción mediante fermentación microbiana de 

carbohidratos ha recibido mucha atención debido a la problemática que existe por el 

agotamiento de los yacimientos fósiles y las emisiones de gases de efecto invernadero 

(Li et al., 2016; Song & Lee, 2006). 

En ese sentido, está reportado que en México se producen anualmente 45 MMt de 

rastrojos, a partir de cuatro cultivos principales (maíz, sorgo, trigo y cebada) y en el 

cultivo de maíz se genera casi tres cuartas partes del rastrojo total (Vélez-Izquierdo et 

al., 2013). Los componentes lignocelulósicos de los rastrojos de maíz, generan glucosa 

y xilosa durante su hidrólisis (Vargas-Tah et al., 2015). Es por esta razón que una de 

las características importantes del microorganismo utilizado es la capacidad de poder 

utilizar diferentes fuentes de carbono. En particular, en este estudio el enfoque se 

dirige hacia la producción de ácido succínico a partir de glucosa ya que es uno de los 

productos más abundantes en la biomasa de las plantas (McKinlay et al., 2007). 

Adicionalmente, se incluyeron cultivos utilizando xilosa como fuente de carbono, ya 

que la información obtenida permitirá que eventualmente se haga uso de los residuos 

lignocelulósicos como materia prima de las fermentaciones microbianas. 

3.4. Ingeniería de vías metabólicas 

Las cepas silvestres de E. coli son capaces de fermentar glucosa en medios minerales 

simples, pero producen ácido succínico como producto minoritario. Debido a esto, con 

el propósito de obtener mejor rendimiento y productividad, una de las estrategias 

principales es eliminar las vías competitivas en donde se generan otros productos 

(Jarboe et al., 2010). Por tal razón en este proyecto se partió de la cepa MS01 (E. coli 

MG1655 ΔpfIB, ΔadhE, ΔfrdA, ΔxylFGH, Δreg 27.3 kb, gatC S184L, ΔmidarpA, ΔldhA), 

a la cual previamente se le eliminaron los genes para las vías fermentativas principales 

de producción de ácido láctico, acetil-CoA, ácido fórmico, etanol y ácido succínico.  

La estrategia que se propone para mejorar el rendimiento de ácido succínico involucra 

incrementar la carboxilación de PEP o ácido pirúvico hacia un precursor de cuatro 
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carbonos del cual se pueda obtener ácido succínico en el nodo del fosfoenolpiruvato-

piruvato-oxaloacetato (PEP-PIR-OAA). En la red metabólica de E. coli existen cuatro 

enzimas de carboxilación nativas que podrían ser utilizadas con este propósito (Figura 

1). La carboxilación de PEP a OAA por la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc) 

se conoce como la vía primaria para la producción fermentativa de ácido succínico en 

E. coli. La segunda y tercera vías utilizan enzimas dependientes de NADH y NADPH 

(MaeA y MaeB, respectivamente) para catalizar la carboxilación reversible de ácido 

málico a ácido pirúvico. La cuarta vía utiliza a la enzima fosfoenolpiruvato 

carboxicinasa (Pck), para la carboxilación de PEP a OAA con la conservación de la 

energía como ATP. Aunque la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa normalmente 

funciona sólo durante la gluconeogénesis, en la dirección de OAA hacia PEP, se ha 

probado que también funciona en la dirección opuesta (Zhang et al., 2009).  

Se sabe que en las bacterias del rumen sobreproductoras de ácido succínico (A. 

succinogenes, A. succiniciproducens y M. succiniciproducens) la enzima que se utiliza 

principalmente es la enzima Pck, en donde funciona en la dirección opuesta a lo que 

ocurre en cepas de E. coli nativas (Zhang et al., 2009). Con esta enzima, la conversión 

de PEP a OAA conserva energía (en forma de ATP) en comparación con la reacción 

catalizada por Ppc (Li et al., 2013). En el caso de E. coli, el uso de Pck como principal 

enzima de carboxilación de PEP en lugar de Ppc y, por consiguiente, el incremento en 

la cantidad de ATP disponible, favorecería el balance energético, el crecimiento celular 

y la producción de ácido succínico (Zhang et al., 2009).  
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Con respecto a esto, en un estudio de evolución adaptativa que se realizó para mejorar 

la producción de ácido succínico, se reporta el reclutamiento de la enzima 

gluconeogénica Pck como principal ruta de carboxilación de PEP en las cepas de E. 

coli evaluadas de manera similar a lo que ocurre en las bacterias del rumen. Las 

mutaciones a las cuales se les atribuye el aumento en la cantidad de transcrito y el 

aumento de la actividad enzimática, son la pérdida de la represión catabólica y un 

cambio de base en la región del promotor del gen pck. Estas modificaciones 

permitieron la expresión de este gen en presencia de glucosa e incrementaron el flujo 

de carbono hacia ácido succínico y el aumento de la conservación de la energía 

metabólica en forma de ATP (Zhang, et al., 2009).  

Figura 1. Metabolismo central de carbono y vía sintética de producción de ácido succínico propuesta en E. coli. Se muestran 

el nombre de los genes que codifican para las enzimas del nodo fosfoenolpiruvato-piruvato-oxaloacetato (PEP-PIR-OAA) en 
líneas punteadas, la vía seleccionada para la carboxilación del fosfoenolpiruvato se muestra en línea roja. 
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3.5. Producción de ácido succínico bajo condiciones de limitación de 

oxígeno  

En un trabajo previo realizado en nuestro grupo de trabajo con una cepa derivada de 

la cepa MS01, se reporta que el uso de condiciones de limitación de oxígeno mejora 

el rendimiento y la productividad durante la producción de etanol. En dichas 

condiciones se logró que la tensión de oxígeno disuelto fuera de cero, aunque la 

transferencia de oxígeno tuvo un valor positivo. Esto se debe a que la velocidad de 

consumo de oxígeno se ve limitada por la velocidad de transferencia de oxígeno al 

medio. La mayor productividad volumétrica de etanol se logró al usar una aireación de 

0.1 vvm, una agitación de 400 rpm en un biorreactor de 1 L con un volumen de 

operación de 0.75 L y usando una turbina Rushton de 6 paletas planas, lográndose un 

kLa de 7.2 h-1 a una velocidad de transferencia de oxígeno de 1.55 mmol L-1 h-1 

(Fernández-Sandoval, 2012). Debido a que la cepa evaluada en el estudio mencionado 

(Fernández-Sandoval, 2012) y las cepas a utilizar en este trabajo son derivadas del 

mismo fondo genético (cepa MS01) se considera importante evaluar el efecto del uso 

de cultivos con limitación de oxígeno para la producción de ácido succínico. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

Actualmente una gran cantidad de compuestos químicos se obtienen de derivados del 

petróleo; sin embargo, debido a los inconvenientes que conlleva la utilización de esta 

materia prima, es necesario buscar fuentes renovables que permitan sustituir a las 

fuentes no renovables. La necesidad de utilizar microorganismos que posean 

características ideales para los procesos fermentativos ha llevado al uso de diversas 

estrategias de cultivo y a la modificación genética. La ingeniería de vías metabólicas 

permite obtener cepas con mejores capacidades de producción, dirigir el flujo de 

carbono hacia el metabolito de interés, minimizar la producción de subproductos e 

incrementar el rendimiento final. Es importante continuar con el desarrollo de cepas 

productoras, sin embargo, para lograr que estas puedan ser utilizadas a nivel industrial 

es necesario que se comprenda el metabolismo y la manera en que responde la célula 

a ciertas modificaciones y condiciones de cultivo.  

Las estrategias de ingeniería metabólica se plantearon para obtener una cepa de 

Escherichia coli sobreproductora de ácido succínico. Estas estrategias comprenden el 

restablecimiento del gen que codifica para la enzima fumarato reductasa en la cepa de 

E. coli MS01, la cual es una cepa no fermentativa previamente generada en el 

laboratorio. Así mismo, para lograr que Pck sea la principal enzima encargada de la 

carboxilación de PEP es necesario eliminar el gen que codifica para la enzima Ppc y 

expresar Pck utilizando un promotor inducible. Adicionalmente, de acuerdo a un 

estudio previo en una cepa similar, el uso de condiciones de limitación de oxígeno en 

los cultivos permitirá mejorar la capacidad de producción de ácido succínico. 
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5. HIPÓTESIS 

El restablecimiento de la actividad de la fumarato reductasa y la utilización de la enzima 

gluconeogénica fosfoenolpiruvato carboxicinasa, como principal enzima para la 

carboxilación de fosfoenolpiruvato hacia oxaloacetato, en la cepa no fermentativa 

MS01 conllevarán a la generación de una cepa de E. coli sobreproductora de ácido 

succínico. 

6. OBJETIVO 

Construir una cepa de E. coli sobreproductora de ácido succínico a partir de glucosa, 

usando estrategias de ingeniería de vías metabólicas. 

6.1. Objetivos particulares 

1. Evaluar el efecto de la reintegración del gen de la enzima fumarato reductasa, 

que cataliza la reacción de fumarato hacia ácido succínico, en la cepa MS01 en 

condiciones anaerobias 

2. Evaluar el efecto del uso de condiciones de limitación de oxígeno en la 

capacidad de producción de ácido succínico  

3. Evaluar el efecto de la integración del gen que codifica para la enzima 

fosfoenolpiruvato carboxicinasa, bajo control de un promotor inducible, y la eliminación 

del gen que codifica para la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa en la producción de 

ácido succínico 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS  

7.1. Cepas, plásmidos y técnicas de biología molecular utilizadas 

En este estudio se partió de la cepa modificada de E. coli denominada MS01 (MG1655 

ΔpfIB, ΔadhE, ΔfrdA, ΔxylFGH, Δreg 27.3 kb, gatC S184L, ΔmidarpA, ΔldhA) 

(Fernández-Sandoval et al., 2012) la cual es una cepa no fermentativa que se obtuvo 

en nuestro grupo de trabajo, el Laboratorio de Ingeniería de Vías Metabólicas y 

Biología Sintética, del Instituto de Biotecnología, Universidad Nacional Autónoma de 

México (Tabla 2).  

En este estudio se realizó la integración en cromosoma del gen frdA que codifica para 

la enzima fumarato reductasa que había sido previamente eliminado. Esto se realizó 

mediante recombinación homóloga y selección por viabilidad (Datsenko & Wanner, 

2000). También se integró el gen pck, amplificado a partir de la cepa silvestre MG1655, 

que codifica para la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa en cromosoma en el locus 

del gen lacZ bajo control del promotor trc; esto se realizó utilizando el plásmido de 

integración pLoxGentrc de acuerdo con lo reportado por Sabido y colaboradores 

(2013). Para la deleción del gen ppc se siguió el protocolo descrito por Datsenko 

(2000). Las mutantes transformadas se seleccionaron por resistencia a antibiótico y en 

el caso de la reintegración del gen frdA se seleccionaron por viabilidad en condiciones 

anaerobias ya que no se utilizó casete de resistencia en esta variante del método. 

Las integraciones e inactivaciones fueron comprobadas por tamaño del producto 

amplificado por PCR y, adicionalmente, por secuenciación para el caso de las 

integraciones en cromosoma. Los protocolos para la realización de PCR, digestión con 

enzimas de restricción, transformación de cepas por electroporación, visualización del 

ADN por electroforesis en geles de agarosa, se realizaron de acuerdo con los 

procedimientos estándar y a lo descrito en el manual de cada una de las enzimas o 

reactivos. El ADN cromosomal fue aislado y purificado con el kit “Ultra Clean Microbial 

DNA Isolation” (MO BIO laboratories, Inc, USA). Cuando se necesitaba hacer 

evaluaciones de varias colonias a la vez, el ADN se obtuvo por el método de ebullición. 

Los productos de PCR utilizados para la modificación de las cepas se amplificaron con 

la enzima de alta fidelidad Kapa HiFi (KAPA BIOSYSTEMS, Inc, USA). Posterior a la 
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amplificación los productos de PCR se purificaron a partir de banda de agarosa 0.8% 

utilizando el kit “GeneJet Gel Extraction” (Thermo Fisher Scientific, Inc, USA). 

 

Tabla 2. Cepas y plásmidos utilizados en este estudio 

Cepa Genotipo / Características Referencia 

MG1655 E. coli K12 F-, Δλ-, ilvG-, rfb-50, rph-1 Jensen, 1993 

MS01 DE3 
E. coli MG1655 ΔpfIB, ΔadhE, ΔfrdA, ΔxylFGH, Δreg 
27.3 kb, gatC S184L, ΔmidarpA, ΔldhA que porta los 
genes del fago lambda λDE 

Fernández-Sandoval et al., 
2012 

MS01 frdA  
E. coli MG1655 ΔpfIB, ΔadhE, ΔxylFGH, Δreg 27.3 kb, 
gatC S184L, ΔmidarpA, ΔldhA frdA 

Este trabajo 

MS01 frdA Ptrcpck  
E. coli MG1655 ΔpfIB, ΔadhE, ΔxylFGH, Δreg 27.3 kb, 
gatC S184L, ΔmidarpA, ΔldhA Ptrcpck 

Este trabajo 

MS01 frdA Ptrcpck 
Δppc 

E. coli MG1655 ΔpfIB, ΔadhE, ΔxylFGH, Δreg 27.3 kb, 
gatC S184L, ΔmidarpA, ΔldhA Ptrcpck Δppc 

Este trabajo 

pKD46 Plásmido que porta los genes de la recombinasa Red Datsenko & Wanner, 2000 

pLoxGentrc 

Plásmido derivado de pLoxGen4DHindIII con una 
región de pTrc99A que contiene el promotor trc, un sitio 
de clonación múltiple, las secuencias terminadoras rrnB 
de T1 y T2 y el gen lacI 

Sabido et al., 2013 

pLoxGentrcpck 
Plásmido derivado de pLoxGentrc portador del gen pck 
de E. coli  

Este trabajo 

pJW168 
Plásmido Ampr porta el gen cre bajo control del 
promotor PlacUV5 y con las funciones de replicación 
termosensibles del plásmido pSC101. 

Palmeros et al., 2000 

pKD3 
Plásmido usado como molde del casete de 
cloranfenicol para generación de productos de PCR 

Datsenko & Wanner, 2000 

pCP20 Plásmido que porta los genes de la recombinada FLP Datsenko & Wanner, 2000 
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Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados en este estudio 

Nombre Secuencia (5’  3’) Referencia 

Integración frdA 

frdA Fw ACGAAGTCTACTCGCAACGCGA Este trabajo 

frdA Rv CGATGAAGTGGGTCATATCGACCAC Este trabajo 

FrdA-Fw-1 GTGCAAACCTTTCAAGCCGA Este trabajo 

FrdA-Fw-2 TACAACACCAACGGCGGCAT Este trabajo 

FrdA-Fw-3 TTCGGCCGTCTGGCCGGTGA Este trabajo 

Integración pck en lacZ 

Pck-PstI CGATACGATTCTGCAGTTACAGTTTCGGACCAGCCG Este trabajo 

Pck-NcoI-SD CTACCATGCCATGGGATAAAGGAGGTCGCTGCTATGCGCGTTAACAATGGTT

TGACCC 

Este trabajo 

trcmelA/lacZ 
fw 

GAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACGCTTATC

ATCGACTGCACGG 

Sabido et al., 2013 

trcmelA/lacZ 
rv 

GACATGGCCTGCCCGGTTATTATTATTTTTGACACCAGACCAACTGCACAGA

TGCGTAAGGAGAA 

Sabido et al., 2013 

lacZ::trcm1 GTGGAAGCTGCCTGCACTAA Sabido et al., 2013 

lacZ::trcm2 GTGGCGAACGATGAGCCAAT Sabido et al., 2013 

aacC1 5' AGCCACCTACTCCCAACATCAG Sabido, 2014a 

MtyrA3 CTGTATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCC Sabido et al., 2013 

PckSEC1 AGCTGTCAAACCAGATCAAT Este trabajo 

PckSEC2 TCCGTCCGTTTCATCACCGA Este trabajo 

PckSEC3 GTCACCGTGCGTGAAGATGG Este trabajo 

PckSEC4 TTGCCCGTCTCACTGGTGAA Este trabajo 

PckSEC5 GGATCGAGCTCTTCCTGATA Este trabajo 

Eliminación ppc 

5' ppc/cat AGAAGAGGAAGATTAGCCGGTATTACGCATACCTGCCGCAATCCCGTGTAGG

CTGGAGCTGCTTC 

Sabido, 2014a 

3' ppc/cat TTTACGTGGCTTTATAAAAGACGACGAAAAGCAAAGCCCGAGCATATGGGAA

TTAGCCATGGTCC 

Sabido, 2014a 

ppcFw GCATCTTATCCGACCTACAC Martínez-Gómez et al., 2012 

ppcRv GCCTGTAGCAGAGTAGAGAA Martínez-Gómez et al., 2012 

cm1 CGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCAT Palmeros et al., 2000 
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7.2. Construcción de las cepas 

7.2.1. Integración cromosomal de frdA en E. coli MS01 

La cepa de la cual se partió en este estudio es la cepa no fermentativa E. coli MS01. 

Entre otros, tiene eliminado el gen de la enzima fumarato reductasa (frdA), encargada 

de la síntesis de ácido succínico a partir de ácido fumárico en condiciones anaerobias. 

Por lo que el primer paso para generar una cepa sobreproductora de ácido succínico 

fue el restablecimiento del locus frdA mediante la reintegración de este gen. 

La integración del gen frdA se llevó a cabo empleando una variante del método 

reportado por Datsenko y Wanner (2000). A partir del ADN cromosomal de la cepa 

nativa MG1655 se utilizaron los oligos frdA Fw y frdA Rv para amplificar un fragmento 

de 2,431 pb que contiene el gen frdA flanqueado por regiones de homología con el 

sitio en donde se desea integrar. La cepa MS01 se transformó con el plásmido pKD46, 

que codifica la recombinasa lambda, para promover la recombinación homóloga en los 

sitios que flanquean al gen frdA. Las cepas recombinantes se seleccionaron en medio 

mineral AM1 (Martínez et al., 2007) sólido suplementado con glucosa (20 g L-1), ácido 

cítrico (0.1 g L-1), betaína (1 mM) y acetato de sodio (2 g L-1) en condiciones 

anaerobias. Para proveer la atmósfera anaerobia se utilizó una jarra para generación 

de condiciones anaerobias Anaerojar (Oxoid Anaerojar de 2.5 L, Thermo Fisher 

Scientific, Inc, USA), en las cuales se colocaron las cajas que se sembraron junto con 

un sobre para generación de anaerobiosis (Oxoid Anaerogen 2.5L Sachet, Thermo 

Fisher Scientific, Inc, USA). Bajo estas condiciones, solamente las cepas 

recombinantes que expresaban el gen de la enzima fumarato reductasa fueron 

capaces de crecer, ya que la cepa MS01 progenitora es una cepa no fermentativa y 

Figura 2. Restablecimiento del 
locus frdA. Se muestra el gel de 
agarosa de la comprobación de la 
integración del gen frdA en 
colonias individuales (1, 6, 15, 16, 
17, 18). El tamaño esperado se 
señala con la flecha. Como 
controles se utilizó ADN 
cromosomal de las cepas MS01 
(control negativo) y MG1655 
(control positivo).  Marcador de 
peso utilizado: 1kb. 
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por lo tanto le es imposible crecer en ausencia de oxígeno. La cepa obtenida fue 

denominada MS01 frdA (Tabla 2) y su correcta construcción se comprobó por PCR 

con los oligos frdA Fw y frdA Rv (Figura 2). El producto amplificado con los oligos frdA 

Fw y frdA Rv usando como molde el ADN cromosomal de la cepa MS01 frdA se purificó 

y se envió a secuenciar con los oligos frdA Fw, FrdA-Fw-1, FrdA-Fw-2y FrdA-Fw-3 

para confirmar su inserción apropiada. 

7.2.2. Integración cromosomal del gen pck en el locus de lacZ  

Con el fin de que la enzima Pck funcione como enzima principal de carboxilación de 

fosfoenolpiruvato hacia oxalacetato, es necesario expresar el gen pck de manera 

controlada. Para esto se integró pck en cromosoma bajo control de un promotor 

inducible por IPTG en el locus de lacZ.  

Para realizar la integración del gen pck en el locus de lacZ primero fue necesario 

construir el vector pLoxGentrcpck a partir del vector pLoxGentrc. Esto se realizó 

amplificando el gen pck utilizando la cepa silvestre de E. coli MG1655 como molde con 

los oligos Pck-PstI y Pck-NcoI-SD que poseen los sitios de restricción NcoI y PstI 

(tamaño 1664 pb). Posteriormente, se digirieron de manera independiente el vector y 

el producto de PCR y se unieron los extremos por medio de una reacción de ligación 

con la enzima ligasa T4 (Thermo Fisher Scientific, Inc, USA) (Figura 3). Se comprobó 

la construcción por restricción, observándose los tamaños esperados para el vector 

linealizado y el gen pck, 6255 y 1664 pares de bases, respectivamente (Figura 5). A 

partir del vector pLoxGentrcpck se amplificó un fragmento de 3643 pb utilizando los 

oligos trcmelA/lacZ fw y trcmelA/lacZ rv que incluía el gen pck bajo el control del 

promotor Ptrc y el gen que codifica para la resistencia a gentamicina flanqueado por los 

sitios loxP, este fragmento está flanqueado en sus extremos por regiones de 

homología con el gen lacZ. El producto de PCR obtenido se digirió con la enzima DpnI 

para eliminar el molde y se purificó por electroforesis en gel de agarosa 0.8% utilizando 

el kit “GeneJet Gel Extraction Kit” (Thermo Fisher Scientific, Inc, USA). La cepa MS01 

frdA, que había sido transformada previamente con el plásmido pKD46, se transformó 

con 1 µl de producto de PCR purificado, se recuperó en SOC adicionado con glucosa 

durante 4 horas, a 30 ºC, 300 rpm. De este cultivo se sembraron 200 µl en cajas de LB 
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sólido + gentamicina 5 mg L-1 (Gm5), a 37 ºC durante 18 horas. Las colonias candidatas 

se resembraron a 37 ºC hasta que se observó pérdida del plásmido pKD46 en cajas 

de LB sólido + Cb100 a 30 ºC. Las colonias que mostraron el fenotipo de resistencia a 

Gm5 se comprobaron con el método de selección por colonias azules y blancas con X-

gal, en el cual las colonias blancas son aquellas que poseen el gen lacZ interrumpido 

(Figura 4). Posteriormente, se comprobó la integración en el locus de lacZ por PCR, 

con un tamaño de banda esperado de 5586 pb y usando como control ADN de la cepa 

MS01 frdA. Con el fin de eliminar el gen de resistencia a gentamicina se transformó la 

cepa MS01 frdA Ptrcpck GmR con 1 µl de plásmido pJW168, que contiene el gen de la 

recombinasa específica cre, la recombinación se lleva a cabo en los sitios loxP, se 

recuperó en SOC adicionado con glucosa durante 4 horas, a 30 ºC, 300 rpm. Del 

cultivo de recuperado de células transformantes se sembraron 200 µl en cajas de LB 

sólido con IPTG 0.1 mM y Cb100. Se comprobó la eliminación del casete por PCR y por 

secuenciación con el fin de verificar que el fragmento que se integró en cromosoma no 

contiene errores. Para esto, se amplificó un fragmento de 2689 pb con los oligos 

lacZ::trcm1 y MtyrA3 y se mandó a secuenciar con los oligos lacZ::trcm1, pckSEC1, 

pckSEC2, pckSEC3, pckSEC4 y pckSEC5. Los resultados obtenidos de la 

secuenciación muestran que el fragmento fue integrado en el sitio correcto y que no 

contiene modificaciones en la parte estructural del gen o en la región reguladora. La 

cepa obtenida se denominó MS01 frdA Ptrcpck (Figura 6).  

  

. 
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Figura 3. Esquema de la construcción del vector pLoxGentrcpck a partir del vector de integración pLoxGentrc. El gen pck se integró río abajo del promotor trc. Se 
obtuvieron tres candidatas las cuales posteriormente se evaluaron por patrones de digestión. 
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 Figura 4. Comprobación de la construcción del vector 
pLoxGentrcpck por doble digestión con las enzimas 
NcoI y PstI. Se observa el patrón esperado: una banda 
de 6255 pb y una banda de 1664 pb en las tres 
candidatas evaluadas. Marcador de peso utilizado: 1kb 

Figura 5. Comprobación de la integración del gen pck 
en el locus de lacZ por la prueba con el método de 
selección por colonias azules y blancas. Las 
candidatas 17 y 18 presentaron el fenotipo blanco por 
la interrupción de la actividad de la enzima β-
galactosidasa codificada por el gen lacZ. 
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7.2.3. Inactivación cromosomal del gen ppc 

La enzima Ppc utiliza el mismo sustrato que Pck para llevar a cabo la reacción (Figura 

1) y posee mayor afinidad por los sustratos (Tabla 9). Se decidió eliminar el gen ppc 

para evitar la competencia por los sustratos y permitir que Pck actúe como principal 

enzima de carboxilación del PEP. 

Se realizó la inactivación del gen que codifica para la enzima fosfoenolpiruvato 

carboxilasa utilizando la metodología de inactivación cromosomal por productos de 

PCR (Datsenko & Wanner, 2000). A partir del vector pKD3 que posee el gen de 

resistencia a Cm30 y utilizando los oligos 5’ ppc/cat y 3’ ppc/cat se amplificó un 

fragmento de 1123 pb (Figura 7) que incluye el gen de resistencia a cloranfenicol 

(Cm30) flanqueado por los sitios FRT y las homologías con los extremos del gen ppc. 

El producto purificado se transformó en células electrocompetentes de la cepa MS01 

frdA Ptrcpck previamente transformadas con el plásmido pKD46, las transformantes se 

seleccionaron en cajas LB + Cm30 y se verificó la integración del casete de resistencia 

por PCR con los oligos 3’ ppc/cat y cm1 (Figura 6). Posteriormente, se seleccionó una 

candidata de aquellas que dieron positivo en la confirmación de la integración de la 

resistencia a antibiótico y se procedió a transformar células electrocompetentes de 

esta candidata con el plásmido pCP20 para la eliminación del casete de resistencia a 

Cm. Las transformantes que crecieron en cajas LB+ +Cb100 se seleccionaron ya que 

portan al plásmido pCP20, se estriaron en cajas de LB sin antibiótico y estas se 

incubaron a 42 ºC durante toda la noche. Posteriormente se picaron las colonias en 

cajas LB + Cb100, LB + Cm30 y LB sin antibiótico, con el fin de corroborar la pérdida de 

plásmido pCP20 y pérdida de casete de resistencia. De las candidatas que no 

crecieron en las cajas de LB + Cb100 y LB + Cm30, pero si crecieron en la caja LB sin 

antibiótico se comprobó pérdida de resistencia a Cm30 por PCR con los oligos ppcFw 

y ppcRv (Figura 7). La cepa generada se denominó MS01 frdA Ptrcpck Δppc.  
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Figura 7. Comprobación de la eliminación de la resistencia 

a Cm30 con los oligos ppcFw y ppcRv en la cepa MS01 frdA 
Ptrcpck. Se observa el tamaño de banda esperado (697 pb), 
se señala con una flecha. Marcador de peso 1 kb. 

Figura 6. Izq.: Comprobación de tamaño de producto de PCR 

amplificado a partir del vector pKD3; tamaño fragmento: 1123 pb, 
se señala con una flecha. Der.: Comprobación de la inserción del 
casete de resistencia a Cm30 en las cepa  MS01 frdA Ptrcpck 
utilizando con los oligos 3’ ppc/cat y cm1. El tamaño de banda 
esperado es de 366 pb y se señala con una flecha. Control negativo 
MS01 frdA. Marcador de peso 1kb. 
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7.3. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento 

7.3.1. Caracterización en minifermentadores 

Se realizó la evaluación del crecimiento, producción de ácido succínico y consumo de 

glucosa en minifermentadores o fleakers. A partir del glicerol de la cepa transformada 

se sembraron cajas de medio AM1 (Tabla 4) suplementado con glucosa (20 g L-1), 

ácido cítrico (0.1 g L-1), betaína (1 mM), acetato de sodio (2 g L-1) y agar (12 g L-1), y 

se incubaron durante 48 horas a 37 ºC. Para el preinóculo, de las cajas se tomó lo 

equivalente a 3 colonias grandes y se cultivaron durante 3 horas a 37 ºC y 300 rpm en 

tubos de vidrio 16x150 con 3 ml de medio LB; los antibióticos se añadieron en caso de 

ser necesarios. Posteriormente, para preparar el inóculo se vertió el contenido de los 

tubos en los fleakers de 250 ml con 200 ml de medio AM1 suplementado con glucosa 

(20 g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), acetato de sodio (2 g L-1) y bicarbonato de potasio 

(2 g L-1). El cultivo se realizó a 37 ºC, 150 rpm, a pH 7 controlado con una mezcla 1:1 

de KOH 4 M y K2CO3 2 M. Transcurridas 24 horas se tomó el volumen necesario para 

iniciar el cultivo en los fleakers de evaluación a 0.1 DO600 y se centrifugó a 8,000 rpm 

durante 5 minutos. Se evaluó por triplicado la capacidad de crecimiento, producción 

de ácido succínico y consumo de glucosa durante 48 horas en medio AM1 

suplementado con glucosa (40 g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), acetato de sodio (2 g L-

1), bicarbonato de potasio (4 g L-1) a 37 ºC, 150 rpm, a pH 7. Se añadió antibiótico o 

IPTG (0.1 mM) en caso de ser necesario. 

Tabla 4. Composición medio mineral AM1 

Componente Concentración 

Sales de fosfatos: 
(NH4)2HPO4 

NH4H2PO4 

 
2.63 g L-1 
0.87 g L-1 

MgSO4.7H2O 1.5 mM 

Betaína 1 mM 

Elementos traza: 
FeCl3.6H2O 
CoCl2.6H2O 
CuCl2.2H2O 

ZnCl2 
Na2MoO4.2H2O 

H3BO3 
MnCl.4H2O2 

 
0.0024 g L-1 
0.0003 g L-1 
0.00015 g L-1 
0.0003 g L-1 
0.0003 g L-1 

0.000075 g L-1 
0.000495 g L-1 

KCl 2 mM 
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7.3.2. Caracterización en biorreactores 

Se realizó la evaluación del crecimiento y producción de ácido succínico utilizando 

glucosa como fuente de carbono en biorreactores Applikon ADI 1010/ ADI 1025 

(Schiedam, The Netherlands) de 1 L. A partir del glicerol de la cepa transformada se 

sembraron cajas de medio AM1 sólido de la misma manera que se indica en la sección 

anterior. Para el preinóculo, de las cajas se tomó lo equivalente a 3 colonias grandes 

y se crecieron durante 3 horas a 37 ºC y 300 rpm en tubos de vidrio 16x150 con 3 ml 

de medio LB; los antibióticos se añadieron en caso de ser necesarios. Posteriormente 

para iniciar el inóculo se vertió el contenido de los tubos en matraces de 250 ml con 

50 ml de medio AM1 suplementado con glucosa (20 g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), 

acetato de sodio (2 g L-1) y, como amortiguador de pH, se adicionó MOPS (0.1 M). El 

cultivo se realizó a 37 ºC, 300 rpm. Transcurridas 12 horas se tomó el volumen 

necesario para iniciar el cultivo en biorreactor a 0.1 DO600 y se centrifugó a 8,000 rpm, 

durante 5 minutos, a 4 ºC. Se evaluó la capacidad de crecimiento, producción de ácido 

succínico y otros metabolitos, y consumo de glucosa durante 48 horas en 750 ml de 

medio AM1 suplementado con glucosa (40 g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), acetato de 

sodio (2 g L-1), bicarbonato de sodio (20 g L-1) a 37 ºC, 400 rpm, a pH 7. Se añadió 

antibiótico o IPTG (0.1 mM) en caso de ser necesario. El control de pH se realizó con 

una mezcla 1:1 de K2CO3 2 M y KOH 4 M.  

Para la evaluación de la cepa utilizando xilosa como fuente de carbono se siguió la 

misma metodología descrita en el párrafo anterior. Se utilizó xilosa a las mismas 

concentraciones que las utilizadas en la evaluación con glucosa en el cultivo del 

inóculo en matraz y en el cultivo de evaluación en biorreactor.  

Adicionalmente, se realizó una evaluación utilizando mezclas de glucosa-xilosa como 

fuente de carbono en una proporción de 40 y 30 g/L, respectivamente. La mezcla de 

glucosa y xilosa se utilizó a las mismas concentraciones que las utilizadas en la 

evaluación con glucosa en el cultivo del inóculo en matraz (20 g/L totales de sustrato) 

y en el cultivo de evaluación en biorreactor (40 g/L totales de sustrato).  
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Para la obtención de colonias a partir de glicerol en cultivos con xilosa y mezclas de 

glucosa-xilosa se utilizaron cajas de medio AM1 preparadas de la misma manera a la 

descrita previamente, usando solamente glucosa como fuente de carbono.  

7.4. Determinación de la concentración de biomasa 

La concentración de biomasa se determinó como densidad óptica (OD600) a 600 nm 

en un espectrofotómetro Thermo Scientific GENESYS 20. Posteriormente se multiplicó 

por el factor 1 OD600 = 0.37 gDCW/L para obtener la concentración de biomasa en 

gramos de peso celular seco (Anexo 13.1) (Sabido et al., 2013). 

7.5. Cuantificación de sustratos y productos por cromatografía de líquidos de 

alta resolución (HPLC)  

La determinación de los metabolitos por HPLC se llevó acabo por cromatografía con 

H2SO4 (5 mM) como fase móvil a un flujo de 0.5 ml/min en una columna Aminex HPX-

87H a 50 °C. La detección se hizo simultáneamente con un detector de arreglo de 

diodos (Waters 996) y un detector de índice de refracción (Waters 410). El análisis y 

procesamiento de datos se realizó con el sistema Empower 2. La concentración de 

biomasa, azúcar consumida y productos obtenidos fueron corregidos en función al 

volumen de base adicionado a cada tiempo mediante un factor de dilución (FD). 

7.6. Cálculos 

• Corrección de biomasa por factor de dilución 

La concentración de biomasa, ácido succínico producido, sustrato consumido y demás 

productos obtenidos fueron corregidos en función al volumen de base adicionado a 

cada tiempo mediante un factor de dilución (FD).  

FD = (Vi + Vb) / Vi 

Vi = Volumen inicial del cultivo 

Vb = Volumen de base añadido 

• Rendimientos globales 

Yp/s = g de producto / g de sustrato consumido 
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Yx/s= XMAX/ g de sustrato consumido 

Yp/x = g de producto / XMAX  

XMAX = g de biomasa producida en etapa exponencial 

• Velocidad específica de consumo de sustrato en fase exponencial (qs) 

qs = µ / Y x/s Exp 

µ = velocidad específica de crecimiento  

Y x/s Exp = Rendimiento de biomasa con respecto al sustrato en la fase exponencial 

• Velocidad específica de producción en fase exponencial (qp) 

qp = (Y p/s Exp) (µ) 

µ = velocidad específica de crecimiento  

Y p/s Exp = Rendimiento de producto con respecto al sustrato en la fase exponencial 

• Velocidad específica de consumo de sustrato en fase estacionaria (qs) 

qs = g de sustrato consumido etapa estacionaria / (Tiempo etapa estacionaria * XPROM) 

XPROM= Biomasa promedio en la etapa estacionaria 

• Velocidad específica de producción en fase estacionaria (qp) 

qp = g de producto obtenido en etapa estacionaria / (Tiempo etapa estacionaria * 

XPROM) 

XPROM= Biomasa promedio en la etapa estacionaria 

• Productividad volumétrica (Qp) 

Qp = g de producto / Tiempo de cultivo 
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8. RESULTADOS 

8.1. Caracterización de las cepas  

8.1.1. Evaluación de la cepa MS01 frdA en minifermentadores 

La primera evaluación que se realizó a la cepa MS01 frdA fue en minifermentadores 

en medio AM1 con glucosa, de acuerdo con las condiciones señaladas en la sección 

6.2.2.  Se utilizó a la cepa silvestre MG1655 como control, ya que la cepa parental 

MS01 no crece en condiciones anaerobias. Las condiciones anaerobias se generaron 

como consecuencia del consumo de oxígeno de la cepa y se demuestra en el perfil de 

metabolitos generados. No se inyectaron gases para eliminar el oxígeno del medio, sin 

embargo, las tapas de los minifermentadores actúan como sellos para evitar la entrada 

o salida de aire.  

A partir de los datos de biomasa generada durante la etapa exponencial se calculó la 

velocidad específica crecimiento (µ) para cada una de las cepas. Para la cepa control 

se obtuvo una µ = 0.29 h-1, mientras que el valor de µ para la cepa MS01 frdA fue de 

0.14 h-1 (Tabla 5). 

Tabla 5. Comparación de los parámetros de crecimiento, consumo y producción en la cepa MS01 frdA 
en condiciones anaerobias utilizando glucosa como fuente de carbono 

Cepa 
Condiciones de 

cultivo 
XMax 

(gDCW/L) 

Biomasa 
final 

(gDCW/L) 

μ 
(h-1) 

Título 
succínico 

(g/L) 

Consumo 
glucosa (g/L) 

Y p/s 

MS01 
frdA Mini-fermentador 

0.07      
±0.03 

0.17        
±0.01 

0.14 
±0.02 

0.25         
±0.03 

2.22          
±1.93 

0.29 
±0.35 

MS01 
frdA Mini-fermentador 

+ K2CO3 
0.09     
±0.01 

0.40       
±0.01 

0.10 
±0.03 

1.11          
±0.41 

5.93         
±1.96 

0.19 
±0.04 

MG1655 Mini-fermentador 
1.03     
±0.16 

2.50        
±0.10 

0.29 
±0.01 

4.35         
±0.09 

37.35       
±0.19 

0.12 
±0.01 

MG1655 
Mini-fermentador 

+ K2CO3 
1.29      
±0.09 

1.95        
±0.04 

0.37 
±0.02 

5.56         
±0.06 

38.92        
±0.84 

0.14 
±0.01 
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A las 48 h de cultivo el título de ácido succínico fue de 0.25 g L-1 y 4.35 g L-1, para 

MS01 frdA y MG1655, respectivamente. La cepa MS01 frdA consumió 2.22 g L-1 de 

glucosa comparado con 37.35 g L-1 que consumió la cepa MG1655. Usando estos 

valores para determinar el rendimiento obtenido en cada una, se observa que para la 

cepa MS01 frdA el rendimiento producto/sustrato (Yp/s) fue de 0.29 gSucc/GGlu, y en la 

cepa control se obtuvo un rendimiento de 0.12 gSucc/GGlu. En la cepa MS01 frdA, 

además de ácido succínico, se observó producción de ácido pirúvico y ácido acético. 

Es importante resaltar que el principal producto de la fermentación de esta cepa fue el 

ácido pirúvico con un título de 1.06 g L-1, cuatro veces mayor que el título de ácido 

succínico. En la cepa control, no se detectó la presencia de ácido pirúvico al finalizar 

la evaluación cinética y la distribución de metabolitos varió de lo observado en la cepa 

MS01 frdA. Se detectó que el ácido fórmico fue el producto principal, seguido del ácido 

acético y del ácido succínico (Figura 8A y B) 

A pesar de que la concentración final de ácido succínico producida por la cepa MS01 

frdA fue 17.4 veces menor a la producida en la cepa control, es interesante notar que 

el valor de Yp/s fue mayor en la cepa construida. Esto se asocia al genotipo de la cepa 

MS01 frdA, ya que tiene eliminados los genes que codifican para las enzimas de las 

vías de producción de etanol, ácido láctico, acetil-CoA y ácido fórmico (Fernández-

Sandoval, 2012). Lo cual dirige una mayor proporción del carbono hacia la síntesis de 

ácido succínico, al contrario de lo que sucede en la cepa control, que al ser una cepa 

silvestre produce una mayor diversidad de metabolitos para mantener el balance redox 

en condiciones anaerobias. La cepa MS01 depende de manera importante de la vía 

de producción de ácido succínico para logar el balance redox (Lin et al., 2005), ya que 

la reacción que va desde fumarato hacia ácido succínico regenera NAD+. En cepas 

silvestres durante cultivos anaerobios, la síntesis de ácido acético, etanol, ácido láctico 

y otros productos fermentativos, le permite a la célula regenerar transportadores de 

electrones y producir energía (Wong et al., 2014). 

  



28 
 

 

 

 

 

 

 

  

0

1

2

3

4

5

MS01 frdA

C
o
n
c
e
n
tr

a
c
ió

n
 (

g
/L

)

A.

Pirúvico Succínico Acético

0

2

4

6

8

10

12

14

MG1655

C
o
n
c
e
n
tr

a
c
ió

n
 (

g
/L

)

B.

Fórmico Succínico Acético

0

1

2

3

4

5

MS01 frdA

C
o
n
c
e
n
tr

a
c
ió

n
 (

g
/L

)

C.

Pirúvico Succínico Acético

0

2

4

6

8

10

12

14

MG1655

C
o
n
c
e
n
tr

a
c
ió

n
 (

g
/L

)

D.

Fórmico Succínico Acético

0.01

0.10

1.00

10.00

0 12 24 36 48

B
io

m
a
s
a
 (

g
D

C
W

/L
)

Tiempo (h)

E.

MS01 frdA K2CO3 MG1655 K2CO3

MS01 frdA MG1655

Figura 8. Efecto de la adición de K2CO3 en la producción de ácido succínico. A, B) Distribución de los principales metabolitos en 
la evaluación de la cepa MS01 frdA y MG1655 (control). Primera evaluación realizada con NaHCO3 y sin añadir K2CO3 en la 
mezcla de control de pH. C, D) Distribución de los tres principales metabolitos observada en la evaluación de la cepa MS01 frdA 
y MG1655 (control) utilizando KHCO3 y la mezcla 1:1 de K2CO3 2M y KOH 4M para el control de pH. En la cepa construida se 
observa un aumento en la concentración final de ácido succínico con respecto a la primera evaluación. E) Cinética del crecimiento 
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Al analizar las muestras, se observa que el uso de la mezcla 1:1 de K2CO3 2 M + KOH 

4 M para controlar el pH tiene un efecto que favorece la producción de ácido succínico 

y en el consumo de glucosa (Figura 8C y D). La cepa MS01 frdA produjo 1.11 g L-1 de 

ácido succínico y consumió 5.93 g L-1 de glucosa. La cepa control produjo 5.56 g L-1 

de ácido succínico y consumió 38.92 g L-1 de glucosa. La adición de K2CO3 incrementó 

el título final de ácido succínico en la cepa MS01 frdA (4.4 veces mayor) y el consumo 

de glucosa fue 2.7 veces mayor a lo observado en el cultivo en medio AM1 con 

glucosa, con la adición de NaHCO3 y sin usar K2CO3 para el control de pH. Las 

velocidades específicas de producción y consumo en etapa estacionaria también 

incrementaron con las nuevas condiciones de cultivo utilizadas (Tabla 5). Se observa 

que el rendimiento obtenido con las nuevas condiciones de cultivo fue 0.19, el cual es 

menor a lo observado en la evaluación previa sin K2CO3. Esta disminución en el valor 

del rendimiento producto/sustrato puede deberse a que la concentración final de 

biomasa y otros metabolitos también se vieron favorecidas (ácido pirúvico y ácido 

acético) al incrementar el consumo de glucosa, lo que disminuyó la proporción de 

carbono dirigida hacia la producción de ácido succínico. Como se reporta en la 

bibliografía, la presencia de carbonato y/o bicarbonato  en el medio de cultivo durante 

la fermentación favorece la producción de ácido succínico, debido a que la reacción 

que va de fosfoenolpiruvato hacia oxaloacetato es una reacción de carboxilación que 

requiere de HCO3
- como sustrato (Jantama et al., 2008; Kwon et al., 2016).  

El efecto de la adición de K2CO3 en la mezcla para el control de pH incrementó la 

concentración de biomasa final producida por la cepa MS01 frdA. El valor de biomasa 

a las 48 h fue de 0.40 gDCW L-1, mientras que para la cepa sin K2CO3 la biomasa final 

obtenida fue de 0.17 gDCW L-1 (Tabla 5). Sin embargo, a pesar de que se favoreció la 

producción de biomasa, la velocidad específica de crecimiento obtenida en el cultivo 

con K2CO3 fue de solo 0.10 h-1. Este valor es menor al valor de la µ observada 

previamente en la cepa MS01 frdA (0.14 h-1) en las condiciones iniciales. A pesar de 

que la velocidad específica de consumo no presentó un incremento, en la evaluación 

en donde se adicionó NaHCO3 y no se utilizó K2CO3 se observa una fase de adaptación 

de 6 h, mientras que este comportamiento no se presentó en la evaluación cinética 
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cuando se utilizó KHCO3 en la preparación del medio y K2CO3 en la mezcla de control 

de pH (Figura 8E). 

La distribución de metabolitos no varió de manera importante, los principales 

metabolitos fueron ácido pirúvico, ácido succínico y ácido acético, con 2.01, 1.11 y 

0.82 g L-1, respectivamente (Figura 8C y 9D). De acuerdo a los efectos favorables que 

se observaron por el uso de bicarbonato y carbonato de potasio en el medio de cultivo, 

que concuerdan con lo reportado (Jantama et al., 2008) se determinó el uso de KHCO3 

y K2CO3 en las cinéticas posteriores.  

A pesar de que se observa que la reintegración del gen de la enzima fumarato 

reductasa le permitió a la cepa crecer en condiciones no aireadas, se considera que 

su capacidad de producción de ácido succínico y de consumo de glucosa están 

limitadas en condiciones anaerobias en medio mineral. La cepa no logra consumir toda 

la glucosa disponible en el medio y solamente utiliza una octava parte del total. Este 

bajo consumo se ve reflejado en el título final de ácido succínico. Este comportamiento 

podría estar asociado a una deficiencia en la regeneración de poder reductor o en la 

síntesis de ATP (Wong et al., 2014).  

El rendimiento producto/sustrato observado en la cepa en condiciones anaerobias con 

medio mínimo utilizando glucosa como fuente de carbono estuvo entre 0.19 - 0.29 

gSucc/GGlu dependiendo de las condiciones utilizadas que se mencionan en este 

apartado. En la literatura, el rendimiento más alto reportado se obtuvo en una cepa de 

E. coli (ΔldhA, ΔadhE, ΔackA, ΔfocA, ΔpflB, pck*, ptsI*) obtenida con ingeniería 

metabólica combinada con evolución adaptativa (Yp/s = 1.06 gSucc/gGlu) (Jantama et al., 

2008). El rendimiento observado en la cepa MS01 frdA es menor a este valor de la 

literatura. Sin embargo, es importante destacar que mediante la estrategia inicial de 

reintegrar el gen frdA, y la modificación de las condiciones de cultivo, se obtuvo una 

cepa sobreproductora de ácido succínico. Es necesario implementar y evaluar las 

estrategias planteadas para dirigir el flujo de carbono a través de la enzima 

gluconeogénica fosfoenolpiruvato carboxicinasa hacía la síntesis de ácido succínico. 
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8.1.2. Evaluación del efecto del uso de condiciones de limitación de oxígeno 

sobre la producción de ácido succínico 

A causa de los resultados obtenidos en el crecimiento de la cepa MS01 frdA en 

condiciones anaerobias, en los cuales se observa baja producción de ácido succínico 

asociada a poca generación de biomasa y bajo consumo de glucosa, se decidió 

evaluar la cepa en condiciones de limitación de oxígeno. Para determinar un valor de 

velocidad de transferencia de oxígeno que favorezca la producción de ácido succínico, 

se cultivó la cepa a diferentes velocidades de transferencia de oxígeno (OTR – Oxygen 

Transfer Rate). 

Se evaluó la producción de ácido succínico a 1.04, 2.24, 3.89 y 4.58 mmol O2 L-1 h-1. 

Los valores de flujo de aireación se calcularon con respecto al volumen de agua 

desplazado en un tiempo determinado. A partir de los datos de volumen de agua 

desplazado (vvm) se hizo el cálculo de OTR con respecto a los datos reportados en 

un trabajo previo del laboratorio, en el cual se trabajó con condiciones de cultivo 

similares (Fernández-Sandoval, 2012).  

Por tratarse de una evaluación para determinar la condición con la cual se trabajaría 

en las cinéticas posteriores, estos cultivos se realizaron una vez (no por duplicado). 

Una vez que se determinó la condición que favorece la producción de ácido succínico, 

se realizó el cultivo por duplicado con la velocidad de transferencia de oxígeno 

seleccionada. 

Se generaron condiciones de limitación de oxígeno pues se observa que el nivel de 

oxígeno disuelto (DO – Dissolved Oxygen) en el medio fue de cero después de 4-6 h 

de iniciados los cultivos y continuó así hasta finalizar el cultivo a las 48 h. En estas 

condiciones la velocidad de transferencia de oxígeno limita la velocidad de consumo 

de oxígeno, y es por esto que la concentración de oxígeno disuelto se mantiene en 

cero hasta finalizar el cultivo.  Se distinguen dos fases en este proceso, una fase 

aerobia con una disminución constante del oxígeno disuelto y otra fase donde la 

concentración de oxígeno disuelto se mantiene en cero, es decir bajo limitación de 

oxígeno, similar a lo reportado en la literatura (Durnin et al., 2009). 
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Se evaluó el impacto de las diferentes velocidades de transferencia de oxígeno sobre 

el título de ácido succínico. Se observa que, independientemente de las OTR, la 

concentración final de ácido succínico fue mayor a la observada en la cepa MS01 frdA 

en condiciones anaerobias. La concentración de ácido succínico fue de 3.60, 8.85, 

9.67, 9.86 g L-1 a 1.04, 2.24, 3.89 y 4.58 mmol O2 L-1 h-1, respectivamente. A partir del 

valor de 2.24 mmol O2 L-1 h-1 se mantiene estable la producción de ácido succínico, ya 

que a mayores velocidades de transferencia de oxígeno no se observa incremento 

importante en el título final. El rendimiento de producto/sustrato fue de 0.08, 0.18, 0.20, 

0.21 gSuccínico/gSustrato, a 1.04, 2.24, 3.89 y 4.58 mmol O2 L-1 h-1, respectivamente, similar 

a lo observado en condiciones anaerobias. No hay incremento considerable del 

rendimiento de producto/sustrato a partir de la OTR de 2.24 mmol O2 L-1 h-1. En esta 

condición se consume toda la glucosa en 36 h y se duplica el rendimiento 

producto/sustrato con respecto a 1.04 mmol O2 L-1 h-1. El título final de ácido succínico 

es 8 veces mayor a lo que se obtiene en condiciones anaerobias con la cepa MS01 

frdA.  

Al realizar la comparación de los datos de título de ácido succínico que se producen 

en las 4 velocidades de transferencia de oxígeno (Figura 9), se observa que un 

aumento en la velocidad de transferencia de oxígeno no conlleva a un aumento 

sustancial en la concentración final de ácido succínico, ya que el título de ácido 

succínico se mantuvo estable a pesar de incrementar la velocidad de transferencia de 

oxígeno. Se eligió la velocidad de transferencia de oxígeno de 2.24 mmol O2 L-1 h-1 

para evaluar las cepas a construir posteriormente. Altas velocidades de transferencia 

de oxígeno podrían no favorecer la producción de ácido succínico , debido a que 

incrementa el flujo por el ciclo de Krebs y la cadena de fosforilación oxidativa, y una 

mayor proporción del carbono se dirige a la generación de biomasa y CO2 (Figura 9E) 

(Yang et al., 2014). En condiciones aeróbicas, se favorece la generación de productos 

oxidados, la producción de ATP y se pierde una cantidad significativa de carbono hacia 

la generación de biomasa, CO2 y ácido pirúvico, que se generó a una mayor velocidad 

conforme se incrementó la OTR. En condiciones anaerobias, se favorece la producción 

de compuestos reducidos, se limita la generación de ATP y la pérdida de carbono hacia 

biomasa, CO2 y ácido pirúvico (Jain et al., 2015). Las condiciones de limitación de 
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oxígeno permiten encontrar un balance entre la cantidad de biomasa generada y la 

producción de compuestos fermentativos de interés. 
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El efecto del uso de condiciones de limitación de oxígeno sobre el consumo de glucosa 

varió dependiendo de la velocidad de transferencia de oxígeno (Tabla 6). En el cultivo 

a la mayor velocidad de transferencia de oxígeno evaluada (4.58 mmol O2 L-1 h-1), la 

glucosa se consume completamente a las 24 h con una qs = 0.45 gGlu/gDCW h.  

A la OTR de 3.89 mmol O2 L-1 h-1 la glucosa se consumió totalmente a las 30 h después 

de que se inició el cultivo (qs = 0.54 gGlu/gDCW h). En el valor de 2.24 mmol O2 L-1 h-1 la 

velocidad especifica de consumo de glucosa en etapa estacionaria fue de 0.55 

gGlu/gDCW h y a las 36 h se agotó totalmente el sustrato. A 1.04 mmol O2 L-1 h-1 la cepa 

no utilizó toda la glucosa disponible, a las 48 h la concentración de glucosa era de 

17.15 g L-1. En esta condición (1.04 mmol O2 L-1 h-1), se observó mayor consumo de 

glucosa que lo observado en la evaluación en minifermentador en condiciones 

anaerobias, en los cuales se consumieron 6.133 g L-1. Sin embargo, este valor de OTR 

no favorece que la cepa crezca lo suficiente para consumir todo el sustrato disponible 

en el medio en 48 h y esto se ve reflejado en la producción de ácido succínico, ya que 

se obtuvieron 3.60 g L-1.  

Tabla 6. Parámetros cinéticos de la cepa MS01 frdA evaluada a diferentes velocidades de transferencia 
de oxígeno (OTR) (Los datos que se muestran son los obtenidos de un solo experimento) 

OTR 
(mmol O2 

L-1 h-1) 

XMax 
(gDCW/L) 

Biomasa 
final 

(gDCW/L) 

μ 
(h-1) 

Título 
succínico 

(g/L) 

Consumo 
glucosa 

(g/L) 

Y p/s 
(gSucc 

/gGlu) 

qs 
(gGlu 

/gDCW h) 

qp 
(gSucc 

/gDCW h) 

Qp 
(gSucc 

/L h) 

1.04 0.41 1.56 0.48 3.60 23.35 0.15 0.46 0.07 0.08 

2.24 0.69 1.69 0.53 8.85 40.66 0.22 0.55 0.13 0.18 

3.89 0.58 2.01 0.54 9.67 39.19 0.25 0.54 0.14 0.20 

4.58 0.78 2.91 0.56 9.86 39.89 0.25 0.42 0.12 0.21 

 

A pesar de que los resultados se obtuvieron de un solo experimento, es interesante 

notar que la OTR más alta no presenta la velocidad específica de consumo de glucosa 

(qs) más alta. El valor de este parámetro cinético está asociado a la biomasa promedio 

durante la fase estacionaria, y esto explica porque la qs no incrementa al aumentar la 

OTR (Tabla 6, Figura 9E).  
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Durante los cultivos a 2.24, 3.89 y 4.58 mmol O2 L-1 h-1 se observa una producción de 

ácido pirúvico considerable, y el comportamiento observado es que primero 

incrementa la concentración y una vez que se agota la glucosa, la concentración 

empieza a disminuir. En la mayor OTR la producción de ácido pirúvico llega a la 

concentración más alta (31.01 g L-1)  y también más rápido de las observadas en los 

cuatro cultivos, e incluso en esta condición de OTR la concentración de ácido pirúvico 

a las 48 h llega a cero. Se ha reportado en otro trabajo (Yang et al., 2014) un 

comportamiento similar, en el cual la concentración de ácido pirúvico disminuye 

cuando se agota la glucosa (Figura 9 B,C y D). En particular, se asocia este 

comportamiento a que el principal sistema de transporte de glucosa en la cepa utilizada 

es el sistema PTS y que esto ocasiona la acumulación de ácido pirúvico, como 

resultado de la fosforilación dependiente de PEP. En el caso de la cepa MS01 frdA la 

acumulación inicial de ácido pirúvico podría estar asociada al transporte de glucosa 

por el sistema PTS. Una vez que se agota la glucosa, la cepa utiliza al ácido pirúvico 

acumulado para metabolizarlo. Sin embargo, no queda claro hacia dónde se dirige el 

flujo de carbono del piruvato consumido, ya que la concentración de ácido succínico 

en el medio no incrementa de manera importante al disminuir la concentración de ácido 

pirúvico. Algunas de las vías que podrían estar utilizando al ácido pirúvico son las de 

producción de ácido acético a través de la enzima piruvato oxidasa (poxB) o el 

complejo de la enzima piruvato deshidrogenasa (aceEF) el cual está activo aun en 

condiciones fermentativas con limitación de oxígeno y contribuye con la formación de 

NADH y acetil-CoA (Cassey et al., 1998; Utrilla et al., 2009). 

La cantidad de oxígeno que se suministra al medio de cultivo tiene un efecto muy 

importante sobre el consumo de sustratos, sobre la velocidad específica de 

crecimiento y sobre la mezcla de productos que se genera. Esto se debe a su papel 

como aceptor final de electrones y a la consecuente regeneración de poder reductor 

(Wong et al., 2014). Dependiendo de la cantidad de oxígeno que se transfiera, E. coli 

posee la capacidad de ajustar su metabolismo de aerobio a anaerobio y viceversa. 

FNR y arcAB son los reguladores transcripcionales más importantes involucrados en 

coordinar esta respuesta hacia los cambios en la disponibilidad de oxígeno (Steinsiek 

et al., 2011). El control de la expresión de genes, entre varios reguladores 
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transcripcionales, provee a E. coli una mayor flexibilidad para la adaptación a cambios 

nutricionales y ambientales, como la variación en la concentración de oxígeno disuelto 

en el medio  (Nikel et al., 2009).  

Con los resultados observados en esta etapa del proyecto, se puede concluir que el 

uso de condiciones de limitación de oxígeno tiene un efecto favorable en el 

metabolismo de la cepa MS01 frdA. En estas condiciones la cepa muestra una mejor 

capacidad de producción de ácido succínico, de consumo de glucosa y de crecimiento. 

Se sugiere que esto puede deberse a que la presencia de oxígeno permite que se 

mantenga el balance redox y que sea posible obtener mayor cantidad de energía 

necesaria para los procesos celulares. La producción de ácido succínico en 

condiciones anaerobias permite obtener buenos rendimientos y títulos. Sin embargo, 

el uso de estas condiciones presenta algunos inconvenientes como el poco 

crecimiento celular, el mayor tiempo de cultivo y la poca disponibilidad de NADH (Yang 

et al., 2014). La producción en condiciones de limitación de oxígeno permite acoplar la 

síntesis de este ácido orgánico a la producción de ATP y otros metabolitos esenciales 

para el crecimiento, y mantener el balance redox (Wong et al., 2014). El uso de cultivos 

en condiciones de limitación de oxígeno tiene un gran potencial para aplicarse en la 

producción de compuestos de interés industrial ya que permite eliminar la necesidad 

de medios ricos sin perder la capacidad de sintetizar una gran cantidad de productos 

(Durnin et al., 2009). 

Una vez que se definió la OTR de 2.24 mmol O2 L-1 h-1 como la condición que favoreció 

la producción de ácido succínico, el experimento se realizó por duplicado y se 

obtuvieron resultados consistentes. Estos datos se utilizaron posteriormente para 

comparar a las siguientes cepas evaluadas (Tabla 7). 

Tabla 7. Parámetros cinéticos de la cepa MS01 frdA evaluada a 2.24 mmol O2 L-1 h-1 por duplicado. 

OTR 
(mmol O2 

L-1 h-1) 

XMax 

(gDCW/L) 

Biomasa 
final 

(gDCW/L) 

μ 

(h-1) 

Título 
succínico 

(g/L) 

Consumo 
glucosa 

(g/L) 

Y p/s 

(gSucc 

/gGlu) 

qs 

(gGlu 

/gDCW h) 

qp 

(gSucc 

/gDCW h) 

Qp 

(gSucc 

/L h) 

2.24 
0.56 
±0.05 

1.40 
±0.21 

0.49 
±0.01 

9.06   
±0.97 

36.02 
±0.99 

0.25  
±0.03 

0.56 
±0.01 

0.17 
±0.01 

0.19 
±0.02 
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8.1.3. Evaluación del efecto de la integración del gen de la enzima 

fosfoenolpiruvato carboxicinasa en la producción de ácido succínico.  

Como se menciona en la sección de antecedentes, está reportado que el uso de la 

enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa (Pck) podría representar una ventaja 

energética para la cepa MS01 frdA, ya que la reacción catalizada por esta enzima 

aprovecha la energía presente en PEP al obtener una molécula de ATP en la 

carboxilación de PEP a OAA, lo cual no ocurre en la reacción catalizada por Ppc. Se 

evaluó el efecto de la integración y expresión del gen de la enzima fosfoenolpiruvato 

carboxicinasa en la cepa a la cual se le denominó MS01 frdA Ptrcpck. Inicialmente, se 

evaluó en minifermentadores de la misma manera que se realizó para la cepa MS01 

frdA.  

La concentración de ácido succínico de la cepa MS01 frdA Ptrcpck a las 48 h de cultivo 

fue de 1.22 g L-1 (Tabla 8). Este título es similar al título que generó la cepa MS01 frdA 

en la evaluación en minifermentador en condiciones anaerobias.  La cepa consumió 

8.92 g L-1 de glucosa y el rendimiento producto sustrato fue de 0.14 gSucc/gGlu, un poco 

menor a lo observado en la cepa MS01 frdA en condiciones anaerobias. En lo que 

respecta a la velocidad específica de producción de ácido succínico en etapa 

estacionaria (qp) y de consumo de glucosa en etapa estacionaria (qs), se observa una 

ligera disminución en los valores de estos parámetros cinéticos con respecto a lo que 

se obtuvo con la cepa MS01 frdA, principalmente en la qs.  

Previamente, en la evaluación de la cepa MS01 frdA en minifermentadores en 

condiciones anaerobias, se sugiere que la capacidad de crecimiento y de producción 

de ácido succínico están limitadas en estas condiciones, debido a un déficit en la 

producción de ATP y en la regeneración de cofactores. Al observar los resultados de 

la evaluación de la cepa MS01 frdA Ptrcpck en estas mismas condiciones es posible 

que ocurra algo similar, ya que a pesar de la estrategia utilizada no hay un cambio 

importante en el título final de ácido succínico. 

Por tal motivo se decidió que las evaluaciones de las cepas construidas se realizarían 

solamente en biorreactor a 2.24 mmol O2 L-1 h-1 utilizando medio mineral AM1 con 

glucosa como fuente de carbono. Se indujo con IPTG al inicio de la cinética para la 
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expresión del gen pck. Previamente se evaluó la cepa MS01 frdA en biorreactor y se 

obtuvo un título final de ácido succínico de 9.06 g L-1, casi diez veces mayor a lo que 

se produjo con esta misma cepa en minifermentadores. Se observó que el uso de 

condiciones limitadas de oxígeno tiene un efecto favorable sobre la producción de 

ácido succínico. Por esta razón, se considera que, si la expresión del gen pck tiene un 

efecto sobre la producción de ácido succínico, este será más evidente en condiciones 

de cultivo con limitación de oxígeno.  

En los resultados de la evaluación de la cepa MS01 frdA Ptrcpck en biorreactor se 

observa que la producción de ácido succínico fue de 7.77 g L-1, se consumieron 45.74 

g L-1 de glucosa y el rendimiento de producto/sustrato fue de 0.17 gSucc/gGlu (Tabla 8). 

La velocidad específica de producción de ácido succínico en etapa estacionaria (qp) 

fue de 0.12 gSucc/gDCW h. Para la velocidad específica de consumo de glucosa en etapa 

estacionara el valor observado fue de 0.69 gGlu/gDCW h. La glucosa se agota a las 30 

horas y, en este punto la concentración de ácido pirúvico empieza a disminuir. Todo 

esto se vio reflejado en la concentración de biomasa producida en condiciones de 

limitación de oxígeno, ya que, al tener mejor capacidad de consumo del sustrato, la 

cepa es capaz de utilizar esta fuente de carbono para producir una mayor densidad 

celular (Figura 10).  

 

Tabla 8. Resultados de la evaluación de la cepa MS01 frdA Ptrcpck en minifermentador y en biorreactor.  

Condiciones 
de cultivo 

XMax 
(gDCW/L) 

Biomasa 
final 

(gDCW/L) 

μ 

(h-1) 

Título 
succínico 

(g/L) 

Consumo 
glucosa 

(g/L) 
Y p/s 

qs 

(gGlu/gDCW 
h) 

qp 

(gSucc/gDCW 
h) 

Qp 

(gSucc 

/L h) 

Mini-
fermentador 

+ K2CO3 

0.12 
±0.05 

0.46 
±0.02 

0.08 
±0.01 

1.22   
±0.40 

8.92   
±0.43 

0.14 
±0.05 

0.46  
±0.12 

0.09   
±0.01 

0.03 
±0.01 

Biorreactor 

2.24 mmol O2 

L-1 h-1  

0.82 
±0.08 

1.77 
±0.69 

0.39 
±0.01 

7.77   
±1.23 

45.74 
±2.32 

0.17 
±0.04 

0.69  
±0.15 

0.12   
±0.00 

0.16 
±0.03 
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Al comparar estos datos con los datos observados en la evaluación de la cepa en 

condiciones anaerobias, es evidente que el uso de condiciones de limitación de 

oxígeno tiene un efecto importante ya que favorece la capacidad de producción de 

ácido succínico (Figura 11). Este efecto puede explicarse de la misma manera que en 

el caso de la cepa MS01 frdA al utilizar condiciones de limitación de oxígeno. Debido 

al genotipo de la cepa que no cuenta con los genes para la producción de ácido láctico, 

etanol, acetil-CoA y ácido fórmico, entre otros, la adición de oxígeno a bajas 

velocidades de transferencia favorece la generación de energía y la regeneración de 

cofactores. 
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Figura 11. Biomasa producida en fase estacionaria y biomasa final en la cepa MS01 frdA Ptrcpck en minifermentador y 
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Con respecto a la cepa MS01 frdA, el efecto de la integración del gen pck en 

cromosoma bajo control del promotor trc en cultivo en biorreactor con condiciones de 

limitación de oxígeno condujo a una pequeña disminución en el título final. El 

rendimiento disminuyó, de 0.25 a 0.17 gSucc/gGlu. Es interesante notar que a pesar de 

que el título del ácido succínico disminuyó, la velocidad específica de consumo de 

glucosa en fase estacionaria incrementó, el valor para la qs fue de 0.69 gSucc/gDCW h. 

Acorde con esto, la glucosa se agotó a las 30 h de cultivo, 6 horas antes del tiempo en 

el que la cepa MS01 frdA agotó esta fuente de carbono. Este incremento se considera 

que puede estar relacionado con la eliminación de la inhibición ocasionada por la 

acumulación de PEP sobre enzimas de la vía glucolítica como la glucocinasa, 

fosfofructocinasa y aldolasa (Ogawa et al., 2007; Peng et al., 2004). Está reportado 

que la presencia de PEP, que es un compuesto de naturaleza altamente energética, 

ejerce un efecto inhibitorio sobre las enzimas glucolíticas, y se sabe, además, que 

actúa como molécula señal para controlar el flujo de consumo de glucosa. El sentido 

fisiológico de la reacción catalizada por Pck es de OAA hacia PEP, sin embargo, 

considerando la expresión constitutiva de Pck y tomando en cuenta el equilibrio 

químico se puede favorecer la direccionalidad de la reacción hacia la producción de 

OAA (Zhang, 2009). Se sugiere que la presencia de las enzimas Ppc y Pck, sabiendo 

que ambas utilizan PEP como sustrato, no permitió que este metabolito se acumulara 

en el nodo PEP-OAA-PIR, lo cual podría incrementar el flujo de la vía glucolítica y de 

esta manera permitió que se incremente la capacidad de consumo de la cepa MS01 

frdA Ptrcpck. Se podría proponer que se genera un ciclo inútil en presencia de 

concentraciones elevadas de OAA, sin embargo no se ha reportado la acumulación de  

este metabolito en condiciones de cultivo anaerobias en la vía de producción de ácido 

succínico. 

El comportamiento de producción de ácido pirúvico de la cepa MS01 frdA Ptrcpck es 

similar a lo que se observó en la evaluación de la cepa MS01 frdA. Se observa que 

hay producción de ácido pirúvico y una vez que se agota la glucosa, la concentración 

de este disminuye (Figura 11B). La concentración más alta de este metabolito se 

encontró a las 30 h (19.31 g L-1), tiempo en el que la concentración de glucosa es de 

cero. A las 48 h, la concentración de ácido pirúvico observada fue de 5.16 g L-1.  
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Se esperaba que la expresión del gen pck mejorara la capacidad de producción de la 

cepa. Sin embargo, está reportado que esta enzima compite por los mismos sustratos 

(PEP y HCO3
-) con otra enzima, llamada fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc). Aunque 

ambas catalizan la reacción de carboxilación del PEP, la enzima Pck es más eficiente 

energéticamente hablando ya que en la reacción se genera una molécula de ATP 

(Kwon et al., 2016). A pesar de que la afinidad que posee Ppc por PEP es cerca de 

tres veces mayor a la afinidad de Pck por PEP, la diferencia importante se observa en 

las afinidades por el HCO3
-, ya que difieren en dos órdenes de magnitud. Ppc (0.15 

mM) muestra una afinidad mayor por el HCO3
-, a la afinidad que posee la enzima Pck 

(13 mM) (Tabla 9) (Millard et al., 1996). En la evaluación que se realizó y con los 

resultados obtenidos se propone que lo que ocurre en esta cepa es que la expresión 

del gen pck no es suficiente para que sea utilizada como principal enzima de 

carboxilación en el nodo del PEP-PIR-OAA, debido a que la afinidad de la enzima 

fosfoenolpiruvato carboxilasa por el sustrato es mucho mayor. No se descarta que la 

sobrexpresión del gen ppc podría tener un efecto positivo sobre la generación de ácido 

succínico. Esto ha sido evaluado en bacterias como C. glutamicum donde a priori se 

expresa ppc para mejorar la capacidad de producción de ácido succínico (Litsanov, 

2012). 

Tabla 9. Afinidades por diferentes sustratos reportadas para las enzimas Ppc y Pck. 

Enzima  Referencia 

Ppc (E.C. 4.1.1.31) CO2 + PEP + ADP → OAA + ATP  

Km HCO3
- 0.1 - 0.15 mM Millard et al., 1996; Kai et al., 

1999 

Km OAA No reportado  

Km PEP 0.19 mM Kai et al., 1999 

Pck (E.C. 4.1.1.49) OAA + ATP ↔ CO2 + PEP + ADP  

Km HCO3
- 13 mM Millard et al., 1996 

Km OAA 0.67 mM Krebs et al., 1980 

Km PEP 0.07  Krebs et al., 1980 
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8.1.4. Evaluación del efecto de la eliminación del gen de la enzima 

fosfoenolpiruvato carboxilasa en biorreactor utilizando glucosa fuente de 

carbono 

Se evaluó el efecto de la inactivación del gen de la enzima fosfoenolpiruvato 

carboxilasa (ppc) sobre la producción de ácido succínico. Esta evaluación se realizó 

en biorreactor con las condiciones previamente descritas.  

La producción de ácido succínico incrementó como consecuencia de la eliminación del 

gen ppc, el título final obtenido fue de 13.50 g L-1. Este título es mayor a lo observado 

en la cepa MS01 frdA y MS01 frdA Ptrcpck evaluadas en las mismas condiciones (9.06 

y 7.77 gSucc/L a las 48 h, respectivamente). El rendimiento producto/sustrato 

incrementó, a un valor de 0.33 gSucc/gGlu (Tabla 10, Figura 12). El efecto conjunto de la 

eliminación del gen ppc aunado a la integración y expresión del gen pck incrementó la 

capacidad de producción de ácido succínico de la cepa, ya que en comparación con 

la cepa MS01 frdA, hubo un incremento del 49% y 74% en comparación con la cepa 

MS01 frdA Ptrcpck en el título final de ácido succínico. Además, el valor de la 

productividad volumétrica y el rendimiento producto/sustrato se duplicaron como 

consecuencia de la eliminación del gen ppc, y la productividad específica en etapa 

estacionaria también incrementó. En la literatura se reporta que la utilización de la 

enzima Pck le confiere a la cepa la capacidad de generar ATP por cada molécula de 

PEP que se carboxila, lo que favorece el estado energético global de la célula, lo cual 

es una ventaja si durante el cultivo se utiliza medio mínimo y condiciones de limitación 

de oxígeno (Jantama et al., 2008; Zhang et al., 2009).  

Tabla 10. Parámetros cinéticos de la evaluación de la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc en biorreactor 
utilizando glucosa como fuente de carbono.  

Cepa 
XMax 

(gDCW/L) 

Biomasa 
final 

(gDCW/L) 

μ 
(h-1) 

Título 
succínico 

(g/L) 

Consumo 
glucosa 

(g/L) 

Y p/s 
(gSucc 
/gGlu) 

qs 
(gGluc 
/gDCW 

h) 

qp 
(gSucc 
/gDCW 

h) 

Qp 
(gSucc 
/L h) 

MS01 frdA Ptrcpck 
Δppc 

0.95 
±0.06 

2.42 
±0.38 

0.29 
±0.01 

13.50 
±0.96 

41.52 
±5.03 

0.33 
±0.02 

0.50 
±0.07 

0.19 
±0.03 

0.28 
±0.03 
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Al contrario de lo que ocurre en la capacidad de producción, el efecto de la eliminación 

del gen ppc sobre el consumo de sustrato es una reducción en la velocidad específica 

de consumo en la fase estacionaria con respecto a la cepa MS01 frdA Ptrcpck. La 

glucosa se agotó a las 48 h de cultivo y el valor de qs fue de 0.50 gGlu/gDCW h. En la 

cepa MS01 frdA Ptrcpck la glucosa se agota a las 30 h y el valor de qs es mayor (Tabla 

8). Sin embargo, la disminución de la qs no impactó en el valor de qp, ya que la cepa 

MS01 frdA Ptrcpck Δppc presentó el mayor valor para la velocidad específica de 

producción de ácido succínico en etapa estacionaria. 

En cuanto a la producción de ácido pirúvico se observa un comportamiento interesante 

ya que a pesar de que hay un incremento de ácido pirúvico y posteriormente la 

disminución (como ocurre en las cepas anteriores), se observan diferencias en la 

producción de este metabolito en la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc (Figura 12). La 

primera diferencia es que la concentración de ácido pirúvico que produce la cepa MS01 

frdA Ptrcpck Δppc es considerablemente menor a lo observado en las cepas MS01 frdA 

y MS01 frdA Ptrcpck. En estas cepas el ácido pirúvico alcanzó concentraciones de 

hasta 23.73 y 19.31 g L-1, respectivamente, mientras que en la cepa MS01 frdA Ptrcpck 

Δppc la concentración máxima de ácido pirúvico fue de 6.63 g L-1. La otra diferencia 

observada fue que la concentración de este ácido disminuye antes de que la glucosa 
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se agote. A las 30 h de cultivo, cuando la concentración de glucosa es de 10.50 g L-1 

se observa que la concentración de ácido pirúvico empieza a disminuir. No es claro a 

qué se debe el consumo simultáneo de glucosa y ácido pirúvico. Se sugiere que el 

efecto de la eliminación del gen ppc influyó en la manera en que se regula el consumo 

de las fuentes de carbono, ya que se sabe que esta enzima tiene una importante 

influencia sobre la distribución del flujo de carbono en el metabolismo central, debido 

a que mantiene constante la concentración de oxaloacetato en el ciclo de Krebs 

(Ashworth & Kornberg, 1966; Izui et al., 1981; Peng et al., 2004). Aunque, de manera 

específica, previamente no se ha reportado que la eliminación de este gen permita el 

consumo simultáneo de más de una fuente de carbono, por lo que se vuelve importante 

investigar qué es lo que ocasiona este comportamiento. Se ha reportado previamente 

que la inactivación de otro gen catabólico como mgsA también influye en la eliminación 

del fenómeno de represión catabólica y el consumo simultáneo de diferentes sustratos 

(Utrilla et al., 2016). 

Los resultados de la evaluación de la cepa MS01 frdA Ptrcpck, en donde solamente se 

realizó la expresión del gen pck, muestran una ligera disminución en el título y 

rendimiento de ácido succínico con respecto a MS01 frdA (Tabla 8). Al evaluar a la 

cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc en biorreactor utilizando glucosa como fuente de carbono 

se demuestra que existe un efecto conjunto de la integración del gen pck y de la 

eliminación del gen ppc, ya que pasa de producir 7.77 g L-1 a producir 13.50 g L-1 (Tabla 

10), de esta manera se recupera e incluso se supera la capacidad de producción que 

posee la cepa MS01 frdA. Previamente se ha reportado que es importante la 

eliminación del gen ppc para observar un efecto sobre la producción de ácido succínico 

en cepas que utilicen la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa como principal vía de 

carboxilación (Kwon et al., 2016; Tan et al., 2013; Xia et al., 2015), ya que se sabe que 

ambas utilizan los mismos sustratos (PEP y HCO3
-). Aunque ambas catalizan la 

reacción de carboxilación del PEP, la enzima Ppc tiene mayor afinidad por el HCO3
- y 

es capaz de catalizar la reacción de carboxilación a muy bajas concentraciones de 

esta molécula. También se sabe que Pck es más eficiente energéticamente hablando 

ya que en la reacción se genera una molécula de ATP (Kwon et al., 2016; Millard et 
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al., 1996). Este comportamiento reportado concuerda con lo observado en este estudio 

en la evaluación de la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc. 

Se ha reportado que el uso de la enzima Pck favorece la producción de ácido succínico 

incluso en cultivos en los cuales se utiliza otras fuentes de carbono, como el glicerol, 

ya que la reacción genera una molécula de ATP y favorece la actividad de las vías 

anapleróticas (Li et al., 2016). Adicionalmente, en el estudio reportado por Zhang et al. 

(2009) y Jantama et al. (2008), como resultado de la evaluación durante 120 h en 

cultivo lote se obtuvo un rendimiento de 1.06 gramos de ácido succínico por cada 

gramo de glucosa consumida, en este trabajo la cepa utiliza a la enzima Pck como 

principal vía de carboxilación. En su estudio reportan el incremento en la cantidad de 

ARN mensajero correspondiente al gen pck, lo cual indica que aumentó la expresión, 

y también resaltan que la actividad enzimática de Pck estaba a niveles similares a los 

de esta enzima en bacterias del rumen. Midieron la actividad de la enzima Ppc y 

observaron que la actividad de esta enzima era considerablemente baja (0.030 ±0.003 

U /mg proteína) con respecto a la actividad de Pck (8.4 ±0.7 U /mg proteína).  Todo 

esto como evidencia de que la utilización de Pck le aporta a la cepa una ventaja para 

el crecimiento en medio mínimo durante cultivos para la producción de ácido succínico.  

Así mismo, Zhang et al. (2009) y Jantama et al. (2008) sugieren que la eliminación de 

la represión catabólica debido a una modificación en el gen ptsI, influyó en la utilización 

de la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa. En E. coli, Pck actúa principalmente 

durante la gluconeogénesis y cataliza la reacción de OAA hacia PEP, en presencia de 

glucosa se reprime la expresión de este gen ya que para su expresión se requiere de 

la presencia del complejo CRP-cAMP, el cual incrementa su concentración en 

ausencia de glucosa (Goldie, 1980). Se sugiere que la inactivación del sistema PTS 

pudiera permitir que Pck actúe en la dirección deseada (PEP  OAA), y que esto dirija 

el flujo de carbono hacia la producción de ácido succínico (Jantama et al., 2008; Li et 

al., 2016; Zhang et al., 2009). Para evitar esa problemática en la expresión del gen 

gluconeogénico pck, en la cepa que se construyó en este proyecto de investigación se 

indujo la expresión del gen pck con IPTG para que la enzima funcionara como principal 

vía de carboxilación de PEP, en presencia de glucosa y en ausencia de la enzima Ppc. 
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A pesar de que no se midió la actividad enzimática de estas enzimas, se evaluó el 

efecto de estas modificaciones sobre la producción de ácido succínico.  

A pesar de que en la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc hay un incremento en el título final 

de ácido succínico con respecto a las cepas anteriores, en el rendimiento 

producto/sustrato y en la productividad volumétrica (Tabla 10) no se observa una 

mejoría tan importante como la reportada por otros grupos de investigación (Tabla 1) 

(Jantama et al., 2008; Zhang et al., 2009). Se propone que esto podría estar 

relacionado con el hecho de que la cepa utilizada tiene un fondo genético que fue 

sometido previamente a un proceso de evolución adaptativa, durante el cual se perdió 

una región del cromosoma. Esta región incluye genes relacionados con el metabolismo 

de los nitratos, la reparación de ADN, la síntesis de polisacáridos de cápsula celular, 

entre otros  (Utrilla et al., 2012). A pesar de que el fondo genético de nuestra cepa de 

trabajo tiene mutaciones involucradas en el metabolismo central de carbono similares 

a las reportadas para mejorar la producción de ácido succínico (eliminación de los 

genes ldhA, pflB y adhE), el hecho de que posea mayor número de mutaciones que 

involucran otras actividades celulares podría influir en la robustez de la cepa y en su 

capacidad productora.  
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8.1.5. Evaluación de la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc en biorreactor utilizando 

xilosa y mezclas glucosa-xilosa como fuente de carbono 

Se decidió evaluar a la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc en cultivos con xilosa y una 

mezcla de glucosa-xilosa, ya que previamente había mostrado un incremento en la 

producción y rendimiento de ácido succínico en glucosa con respecto a las cepas 

MS01 frdA y MS01 frdA Ptrcpck. Esto nos permitiría comparar la velocidad específica 

de consumo de ambos azúcares y determinar si el uso de diferentes fuentes de 

carbono tiene un impacto sobre la producción de ácido succínico. 

Durante la evaluación en biorreactor utilizando xilosa como sustrato, se observa un 

patrón de crecimiento similar a lo observado en esta cepa con glucosa. El valor de 

XMAX en ambas condiciones es similar. La velocidad específica de crecimiento en etapa 

exponencial incrementa ligeramente en el cultivo utilizando xilosa como fuente de 

carbono (pasó de 0.29 h-1 a 0.35 h-1) (Tabla 10). La concentración de O2 disuelto fue 

de cero 6 h después de que se inició el cultivo, y se mantuvo de esta manera hasta 

finalizar a las 48 h. El fondo genético utilizado en este trabajo utiliza principalmente el 

sistema PTS para transportar glucosa y el simporter GatCS184L para transportar 

xilosa (Utrilla et al., 2012). Se sugiere que el consumo de xilosa, al no depender del 

uso de PEP como donador de grupos fosforilo, podría ser más favorable 

energéticamente que el consumo de glucosa. Esto podría explicar porque la velocidad 

específica de crecimiento fue mayor en el cultivo con xilosa y glucosa-xilosa que lo 

observado en el cultivo con glucosa.  

Tabla 11. Comparación de parámetros cinéticos observados en la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc en la 
evaluación con diferentes fuentes de carbono. 

Sustrato 
X

Max
  

(g
DCW

/L) 

Biomasa 
final 

(g
DCW

/L) 

μ  

(h
-1

) 

Título 
succínico 

(g/L) 

Consumo 
glucosa o 

xilosa (g/L) 

Y 
p/s

 

(g
Succ

 

/gGlu o Xil) 

qs 
(gGlu o Xil 
/g

DCW
 h) 

qp 
(g

Succ
 

/g
DCW

 h) 

Qp 
(g

Succ
 

/L h) 

Glucosa 
0.95 
±0.06 

2.42  
±0.38 

0.29 
±0.01 

13.50   
±0.96 

41.52    
±5.03 

0.33 
±0.02 

0.50    
±0.07 

0.19 
±0.03 

0.28 
±0.03 

Glucosa + 
Xilosa 

0.70 
±0.10 

1.93   
±0.01 

0.37 
±0.02 

12.52     
±1.5  

34.44 
±2.14** 

0.37 
±0.07** 

0.54    
±0.03 

0.20 
±0.04 

0.26 
±0.03 

Xilosa 
0.88 
±0.08 

1.79   
±0.03 

0.35 
±0.01 

10.34   
±2.93 

30.95   
±0.91 

0.33 
±0.08 

0.47    
±0.06 

0.18 
±0.00 

0.22 
±0.06 

 



48 
 

El título final de ácido succínico fue de 10.34 g L-1, esta concentración fue menor a la 

obtenido a partir de glucosa con esta misma cepa. El rendimiento fue similar a lo 

observado en la evaluación de la cepa utilizando glucosa como fuente de carbono, Yp/s 

= 0.33 (Tabla 11). De la misma manera, la velocidad específica de producción de ácido 

succínico (qp) fue similar. Esto es evidencia de que la cepa tiene la capacidad de 

producir ácido succínico utilizando glucosa o xilosa como fuente de carbono (Figura 

13).  

Durante la evaluación en biorreactor la cepa consumió 30.95 g L-1 de esta fuente de 

carbono. Sin embargo, a diferencia de lo observado en el cultivo con glucosa, la xilosa 

no se consumió en su totalidad, y a las 48 horas de cultivo la concentración fue de 8.60 

g L-1. Esto es interesante porque a pesar de que se consumieron alrededor de 10 g L-

1 menos de xilosa, el rendimiento y la qp obtenidas en esta fuente de carbono fueron 

iguales a lo observado en el cultivo con glucosa. La velocidad específica de consumo 

en ambas fuentes de carbono es similar, este parámetro está asociado a la biomasa 

en etapa estacionaria y debido a que en el cultivo en glucosa la cepa produce más 

biomasa que en xilosa, se observa el mismo valor en ambos sustratos aun cuando la 

concentración de azúcar consumida fue diferente. Los rendimientos máximos teóricos 

a partir de cada una de las fuentes de carbono se muestran a continuación. 

GLUCOSA C6H12O6 + 2 CO2  2 C4H6O4 Yp/s = 2 mol/mol (1.31 g
Succ

/g
Glu

) 

XILOSA C5H10O5 + 1.67 CO2  1.67 C4H6O4 Yp/s =1.67 mol/mol (1.31 g
Succ

/g
Xil

) 
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Figura 13. Producción de ácido succínico y ácido pirúvico, y consumo de sustrato en la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc en 
cultivos en biorreactor con medio AM1 adicionados con A) Xilosa y B) Glucosa + xilosa. 
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El efecto del uso de xilosa como fuente de carbono en la producción de ácido pirúvico 

difiere de lo observado previamente en esta cepa cuando se utilizó glucosa como 

fuente de carbono. Se observa que al utilizar xilosa la cepa produce más ácido pirúvico, 

y la concentración máxima obtenida fue más del doble (14.56 g L-1). Adicionalmente, 

se observa una disminución en la concentración de ácido pirúvico a pesar de que la 

xilosa no se agota.  A las 48 h de cultivo el título de ácido pirúvico es de 8.64 g L-1, a 

diferencia de lo observado en el cultivo con glucosa, en el cual la concentración de 

ácido pirúvico es de cero al finalizar la evaluación. Se propone que la cepa incrementa 

la producción de ácido pirúvico para obtener ATP a partir de la reacción catalizada por 

PykAF, ya que se sabe que el rendimiento de ácido succínico (y por lo tanto de ATP a 

partir de Pck)  es menor a partir de pentosas que a partir de hexosas (Xia et al., 2015). 

Al evaluar a la cepa en biorreactor con mezclas de glucosa-xilosa, se produjeron 12.52 

g L-1 de ácido succínico (Tabla 11). Este título es similar a lo obtenido en la cepa en la 

evaluación en biorreactor con solo glucosa o xilosa (Figura 14). Así mismo, el 

rendimiento producto/sustrato y la velocidad específica de producción de ácido 

succínico es similar a las observadas previamente en los cultivos con glucosa y xilosa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

En cuanto al consumo de sustratos se esperaba que la cepa consumiera primero la 

glucosa y, una vez que esta se agotara iniciaría el consumo de xilosa. Sin embargo, el 

resultado que se observa es que ambos azúcares se consumieron de manera 
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Figura 14.  Producción de ácido succínico en la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc en las evaluaciones utilizando: A) Glucosa, B) 
Glucosa + Xilosa y C) Xilosa 
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simultánea (Figura 13B) y ambos se agotan a las 48 h de cultivo. En total, tomando en 

cuenta ambos azúcares, la cepa consumió 34.44 g L-1 de sustrato (Tabla 11).  

A las 24 h de cultivo la cepa llegó a una concentración de 10.55 g L-1 de ácido pirúvico 

en el cultivo en biorreactor utilizando glucosa y xilosa como fuente de carbono. Esta 

concentración es mayor a lo observado en glucosa y menor a lo observado en xilosa. 

Se sugiere que el título de ácido pirúvico no es tan alto al usar ambos azúcares porque 

al haber glucosa en el medio la necesidad de generar ATP a partir de la reacción de 

PEPPIR es menor que en el cultivo utilizando solamente xilosa (Xia et al., 2015). Se 

observa que después de este tiempo la concentración de ácido pirúvico empieza a 

disminuir, cuando aún hay glucosa y xilosa en el medio. A partir de este punto se 

presenta un consumo simultáneo de estos tres compuestos. Previamente, en la 

evaluación de la cepa utilizando solamente una fuente de carbono (glucosa o xilosa) 

también se detecta que el consumo de ácido pirúvico inicia antes de que se agote el 

sustrato principal. Este comportamiento es relevante ya que en E. coli el sistema de 

transporte de glucosa PTS reprime la expresión de genes involucrados en el transporte 

de otras fuentes de carbono (Gosset, 2005; Liang et al., 2015; Wang et al., 2006), por 

lo cual el uso preferencial de glucosa es una de las limitaciones más importantes al 

momento de utilizar cultivos con diferentes fuentes de carbono (Wu et al., 2016).  

La cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc que se construyó a partir de la MS01 (Fernández-

Sandoval, 2012) no tiene eliminado ninguno de los genes que codifican para los 

componentes del sistema PTS (ptsG, crr, ptsH, ptsI), sin embargo, tiene la capacidad 

de consumir glucosa y ácido pirúvico de manera simultánea, y glucosa, xilosa y ácido 

pirúvico de manera simultánea. Al evaluar a la cepa MS01 frdA Ptrcpck, antecesora de 

la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc en las mismas condiciones de cultivo, no se observó 

este comportamiento. No hay reportes donde se mencione que la eliminación del gen 

ppc tenga algún efecto en el fenómeno de represión catabólica. Sin embargo, se sabe 

que Ppc es una enzima importante en cuanto a la regulación del flujo de carbono en el 

nodo PEP-PIR-OAA, ya que lleva a cabo funciones anapleróticas y mantiene estable 

el nivel de oxaloacetato en el ciclo de Krebs (Izui et al., 1981; Kameshita et al., 1979). 

Esta reportado que la eliminación de mgsA, que codifica para la enzima metilglioxal 
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sintasa de E. coli, afecta el consumo simultáneo de fuentes de carbono debido a que 

incrementa la concentración de la proteína reguladora CRP (Utrilla et al., 2016). 

Además, PEP es un metabolito de gran importancia en el metabolismo central de E. 

coli, ya que  además de ser utilizado como donador de grupos fosforilo para el 

transporte de azúcares, está involucrado en la regulación de muchas enzimas por su 

naturaleza altamente energética, actúa como inhibidor competitivo de la glucocinasa y 

de la fosfoglucoisomerasa, y como inhibidor no competitivo de la fosfofructocinasa y 

de la aldolasa (Ogawa et al., 2007; Peng et al., 2004). En el nodo PEP-PIR-OAA están 

implicadas varias reacciones que se encargan de vincular las principales vías de 

metabolismo central y es en este punto, en donde se distribuye el flujo de carbono 

hacia catabolismo, anabolismo u obtención de energía (Sabido et al., 2014b).  

A pesar de la importancia que tiene este punto en el metabolismo central del carbono, 

la información que se obtuvo en este estudio no es suficiente para determinar de 

manera precisa la razón del consumo simultáneo de glucosa y ácido pirúvico, y de 

glucosa, xilosa y ácido pirúvico. Sin embargo, el resultado obtenido es bastante 

importante y es esencial investigar a fondo sobre este fenómeno. Generalmente, las 

estrategias utilizadas para la generación de microorganismos capaces de coutilizar 

diferentes fuentes de carbono incluyen la inactivación del sistema PTS de transporte 

de glucosa, el incremento del flujo a través de la vía de pentosas fosfato o el uso de 

consorcios microbianos en los que cada uno de los microorganismos utilizados esté 

enfocado en el consumo de un solo sustrato, entre otras (Li et al., 2016; Liang et al., 

2015; Xia et al., 2015). En nuestro caso, las modificaciones genéticas realizadas en la 

cepa (integración de frdA, integración de pck y eliminación de ppc) no se planearon 

inicialmente con el fin de obtener consumo simultáneo de varias fuentes de carbono. 

Sin embargo, es evidente que la eliminación de un gen como ppc y la sobreexpresión 

de otro como pck no son triviales y que el efecto de estas modificaciones puede incidir 

en el metabolismo general y la regulación de ciertos genes.  

En el contexto global, la cepa generada tiene una capacidad de producción de ácido 

succínico inferior a lo reportado previamente (Tabla 1). Las bacterias del rumen tienen 

la capacidad natural de producir ácido succínico (Kwon et al., 2016), por lo que los 
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rendimientos que se obtienen al utilizar cepas silvestres de Actinobacillus 

succinogenes o Anaerobiospirillum succiniciproducens son muy buenos. Sin embargo, 

como se señala en la Tabla 1, estos microorganismos requieren que los medios 

utilizados contengan licor de maíz fermentado o extracto de levadura adicional a la 

glucosa agregada. Esto tiene la desventaja de hacer más costoso los procesos de 

producción, además, las estrategias de cultivos no son tan sencillas ya que en algunos 

casos se requiere de un sistema para burbujear CO2, mantener condiciones de 

anaerobiosis estrictas o incluso realizar fermentaciones en dos fases. Esto hace que 

el uso de microorganismos del rumen como biocatalizadores no sea tan atractivo si lo 

que se desea es reducir costos y utilizar técnicas de cultivo simples. Sin embargo, se 

ha reportado la expresión de genes provenientes de otros microorganismos para la 

producción de ácido succínico en E. coli; entre estos se reporta la expresión de pck de 

Actinobacillus succinogenes (Kim, 2004), la expresión de pyc de Rhizobium etli que 

codifica para la piruvato carboxilasa (Vemuri, 2002a), o la piruvato carboxilasa de 

Lactococcus lactis (Sánchez, 2005). El uso de E. coli como microorganismo de 

producción permite hacer uso de medios mínimos y condiciones aerobias o 

anaerobias. Se ha reportado que, en cultivo en lote utilizando medio AM1 y glucosa 

como fuente de carbono, la cepa de E. coli KJ060 tuvo un rendimiento 

producto/sustrato de 1.06 gSucc/gGlu (Jantama et al., 2008). Este grupo de investigación 

asocia estos resultados principalmente a una modificación que le permite a la cepa 

utilizar a la enzima Pck como principal vía de carboxilación en el nodo PEP-PIR-OAA, 

lo cual es similar a lo que ocurre en las bacterias del rumen. En nuestro caso se realizó 

la integración del gen pck y la eliminación del gen ppc, con el fin de que la cepa MS01 

frdA Ptrcpck Δppc dirigiera una mayor cantidad de carbono hacía la vía de síntesis de 

ácido succínico. Sin embargo, en nuestra cepa el rendimiento más alto obtenido en 

cultivo utilizando glucosa es tres veces menor a lo reportado por Jantama (2008).  

Algunas de las principales estrategias de ingeniería de vías metabólicas incluyen la 

eliminación de los genes ldhA, pflB, ackA, pta adhE y ptsG con el fin de reducir la 

formación de subproductos como el etanol, ácido láctico, ácido fórmico, ácido acético 

o inactivar el sistema de transporte de glucosa PTS para incrementar la cantidad de 

PEP disponible (Tabla 1). Los rendimientos obtenidos en estas cepas están en el rango 
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de 0.76 a 1.10 gSucc/gGlu. Al comparar estos resultados con lo obtenido con la cepa 

MS01 frdA Ptrcpck Δppc, se sugiere que no se logra tener rendimientos similares 

debido a que el genotipo de la cepa además de tener inactivadas las vías de 

producción de otros subproductos, también se sometió a un proceso de evolución 

adaptativa. Podría ser que, en conjunto, todas estas mutaciones no permitan obtener 

un microorganismo tan robusto como el reportado por otros grupos y que, aún en 

condiciones de cultivo similares, no se logre tener los mismos rendimientos. El fondo 

genético del cual se partió en este proyecto ha sido utilizado previamente en el grupo 

de trabajo para la producción de ácido láctico, etanol, PHB, entre otros, (Fernandez-

Sandoval et al., 2012; Centeno-Leija et al., 2014; Utrilla et al., 2016) con buenos 

rendimientos sin embargo el resultado obtenido con el ácido succínico no fue el 

esperado ya que no se obtuvieron rendimientos similares a los reportados en la 

literatura. Una alternativa que permitiría evaluar el efecto de las modificaciones 

genéticas propuestas en este proyecto sería realizar las mutaciones puntuales 

involucradas en el mejoramiento de la capacidad de producción de ácido succínico en 

una cepa silvestre como E. coli MG1655. No obstante, la información obtenida en el 

estudio de la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc es interesante, ya que posee la capacidad 

de producir ácido succínico en medios mínimos y, de consumir glucosa y xilosa de 

manera simultánea. Como ya se comentó anteriormente, los resultados obtenidos en 

esta tesis indican que es necesario estudiar a nivel de regulación el efecto de la 

eliminación de ppc en E. coli en el contexto del fenómeno de represión catabólica.   

 



54 
 

9. RESUMEN DE RESULTADOS 

• La reintegración del gen frdA en la cepa no fermentativa MS01 permitió que 

creciera en condiciones anaerobias. Esto se debe a que recuperó la capacidad de 

regenerar cofactores a través de la vía de producción de ácido succínico. En estas 

condiciones, la cepa MS01 frdA produjo 1.11 g L-1 de ácido succínico. El producto 

principal en estas condiciones de fermentación fue el ácido pirúvico. 

• La cepa MS01 frdA se ve limitada en su capacidad de crecimiento, consumo de 

glucosa y producción de ácido succínico en condiciones anaerobias, debido quizás 

a una limitada regeneración de cofactores y producción de ATP. 

• Se realizó un barrido a cuatro diferentes velocidades de transferencia de oxígeno 

con el fin de determinar la que favoreciera la producción de ácido succínico. Se 

determinó 2.24 mmol O2 L-1 h-1 como la condición de transferencia de oxígeno que 

favorece la producción de ácido succínico en biorreactor en medio mínimo. La cepa 

MS01 frdA produce 9.06 g L-1 de ácido succínico a 2.24 mmol O2 L-1 h-1 en medio 

mínimo con glucosa. 

• El efecto conjunto de la integración del gen pck bajo control del promotor trc y la 

eliminación del gen ppc favoreció el incremento en el título final de ácido succínico, 

en la productividad volumétrica y en el rendimiento producto/sustrato en biorreactor 

en medio mínimo con glucosa. El título final de ácido succínico para la cepa MS01 

frdA Ptrcpck Δppc utilizando glucosa como fuente de carbono fue de 13.50 g L-1. 

Este resultado es el título más alto que se observó en las cepas evaluadas en la 

presente tesis. En cuanto a la comparación de las cepas construidas en este 

proyecto tanto el valor de título y como el de rendimiento fueron importantes, sin 

embargo, con cepas generadas en otros grupos de investigación consideramos 

más importante comparar los valores de rendimiento obtenido. 

• Un resultado importante fue que la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc es capaz de 

consumir glucosa, xilosa y ácido pirúvico de manera simultánea. Sin embargo, no 

queda claro cuál es el mecanismo celular involucrado en este fenómeno.  
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• El rendimiento producto/sustrato observado en la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc es 

muy similar al utilizar glucosa, xilosa o la mezcla glucosa-xilosa como fuente de 

carbono. 
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10. CONCLUSIONES 

• La integración del gen frdA en la cepa no fermentativa MS01 restauró la 

capacidad de crecer en condiciones anaerobias, sin embargo, se considera que su 

capacidad de producción de ácido succínico y de consumo de glucosa están limitadas 

en cierta medida en condiciones anaerobias en medio mineral. La cepa no logra 

consumir toda la glucosa disponible en el medio y solamente utiliza una octava parte 

del total. Este bajo consumo se ve reflejado en el título final de ácido succínico. Este 

comportamiento podría estar asociado a una deficiencia en la regeneración de poder 

reductor y/o en la síntesis de ATP.  

• El uso de cultivos en biorreactor en condiciones de limitación de oxígeno tiene 

un efecto favorable en el metabolismo de la cepa MS01 frdA, ya que en estas 

condiciones la cepa muestra una mejor capacidad de producción de ácido succínico, 

de consumo de glucosa y de crecimiento a lo observado en minifermentadores en 

condición anaerobia. Se sugiere que esto puede deberse a que la presencia de 

oxígeno permite que se mantenga el balance redox y que sea posible obtener mayor 

cantidad de energía necesaria para los procesos celulares. 

• El efecto conjunto de la eliminación del gen ppc aunado a la integración y 

expresión del gen pck incrementó la capacidad de producción de ácido succínico de la 

cepa. La cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc obtuvo el mayor título de ácido succínico entre 

las cepas construidas. Se considera que este resultado está asociado a que el uso de 

la enzima Pck como principal enzima de carboxilación le aporta a la cepa una ventaja 

energética y le permite dirigir el flujo de carbono hacia la síntesis de ácido succínico.  

• La cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc es capaz de consumir glucosa, xilosa y ácido 

pirúvico de manera simultánea, pero no queda claro cuál es el mecanismo celular 

involucrado en este fenómeno. Las modificaciones genéticas realizadas en la cepa no 

se planearon inicialmente con el fin de obtener consumo simultáneo de varias fuentes 

de carbono. Sin embargo, es evidente que estas modificaciones pueden tener efectos 

importantes en el metabolismo general de la cepa. 
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• Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que es posible producir 

compuestos de interés industrial con medios de cultivo mínimos, condiciones de 

fermentación simples y utilizando fuentes de carbono económicas y abundantes.  
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11. PERSPECTIVAS 

• Evaluar la cepa MS01 frdA Ptrcpck Δppc a diferentes concentraciones de 

transferencia de oxígeno, con el fin de determinar la mejor condición para la producción 

de ácido succínico.  

• Determinar hacia donde se dirige el flujo de ácido pirúvico producido y 

consumido en las cepas, ya que los datos obtenidos en este estudio no son suficientes 

para saber qué otros productos se están obteniendo durante el consumo de este 

compuesto. Esto se podría realizar con técnicas de espectrometría de masas o 

metabolómica.   

• Reducir los niveles de producción de ácido pirúvico, ya sea mediante la 

expresión de genes como maeA o pyc (gen heterólogo) para favorecer la conversión 

del ácido pirúvico en ácido málico u oxaloacetato; o la eliminación del gen pykF para 

evitar la formación de ácido pirúvico a partir de fosfoenolpiruvato. Y de esta manera 

dirigir el flujo de carbono hacia intermediarios de la vía de producción de ácido 

succínico.  

• Eliminar el gen ptsG y galR con el fin de evaluar el efecto de esta modificación 

sobre la producción de ácido succínico. En este proyecto se construyó la cepa MS01 

frdA Ptrcpck Δppc ΔptsG ΔgalR, pero los resultados observados fueron la pérdida de 

la capacidad de crecimiento en medio AM1 utilizando glucosa o xilosa como fuente de 

carbono. Se sugiere la secuenciación de la cepa para determinar si la pérdida de 

viabilidad está asociada a alguna mutación de la que no se tiene conocimiento. 

Adicionalmente, debido a que la eliminación de ppc afectó el fenómeno de represión 

catabólica ejercido por la glucosa, es posible que la eliminación conjunta de ppc y ptsG 

generen efectos de regulación que afecten el crecimiento de las cepas. En 

consecuencia, los efectos de regulación ocasionados por la eliminación de ppc deben 

ser estudiados en detalle. Así mismo, la inactivación del sistema PTS y el uso de un 

trasportador de glucosa no dependiente del uso de PEP como donador de grupos 

fosforilo, podría incrementar la cantidad de PEP disponible para ser utilizado como 

precursor de ácido succínico en la vía propuesta en este estudio, lo cual podría mejorar 

la capacidad de producción de ácido succínico. 
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13. ANEXOS 

13.1 Curvas de crecimiento durante las evaluaciones en minifermentador y 

biorreactor. 

A. Cepa MS01 frdA y MG1655, minifermentador, medio AM1 suplementado con 
glucosa (40 g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), acetato de sodio (2 g L-1), bicarbonato 
de potasio (4 g L-1) a 37 ºC, 150 rpm, control de pH con KOH 2M. 

B. Cepa MS01 frdA y MG1655, minifermentador, medio AM1 suplementado con 
glucosa (40 g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), acetato de sodio (2 g L-1), bicarbonato 
de potasio (4 g L-1) a 37 ºC, 150 rpm, control de pH con KOH 4M y K2CO3. 

C. Evaluación de diferentes OTR. Cepa MS01 frdA, biorreactor, medio AM1 
suplementado con glucosa (40 g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), acetato de sodio (2 
g L-1), bicarbonato de potasio (4 g L-1) a 37 ºC, 400 rpm, control de pH con KOH 4 
M y K2CO3.  
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D. Cepa MS01 frdA Ptrc pck, minifermentador, medio AM1 suplementado con glucosa 
(40 g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), acetato de sodio (2 g L-1), bicarbonato de potasio 
(4 g L-1) a 37 ºC, 150 rpm, control de pH con KOH 4 M y K2CO3. 

E. Cepa MS01 frdA Ptrc pck, biorreactor, medio AM1 suplementado con glucosa (40 
g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), acetato de sodio (2 g L-1), bicarbonato de potasio (4 
g L-1) a 37 ºC, 400 rpm, control de pH con KOH 4 M y K2CO3. 

F. Cepa MS01 frdA Ptrc pck ∆ppc, biorreactor, medio AM1 suplementado con glucosa 
(40 g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), acetato de sodio (2 g L-1), bicarbonato de potasio 
(4 g L-1) a 37 ºC, 400 rpm, control de pH con KOH 4 M y K2CO3. 
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G. Cepa MS01 frdA Ptrc pck ∆ppc, biorreactor, medio AM1 suplementado con xilosa 
(40 g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), acetato de sodio (2 g L-1), bicarbonato de potasio 
(4 g L-1) a 37 ºC, 400 rpm, control de pH con KOH 4 M y K2CO3. 

H. Cepa MS01 frdA Ptrc pck ∆ppc, biorreactor, medio AM1 suplementado con 
glucosa-xilosa (40 g L-1), ácido cítrico (0.1 g L-1), acetato de sodio (2 g L-1), 
bicarbonato de potasio (4 g L-1) a 37 ºC, 400 rpm, control de pH con KOH 4 M y 
K2CO3. 
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INGENIERiA METABÓLICA PARA LA PRODUCCiÓN DE SUCCINATO EN UNA CEPA DE 
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Palabras clave: Escherichia eoli, succinato, glucosa. 

Introducción. El ácido succinico, empleado en la industria de los 
alimentos, agrícola y farmacéutica, posee potencial para ser 
utilizado como punto de partida para la síntesis de diversos 
compuestos de importancia industrial, aditivos alimenticios, 
bioplásticos y biosolventes, principalmente. En la actualidad 
existe interés en producir succinato con microorganismos en 
condiciones anaeróbicas o aeróbicas a partir de fuentes 
renovables [1]. En trabajos previos, por ingenieria metabólica, se 
generó una cepa de Escherichia coli no fermentativa [2]. Con el 
fin de obtener una cepa productora de succinato, en condiciones 
de limitación de oxigeno, es importante acoplar la sintesis de 
este ácido orgánico a la producción de ATP, otros metabolitos 
esenciales para el crecimiento y mantener el balance redox. 
El objetivo de este estudio fue generar una cepa de E. coli con 
capacidad de producir succinato a partir de glucosa en 
condiciones de baja transferencia de oxigeno. 
Metodología. Se reintegró en cromosoma el gen trdA que 
codifica para la fumarato reductasa en la cepa de E. coli no 
fermentativa MSOl (E. coIiMG1655 1J.pflB, 1J. trdA, 1J.ldh, 1J.adhE, 
1J.xyIFGH, 1J.reg 27.3 kb, gaICSI84L, 1J.midarpA) [2] empleando 
recombinación homóloga doble. Se seleccionaron las 
transformantes por viabilidad en medio mineral [2] suplementado 
con glucosa (20 gIL) en condiciones anaerobias. Se evaluó la 
producción de succinato en medio mineral con 40 gIL de glucosa 
en condiciones de anaerobias (por triplicado) y microaerobias 
(por duplicado) en biorreactores. 
Resultados. Se generó la cepa MS01 con la reintegración del 
gen (rdA en cromosoma, esta cepa fue denominada MSOl (rdA. 
Con esta cepa en condiciones anaerobias, se observó poca 
formación de biomasa (0.5 gIL) Y baja producción de suocinato 
(0.87 gIL) , consumiéndose solo e1 15% de la glucosa disponible 
a las 48 h (Tabla 1). Este comportamiento se atribuye a una 
regeneración de cofactores deficiente, asociada a un flujo de 
carbono reducido de oxalacetato a succinato, reacción 
enzimática en la cual se regenera NAD·. Con el fin de solventar 
dicha deficiencia, en biorreactor (0.75 L, 400 rpm, 37 oC, con un 
inóculo de 0.037 gocw/L) se evaluó la producción de succinato a 
diferentes velocidooes de transferencia de oxigeno 1.04, 2.24, 
3.89 Y 4.58 mmol 02 L·1 h·1, correspondientes a 0.05, 0.15, 0.27 
Y 0.32 wm, respectivamente. En estos cultivos, a pesar de que 
se suministra aire, se generaron condiciones de limitación de 
oxigeno: el nivel de oxigeno disuelto en el medido fue cero 
después de 4·6 h de iniciados los cultivos y hasta que se agotó 
la glucosa. En la Fig. 1 se observa que al valor de 2.24 mmol eh 
L·1 h·1 (kLa",10A h·1) se maximiza la producción de succinato. En 
estas condiciones se consumen los 40 gIL de glucosa en 36 h; 
se duplica el rendimiento producto/sustrato; y el t itulo final de 
succinato es 10.9 veces mayor a lo que se obtiene en 
condiciones anaerobias. 

12 3.5 

;;¡ 10 3 

'" 8 
2.5 ~~ 

~ 
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O 1.04 2.24 3.89 4.58 

Velocidad de transfere1l:;:ia de 02 (mmol 02 L· l h· l) 
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Fig. , . Conccntr:x:ión do biomn:m y I:luccinnto gonorndOI:l D. diforO'-'OI:l 
velocidades de transferencia de oxigeno en la cepa MSOl frdA. 

Tabla'. Parámetros de crecimie1llo y producción con la cepa MSOl 
trdA, a las 48 horas de cultivo en QJltivo anaerobio, medio mineral 

adicionado con glucosa (40 gl1.). 

Condiciones de eiomasa S......,ir>a10 Consumo 
cuUivo (go."IL) 11 (h" ) (giL) glccosa '-!oll) 

Ar>aerotli<.> 0.513 0.126 0.87 '" 0.124 

2240, L" h' .= 0- ,« ~.~ 0.244 ("'-a- l0.4 h') 

Conclusiones. El empleo de aireación de manera limitada 
fomenta el mantenimiento del balance redox y la generación de 
ATP en la célula. Con una velocidoo de transferencia de oxigeno 
a 2.24 mmol Ü2 L') h·1 (kLa",10A h·1) se favorece la producción 
de succinato. [3]. Lo observado en este estudio, confirma que es 
posible producir compuestos de interés industrial en medio 
mínimo, utilizando glucosa como única fuente de carbono, y 
combinando estrategias de ingeniería metabólica y de cultivo. 
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Introducción. El ácido succínico, empleado en la 
industria de los alimentos, agrícola y farmacéutica, 
posee potencial para ser utilizado como punto de partida 
para la síntesis de diversos compuestos de importancia 
industrial, bioplásticos y biosolventes, principalmente. 
En la actualidad existe interés en producir succinato con 
microorganismos en condiciones anaeróbicas o 
aeróbicas a partir de fuentes renovables [1]. Con el fin 
de obtener una cepa productora de succinato, en 
condiciones de limitación de oxígeno, es importante 
acoplar la síntesis de este ácido orgánico a la 
producción de energía metabólica y otros metabolitos 
esenciales para el crecimiento. 
El objetivo de este estudio fue la producción de 
succinato a partir de glucosa en condiciones de baja 
transferencia de oxígeno en medio mineral. 
Metodología. Se evaluó la producción de succinato de 
la cepa de Escherichia coli productora de succinato y 
denominada MS01 frdA [2J en medio mineral con 40 gIL 
de glucosa en condiciones de anaerobias (por 
triplicado) y rnicroaerobias (por duplicado) en 
biorreactores. 
Resultados. En condiciones anaerobias, se observó 
poca formación de biomasa (0 .5 gIL) Y baja producción 
de succinato (0 .87 gIL), consumiéndose solo el 15% de 
la glucosa disponible a las 48 h (Tabla 1). Este 
comportamiento se atribuye a una regeneración de 
cofactores deficiente, asociada a un flujo de carbono 
reducido de oxalacetato a succinato, reacción 
enzimática en la cual se regenera NAD-. Con el fin de 
solventar dicha deficiencia, en biorreactor (0 .75 L, 400 
rpm, 37 oC, con un inóculo de 0.037 gocwIL) se evaluó 
la producción de succinato a diferentes velocidades de 
transferencia de oxígeno 1.04, 2.24, 3.89 Y 4.58 mmol 
02 L-l h·1 , correspondientes a 0.05, 0.15, 0.27 Y 0.32 
wm, respectivamente. En estos cultivos, a pesar de que 
se suministra aire, se generaron condiciones de 
limitación de oxígeno: el nivel de oxígeno disuelto en el 
medido fue cero después de 4-6 h de iniciados los 
cultivos y hasta que se agotó la glucosa. En la Fig. 1 se 
observa que al valor de 2.24 mmol 02 L-l h·1 (kLa=10.4 
h·1) se maximiza la producción de succinato. En estas 
condiciones se consumen los 40 gIL de glucosa en 36 
h; se duplica el rendimiento producto/sustrato; y el título 
final de succinato es 10.9 veces mayor a lo que se 
obtiene en condiciones anaerobias. 
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Flg. 1. Concentración de biomasa y succinato generooos a 
diferentes velocidades de transferencia de oxigeno en la cepa MSOl 

ImA. 

Tabla 1. Partlmetros de crecimiento y producción con la cepa MSOl 
frdA, a las 48 horas de cuHivo en medio mineral adicionado con 

glucosa (40 giL). 

c-..... n.1i<c ......... R¡<>m~s~ .<:..,,,"" .... Cor6umo 

de cuUivo (90<""') 
I'(h" ) (giL) glu::osa ,-

!wll 

ArlaeroOo 0.513 0.126 '" '" 0.124 

224 o, L" h" 1.'" ,- ,« ,,~ 0244 (I<..a_ IO.4 h" ) 

Conclusiones. El empleo de aireación de manera 
limitada fomenta el mantenimiento del balance redox y 
la generación de ATP en la célula. Con una velocidad 
de transferencia de oxígeno a 2.24 mmol 02 L-l h-1 

(kLa=10.4 h-1) se favorece la producción de succinato 
[3}. Lo observado en este estudio, confirma que es 
posible producir compuestos de interés industrial en 
medio mínimo, utilizando glucosa como única fuente de 
carbono. 
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