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DESCRIPCION
Productores microbianos de acido succinico novedosos y purificacion del acido succinico

La presente invencién se relaciona con cepas bacterianas, de la familia de las Pasteurellaceae que pertenecen a la
especie Basfia succiniciproducens, capaces de utilizar glicerol como fuente de carbono para la produccion
fermentativa de acido succinico, en el que dichas cepas se modifican genéticamente para que comprendan una
desregulacion de la actividad enzimatica de la piruvato formato liasa endégena, asi como a los procedimientos para
producir acidos organicos, en particular acido succinico, haciendo uso de tal microorganismo.

Antecedentes de la invencion

La produccion fermentativa de acido succinico (SA) a partir de biomasa ya ha llamado mucho la atenciéon porque
dicho acido representa un componente importante de las resinas sintéticas o es una fuente de otros compuestos
quimicos de bajo peso molecular valiosos, en particular tetrahidrofurano (THF), 1,4-butanodiol (BDO), gamma-
butirolactona (GBL) y pirrolidonas (WO-A-2006/066839).

Lee et al (2002a) describieron una bacteria productora de SA aislada de rumen bovino. La bacteria es un baston
Gram negativo o cocobacilo, no mévil, no formador de esporas, mesofilico y capnofilico. El analisis filogenético con
base en la secuencia 16S ARNr y el analisis fisioldgico indicaron que la cepa pertenece al género Mannheimia como
una nueva especie, y se ha denominado Mannheimia succiniciproducens MBELS55E. Bajo condiciones de CO5 al 100
%, crece bien en el intervalo de pH de 6,0-7,5 y produce SA, acido acético y acido formico en una proporcion
constante de 2:1:1. Cuando M. succiniciproducens MBEL55E se cultivé anaerobiamente bajo saturacion de CO» con
glucosa como fuente de carbono, se consumieron 19,8 g/l de glucosa y se produjeron 13,3 g/l de SA en 7,5 horas de
incubacion. Ademas, en este microorganismo, la produccion de SA mejoré6 mediante la mutacion/eliminacion de
genes metabolicos. La mutacion/eliminacion combinada de los genes lactato deshidrogenasa IdhA, piruvato formato
liasa pfiB, fosfotransacetilasa pta y genes de acetato quinasa ackA dio lugar a una cepa que convierte carbono en
SA con un rendimiento (YP/S) de 0,6 g SA por g de fuente de carbono afadido. El rendimiento de espacio tiempo
para la produccion de SA se encontré que era de 1,8 g/litro/h. (Lee 2006)

Lin et al 2005 describen una cepa mutante de E. coli con mutaciones en los genes Idh como también en los genes
pfl, descritas como SB202. Sin embargo, esta cepa se caracterizd por un crecimiento lento y la incapacidad de
fermentar un sacarido hasta su finalizacién bajo condiciones anaerobias. El Idh y pfl inactivos causaron que el flujo
de carbono se embotellara en el nodo piruvato, lo que provocéd que el piruvato se acumulara como el producto
principal. A este respecto, se encontré que el rendimiento de carbono (YP/S) del succinato en la fuente de carbono
era inferior a 0,15 g/g de SA/Carbono.

Sanchez et al. 2005 describen las cepas de E. coli que portan mutaciones en los genes Idh, el adhE, ack-pta e icIR.
En estos experimentos, las células se cultivaron aerdbicamente en un medio complejo, se cosecharon, se
concentraron y se incubaron con fuentes de carbono bajo condiciones anaerobias. Bajo estas condiciones
especificas para la conversion directa de un carbohidrato en SA, se encontraron rendimientos de carbono YP/S de
0,98 a 1,13 g de SA por g de fuente de carbono, con un rendimiento de espacio tiempo de 0,79 g/l h SA. La
utilizacion de carbono para la generacion de biomasa antes de la fase de conversion anaerobia no se ha incluido
explicitamente en este calculo y no se describe con mas detalle.

Hong y Lee (2001) describen cepas de E. coli que portan mutaciones en los genes Idh y pfl. Sin embargo, estas
cepas producen SA a partir de la fermentacion de carbohidratos, con una lenta utilizaciéon de los carbohidratos y
bajos rendimientos de espacio tiempo y carbono (YP/S) de SA de glucosa como la fuente de carbono carbohidrato.
Ademas, se produjeron acido succinico, acético y lactico en una proporcion de 1:0,034:1,6. En este analisis, el
crecimiento de la cepa portadora de mutaciones en los genes Idh y pfl se retrasé si se compara con la cepa original
no mutada.

Zhu et al. 2005 describen una cepa de E. coli, mutada en el gen pfl que no produjo acido succinico sino lactato y
mostré un crecimiento deficiente cuando se cultivé en glucosa como Unico sustrato.

Un inconveniente importante del organismo Mannheimia succiniciproducens es, sin embargo, su incapacidad para
metabolizar el glicerol, que, como componente de los triacilgliceroles (TAGs), se vuelve facilmente disponible, por
ejemplo, como subproducto en la reaccion de transesterificacion de la produccion de biodiesel (Dharmadi et al.,
2006).

La produccién fermentativa de SA a partir de glicerol ha sido descrita en la literatura cientifica (Lee et al., 2001;
Dharmadi et al., 2006) y se lograron mayores rendimientos de glicerol [masa de SA producida/masa de materia
prima consumida] que con azucares comunes como glucosa (Lee et al., 2001). Sin embargo, el rendimiento espacio-
tiempo obtenido con glicerol fue sustancialmente mas bajo que con glucosa (0,14 frente a 1,0 g de SA/[L h]).

Solo en unos pocos casos se ha descrito la metabolizacion anaerobia de glicerol en productos de fermentacion. El E.
coli puede fermentar el glicerol bajo condiciones muy especificas, como pH acido, evitando la acumulacion del
hidrégeno que es gas de fermentacion y la composicion del medio apropiado (Dharmadi et al 2006, Yazdani y
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Gonzalez 2007). Muchos microorganismos son capaces de metabolizar el glicerol en presencia de aceptadores de
electrones externos (metabolismo respiratorio), y pocos pueden hacerlo mediante fermentacién (es decir, en la
ausencia de aceptadores de electrones). El metabolismo fermentativo del glicerol se ha estudiado con gran detalle
en varias especies de la familia Enterobacteriaceae, tal como Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae. La
disimilacion del glicerol en estos organismos esta estrictamente relacionada con su capacidad para sintetizar el
producto muy reducido 1,3-propanodiol (1,3-PDO) (Dharmadi et al 2006). Se ha reportado la conversién de glicerol
en SA usando Anaerobiospirillum succiniciproducens (Lee et al. 2001). Este estudio demostré que podria producirse
SA con poca formacion de subproducto de acido acético utilizando glicerol como fuente de carbono, facilitando asi la
purificacion de SA. El mayor rendimiento se obtuvo mediante la alimentacion intermitente de glicerol y extracto de
levadura, una estrategia que result6é en la produccion de aproximadamente 19 g/l de SA. Sin embargo, se observo
que los componentes nutricionales no identificados presentes en el extracto de levadura eran necesarios para que
tuviera lugar la fermentacion del glicerol. Sin embargo, los sacaridos, teéricamente, pueden convertirse en SA con
un rendimiento significativamente mas bajo que el glicerol debido al menor estado de reduccion de los sacaridos en
comparacion con el poliol glicerol. Se ha encontrado que la combinacion de sacaridos con glicerol funciona en un
organismo anaerobio productor de SA (Lee et al. 2001), sin embargo, sin alcanzar los titulos de SA mas alla de 29
g/l. Ademas, se encontré que el rendimiento de carbono YP/S era solo el 92 % y la proporcion SA/AA se encontrd
que era de 4,9:1. Solo 4 g/l de glicerol como maximo se convirtieron en acido succinico.

Las reacciones de carboxilacion de oxaloacetato catalizadas por las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC),
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y piruvato carboxilasa (PycA) estan utilizando HCO3;" como una fuente de
CO, (Peters-Wendisch, et al. PG et al 1996, 1998). Por lo tanto, las fuentes de hidrogenocarbonato tales como
NaHCO3;, KHCO3, NHsHCO3, y demas, pueden aplicarse a medios de fermentacién y cultivo para mejorar la
disponibilidad de HCO3 en la metabolizacion de sustratos en SA. No se ha encontrado hasta el momento en la
técnica anterior que la produccion de SA a partir de glucosa sea dependiente de la adicion de HCOs'.

La produccion de biomasa por organismos anaerobios esta limitada por la cantidad de ATP producida a partir de las
vias de fermentacion. El rendimiento de biomasa de glicerol en organismos anaerobios es inferior al de los
sacaridos, como las hexosas tal como glucosa, fructosa, pentosas tal como xilosa arabinosa o disacaridos tal como
sacarosa o maltosa (Lee et al. 2001, Dharmadi 2007).

La solicitud de patente anterior PCT/EP2008/0067 14, divulga una cepa bacteriana, siendo un miembro de la familia
de Pasteurellaceae, originalmente aislada de rumen, y capaz de utilizar glicerol como una fuente de carbono y cepas
mutantes y variantes derivadas de la misma para retener dicha capacidad, en particular, una cepa bacteriana
designada DD1 como fue depositada con DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Alemania) con el nimero de depdsito DSM 18541 (ID 06-614) y
tiene la capacidad de producir acido succinico y cepas variantes o mutantes derivadas de la retenciéon de al menos
dicha capacidad para producir acido succinico. La cepa DD1 pertenece a la especie Basfia succiniciproducens y la
familia de Pasteurellaceae, clasificada por Kuhnert et al., 2010.

Por lo tanto, existe la necesidad de nuevas cepas bacterianas, que tengan la capacidad de producir acidos
organicos, en particular SA, a partir de glicerol. En particular, tales cepas deberian producir dichos acidos con alta
productividad a partir del glicerol, especialmente si se trata de glicerol crudo, por ejemplo, a partir de la produccion
de biodiesel se puede utilizar sin purificacion previa. Es un objeto de la presente invencion proporcionar tales cepas
novedosas y procedimientos de produccion.

Sumario de la invenciéon

Los presentes inventores, que habian aislado una cepa bacteriana, denominada DD1, resolvieron
sorprendentemente dicho objeto al mutar dicha cepa, de modo que la actividad de la proteina PFL se redujo de
manera que dicha cepa tiene la caracteristica metabdlica deseada. Por lo tanto, proporcionaron un procedimiento
para la produccién fermentativa de acido succinico o una sal o derivado del mismo, procedimiento que comprende
las etapas de:

a. incubar una cepa bacteriana en un medio que contenga al menos glicerol como fuente de carbono
asimilable y cultivar dicha cepa bajo condiciones que favorezcan la formacién del acido succinico deseado; y

b. obtener dicho succinico o sal o derivado de este, del medio,

en el que dicha cepa bacteriana es una cepa bacteriana de la familia de Pasteurellaceae, capaz de utilizar glicerol
como una fuente de carbono para la produccion fermentativa de acido succinico,

en el que dicha cepa contiene un gen mutado que codifica una enzima piruvato formato liasa con actividad
disminuida o no detectable,

cuyo procedimiento comprende la produccion fermentativa de acido succinico y el control del pH con NHsHCO3,
(NH4)2CO3, NaOH, N32CO3, NaH003, KOH, K2C03, KHCO3, Mg(OH)z, MgH(CO3)2, Ca(OH)z, CaCO3, Ca(H003)2,
Ca0, CHsN20-, C2H7N y/o mezclas de estos.
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Los presentes inventores sorprendentemente encontraron que tal cepa bacteriana mutada, que tiene la
caracteristica metabdlica deseada, mostré un comportamiento técnico mejorado en gran medida en la fermentacion
de SA.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un mapa esquematico del plasmido pSacB (SEQ ID NO:3).

La Figura 2 muestra un mapa esquematico del plasmido pSacB (delta pfl) (SEQ ID NO:4).
La Figura 3 muestra un mapa esquematico del plasmido pSacB (delta Idh) (SEQ ID NO:5).
Descripcion detallada de la invenciéon

a) Definicidon general de términos particulares:

El término "célula bacteriana”, como se usa aqui, se refiere a un organismo procariético, es decir, una bacteria. Las
bacterias se pueden clasificar en con base en sus propiedades bioquimicas y microbiolégicas, asi como su
morfologia. Estos criterios de clasificacion son bien conocidos en la técnica.

El término "acido" (en el contexto de los acidos organicos mono o dicarboxilicos como se menciona aqui, en
particular, acético, lactico y SA) debe entenderse en su sentido mas amplio y también abarca sales de estos, como
por ejemplo sales de metales alcalinos, como Na y sales de K, o sales alcalinotérreas, como sales de Mg y Ca, o
sales de amonio; o anhidridos de dichos acidos.

"Identidad" u "homologia" entre dos secuencias de nucleétidos significa la identidad de los residuos sobre toda la
longitud de las secuencias alineadas, tales como, por ejemplo, la identidad calculada (para secuencias bastante
similares) con la ayuda del programa needle del paquete de software de bioinformatica EMBOSS (Version 5.0.0,
http://emboss.sourceforge.net/what/) con los parametros predeterminados que son:

-gapopen (penalizacién para apertura de un intervalo): 10,0
-gapextend (penalizacién para extender un intervalo): 0,5
-datafile (archivo de matriz de puntuacion incluido en el paquete): EDNAFUL

El término "cepa bacteriana que contiene un gen mutado que codifica una enzima piruvato formato liasa con
actividad disminuida" abarca una célula bacteriana modificada que tiene una actividad disminuida o incluso ninguna
actividad de PFL detectable. Los procedimientos para la deteccion y determinacion de la actividad de PFL se pueden
encontrar en Knappe et al. 1990 y Knappe 1993 y sus referencias. Ademas, el término abarca una célula bacteriana,
que tiene una actividad de PFL reducida significativamente cuando se compara con una célula bacteriana que
exhibe niveles fisiologicos de actividad de piruvato formato liasa. Si una reduccién es significativa puede
determinarse mediante procedimientos estadisticos bien conocidos por las personas experimentadas en la técnica.
Las células bacterianas que son deficientes en la actividad de PFL pueden ocurrir naturalmente, es decir, debido a
mutaciones espontaneas. Una célula bacteriana puede modificarse para que carezca o reducir significativamente la
actividad de PFL mediante diversas técnicas. Preferiblemente, tales células bacterianas se pueden obtener mediante
tratamiento quimico o radiacion. Para este fin, las células bacterianas seran tratadas, por ejemplo, por un agente
quimico mutagénico, rayos X o luz UV. En una etapa posterior, se seleccionaran aquellas células bacterianas que
carecen de PFL o que tienen al menos una actividad reducida de PFL. Las células bacterianas también pueden
obtenerse mediante técnicas de recombinacion homodloga, que pretenden mutar, alterar o extirpar el PFL en el
genoma de la célula bacteriana o introducir mutaciones que conduciran a un gen mutado que codifica una proteina
con actividad disminuida. A continuacion, se describe una técnica preferida para la recombinacion, en particular para
introducir mutaciones o para eliminar secuencias.

La definicion anterior también se aplica a otros genes que codifican para otra enzima mencionada aqui, para ser
modulada, en particular, cuya actividad debe morir, ser disminuida o apagada.

El término "actividad disminuida" incluye, por ejemplo, la expresién de un producto génico (por ejemplo, piruvato
formato liasa (pfl), lactato deshidrogenasa (Idh) u otros) por dicho microorganismo genéticamente manipulado (por
ejemplo, modificado genéticamente) a un nivel mas bajo que lo expresado antes de la manipulacion del
microorganismo. La manipulacion genética puede incluir, pero no se limita a, alterar o modificar secuencias
reguladoras o sitios asociados con la expresion de un gen particular (por ejemplo, eliminando promotores fuertes,
promotores inducibles o promotores multiples), modificando la ubicacion cromosémica de un gen particular,
alterando secuencias de acido nucleico adyacentes a un gen particular, tal como una secuencia en la region
promotora que incluye secuencias reguladoras importantes para la actividad del promotor, un sitio de enlace a
ribosoma o terminador de transcripcion, disminuyendo el nimero de copias de un gen particular, modificando
proteinas (por ejemplo, proteinas reguladoras, supresores, potenciadores, activadores de la transcripcion y
similares) involucradas en la transcripcion de un gen particular y/o la traduccion de un producto genético particular, o
cualquier otro medio convencional para disminuir la expresiéon de una rutina génica particular en la técnica (incluido,
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pero no limitado a, el uso de moléculas de acido nucleico antisentido, u otros procedimientos para anular o bloquear
la expresion de la proteina objetivo).

En particular, el gen puede manipularse para que uno o mas nucleétidos se eliminen del cromosoma del organismo
huésped. La actividad disminuida del producto génico, por ejemplo, de una molécula de piruvato formato liasa,
también puede obtenerse introduciendo una o mas mutaciones genéticas que conducen a una actividad disminuida
del producto génico. La actividad disminuida puede ser una reduccion de la actividad enzimatica en >50 % de la
actividad enzimatica no mutada o no alterada, o la reducciéon de la actividad enzimatica en >90 %, o mas
preferiblemente una reduccion de la actividad enzimatica en >95 %, o mas preferiblemente una reduccién de la
actividad enzimatica en >98 %, o incluso mas preferiblemente una reduccion de la actividad enzimatica en 299 % o
incluso mas preferiblemente una reduccion de la actividad enzimatica en >99,9 %.

El término microorganismo "recombinante” incluye un microorganismo (por ejemplo, bacteria, célula de levadura,
célula fungica, etc.) que ha sido alterado, modificado o manipulado genéticamente (por ejemplo, manipulado
genéticamente) de manera que muestre un genotipo y/o fenotipo alterado, modificado o diferente (por ejemplo,
cuando la modificacion genética afecta a las secuencias de acido nucleico codificantes del microorganismo) en
comparacion con el microorganismo de origen natural del cual se derivo. El término "promotor" se refiere a una
secuencia de ADN, que dirige la transcripcion de un gen estructural para producir ARNm. Tipicamente, un promotor
esta localizado en la region 5' de un gen, proximal al codén de inicio de un gen estructural. Si un promotor es un
promotor inducible, entonces la rata de transcripcion aumenta en respuesta a un agente inductor. En contraste, la
rata de transcripcion no esta regulada por un agente inductor, si el promotor es un promotor constitutivo.

El término "potenciador” se refiere a un elemento promotor. Un potenciador puede aumentar la eficiencia con la que
un gen particular se transcribe en el ARNm independientemente de la distancia u orientacion del potenciador en
relacion con el sitio de inicio de la transcripcion.

El término "vector de clonacion" se refiere a una molécula de ADN, como un plasmido, cosmido, fagémido o
bacteriofago, que tiene la capacidad de replicarse de manera autdbnoma en una célula huésped y que se utiliza para
transformar células para la manipulacion de genes. Los vectores de clonacion tipicamente contienen uno o un
pequefio nimero de sitios de reconocimiento de endonucleasas de restriccion en los que se pueden insertar
secuencias de ADN extrafias de una manera determinable sin pérdida de una funcién biolégica esencial del vector,
asi como un gen marcador, que es adecuado para su uso en la identificacion y seleccion de células transformadas
con el vector de clonacion. Los genes marcadores tipicamente incluyen genes que proporcionan resistencia a la
tetraciclina o resistencia a la ampicilina.

El término "vector" se refiere a una molécula de ADN que comprende un gen estructural clonado que codifica una
proteina extrafia, que proporciona un gen en un huésped recombinante. Tipicamente, en el caso de un vector
destinado a la integracion en el genoma del huésped, el gen clonado se coloca o se une de manera operable a
ciertas secuencias corriente arriba y corriente abajo homdlogas o idénticas a la secuencia genética del huésped.

El término "huésped recombinante" se refiere a un huésped que puede ser cualquier célula procariota o eucariota,
que contiene un vector de clonacién o un vector de expresion. Este término también pretende incluir aquellas células
procariotas o eucariotas que se han modificado genéticamente para contener el gen o genes clonados en el
cromosoma o genoma de la célula huésped. Para ejemplos de huéspedes adecuados, ver Sambrook et al., 1989.

Los términos "expresar", "expresando”, "expresado" y "expresion" se refieren a la expresion de un producto génico
(por ejemplo, una enzima biosintética de un gen de una via o reaccion definida y descrita en esta solicitud) a un nivel
que la actividad enzimatica resultante de esta proteina codificada para o la via o reaccion a la que se refiere permite
el flujo metabdlico a través de esta via o reaccion en el organismo en el que se expresa este gen/via. La expresion
se puede realizar mediante alteracion genética del microorganismo que se utiliza como organismo inicial. En algunas
realizaciones, un microorganismo puede ser genéticamente En algunas realizaciones, un microorganismo puede ser
alterado genéticamente (por ejemplo, modificado genéticamente) para expresar un producto genético a un nivel
aumentado en relacion con el producido por el microorganismo inicial o en un microorganismo comparable que no
ha sido alterado. La alteracion genética incluye, pero no se limita a, alterar o modificar secuencias reguladoras o
sitios asociados con la expresion de un gen particular (por ejemplo, agregando promotores fuertes, promotores
inducibles o promotores multiples o eliminando secuencias reguladoras de manera que la expresion sea
constitutiva), modificando la ubicacién cromosémica de un gen particular, alterando las secuencias de acido nucleico
adyacentes a un gen particular, como un sitio de enlace a ribosoma o terminador de transcripcion, aumentando el
numero de copias de un gen particular, modificando proteinas (por ejemplo, proteinas reguladoras, supresoras,
potenciadoras, activadores transcripcionales y similares) involucrados en la transcripcion de un gen particular y/o la
traduccion de un producto genético particular, o cualquier otro medio convencional de desregulacion de la expresion
de un gen particular usando la rutina en la técnica (incluyendo, pero no limitado a, el uso de moléculas de acido
nucleico antisentido, por ejemplo, para bloquear la expresiéon de proteinas represoras).

Un microorganismo puede ser "alterado" o "modificado” fisica o0 ambientalmente para expresar un producto genético
a un nivel mayor o menor en relacion con el nivel de expresion del producto génico por el microorganismo inicial. Por
ejemplo, un microorganismo puede tratarse con o cultivarse en la presencia de un agente (quimico o genético)
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conocido o sospechoso de aumentar o disminuir la transcripciéon y/o traduccién de un gen particular y/o traduccion
de un producto genético particular de manera que la transcripciéon y/o traduccion aumentan o disminuyen.
Alternativamente, un microorganismo puede cultivarse a una temperatura seleccionada para aumentar o disminuir la
transcripcion y/o traduccion de un gen particular y/o la traducciéon de un producto genético particular, de manera que
la transcripcién y/o traduccion aumenten o disminuyan. "Modificado genéticamente" se refiere a un microorganismo
alterado en el sentido anterior por medio de técnicas de manipulacion genética disponibles en la técnica, como por
ejemplo transformacion, mutacién, recombinacion homaéloga.

Los términos "desregular”, "desregulado” y "desregulacion” se refieren a la alteracion o modificacion de al menos un
gen en un microorganismo, en los que la alteracion o modificacion resulta en un aumento de la eficiencia de SA en el
microorganismo en relacion con la produccidon de SA en ausencia de la alteracion o modificacion. En algunas
realizaciones, un gen que se altera o modifica codifica una enzima en una via biosintética o una proteina de
transporte, de modo que el nivel o la actividad de la enzima biosintética en el microorganismo se altera o modifica o
la especificidad o eficiencia del transporte se altera o modifica. En algunas realizaciones, al menos un gen que
codifica una enzima en una via biosintética se altera o modifica de tal manera que el nivel o la actividad de la enzima
es potenciada o aumenta con relacion al nivel en presencia del gen sin alterar o de tipo salvaje. La desregulacion
también incluye la alteracion de la region de codificacion de uno o mas genes para producir, por ejemplo, una
enzima que es resistente a la retroalimentacion o tiene una actividad especifica mayor o menor. Ademas, la
desregulacion abarca ademas la alteracion genética de genes que codifican factores de transcripcion (por ejemplo,
activadores, represores), que regulan la expresion de genes que codifican enzimas o proteinas de transporte. Mas
especificamente, la desregulacion puede dar como resultado una actividad enzimatica "disminuida" (en la que la
actividad enzimatica resultante es menor que el 100 % de la actividad enzimatica como es observada en el estado
no desregulado es "apagada", es decir, de forma reversible o irreversible, ya no esta presente o al menos ya no es
detectable por una herramienta analitica convencional, como un ensayo de actividad enzimatica.

El término "capaz de utilizar" se refiere a la capacidad de un microorganismo de la invenciéon para convertir un
sustrato, como por ejemplo glicerol en al menos un producto quimico estructural y/o estéricamente diferente.

Una "actividad enzimatica involucrada en o asociada con la conversion fermentativa de glicerol en succinato”
significa cualquier actividad catalitica o reguladora de una enzima que influye en la conversion de glicerol en
succinato y/o subproductos, como se puede determinar por uno cualquiera del conjunto de parametros como se
definen aqui a continuacion.

Los diferentes parametros de rendimiento como se describen aqui ("rendimiento” o YP/S; "rendimiento de
productividad especifico"; o rendimiento de espacio tiempo (STY)) son bien conocidos en la técnica y se determinan
segun lo descrito, por ejemplo, por Song y Lee. 2006.

"Rendimiento" y "YP/S" (cada uno expresado en masa del producto producido/masa de material consumido) se usan
aqui como sindénimos.

El rendimiento de productividad especifico describe la cantidad de un producto, como SA, que se produce por hora 'y
Litro de caldo de fermentacion por g de biomasa seca. La cantidad de peso de células secas declarada como DCW
describe la cantidad de microorganismo biolégicamente activo en una reaccion bioquimica. El valor se da como g de
producto por g de DCW por h (es decir, g/lgDCW™ h'™).

El término "produccion fermentativa" o "fermentacion” se refiere a la capacidad de un microorganismo (asistido por la
actividad de la enzima contenida en o generada por dicho microorganismo) para producir un compuesto quimico en
cultivo celular utilizando al menos una fuente de carbono agregada a la incubacion.

El término "caldo de fermentacion" se entiende que significa una solucién acuosa que se basa en un procedimiento
de fermentacién y no se ha elaborado o se ha elaborado, por ejemplo, como se describe aqui.

b) Definicidon general para microorganismos diferentes

La "célula bacteriana" o "cepa bacteriana" a la que se hace referencia de acuerdo con la presente invencién se
selecciona de |la familia de Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae, Bacilli o Actinobacteria.

Las "enterobacteriaceae" representan una gran familia de bacterias, incluidas muchas de las bacterias mas
conocidas, como Salmonella y Escherichia coli. Pertenecen a las Proteobacterias, y se les da su propio orden
(Enterobacteriales). Los miembros de las Enterobacteriaceae tienen forma de baston. Al igual que otras
Proteobacterias, tienen tinciones Gram negativas y son anaerobios facultativos, fermentan los azucares para
producir acido lactico y diversos otros productos finales como el acido succinico. La mayoria también reducen el
nitrato a nitrito. A diferencia de la mayoria de las bacterias similares, las Enterobacteriaceae en general carecen de
citocromo C oxidasa. La mayoria tienen muchos flagelos para moverse, pero algunos géneros no son moviles. No
forman esporas, y en su mayoria son positivas para catalasas. Muchos miembros de esta familia son una parte
normal de la flora intestinal que se encuentra en los intestinos de los humanos y otros animales, mientras que otros
se encuentran en agua o suelo, o son parasitos en una variedad de diferentes animales y plantas. Escherichia coli,
mas conocido como E. coli, es uno de los organismos modelo mas importantes, y su genética y bioquimica se han
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estudiado atentamente. La mayoria de los miembros de Enterobacteriaceae tienen fimbrias peritricas de Tipo |
involucradas en la adhesion de las células bacterianas a sus huéspedes. Ejemplos de las enterobacteriaceae son E.
coli, Proteus, Salmonella, Klebsiella, "Pasteurellaceae" que comprenden una gran y diversa familia de
Proteobacterias Gram negativas con miembros que oscilan desde bacterias tal como Haemophilus influenzae hasta
comensales de la mucosa animal y humana. La mayoria de los miembros viven como comensales en las superficies
mucosas de aves y mamiferos, especialmente en el tracto respiratorio superior. Las Pasteurellaceae tipicamente
tienen forma de bastén y son un grupo notable de anaerobios facultativos. Se pueden distinguir de las
Enterobacteriaceae relacionadas, por la presencia de oxidasa, y de la mayoria de otras bacterias similares por la
ausencia de flagelos. Las bacterias de la familia Pasteurellaceae se han clasificado en varios géneros con base en
las propiedades metabdlicas y las secuencias de 16S y 23SARN. Se puede encontrar una definicién mas precisa en
las referencias de Pasteurellacea en Dousse et al. 2008 y Kuhnert, P. 2008. Muchas de las Pasteurellaceae
contienen genes de piruvato formato liasa y son capaces de fermentar anaerobiamente las fuentes de carbono en
acidos organicos.

El término "Bacill" se refiere a una clase taxondmica de bacterias. Incluye dos dérdenes, Bacillales y Lactobacillales.
La especie de bacilo representa una bacteria cilindrica grande (~4'8 x1,5im) que puede crecer bajo condiciones
aerobias a 37 °C. Son tipicamente no patogénicos; el género Bacillales contiene las especies Alicyclobacillaceae,
Bacillaceae, Caryophanaceae, Listeriaceae, Paenibacillaceae, Planococcaceae, Sporolactobacillaceae,
Staphylococcaceae, Thermoactinomycetaceae, Turicibacteraceae. Muchos de los bacilli contienen genes de piruvato
formato liasa y son capaces de fermentar anaerobiamente las fuentes de carbono en acidos organicos.

El término "Actinobacteria" o "Actinomicetos" se refiere a un grupo de bacterias Gram positivas con una alta
proporcion de G+C. Incluyen algunos de los organismos de suelo mas comunes, que juegan un papel importante en
la descomposicion de los materiales organicos. Otras actinobacterias habitan en plantas y animales, los ejemplos
son Micobacterium, Corinebacterium, Nocardia, Rhodococcus y Estreptomices. Algunas actinobacterias forman
filamentos ramificados, que se asemejan un poco a los micelios de los hongos no relacionados, entre los cuales se
clasificaron originalmente con el nombre mas antiguo de Actinomicetos. La mayoria de los miembros son aerobios,
pero algunos pueden crecer bajo condiciones anaerobias. A diferencia de los Firmicutes, el otro grupo principal de
bacterias Gram positivas, tienen ADN con un alto contenido de GC.

Las cepas bacterianas preferidas son del género "Pasteurella". Las bacterias del género Pasteurella son Gram
negativas y anaerobias facultativas. Las especies de Pasteurella son no méviles, pleomorfas y mas a menudo
catalasa y oxidasa positivas (Kuhnert y Christensen, 2008, ISBN 978-1-904455-34-9). Preferiblemente, la célula
bacteriana es una célula bacteriana de Pasteurella y, mas preferiblemente, una célula DD1 de la cepa de
Pasteurella.

Mas preferiblemente, la cepa DD1 de Pasteurella es la cepa bacteriana depositada bajo el Tratado de Budapest con
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, GmbH), Alemania, con el nimero de deposito
DSM 18541. Esta cepa se aislo originalmente del rumen de una vaca de origen aleman.

La bacteria Pasteurella se puede aislar del tracto gastrointestinal de los animales y, preferiblemente, de los
mamiferos. La cepa bacteriana DD1, en particular, puede aislarse del rumen bovino y es capaz de utilizar glicerol
(incluido el glicerol crudo) como fuente de carbono. Preferiblemente, la dicha cepa tiene la capacidad de producir SA
a partir de glicerol (incluyendo glicerol crudo), en particular, bajo condiciones anaerobias. Ademas, la cepa DD1 de
Pasteurella presenta al menos una de las siguientes caracteristicas metabdlicas adicionales:

a) produccion de SA a partir de sacarosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;
b) produccion de acido succinico a partir de maltosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;
c) produccion de SA a partir de D-fructosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;

d) produccion de SA a partir de D-galactosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;

e) produccion de SA a partir de D-manosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;

f) produccion de SA a partir de D-glucosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;

g) produccion de SA a partir de D-xilosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;

h) produccion de SA a partir de L-arabinosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;

i) no utiliza xilitol, inositol y sorbitol;

j) crecimiento tanto bajo condiciones aerobias como anaerobias;

k) crecimiento a concentraciones iniciales de glucosa de 75 g/l o mas;

1) tolerancia al amoniaco.
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En particular, dicha cepa muestra al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o todas de las caracteristicas metabdlicas
mencionadas. La cepa DD1 se analizé para determinar la capacidad de cometabolizar un sacarido y el poliol glicerol
(PCT/EP2008/006714). Se encontré que DD1 es capaz de cometabolizar maltosa y glicerol dando como resultado la
formacién de biomasa, formacion de SAy la utilizacion simultanea de maltosa y glicerol.

c) Realizaciones preferidas

Un primer aspecto de la divulgacion se relaciona con una cepa bacteriana de la familia de Pasteurellaceae que
pertenece a la especie Basfia succiniciproducens, capaz de utilizar glicerol como una fuente de carbono para la
produccion fermentativa de SA, en la que dicha cepa se modifica genéticamente para que comprenda una
desregulacion de su actividad endégena de la enzima piruvato formato liasa, de manera que dicha actividad de la
enzima piruvato formato liasa disminuye o se apaga. Dicha bacteria mutada, que contiene una piruvato formato liasa
con una actividad disminuida, puede construirse por medios genéticos, asi como induciendo mutaciones al aplicar
procedimientos para mutaciones bien conocidos en la literatura de la técnica anterior (ejemplos y descripciones para
la modificacion de genomas bacterianos se pueden encontrar en Saier, Milton H Jr 2008, Foster, Patricia L, 2007,
Witkin, EM 1969, Eisenstark, A 1971, Walker, GC et al. 1983 y 1984, Botstein, D, y Shortle, D 1985 y referencias
dentro de estos, es capaz de utilizar mezclas de diferentes fuentes de carbono, tales como sacaridos y glicerol; o
utilizar solo glicerol. Los procedimientos para aislar cepas con mutaciones en el gen pfl se pueden encontrar en
Varenne S et al.1975 y en Pascal, M et al. 1981.

Preferiblemente, dicha cepa tiene la capacidad de producir SA a partir de diferentes fuentes de carbono (incluido el
glicerol), en particular, bajo condiciones anaerobias.

Opcionalmente, en dicha cepa, se desregula al menos una actividad enzimatica adicional involucrada en o asociada
con la conversion fermentativa de glicerol en succinato.

En particular, dicha cepa se deriva de un microorganismo de la familia de Pasteurellaceae, que tiene un ADNr 16S
de la SEQ ID NO: 1; o una secuencia, que muestra una identidad de secuencia de al menos 96, 97, 98, 99 0 99,9 %;
y/o que tiene un ADNr 23S de la SEQ ID NO: 2; o una secuencia, que muestra una identidad de secuencia de al
menos 95, 96, 97, 98, 99 0 99,9 %.

Opcionalmente, la cepa bacteriana se deriva de un microorganismo de la familia de Pasteurellaceae y pertenece a la
especie Basfia succiniciproducens. La especie Basfia succiniciproducens esta definida por Kuhnert et al., 2010.

La cepa bacteriana ademas muestra al menos una de las siguientes caracteristicas metabdlicas adicionales:
a) produccion de acido succinico a partir de sacarosa;
b) produccion de acido succinico a partir de maltosa;
c) produccioén de acido succinico a partir de maltodextrina;
d) produccion de acido succinico a partir de D-fructosa;
e) produccion de acido succinico a partir de D-galactosa;
f) produccion de acido succinico a partir de D-manosa;
g) produccion de acido succinico a partir de D-glucosa;
h) produccion de acido succinico a partir de D-xilosa;
i) produccion de acido succinico a partir de L-arabinosa;
j) produccion de acido succinico a partir de lactosa;
k) produccioén de acido succinico a partir de rafinosa;
1) produccioén de acido succinico a partir de glicerol;
m) crecimiento a concentraciones iniciales de glucosa de 75 g/l o mas
n) crecimiento a concentraciones iniciales de glicerol de 70 g/l o mas.

como por ejemplo una combinacién de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 o todas de las caracteristicas
mencionadas, con la caracteristica 1) (glicerol->SA) como un componente obligatorio de cada una de dichas
combinaciones.

Opcionalmente, la cepa de la divulgacion es convertir sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-
arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa, rafinosa y/o glicerol en &acido succinico con un coeficiente de
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rendimiento YP/S de al menos 0,5 g/g, preferiblemente hasta aproximadamente 1,28 g/g; como por ejemplo un
coeficiente de rendimiento YP/S de al menos 0,6 g/g, de al menos 0,7 g/g, de al menos 0,75 g/g, de al menos 0,8
g/g, de al menos 0,85 g/g, de al menos 0,9 g/g, de al menos 0,95 g/g, de al menos 1,0 g/g, de al menos 1,05 g/g, de
al menos 1,07 g/g, de al menos 1,09 g/g, de al menos 1,10 g/g, de al menos 1,11 g/g, de al menos 1,22 g/g, o de al
menos 1,24 g/g.

Opcionalmente, la cepa de la divulgacién muestra al menos una de las siguientes caracteristicas

a) convertir al menos 25 g/l de glicerol en al menos 25,1 g/l de acido succinico, con un coeficiente de
rendimiento YP/S de al menos 1,01 g/g;

b) convertir al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, maltodextrina, D-fructosa,
D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa, rafinosa y/o glicerol en acido succinico
con un rendimiento de productividad especifico de acido succinico de al menos 0,58 g gDCW-1 h-1;

c) convertir una al menos una fuente de carbono seleccionada entre sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-
glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa y/o glicerol en acido succinico con un
rendimiento de espacio tiempo para acido succinico de al menos 2,2 g/(I h) acido succinico;

d) convertir al menos 25 g/l de al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-
fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa y/o glicerol en acido succinico
con un rendimiento espacio-tiempo para el acido succinico de al menos 2,2 g/(I h);

e) convertir al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, maltodextrina, D-fructosa,
D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa, rafinosa y/o glicerol en acido succinico
con un rendimiento de productividad especifico de acido succinico de al menos 0,58 g gDCW-1 h-1 y un
rendimiento espacio tiempo para el acido succinico de al menos 2,2 g/(l h).

Opcionalmente, la cepa bacteriana de la divulgacion convierte al menos 28 g/l de glicerol en al menos 28,1 g/l de
SA, con un coeficiente de rendimiento YP/S de al menos 1,0 g/g, o de >1,0 g/g, o de >1,05 g/g, o de >1,1 g/g, o de
>1,15 g/g, o de >1,20 g/g, o de > 1,22 g/g, o de >1,24 g/g, hasta aproximadamente 1,28 g/g. Por ejemplo, 28 g/l de
glicerol se pueden convertir en hasta aproximadamente 40 o hasta aproximadamente 35 g/l de SA.

Opcionalmente, la cepa bacteriana de la divulgacion convierte al menos una fuente de carbono seleccionada de
sacarosa, maltosa, rafinosa, maltodextrina, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D- galactosa D-manosa y/o
glicerol en SA con un rendlmlento de productividad especifico de SA de al menos 0,6 g gDCW h o de al menos
0,65, de al menos 0,7 g gDCW™" h™", de al menos 0,75 g g DCW™ h™", o de al menos 0,77 g gDCW’ h de SA.

Opcionalmente, la cepa bacteriana de la divulgacion convierte al menos una fuente de carbono seleccionada de
sacarosa, maltosa, rafinosa, maltodextrina, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa y/o
glicerol en SA con un rendimiento de espacio tiempo para SA de al menos 2,2 g /(L h) o de al menos 2,5, al menos
2,75, al menos 3, al menos 3,25, al menos 3,5 o al menos 3,7 g/(L*h) de SA.

Opcionalmente, la cepa bacteriana de la divulgacion convierte al menos 28 g/l de al menos una fuente de carbono
seleccionada de sacarosa, maltosa, rafinosa, maltodextrina, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-
galactosa , D-manosa y/o glicerol en SA con un rendimiento de espacio tiempo para SA de al menos 2,2 g/(l h), o de
al menos 2,5, al menos 2,75, al menos 3, al menos 3,25, al menos 3,5 o al menos 3,7 g/(L*h).

Opcionalmente, la cepa bacteriana de la divulgacion convierte al menos una fuente de carbono seleccionada de
sacarosa, maltosa, rafinosa, maltodextrina, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D- galactosa D-manosa y/o
glicerol en SA con un rendimiento de productlwdad especifico de SA de aI menos 0,6 g gDCW h™ o de al menos
0,65 o0 de al menos 0,7 g g DCW™' h™', o de al menos 0,77 gg DCW™' h” de SA, y un rendimiento espacio tiempo
para SA de al menos 2,2 g/(I h), o de aI menos 2,5, al menos 2,75, al menos 3, al menos 3,25, al menos 3,5 o al
menos 3,7 g/(L*h).

Preferiblemente, dicha cepa de la divulgacion puede derivarse de la cepa DD1 como fue depositada con DSMZ que
tiene el nimero de depdsito DSM 18541 o puede ser o derivarse de una variante o cepa mutante de DD1 que tiene
la capacidad de producir acido succinico.

Las cepas particulares de la divulgacion producen acido succinico (SA) y productos secundarios (SSP) en una
proporcion de SA/SSP de >10:1 o >12,5:1 o >15:1 o0 >17,5:1 o >20:1 o >25:1 o >30:1 o >33:1, en las que SSP
representa la suma de los productos secundarios acido lactico (LA), acido formico (FA), acido acético (AA), y acido
malico (MA), cada cantidad se expresa en g/l.

Otras cepas particulares producen acido succinico (SA) y el producto secundario acido acético (AA) en una
proporcion de SA/AA de >10:1 0 >12,5:1 0 >15:1 0 >17,5:1 0 >20:1 0 >25:1 0 >30:1 0 >40:1 0 >50:1 0 >75:1 0 >90:1,
expresando cada cantidad en g/l.
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Otras cepas particulares producen acido succinico (SA) y el producto secundario acido férmico (FA) en una
proporcion SA/FA de >90:1 o >100:1, expresando cada cantidad en g/I.

La invencion se relaciona con un procedimiento para la produccién fermentativa de un acido succinico o una sal o
derivado del mismo, procedimiento que comprende las etapas de:

a) incubar una cepa bacteriana de la familia de Pasteurellaceae capaz de utilizar glicerol en un medio que
contenga al menos glicerol como fuente de carbono asimilable y cultivar dicha cepa bajo condiciones que
favorezcan la formacion del acido succinico deseado; y

b) obtener dicho acido succinico o sal o derivado del mismo a partir del medio,

en el que dicha cepa que contiene un gen mutado que codifica para una enzima de piruvato formato liasa con
actividad disminuida o no detectable y

cuyo procedimiento comprende la produccién fermentativa de acido succinico y controla el pH con NHsHCO3,
(NH4)2CO3, NaOH, N32CO3, NaHCO3, KOH, K2C03, KHCO3, Mg(OH)z, MgH(CO3)2, Ca(OH)z, CaCO3,
Ca(HCOs3),, Ca0, CHsN20,, CoH7N y/o mezclas de estos.

De acuerdo con un procedimiento particular, la fermentacién se realiza a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 10 a 60 °C, como por ejemplo 20 a 50 °C, 30 a 45 °C, 0 25 a 35 °C, y a un pH de 5,0 a 9,0, como
por ejemplo 5,5a 8, 06 a7,y en la presencia de didéxido de carbono.

Dicha fuente de carbono asimilable se selecciona de glicerol, y opcionalmente sacarosa, maltosa, maltodextrina, D-
fructosa, D-galactosa, D-manosa, lactosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, rafinosa, productos de descomposicion
de almidon, celulosa, hemicelulosas y lignocelulosa; y mezclas de estos.

En particular, dicha fuente de carbono es glicerol o una mezcla de glicerol y al menos una fuente de carbono
adicional seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa, D-glucosa, D-xilosa,
rafinosa y L-arabinosa.

De acuerdo con una realizacién particular de dicho procedimiento, la concentracién de la fuente de carbono
asimilable se ajusta a un valor en un intervalo de 5 a 80 g/I, como por ejemplo 10 a 60.

La presente invencién proporciona ademas un procedimiento para la producciéon fermentativa de acido succinico o
una sal o derivado del mismo, procedimiento que comprende las etapas de:

a) incubar una cepa bacteriana de la familia de Pasteurellaceae en un medio que contenga al menos glicerol
como una fuente de carbono asimilable y cultivar dicha cepa bajo condiciones que favorezcan la formacién de
acido succinico;

b) obtener dicho acido succinico o sal o derivado de este a partir del medio;
ademas, se caracteriza por al menos una de las siguientes caracteristicas:

c) convertir al menos 25 g/l de glicerol en al menos 25,1 g/l de acido succinico, con un coeficiente de
rendimiento YP/S de al menos 1,0 g/g

d) convertir al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-
xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, rafinosa y/o glicerol en acido succinico con un rendimiento de
productividad especifico de acido succinico de al menos 0,58 g gDCW-1 h-1;

e) convertir al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-
xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa, rafinosa y/o glicerol en acido succinico con un
rendimiento espacio tiempo para acido succinico de al menos 2,2 g/(I h) acido succinico;

f) convertir al menos 25 g/l de al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-
fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa, rafinosa, y/o glicerol en acido
succinico con un rendimiento espacio tiempo para el acido succinico de al menos 2,2 g/(l h);

g) convertir al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-
xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa, rafinosa y/o glicerol en acido succinico con un
rendimiento de productividad especifico de acido succinico de al menos 0,6 g gDCW-1 h-1 y un rendimiento
espacio tiempo para el acido succinico de al menos 2,2 g/(l h);

h) producir acido succinico (SA) y productos secundarios (SSP) en una proporcion SA/SSP de >10:1 o
>12,5:1 o0 >15:1 0 >17,5:1 o >20:1 o >25:1 o >30:1 o >33:1, en la que SSP representa la suma de los
productos secundarios acido lactico (LA), acido formico (FA), acido acético (AA) y acido malico (MA), cada
cantidad se expresa en g/l;
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i) producir acido succinico (SA) y el producto secundario acido acético (AA) en una proporcion SA/AA de
>10:1 0 > 12,5:1 0 >15:1 0 >17,5:1 0 >20:1 o >25:1 o0 >30:1 o >50:1 o >75:1 o >90:1, expresando cada
cantidad en g/l.

De acuerdo con una realizacién particular de dicho procedimiento, dicha cepa bacteriana es una cepa modificada
genéticamente como se define anteriormente.

Los procedimientos de la invencién pueden realizarse de manera discontinua o continua. El curso de la produccién
de acido puede controlarse por medios convencionales, como por ejemplo analisis por HPLC o GC.

Preferiblemente, se produce SA bajo condiciones anaerobias. Las condiciones anaerobias pueden establecerse por
medio de técnicas convencionales, como por ejemplo desgasificando los constituyentes del medio de reaccion y
manteniendo las condiciones anaerobias introduciendo diéxido de carbono o nitrégeno o mezclas de estos y
opcionalmente hidrogeno a una rata de flujo, por ejemplo, 0,1a 10 0,2 a 0,5 vvm.

Las condiciones aerobias pueden establecerse por medio de técnicas convencionales, como por ejemplo
introduciendo aire u oxigeno a una rata de flujo de, por ejemplo, 0,1a 10 0,2 a 0,5 vvm.

De acuerdo con la invencion, puede aplicarse una ligera sobrepresion de 0,1 a 1,5 bar.

En otra realizacion, la invencion proporciona un procedimiento para la producciéon de acido succinico y/o sales de
amonio del acido succinico, cuyo procedimiento comprende la produccion fermentativa de acido succinico como se
define anteriormente y ademas controla el pH con una base de amoniaco o una solucion acuosa de este, o con
NH4HCO3, (NH4)2CO3, NaOH, N32CO3, NaHCO3, KOH, K2C03, KHCO3, Mg(OH)z, MgCO3, MgH(CO3)2, Ca(OH)z,
CaCOs3;, Ca(HCO3),;, CaO, CHgN20,2, CoH7N y/o mezclas de estos. Generalmente, la condicion fisica de la base
puede ser una solucién acuosa, una suspension acuosa, gaseosa o solida.

En una realizacion, el acido succinico y/o sus sales se producen mediante uno de los procedimientos mencionados
anteriormente o a continuacion y se aislan y/o purifican adicionalmente mediante las siguientes etapas:

filtracion y/o centrifugacion,
cromatografia de intercambio catidnico y/o
cristalizacion.

Preferiblemente, el acido succinico y/o sus sales se aislan y/o purifican adicionalmente mediante las siguientes
etapas:

filtracion, seguida de
cromatografia de intercambio catidnico, seguida de
cristalizacion.

La filtracion se puede usar para separar las células bacterianas del liquido que contiene acido succinico. La filtracion
puede ser una diafiltracion, filtracion de flujo cruzado y/o ultrafiltracion.

El material utilizado para la cromatografia de intercambio catidnico puede ser una resina de intercambio catiénico de
acido fuerte. Una resina de intercambio cationico de acido fuerte porta, por ejemplo, grupos de acido sulfénico. En
particular, el material utilizado para la cromatografia de intercambio catiénico puede ser un copolimerizado de
estiroldivinilbenzol que porta grupos de acido sulfénico en la forma H'. La forma H" significa que los grupos de &acido
sulfénico estan presentes en la forma acida. Preferiblemente, el tamafo de particula promedio de la resina de
cromatografia de intercambio catidnico es 0,3 a 1,5, mas preferiblemente 0,55 a 0,75 mm y/o la densidad aparente
es de 700 a 800 g/l. La resina de cromatografia de intercambio catidnico puede ser macroporosa. Macroporosa
significa que preferiblemente el diametro de poro promedio de la resina de intercambio catidnico es desde 20 a 120
nm, preferiblemente desde 20 a 100 nm y mas preferiblemente desde 20 a 40 nm. La distribuciéon de particulas es
preferiblemente monodispersa. Preferiblemente, la capacidad total del material de cromatografia de intercambio
catiénico es 0,5 a 2,0, mas preferiblemente 0,8 a 1,7, mas preferiblemente 1,0 a 1,5, mas preferiblemente 1,4 a 1,9
min eq./l x eq./l significa que 1 | de resina de intercambio catiénico porta x mol de grupos de acido sulfénico. Por
consiguiente, la eq./I se calcula con respecto a una Unica molécula cargada. La sal de acido succinico a purificar
puede ser una sal de Na, K, Ca, Mg y/o amonio. Por ejemplo, la resina de intercambio catiénico de acido fuerte
puede ser Type Lewatit Monoplus SP 112 de Lanxess.

Preferiblemente, la cromatografia de intercambio cationico se realiza a una temperatura desde 20 a 60 °C, mas
preferiblemente desde 45 a 60 °C.

Otros procedimientos preferidos para producir SA se describen a continuacion:
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Procedimiento 1:

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un procedimiento para la produccion fermentativa de SA o una
sal o derivado de este, procedimiento que comprende las etapas de:

a. incubar una cepa bacteriana de la familia de Pasteurellaceae en un medio que contenga al menos glicerol
como fuente de carbono asimilable y cultivar dicha cepa bajo condiciones que favorezcan la formacién del
acido succinico deseado;

b. obtener dicho acido succinico o sal o derivado de este a partir del medio;

y tal procedimiento se caracteriza adicionalmente por la conversion de al menos 50 g/l de glicerol en al menos 50 g/l
de SA, con un coeficiente de rendimiento YP/S de al menos 1,0 g/g, o de >1,0 g/g, o de >1,05 g/g, o de >1,1 g/g, o
de >1,15 g/g, o de >1,20 g/g, o de >1,22 g/g, o de >1,24 g/g; hasta aproximadamente 1,28 g/g; como por ejemplo un
coeficiente de rendimiento YP/S de al menos 0,6 g/g, de al menos 0,7 g/g, de al menos 0,75 g/g, de al menos 0,8
g/g, de al menos 0,85 g/g, de al menos 0,9 g/g, de al menos 0,95 g/g, de al menos 1,0 g/g, de al menos 1,05 g/g, de
al menos 1,1 g/g, de al menos 1,15 g/g, de al menos 1,20 g/g, de al menos 1,22 g/g, o de al menos 1,24 g/g. Por
ejemplo, 50 g/l de glicerol se pueden convertir en hasta aproximadamente 65 o hasta 62,5 g/l de SA o hasta 60 g/l
de SA.

Procedimiento 2:

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un procedimiento para la produccion fermentativa de SA o una
sal o derivado del mismo, procedimiento que comprende las etapas de:

a. incubar una cepa bacteriana de la familia Pasteurellaceae con una enzima piruvato formato liasa con
actividad disminuida en un medio que contiene al menos glicerol como fuente de carbono asimilable y cultivar
dicha cepa bajo condiciones que favorecen la formacion del acido succinico deseado;

b. obtener dicho acido succinico o sal o derivada del mismo a partir del medio;
y tal procedimiento se caracteriza adicionalmente por

la conversion de una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, maltodextrina, rafinosa, D-fructosa, D-
glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa y/o glicerol en SA con un rendimiento de productividad
especifico de SA de al menos 0,42 g gDCW-1 h-1 o de al menos 0,45 o de al menos 0,47 g gDCW-1 h-1 de SA, o de
al menos 0,49 g gDCW-1 h-1 de SA.

Procedimiento 3:

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un procedimiento para la produccion fermentativa de SA o una
sal o derivado de este, procedimiento que comprende las etapas de:

a. incubar una cepa bacteriana de la familia Pasteurellaceae con una enzima piruvato formato liasa con
actividad disminuida en un medio que contiene al menos glicerol como fuente de carbono asimilable y cultivar
dicha cepa bajo condiciones que favorecen la formacion del acido succinico deseado;

b. obtener dicho acido succinico o sal o derivada de este a partir del medio;

y cuyo procedimiento se caracteriza adicionalmente por la conversion de una fuente de carbono seleccionada de
sacarosa, maltosa, maltodextrina, rafinosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa y/o
glicerol en SA con un rendimiento de espacio tiempo para SA de al menos 2,22 g/(l h), o de al menos 2,5, al menos
2,75, al menos 2,9, g/(L*h) SA.

Procedimiento 4:

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un procedimiento para la produccion fermentativa de SA o una
sal o derivado del mismo, procedimiento que comprende las etapas de:

a. incubar una cepa bacteriana de la familia de Pasteurellaceae en un medio que contiene al menos glicerol
como fuente de carbono asimilable y cultivar dicha cepa bajo condiciones que favorecen la formacién del
acido succinico deseado;

b. obtener dicho acido succinico o sal o derivado de este a partir del medio;

y cuyo procedimiento se caracteriza adicionalmente por la conversion de al menos 50 g/l de una fuente seleccionada
de sacarosa, maltosa, maltodextrina, rafinosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D manosa,
y/o glicerol en SA con un rendimiento de espacio tiempo para SA de al menos 2,2 g/(I h), o de al menos 2,5, al
menos 2,75, al menos 3, al menos 3,25, al menos 3,5 o al menos 3,7 g/(L*h).
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Procedimiento 5:

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un procedimiento para la produccion fermentativa de SA o una
sal o derivado de este, procedimiento que comprende las etapas de:

a. incubar una cepa bacteriana de la familia de Pasteurellaceae en un medio que contiene al menos glicerol
como fuente de carbono asimilable y cultivar dicha cepa bajo condiciones que favorecen la formacién del
acido succinico deseado;

b. obtener dicho acido succinico o sal o derivado de este a partir del medio;

y cuyo procedimiento se caracteriza adicionalmente por la conversion de una fuente de carbono seleccionada de
sacarosa, maltosa, maltodextrina, rafinosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa y/o
glicerol en SA con un rendimiento de productividad especifico de SA de al menos 0,6 g gDCW™” h™”" o de al menos
0,65 o0 de al menos 0,7 g gDCW'1 h' SA, o de al menos 0,75 g gDCW'1 h' SA, o de al menos 0,77 g gDCW'1 h' SA
y un rendimiento de espacio tiempo para SA de al menos 2,2 g/(I h), o de al menos 2,5, al menos 2,75, al menos 3,
al menos 3,25, al menos 3,5 o al menos 3,7 g/(L*h).

En otra realizacion de los procedimientos 1 a 5 identificados anteriormente para producir SA, la fuente de carbono es
glicerol o una mezcla de glicerol y al menos otra fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, rafinosa,
maltodextrina, D-fructosa, D-galactosa, D-manosa, D-glucosa, D-xilosa y L-arabinosa.

Las condiciones particularmente adecuadas para producir SA son:
Fuente de carbono: glucosa, xilosa, maltosa o maltodextrina, rafinosa y/o glicerol (incluido glicerol crudo)
Temperatura: 30 a 45 °C

pH: 5,5 a 7,0, controlado por una base como se describe anteriormente, preferiblemente por una fuente de
HCOs3" tal como Na;CO3, NaHCO3, Mg(HCO3),, Ca(HCO3)2 o Mg(OH)2, MgCO3, Ca(OH),, CaCO:s.

gas suministrado: CO»

El SA y/o las sales de SA producidas se pueden aislar de manera convencional mediante procedimientos conocidos
en la técnica, como por ejemplo cristalizacion, filtracion, electrodialisis, cromatografia. Por ejemplo, pueden aislarse
precipitandose como un producto de succinato de calcio en el fermentador durante la fermentacién utilizando
hidréxido u 6xido de calcio, carbonato o hidrogenocarbonato para neutralizar y filtrar el precipitado. El producto SA
deseado se recupera del succinato de calcio precipitado por acidificacion del succinato con acido sulfdrico, seguido
de filtracion para eliminar el sulfato de calcio (yeso) o los precipitados. La solucion resultante puede purificarse
adicionalmente por medio de cromatografia de intercambio iénico con el fin de eliminar los iones residuales no
deseados.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un procedimiento para la produccion de tetrahidrofurano (THF)
y/o 1,4-butanodiol (BDO) y/o gamma-butirolactona (GBL), que comprende

b) la produccién fermentativa de acido succinico y/o sales de acido succinico, como se definié anteriormente,
y

b1) ya sea la hidrogenacion catalitica directa del acido libre obtenido en THF y/o BDO y/o GBL o

b2) la esterificacion quimica de acido succinico libre y/o las sales de acido succinico obtenidas, en su
correspondiente éster dialquilo inferior y la subsiguiente hidrogenacion catalitica de dicho éster en THF y/o
BDO y/o GBL.

También se divulga un procedimiento para la produccion de pirrolidonas que comprende
a) la produccion fermentativa de sales de amonio de acido succinico como se definié anteriormente, y

b) la conversion quimica de las sales de amonio del acido succinico en pirrolidonas de una manera conocida
per se.

En una realizaciéon particular de los procedimientos de dicho glicerol, que se utiliza como fuente de carbono
asimilable, es glicerol crudo, en particular obtenido por escision con éster de triacilglicéridos. Por ejemplo, glicerol es
un producto de desecho como se obtiene de la fabricaciéon de biodiesel.

La presente invencion también se relaciona con el uso de una cepa bacteriana como se define anteriormente para la
produccion fermentativa de un producto quimico organico fino, como por ejemplo acido succinico o una sal o un
derivado de este.

d) Otras realizaciones particulares
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d1) manipulaciones genéticas

Opcionalmente, la cepa bacteriana de la invencion contiene un gen que codifica una enzima mutada de la enzima
piruvato formato liasa (pfl), ya que su actividad enzimatica esta definida por el nimero EC EC 2.3.1.54. Por ejemplo,
la actividad de la enzima pfl esta influenciada negativamente por las mutaciones en el gen pflA o al afectar la
regulacion de expresion del gen pflA. La secuencia del gen pflA y el producto del gen pflA se puede encontrar en los
siguientes numeros de acceso. GenelD:6268899, YP_001880903: los homdlogos de este gen se conocen bajo los
numeros de acceso: NCBI-GenelD 945514, 945444, 947623, 948454, 3075405, las proteinas respectivas bajo los
numeros de acceso: UniProt: P09373, P75793, P42632, P32674, Q65VK2.

También dentro del alcance de esta divulgacion estan los genes que codifican las enzimas activadoras de piruvato
formato liasa que estan definidas por el nimero de EC EC 1.97.1.4 y se describen en Knappe et al. 1990 y 1993 con
actividad disminuida o desregulada. Esto se puede realizar mediante la introduccion de mutaciones o eliminaciones
de genes mediante los procedimientos descritos en esta invencion. Los ejemplos para esta enzima cuyas
actividades pueden disminuirse o cuyo gen codificador puede mutarse o desregularse estan codificados por pflA, el
gen de la enzima activadora de pfl y el gen yfiD, el gen K12 de E. coli conocido bajo el numero de acceso GenelD:
947068, el gen ybiY, con el numero de acceso NCBI-GenelD: 945445 y la proteina respectiva NP_415345, el gen de
Mannheimia succiniproducens conocido bajo el nimero de acceso GenelD: AAU37008, las proteinas respectivas
bajo el numero de acceso YP_087593, NP_417074 y YP_087564, asi como los homoélogos de este gen. Se
describen los numeros de acceso de las secuencias de genes no mutadas que estan sujetas a mutaciones o
eliminaciones descritas en esta invencion.

También en el alcance de esta divulgacion estan las cepas que muestran una actividad reducida de la proteina arcA,
por ejemplo nimero de acceso: ECK4393 (también conocido bajo las siguientes descripciones: cpxC, fexA, sfrA,
msp) o fnr que portan mutaciones genéticas para el gen respectivo, conocido bajo el nimero de acceso NCBI-
GenelD: 948874 para arcA o NCBI-GenelD: 945908 para fnr. Las secuencias de proteinas respectivas se pueden
encontrar bajo el niumero de acceso POA9E5. Se conocen genes similares para otros organismos tales como
especificamente Mannheimia succiniproducens. NCBI-GenelD: 3076294 y la proteina respectiva YP_088696 para
arcA 'y para fnr NCBI-GenelD: 3075449 y UniProt: Q65TM6.

También en el alcance de esta divulgacion estan las cepas que muestran una actividad reducida del lactato
deshidrogenasa definido por el nimero de EC EC 1.1.1.27 y EC 1.1.1.28 que codifican para enzimas con una
especificidad de producir acido D-lactico o L-lactico o ambos. Ejemplos son los genes de E. coli NCBI-GenelD:
946315 y la proteina respectiva NP_415898 o el gen M succiniproducens NCBI-GenelD: 3075603 y la proteina
respectiva YP_089271.

Opcionalmente, la cepa bacteriana de la divulgacion contiene

(1) un gen mutado que codifica una enzima piruvato formato liasa definida por la nomenclatura EC como EC
2.3.1.54, con actividad disminuida; y/o (2) un gen mutado que codifica la enzima activadora de piruvato
formato liasa definida por la nomenclatura EC como EC 1.97.1.4 con actividad disminuida; y/o (3) un gen
mutado que codifica la proteina arcA y/o (4) un gen mutado que codifica una lactato deshidrogenasa definida
por la nomenclatura EC como EC 1.1.1.27 o EC 1.1.1.28 con actividad disminuida.

Un procedimiento particular para preparar cepas bacterianas modificadas genéticamente de la divulgacion es una
técnica que también a veces se denomina aqui como la "recombinacion de Campbell" (Leenhouts et al., 1989, Appl
Env Microbiol 55, 394-400). "Campbell entrante”, como se usa aqui, se refiere a la preparacion de un transformante
de una célula huésped original en la que una molécula de ADN de doble cadena circular completa (por ejemplo, un
plasmido) se ha integrado en un cromosoma mediante un Unico evento de recombinacién homadlogo (un evento de
cruce entrante), y que resulta efectivamente en la insercion de una version linealizada de dicha molécula de ADN
circular en una primera secuencia de ADN del cromosoma que es homéloga a una primera secuencia de ADN de
dicha molécula de ADN circular. "Entrante segin Campbell" se refiere a la secuencia de ADN linealizada que se ha
integrado en el cromosoma de un transformante "Campbell entrante". Un "Campbell entrante " contiene una
duplicacioén de la primera secuencia de ADN homodloga, cada copia de la cual incluye y rodea una copia del punto de
cruce de la recombinacién homéloga.

"Campbell saliente", como se usa aqui, se refiere a una célula que desciende de un transformante "Campbell
entrante", en el que se produjo un segundo evento de recombinacion homdlogo (un evento de cruce saliente) entre
una segunda secuencia de ADN que esta contenida en el ADN insertado linealizado del ADN "entrante segun
Campbell", y una segunda secuencia de ADN de origen cromosémico, que es homadloga a la segunda secuencia de
ADN de dicho inserto linealizado. El segundo evento de recombinacion da como resultado la eliminacion (desechar)
de una porcion de la secuencia de ADN integrada, pero, lo que es mas importante, también resulta en una porcion
(que puede ser tan pequefia como una base unica) del ADN "entrante segun Campbell" integrado que permanece en
el cromosoma, de manera que, en comparacion con la célula huésped original, la célula "Campbell saliente" contiene
uno o mas cambios intencionales en el cromosoma (por ejemplo, una eliminacion de la secuencia de ADN,
sustitucién de una unica base, sustitucion de multiples bases, insercion de un gen heterélogo o secuencia de ADN,
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insercion de una copia adicional o copias de un gen homdlogo o un gen homdélogo modificado, o insercién de una
secuencia de ADN que comprende mas de uno de los ejemplos enumerados mencionados anteriormente).

Una célula "Campbell saliente" se obtiene, preferiblemente, mediante una contraselecciéon contra un gen que esta
contenido en una porcién (la porcién que se desea desechar) de la secuencia de ADN "entrante segin Campbell",
por ejemplo, el gen sacB de Bacillus subtilis, que es letal cuando se expresa en una célula que crece en presencia
de aproximadamente 5 % a 10 % de sacarosa. Ya sea con o sin una contraseleccion, se puede obtener o identificar
una célula "Campbell saliente" deseada mediante la deteccién de la célula deseada, utilizando cualquier fenotipo que
se pueda cribar, como, pero sin limitarse a, morfologia de la colonia, color de la colonia, presencia o ausencia de la
resistencia a los antibiéticos, presencia o ausencia de una secuencia de ADN dada por la reaccion en cadena de la
polimerasa, presencia o ausencia de una auxotrofia, presencia o ausencia de una enzima, presencia o ausencia de
una actividad enzimatica tal como la actividad de la piruvato formato liasa o la actividad de la lactato
deshidrogenasa, hibridaciéon de acidos nucleicos de colonias, deteccion de anticuerpos, etc. Los términos "Campbell
entrante" y "Campbell saliente" también se pueden usar como verbos en diversos tiempos para referirse al
procedimiento o procedimiento descrito anteriormente.

Se entiende que el evento de recombinacion homologa que conduce a un "Campbell entrante" o "Campbell saliente"
puede ocurrir en un intervalo de bases de ADN dentro de la secuencia de ADN homdloga, y dado que las
secuencias homologas seran idénticas entre si por al menos parte de este intervalo, generalmente no es posible
especificar exactamente dénde ocurrié el evento del punto de cruce. En otras palabras, no es posible especificar con
precision cual secuencia fue originalmente del ADN insertado y cual fue originalmente del ADN cromosémico.
Ademas, la primera secuencia de ADN homologa y la segunda secuencia de ADN homodloga generalmente estan
separadas por una region de no homologia parcial, y es esta regién de no homologia que permanece depositada en
un cromosoma de la célula "Campbell saliente".

Preferiblemente, la primera y la segunda secuencia homoéloga de ADN tienen al menos aproximadamente 200 pares
de bases de longitud, y pueden tener hasta varios miles de pares de bases de longitud. Sin embargo, el
procedimiento puede hacerse trabajar con secuencias mas cortas o mas largas. Por ejemplo, una longitud para la
primera y la segunda secuencia homologa puede variar de aproximadamente 500 a 2.000 bases, y la obtencion de
un "Campbell saliente" a partir de un "Campbell entrante" se facilita al organizar la primera y la segunda secuencia
homologa para que sean aproximadamente la misma longitud, preferiblemente con una diferencia de menos de 200
pares de bases y mas preferiblemente, siendo el mas corto de los dos al menos el 70 % de la longitud del mas largo
en pares de bases.

Al aplicar el procedimiento anterior de modificacion genética, se prepararon cepas mutantes de una cepa productora
de SA particular (es decir, DD1) eliminando los genes de la enzima piruvato formato liasa endégena y/o la enzima de
lactato deshidrogenasa como se describe con mas detalle en los siguientes ejemplos.

d2) Etapas de fermentacion:

Una fermentacion como se usa de acuerdo con la presente invencidon se puede realizar, por ejemplo, en
fermentadores agitados, columnas de burbujas y reactores de bucle. En "Chmiel: Bioprozesstechnik: Einfiihrung in
die Bioverfahrenstechnik, Band 1" se puede encontrar una descripcion general de los posibles tipos de
procedimientos, incluidos tipos de agitadores y disefios geométricos. En el procedimiento de la invencion, las
variantes tipicas disponibles son las siguientes variantes conocidas por las personas experimentadas en la técnica o
explicadas, por ejemplo, en "Chmiel, Hammes and Bailey: Biochemical Engineering", como por ejemplo lote,
alimentado por lotes, alimentacion repetida por lote o bien fermentaciéon continua con y sin reciclaje de la biomasa.
Dependiendo de la cepa de produccion, se puede efectuar salpicado con aire, oxigeno, didéxido de carbono,
hidrégeno, nitrégeno o mezclas de gases apropiados para lograr un buen rendimiento (YP/S).

Antes de que la conversion quimica prevista en un caldo de fermentacién se realice en el procedimiento de acuerdo
con la invencion, el caldo de fermentacion puede pretratarse; por ejemplo, la biomasa del caldo se puede eliminar.
Los procedimientos para eliminar la biomasa son conocidos por las personas experimentadas en la técnica, por
ejemplo, filtracion, sedimentacién y flotacion. En consecuencia, la biomasa se puede eliminar, por ejemplo, con
centrifugas, separadores, decantadores, filtros o en aparatos de flotacién. Para la maxima recuperacion del producto
de valor, el lavado de la biomasa suele ser recomendable, por ejemplo, en forma de una diafiltracién. La seleccion
del procedimiento depende del contenido de biomasa en el caldo del fermentador y de las propiedades de la
biomasa y también de la interaccion de la biomasa con el producto de valor. En una realizacion, el caldo de
fermentacion se puede esterilizar o pasteurizar.

En una realizacion adicional, el caldo de fermentacion se concentra. Dependiendo del requisito, esta concentracion
se puede hacer por lotes o de manera continua. El intervalo de presién y temperatura debe seleccionarse de modo
que, en primer lugar, no se produzcan dafios al producto y en segundo lugar, se requiera un uso minimo del aparato
y energia. La seleccion habil de los niveles de presion y temperatura para una evaporacion multietapa en particular
permite el ahorro de energia.
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Se pueden utilizar tanques de agitacion, evaporadores de pelicula descendente, evaporadores de pelicula delgada,
evaporadores de circulacion forzada y otros tipos de evaporadores en modo de circulacion natural o forzada.

d3) Esterificacion de SA e hidrogenacion

Las condiciones experimentales adecuadas para realizar la esterificacion quimica, seguidas de la hidrogenacion
catalitica directa son bien conocidas y por ejemplo, se describen en la Solicitud de Patente Europea 06007118.0.

a) procedimiento de esterificacion:

El procedimiento de esterificacion, que puede comprender una destilacion reactiva, se puede realizar utilizando un
aparato conocido per se en diversos disefios.

Por ejemplo, se puede usar una planta de esterificacion, que funciona en modo continuo, que comprende una
columna de rectificacion con un nimero apropiado de etapas tedricas logradas mediante la instalacion de bandejas
o0 empaques. La carga acuosa que comprende la sal de amonio de SA se alimenta en la parte superior de la
columna desde un recipiente de reserva tan pronto como se forma un perfil de temperatura en estado estable en la
columna como resultado de la alimentaciéon del alcanol que se evapora en el bucle del evaporador adherido al
sumidero de la columna. La reaccion forma un flujo a contracorriente de liquido y condensado descendente, que
contiene sal de amonio, y una fase de vapor ascendente, que contiene alcanol. Para catalizar la reaccion de
esterificacion, se puede agregar un catalizador homogéneo a la carga inicial de la sal de amonio. Alternativamente,
pueden proporcionarse catalizadores heterogéneos en las columnas internas. El éster carboxilico formado es liquido
bajo las condiciones del procedimiento y pasa a través del extremo inferior de la columna al sumidero de la columna
de destilacion y se retira continuamente del sumidero. Los componentes gaseosos, por ejemplo, mezclas
azeotropicas que comprenden alcanol, agua y/o amoniaco, se eliminan de la columna de reaccion y por lo tanto, del
equilibrio de reaccién en la parte superior de la columna.

Se pueden implementar modificaciones adicionales de las realizaciones especificas descritas anteriormente sin
esfuerzo inaceptable por la persona experimentada en la técnica.

Los intervalos de parametros de procedimiento adecuados para el procedimiento de esterificacion de acuerdo con la
invencion pueden ser determinados facilmente por la persona experimentada en la técnica dependiendo de la
configuracion del aparato utilizado, por ejemplo, el tipo de internos de columna utilizados, el tipo y cantidad de los
reactivos, el tipo y cantidad del catalizador utilizado, si procede. Por ejemplo, sin ser restrictivo al mismo, los
parametros individuales se pueden establecer dentro de los siguientes intervalos de parametros:

Temperatura de la columna: 0-300 °C, en particular 40-250 °C, o 70-200 °C
Presion: desde 0,1 a 6 bar, en particular presion estandar.

Tiempo de residencia: unos pocos segundos (por ejemplo, desde 1 a 60) hasta dias (por ejemplo, desde 1 a
5), en particular desde unos pocos minutos (por ejemplo, desde 1 a 60) hasta unas pocas horas (por ejemplo,
desde 1 a 15), mas preferiblemente desde unos pocos minutos (por ejemplo, desde 5 a 20) hasta 2 horas.

b) Procedimiento de hidrogenacion

Los ésteres de SA o SA preparados de acuerdo con la invencion per se, se hidrogenan de una manera conocida per
se utilizando procedimientos, aparatos y asistentes, tales como catalizadores, familiares para la persona
experimentada en la técnica.

En particular, se lleva a cabo una hidrogenacién en fase gaseosa continua o por lotes en presencia de un catalizador
heterogéneo adecuado para la hidrogenacion del éster. La persona experimentada en la técnica puede establecer
los parametros oOptimos del procedimiento para el éster particular sin esfuerzo inaceptable. Por ejemplo, la
temperatura de reaccién esta en el intervalo de aproximadamente 100 a aproximadamente 300 °C, de manera
preferible en el intervalo de aproximadamente 200 a 280 °C, y la presion es de aproximadamente 5 a 100 bar, por
ejemplo, de 10 a 50 bar. La proporciéon molar de reactivo a hidrogeno se establece dentro del intervalo de
aproximadamente 1:100 a aproximadamente 1:2.000, por ejemplo, de 1:800 a 1:1.500.

Los catalizadores utilizables para la reacciéon de hidrogenacion son conocidos por las personas experimentadas en
la técnica. Por ejemplo, se pueden usar diversos catalizadores de cobre. La técnica anterior describe, por ejemplo, el
uso de catalizadores de cromita de cobre reducidos que se pueden obtener con el nombre 85/1 de Davy Process
Technology Ltd., Inglaterra. Sin embargo, los catalizadores particularmente adecuados de acuerdo con la invencion
son catalizadores de 6xido de cobre con soporte, aplicandose el éxido de cobre a materiales de soporte de alimina
o silice. Los ejemplos de la hidrogenacion de ésteres succinicos en BDO (1,4-butanodiol)/GBL (gamma-
butirlactona)/THF con catalizadores de cobre también se describen en la siguiente tesis: Schlander, enero, febrero
de 2000, Universidad de Karls-ruhe, "Gasphasenhydrierung von Maleinsauredimethylester zu 1,4-Butandiol, gamma-
Butyrolacton und Tetrahydrofuran an Kupfer-Katalysatoren".
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La presente invencion se describira con mayor detalle por medio de los siguientes ejemplos. Los siguientes ejemplos
tienen fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la invencién.

Ejemplos: modificacion genética y cultivacion
Ejemplo 1: Procedimiento general para la transformacion de DD1

Tabla 1: Nomenclatura del DD1 tipo salvaje y mutantes mencionados en los ejemplos.

Cepa Descripcion

LU13843 DD1 tipo salvaje (depdsito DSM18541)
LU15348 DD1 A pf

LU15050 DD1 A Idh

LU15224 DD1 A pfl A Idh

La cepa de Pasteurella LU13843 (DD1 de tipo salvaje) se transformé con ADN mediante electroporacion utilizando el
siguiente protocolo:

Para preparar un precultivo, se inoculd LU 13843 de una placa de Agar BHI recién cultivada en 40 ml de BHI
(infusion de cerebro y corazén, Difco) en un matraz de agitacion de 100 ml. La incubacién se realizé durante la
noche a 30 °C; 200 rpm.

Para preparar el cultivo principal, se colocaron 50 ml de BHI en un matraz de agitacion de 100 ml y se inocularon en
una OD final (610 nm) de 0,4 con el precultivo. La incubacion se realizé durante aproximadamente 1,5 horas a 30 °C,
200 rpm. Las células se cosecharon a una OD de aproximadamente 1,3, las pellas se lavaron una vez con glicerol
frioal 10 % a 4 °C y se resuspendieron en 1,7 ml de glicerol al 10 % (4 °C).

Se mezclaron 100 pl de células competentes con 5-10 ug de ADN (10-20 pl) y se mantuvieron en hielo durante 2
minutos en una cubeta de electroporacion con un ancho de 0,2 cm. Electroporacion bajo las siguientes condiciones:
800 Q; 25 yF; 2 kV (Gene Pulser, Bio-Rad). Se afiadio 1 ml de BHI inmediatamente después de la electroporacion y
se realizé una incubacion durante 2 horas a 30 °C.

Las células se sembraron sobre placas con BHI con 5 mg/l de cloranfenicol y se incubaron durante 2-5 dias a 30 °C
hasta que las colonias de los transformantes eran visibles. Los clones se aislaron y se resembro en linea en BHI con
5 mgl/l de cloranfenicol hasta que se obtuvo la pureza de los clones.

Ejemplo 2: Generacion de estructuras de eliminacion

Los plasmidos de mutacion/eliminacion se construyeron en base al vector pSacB (SEQ ID NO:3). La Figura 1
muestra un mapa esquematico del plasmido pSacB. Las regiones flanqueantes 5' y 3' del fragmento cromosémico,
que deberian eliminarse, se amplificaron mediante PCR a partir de ADN cromosémico de LU 13843 y se introdujeron
en dicho vector utilizando técnicas estandar. Normalmente, al menos el 80 % de los ORF fueron el objetivo de una
eliminacion. De esta manera, se construyeron los plasmidos de eliminacion para la piruvato formato liasa pfl, pSacB
(A pfl) (SEQ ID NO:4) y la lactato deshidrogenasa IdhA, pSacB (A IdhA) (SEQ ID NO:5). Las Figuras 2 y 3 muestran
mapas esquematicos del plasmido pSacB (A pfl) y pSacB (A IdhA).

En la secuencia plasmidica de pSacB (SEQ ID NO:3) el gen sacB esta constituido por las bases 5169-6590. El gen
del cloranfenicol esta constituido por las bases 526-984. El promotor sacB esta constituido por las bases 3802-4264.
El gen del cloranfenicol esta constituido por las bases 526-984. El origen de replicacion para E.coli (ori EC) esta
constituido por las bases 1477-2337.

En la secuencia plasmidica de pSacB delta pfl (SEQ ID NO:4), la region flanqueante 3' del gen pfl, que es homdloga
al genoma de DD1, esta constituido por las bases 65-1533, mientras que la region flanqueante 5' del gen pfl que es
homologo al genoma de DD1 esta constituido por las bases 1534-2956. El gen sacB esta constituido por las bases
5256-6677. El promotor sacB esta constituido por las bases 6678-7140. El gen del cloranfenicol esta constituido por
las bases 3402-3860. El origen de replicacion para E.coli (ori EC) esta constituido por las bases 4353-5213.

En el plasmido pSacB delta Idh (SEQ ID NO:5), la region flanqueante 5' del gen Idh, que es homdloga al genoma de
DD1, esta constituido por las bases 2850-1519, mientras que la region flanqueante 3' del gen Idh, que es homdloga
al genoma de DD1, esta constituido por las bases 1518-63. El gen sacB esta constituido por las bases 5169-6590. El
promotor sacB esta constituido por las bases 6591-7053. El gen del cloranfenicol esta constituido por las bases
3315-3773. El origen de replicacion para E. coli (ori EC) esta constituido por las bases 4266-5126.

Ejemplo 3: Generacion de cepas productoras de succinato mejoradas
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a) La LU 13843 se transform6 como se describié anteriormente con el pSacB (A pfl) y fue "entrante segun
Campbell" para producir una cepa "Campbell entrante”. La transformacion y la integracion en el genoma de
LU 13843 se confirmaron mediante PCR, produciendo bandas para el evento de integracion del plasmido en
el genoma de LU 13843.

La cepa "Campbell entrante" fue luego "saliente segin Campbell" utilizando placas de agar que contenian
sacarosa como un medio de contra seleccion, seleccionando para la pérdida (de funcién) del gen sacB. Por lo
tanto, las cepas "Campbell entrante" se incubaron en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI que no contiene
antibiodticos) a 37 °C, 220 rpm durante la noche. El cultivo durante la noche fue luego sembrado en linea
sobre placas de sacarosa que contenian BHI recién preparadas (10 %, sin antibiéticos) y se incubd durante la
noche a 37 °C ("primera transferencia de sacarosa"). Las colonias individuales obtenidas de la primera
transferencia se sembraron en linea nuevamente sobre placas de sacarosa que contenian BHI recién
preparadas (10 %) y se incubaron durante la noche a 37 °C ("segunda transferencia de sacarosa"). Este
procedimiento se repitié hasta que se completaron como minimo cinco transferencias ("tercera, cuarta, quinta
transferencia de sacarosa") en sacarosa. El término "primera a quinta transferencia de sacarosa" se refiere a
la transferencia de una cepa después de la integracion cromosomica de un vector que contiene un gen sacB
levansucrase en sacarosa y un medio de crecimiento que contiene placas de agar con el fin de seleccionar
cepas con la pérdida del gen sacB y las secuencias de plasmidos circundantes. Una sola colonia de las
quintas placas de transferencia se inocul6 en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI que no contenia
antibioticos) y se incubé a 37 °C, 220 rpm durante la noche. El cultivo de la noche se diluy6 en serie y se
sembré sobre placas de BHI para obtener colonias individuales aisladas.

Las cepas "entrante segun Campbell" que contienen la mutacion/eliminacion del gen pfl fueron confirmadas
por la sensibilidad al cloranfenicol. Los mutantes de mutacién/eliminacion entre estas cepas se identificaron y
confirmaron mediante analisis de PCR. Esto condujo al mutante DD1 delta pfl LU 15348 de
mutacioén/eliminacion pfil.

b) LU15348 se transformd con pSacB (A Idh) como se describié anteriormente y fue "entrante segun
Campbell" para producir una cepa "Campbell entrante". La transformacion e integracion se confirmoé mediante
PCR. La cepa "Campbell entrante" fue luego "saliente segiin Campbell" como se describid anteriormente. Los
mutantes de eliminaciéon entre estas cepas se identificaron y confirmaron mediante analisis de PCR. Esto
condujo al mutante de eliminacion doble LU15224 de pfl IdhA.

c) LU13843 se transform6 con pSacB (A Idh) como se describié anteriormente y fue "entrante segun
Campbell" para producir una cepa "Campbell entrante". La transformacion e integracion se confirmoé mediante
PCR. La cepa "Campbell entrante" fue luego "saliente segiin Campbell" como se describid anteriormente. Los
mutantes de eliminaciéon entre estas cepas se identificaron y confirmaron mediante analisis de PCR. Esto
condujo al mutante de eliminacion LU15050 de /dhA.

Ejemplo 4: preparacion de banco celular

1. preparacion de medios

La composicion de los medios de cultivo se describe en la tabla 2.

Tabla 2: Composicion de medios sdlidos y liquidos para la preparacion de bancos celulares.

Compuesto Concentracion [g/l]  Concentracion de solucion madre [g/l]
Glucosa varia® 650
Extracto de levadura Bacto (Becton Dickinson) 5 -
Peptona Bacto (Becton Dickinson) 5 -
(NH4)2 SO4 1 500
CaCl,*2H.0 0,2 20
MgCl2*6H20 0,2 20
NaCl 1 100
KoHPO, 3 500
MgCO3 Varia® -
Agar Bacto (solo para medio solido) 12
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@Concentraciones de glucosa fueron 15 g/l (en placas) y 20 o 50 g/l (en medio liquido).
®MgCOs (Riedel-de Haen, numero de producto: 13117 por Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH)
concentraciones fueron 5 g/l (en placas) y 0 o 30 g/l (en medio liquido).

5 g de extracto de levadura, 5 g de peptona, MgCOs y (para medios solidos) 12 g de agar Bacto se mezclaron en
900 ml de agua destilada y se esterilizd en autoclave (20 minutos). Después de enfriar a aproximadamente 65 °C,
los componentes faltantes se agregaron como soluciones madre estériles. La glucosa, sulfato de amonio y K;HPO4
fueron todos esterilizados en autoclave por separado. Los cloruros de Ca-, Mg-y Na se esterilizaron en autoclave
juntos.

2. Preparaciéon de MCB

El banco celular maestro (MCB) para la inoculacion de los experimentos individuales se realiz6 como se indica a
continuacioén. Dos placas de agar fueron recién inoculadas con la cepa deseada y se incubaron a 37 °C en una jarra
anaerobia (Anaerocult A, Merck) durante la noche. La biomasa se retir6 de las placas y se resuspendié en un medio
liquido libre de MgCO3 con 20 g/l de glucosa para ajustar ODgge=1,0. La inoculacion se realizé con 0,5 ml de esta
suspension celular. Los cultivos se realizaron en botellas de 100 ml de suero con tapones de goma de butilo
herméticos (Ochs GmbH, Bovenden/lenglern, Alemania) que contenian 50 ml del medio liquido con 20 g/l de glucosa
y 30 g/l de MgCOs3 y una atmoésfera de CO;, con sobrepresion de 0,8 bar. Las botellas de suero (en total 10) se
incubaron a 37 °C, una velocidad de rotacion de 160 rpm y un diametro de agitaciéon de 2,5 cm.

Para controlar el consumo de glucosa, se detuvo el cultivo de una botella y se realizé el muestreo y el analisis de
HPLC después de 0, 3, 4, 5, 7, 8 y 8,5 horas. Después de 8,5 horas (la concentracion de glucosa fue de 3,4 g/l) se
detuvo el cultivo. Se llenaron alicuotas de 0,5 ml de suspension celular y 0,5 ml de glicerol estéril en crioviales, se
mezclaron y se almacenaron durante 13 horas a -20 °C y luego a -80 °C como MCB. El MCB se probd para
determinar su pureza sembrando en linea un bucle del ultimo criovial en placas de agar como control de
contaminacion y verificar en cultivo liquido (medios como se describen en la tabla 8) el espectro del producto y la
contaminacion (mediante microscopia).

El consumo de glucosa y la formacién de SA y subproductos se cuantificaron mediante analisis de HPLC de los
sobrenadantes sin diluir, libres de células del caldo de cultivo utilizando deteccién Rl. Las muestras de caldo se
tomaron con una jeringa estéril a través del tapén de goma de butilo, la separacion celular se realizé por filtracion
(0,22 pym). Se utilizaron una columna I. D. Aminex HPX-87 H (Biorad) de 300 x 7,8 mm y 5 mm de H,SO,, como fase
?stacionaria y movil, respectivamente. La temperatura de la columna fue de 30 °C, la rata de flujo fue de 0,5 ml min

Se utilizé un vial de MCB para inocular una botella de 100 ml de suero con un tapén de goma de butilo hermético
(ver arriba) que contiene 50 ml del medio liquido con 50 g/I de glucosa. La incubacioén se realizé durante 10 horas a
37 °C en una incubadora de agitacion (velocidad de rotacion: 180 rpm, diametro de agitacion: 2,5 cm). Al final del
cultivo, la concentracion de glucosa fue de 20 g/l y el pH alrededor de 6,5. Las alicuotas de 0,5 ml de suspension
celular y 0,5 ml de glicerol estéril se rellenaron en crioviales, se mezclaron y se almacenaron a -80 °C como WCB.
Los controles de pureza fueron los mismos que para el MCB. Las condiciones de HPLC fueron las mismas que las
descritas anteriormente.

Ejemplo 5: Cultivo de diversas cepas de DD1 en glicerol o glicerol y maltosa

La productividad de la cepa mutante DD1A pfl (LU15348) y DD1A pfl A Idh (LU15224) en presencia de glicerol o
glicerol y maltosa como fuente de carbono se analizé adicionalmente utilizando el siguiente medio y condiciones de
incubacion.

1. Preparacion del medio
La composicion y preparacion del medio de cultivo es como se describe en la tabla 3 a continuacion.

Tabla 3: Composicion del medio para el cultivo de DD1 en los sustratos glicerol o glicerol y maltosa.

Compuesto Concentracion [g/l]
1 Extracto de levadura Bacto (Becton Dickinson) 10
2 (NH4)2SO4 2
3 CaCly*2H.0 0,2
4 MgCl2*6H20 0,2
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(continuacion)

Compuesto Concentracion [g/l]
5 NaCl 1
6 KoHPO4 3
7 MgCOs; (Riedel-de Haen 13117) 1g/g sustrato
9 NaHCO3 8,4
10 sustrato varia

Medio de crecimiento sintético alternativo

Es favorable utilizar un medio de crecimiento sintético sin ingredientes complejos para la fermentacion con el fin de
mejorar el procesamiento posterior y disefiar un medio de crecimiento sintético para una fermentacion rentable.

Preparacién del medio

El medio de crecimiento sintético se desarrolld en relacion con otros medios de crecimiento sintéticos para las
bacterias del rumen (Nili y Brooker, 1995, McKinlay et al, 2005), experiencia previa con otras bacterias y mediante la
realizacion de experimentos de omision Unica. Finalmente, el medio contenia 50 g/l de glucosa, 1 g/l (NH4)2SO04, 0,2
g/l de CaCly*2H.0, 0,2 g/l de MgCl>*6H.0, 1 g/l de NaCl, 3 g/l de K;HPO4, 1 mg/l de acido nicotinico, 1,5 mg/l de
acido pantoténico, 5 mg/l de piridoxina, 5 mg/l de riboflavina, 5 mg/l de biotina, 1,5 mg/l de tiamina HCI, 0,26 g/l de
lisina, 0,15 g/l de treonina, 0,05 g/l de metionina, 0,71 g/l de acido glutamico, 0,06 g/l de histidina, 0,07 g/l de
triptéfano, 0,13 g/l de fenilalanina, 0,06 g/l de tirosina, 0,5 g/l de serina, 0,5 g/l de glicina, 0,5 g/l cisteina, 0,1 g/l de B-
Alanina, 0,27 g/l de alanina, 0,19 g/l de valina, 0,23 g/l de leucina, 0,16 g/l de isoleucina, 0,33 g/l de acido aspartico,
0,1 g/l de asparagina, 0,13 g/l de prolina, 0,15 g/l de arginina y/o 0,1 g/l de glutamina.

Las botellas de suero que contenian 50 ml de medio de crecimiento sintético se esterilizaron en autoclave con agua
y 30 g/l de MgCO3; como sistema regulador. Se esterilizaron por separado glucosa, sulfato de amonio y fosfato de
potasio. Se esterilizaron juntos los cloruros de Ca-, Mg- y Na. Las vitaminas y aminoacidos se ensamblaron en
diversas soluciones madre y se esterilizaron por filtracion. Después de enfriar las botellas de suero, los componentes
se afiadieron como soluciones madre estériles.

2. Cultivos y analisis

Para cultivar el cultivo de semilla, se usé un vial de WCB para inocular una botella de 100 ml de suero con un tapén
de goma de butilo hermético (ver arriba) que contiene 50 ml del medio liquido descrito en la tabla 2 pero con 20 g/l
de glucosa y una atmosfera de CO» con sobrepresion de 0,8 bar. La incubacion se realizé durante un ndmero de
horas especifico para mutantes (tabla 4) a 37 °C y 160 rpm (diametro de agitacion: 2,5 cm). La suspension celular se
centrifugd (Biofuge primo R, Heraeus) con 5.000 g durante 5 minutos y la pella celular se lavo y luego se
resuspendié en 50 ml de medio sin una fuente de carbono y sin MgCO3 para generar un inéculo libre de glucosa
(todos las etapas a temperatura ambiente y en la camara anaerobia).

Tabla 4: Tiempo de incubacién de diversos cultivos de semillas mutantes DD1

Cepa Horas de incubacion
LU 13843 8 horas

LU 15050 10 horas

LU 15348 13 horas

LU 15228 20 horas

Los cultivos principales se cultivaron en botellas de 100 ml de suero que contenian 10 ml de medio liquido con 50 g/l
de glicerol o 50 g/l de glicerol y 10 g/l de D-maltosa y en ambos casos una atmdsfera de CO» con sobrepresion de
0,8 bar. La calidad de 'Glicerol 99 %, puriss.’ (Riedel-de Haen, numero de producto: 15523-1L-R de Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, Alemania) se utilizo para todos los experimentos. La inoculacién se realizé con 1,5
ml del indculo libre de glucosa. Las botellas se incubaron a 37 °C y 160 rpm (diametro de agitacion: 2,5 cm).
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El consumo de las fuentes C y la produccién de acidos carboxilicos se cuantificé mediante HPLC como se describe
en el ejemplo 4 después de 24 horas. Al medir el glicerol, la temperatura de la columna se ajusté a 50 °C para lograr
una separacion suficiente de SA, acido lactico y glicerol que tienen tiempos de retencion similares.

El crecimiento celular se midié midiendo la absorbancia a 660 nm (ODegy) utilizando un espectrofotometro
(Ultrospec3000, Amersham Biosciences, Uppsala Suecia). La concentracion celular definida como gramo de peso de
células secas (DCW) por litro se calculd a partir de la curva estandar predeterminada que relaciona el ODgyo con el
DCW (1 ODego = 0,27 g DCW I™).

3. Resultados

Los resultados de los experimentos de cultivo con diferentes cepas DD1 se muestran en la tabla 5 para el sustrato
de glicerol y la tabla 6 para la mezcla de sustrato de glicerol y maltosa.

Tabla 5: Cultivo de diversas cepas DD1 en glicerol

cepa DD1 LU13843 LU15348 LU15050 LU15224
tc [h]? 24 24 24 24
Acaicero [9/]° -17,3 -25,8 17,4 -28,6
Acsa [/ 19,5 29,9 19,9 36,2
Acialg®" <0,01 <0,01 <0,01 0,04
Acea [g]"" 0,2 0,05 0,2 <0,01
Acaa [g/]°" 1,0 0,6 1,1 0,3
Acea [g/]°" 0,3 <0,01 0,4 <0,01
Acwa [g/°" <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
E;IIF de productos secundarios SSP 15 0.7 1.7 0.3
SA/SSP [g/g]° 13,0 46,0 11,7 >100
Proporcion SA/FA' 97,5 >100 99,5 >100
Proporcion SA/AA! 19,5 49,8 18,1 >100
STY [g/(I h)° 0,81 1,24 0,82 1,50
Rendimiento de carbono (YP/S) [g/g ]° | 1,12 1,15 1,13 1,26

& tiempo de cultivo.

® consumo de sustrato (glicerol, maltosa).

¢ formacion de acido succinico, lactico, férmico, acético, pirivico y malico.

4 suma de productos secundarios de acido lactico, formico, acético, pirtvico y malico.

¢ proporcion de SA por suma de productos secundarios.

f proporcion de SA por producto secundario (FA = acido férmico; AA = acido acético).

9 rendimiento espacio tiempo y rendimiento (YP/S) para SA.

h se encontrd que los limites de deteccion para acido acético, acido lactico, acido malico, y acido
férmico eran inferiores a 0,01 g/l en el procedimiento HPLC dado

En el experimento de cultivo con glicerol se muestra que anular el gen pfl de la piruvato formato liasa en un
organismo productor de SA como por ejemplo, DD1 conduce a un rendimiento de carbono significativamente mayor
(YP/S) y STY para SA como para el tipo salvaje cuando se cultiva en glicerol como sustrato. El rendimiento de
carbono (YP/S) se increment6 de 1,12 g/g para la cepa DD1 a 1,15 g/g para la cepa LU15348 mutante de A pfl.

Aparte de lo reportado por Lee et al, 2006 o Lin et al 2005 para las bacterias productoras de SA en glucosa, anular
solo el gen IdhA de la lactato deshidrogenasa en DD1 (LU15050) no muestra mejoria de las caracteristicas técnicas
relevantes de esta fermentacion tal como STY de SA y sélo un pequefio aumento en el rendimiento de carbono
(YP/S). Sin embargo, la cantidad de acido acético aumenta incluso si la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa disminuye. De manera sorprendente e inesperada, a partir del analisis del comportamiento de las
cepas con las mutaciones Unicas, se encontré que la cepa mutante que porta la combinacién de las mutaciones
genéticas en el gen pfl y el gen Idh, la fermentacion del glicerol en SA muestra una mejora ain mayor no aditiva del
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rendimiento de carbono alcanzado (YP/S) como se esperaba de las mutaciones Unicas de LU 15050 y LU15348. El
rendimiento de carbono (YP/S) de 1,26 g/g observado es cercano al rendimiento de carbono tedrico potencial (YP/S)
de 1,28 g/g para la conversion de glicerol 1 Mol + CO21 Mol en SA 1 Mol.

También, la suma de productos secundarios (SSP) generados en LU15348 se reduce significativamente mientras
crece en glicerol ya que no se produce acido férmico y se produce menos acido acético. Como se menciond
anteriormente, la concentracion de SA aumenta significativamente en comparacion con el tipo salvaje o LU15050.

Esta observacion se expresa en las proporciones de SA sobre la suma aritmética de productos secundarios (SSP)
SA:SSP g/g, que excede de 40 para LU15348 y excede de 100 para LU15224 comparado con un nivel de 10 para
LU13843 y LU15050.

En el experimento mencionado anteriormente, se encontré que el STY de la fermentacion de glicerol en SA no
superaba los 1,5 g/(I*h) para las cepas que portan mutaciones en los genes pfl y Idh. Por lo tanto, se desarrollé un
procedimiento mejorado que mostré valores de STY mejorados para la produccién de SA en una fermentacion
anaerobia. Este procedimiento se describe en la solicitud PCT/EP2008/006714 en las paginas 44-46. Este
procedimiento se adapté para la produccion de succinato utilizando cepas que portan mutaciones en los genes.

Tabla 6: Cultivo de diversas cepas DD1 en glicerol y maltosa

LU13843 | LU15348 |LU15050 |LU15224

tc [h]? 24 24 24 24
Acaiicerol [9/11° -41,2 -48,2 -40 -51,3
ACwattosa [9/1]° -11,5 -10,9 -11,3 -11,3
Acsa [/ 53,2 64,7 51,8 69,8
Acia [g/]*! <0,01 2,5 <0,01 0,1
Acra[g/]*! 2,8 <0,01 3,0 <0,01
Acaa [/ 3,8 0,7 3,6 1,5
Acea [g/" <0,01 0,6 0,1 0,4
Acwa [g/* 0,05 0,03 0,03 0,1

¥ SP [g/l]* 6,65 3,8 6,73 2,1
SA/SSP [g/g]° 8,0 16,9 7.7 33,2
Proporcion SA/FA' 19,11 >100 17,1 >100
Proporcion SA/AA! 13,9 92,7 14,2 46,2
STY [g/(l h)° 2,21 2,69 2,15 2,90
Rendimiento (YP/S) [g/g]° 1,01 1,09 1,01 1,11
ODeoo" 12,9 14,8 16,4 18,6
DCW [g/] 3,5 4 4.4 5
Productividad especifica [g gDCW™" h™']“ 0,63 0,67 0,49 0,58

& tiempo de cultivo.
® consumo de sustrato (glicerol, maltosa).
¢ formacion de acido succinico, lactico, férmico, acético, pirivico y malico.
4 suma de productos secundarios de acido lactico, formico, acético, pirtvico y malico.
¢ proporcion de SA por suma de productos secundarios.
proporcion de SA por producto secundario (FA= acido formico; AA= acido acético).
9 rendimiento espacio tiempo y rendimiento (YP/S) para SA
h densidad 6ptica a 600nm, diluir la muestra 1:20 con HCI 1M antes de medir en una Ultrospec2000,
Amersham Biosciences, Uppsala Suecia.
' g Biomasa como peso celular seco (DCW)
h Productividad especifica: g de SA por g de biomasa (peso celular seco) por h
' Se encontré que los limites de deteccion para acido acético, acido lactico, acido malico, y acido férmico
eran inferiores a 0,01 g/l en el procedimiento HPLC dado
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Se ha demostrado que cultivar DD1 en glicerol simultaneamente con otro sacarido como maltosa permite un SA STY
y un rendimiento mas altos (YP/S) y una concentracion aumentada de productos secundarios en comparacion con el
uso de glicerol como el tnico sustrato (PCT/EP2008/006714 en la paginas 44-46).

La comparacion de LU15348 con el DD1 tipo salvaje muestra un aumento en la cantidad de SA, STY y rendimiento
de carbono (YP/S) si la actividad de la enzima Pfl disminuye. Sorprendentemente, a diferencia de otros ejemplos
descritos en el estado de la técnica (Lee et al 2006, Lin et al 2005), no se observé ningun defecto de crecimiento en
las cepas mutantes sobre la cepa DD1 no mutada. Esta observacion es de gran relevancia técnica ya que el buen
crecimiento de una cepa es esencial para un procedimiento de produccién técnico. El crecimiento celular aumenta
en todos los mutantes en comparacion con el tipo salvaje. La anulacion de pfl o Idh tiene un efecto positivo en el
crecimiento de la cepa bacteriana mutada.

Debido a la falta de acido formico detectable, la disminucion de la cantidad de acido acético y el aumento de la
concentracion de SA, aumenta la proporcion SA/SSP en cepas mutantes que contienen una actividad enzimatica
disminuida de Pfl deducida por mutaciones genéticas. Sin embargo, el acido lactico del producto secundario ha
aumentado en comparacion con el tipo salvaje. El LU15224 de doble anulacién tiene un mayor rendimiento adicional
(YP/S) y STY mientras que LU15050 no mostré ninguna mejora en el rendimiento de carbono (YP/S), STY o el SSP
observado.

Se observa que la mutacion de pfl es necesaria y suficiente para mejorar la fermentacién del glicerol con y sin un
segundo sustrato de sacarido sobre el desempefio de una cepa de tipo salvaje en un procedimiento de SA a base de
la metabolizacion del glicerol. En contraste con este hallazgo, una mutacion de pfl de la técnica anterior en una cepa
derivada de tipo salvaje no se ha demostrado que induzca la fermentacion de SA (Zhu 2005). Solo las
combinaciones de varias mutaciones, incluyendo pfl y Idh, dieron como resultado una produccion medible de acido
succinico, aunque con un crecimiento reducido y un pobre desempefio de STY (Lin 2005, Lee 2006). El
descubrimiento de este trabajo ensefia la construccion de un procedimiento mejorado para la produccion
fermentativa de SA que consiste en una cepa mutada junto con un procedimiento especifico para producir un
procedimiento con un desempefio superior al de la técnica anterior.

Sorprendentemente, la productividad especifica para SA es superior para la cepa LU15348 mutante pfl sobre
LU15050 y LU15224 portadoras de mutaciones en el gen Idh y en ambos genes Idh y pfl. La persona experimentada
en el campo sabe que, dependiendo del procedimiento, una alta actividad especifica de formacién de productos es
una caracteristica deseable de un procedimiento técnico. Obviamente, el efecto negativo de anular la lactato
deshidrogenasa reduce la productividad especifica de LU15348 por debajo del valor del tipo salvaje.

Ejemplo 6: Cultivo de LU15348 en mezclas de glicerol con diversos carbohidratos

La productividad de la cepa mutante LU15348 en presencia de glicerol y diversos carbohidratos como fuente de
carbono se analizé utilizando el siguiente medio y condiciones de incubacion.

1. Preparacion del medio, cultivo y analitica

La composicion y preparacion del medio de cultivo es como se describe en la tabla 3 del ejemplo 5. El cultivo y la
analitica ocurren como se describe en el ejemplo 5.

Se utiliz6 'Maltodextrina' de la calidad (Maldex150, Cat.no.: 50499 por Boom, 7942 JE Meppel, Paises Bajos) en este
experimento. Debido a la mezcla indefinida de cadenas de sacaridos con diversas longitudes, la concentracion de
maltodextrina no se analizd en su totalidad por analitica HPLC. Por lo tanto, el contenido de maltodextrina se
determiné gravimétricamente justo antes de agregarse al medio de cultivo. Para calcular el limite inferior del
rendimiento tedrico (YP/S) alcanzado, se asumié que se habia consumido toda la maltodextrina agregada a la
fermentacion, teniendo en cuenta que esto solo permitiria calcular el limite inferior del rendimiento de carbono (YP/S)
después de la fermentacion de SA. Lo mas probable es que los valores mas exactos del rendimiento de carbono
(YP/S) sean mas altos que los valores descritos debido al consumo potencialmente incompleto de la maltodextrina
del sustrato de maltodextrina que no se detecta.

2. Resultados

Los resultados de los experimentos de cultivo para LU15348 se muestran en la tabla 7 para el sustrato de glicerol en
cofermentacion con diversos carbohidratos, como por ejemplo, maltosa, maltodextrina o rafinosa.

Tabla 7: Cultivo de LU15348 en glicerol en cofermentacion con diversos carbohidratos
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Glicerol + 10g/l | Glicerol + 10g/l de |Glicerol + 17g/l

LU15348 de Maltosa Maltodextrina de Rafinosa Glicerol
tc [h]? 24 24 24 24
Acaiceral[9/1° -48,2 -30,5 374 25,8
Accarmohidrato[g/]° -10,9 n.a. -1,5
Acsa [/ 64,7 48,4 35,6 29,9
Acia [9/]° 2,5 1,0 0,2 <0,01
Acra g™ <0,01 <0,01 <0,01 0,05
Acaa [/ 0,7 0,4 0,3 0,6
Acea [g/" 0,6 <0,01 0,2 <0,01
Acwa [g/* 0,03 <0,01 <0,01 <0,01
S SP[g/l]° 3,8 0,4 0,5 0,7
Er/céﬁ’frdé“ SAISSP | 46 9 >100 71,2 46,0
Proporcion SA/FA"  |>100 >100 >100 >100
Proporcion SA/AA! 92,7 >100 >100 49,8
STY [g/(I h)]° 2,69 2,02 1,48 1,24
[F;‘Z’]‘]gimie”m (YPIS) | 1 09 > 1,02* 111 115

& tiempo de cultivo.

® consumo de sustrato (glicerol, maltosa).

¢ formacion de acido succinico, lactico, férmico, acético, pirivico y malico.

4 suma de productos secundarios de acido lactico, formico, acético, pirtvico y malico.

¢ proporcion de SA por suma de productos secundarios.

f proporcion de SA por producto secundario (FA= acido formico; AA= acido acético).

9 rendimiento espacio tiempo y rendimiento (YP/S) para SA

' Se encontrd que los limites de deteccion para acido acético, acido lactico, acido malico, y acido
férmico eran inferiores a 0,01 g/l en el procedimiento HPLC dado

* limite inferior del rendimiento (YP/S) debido a la concentracion desconcida de maltodextrina
residual que no se analizo.

El cultivo de la cepa LU15348 en glicerol en cofermentacion con diversos sacaridos como maltosa, una mezcla de
sacaridos de alto peso molecular como maltodextrina o aun otro sacarido, rafinosa, conduce a resultados similares
que muestran que la fermentacion simultanea de diversas fuentes de carbono, incluido el glicerol, como una fuente
de carbono, conduce a una serie de mejoras técnicamente relevantes de la produccion de SA sobre el estado de la
técnica descrito anteriormente. Los ejemplos son ratas aumentadas y cantidades totales mejoradas de glicerol
consumido por el procedimiento, lo que lleva a titulos de SA mas altos en comparacién con el estado de la técnica.
Adicionalmente, el STY se incrementa sobre el control que no contiene un sacarido. La concentracion del producto
secundario generalmente disminuye, excepto en el caso de la maltosa como cosustrato, donde el acido lactico es el
producto secundario incrementado en comparacion con el cultivo con solo glicerol. El rendimiento de SA (YP/S) es
similar o solo ligeramente reducido en comparacion con glicerol como unico sustrato.

Sumario de los experimentos

-los microorganismos que tienen una actividad de pfl disminuida muestran una fermentacion mejorada en glicerol
sobre el estado de la técnica

-combinaciones de diferentes fuentes de carbono se convierten eficientemente en acido succinico

-los microorganismos que tienen una actividad de pfl disminuida muestran una fermentacion mejorada en una
mezcla de glicerol y un sacarido sobre el estado de la técnica
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Conclusion: El nuevo procedimiento para la produccion de acido succinico (SA) tiene un excelente potencial para la
produccion de SA y /o sales de SA, con alto rendimiento de carbono (YP/S) y rendimiento espacio tiempo, asi como
productos secundarios muy bajos.

En el contexto de la presente invencion, se deposité una cepa bacteriana DD1 (ID 06-614) con DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Alemania) el 11
de agosto de 2006 con el numero de depdsito DSM 18541. En este contexto, se hace referencia a la solicitud de
patente europea de prioridad No. EP 09152959.4 y EP 09171250.5, en el que el depdsito se menciond por primera
vez dentro del contexto de la presente invencion. Ademas, se hace referencia al documento WO 2009/024294, en el
que la cepa DD1 se describe la primera vez, incluyendo el depédsito con DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Alemania) el 11 de agosto de
2006.

Ejemplos: Procesamiento corriente abajo

Ejemplo 7: Procedimiento para el aislamiento de acido succinico a partir de caldos de fermentacion por resina de
intercambio idnico catidnico

Se filtr6 un caldo de fermentacion neutralizado por NH4sOH (25 % en peso, calculado sobre el peso total de la
solucion de NH4OH) durante el procedimiento de fermentacion. Se usé el caldo de fermentacion acuoso, libre de
células, que contenia acido succinico al 15 % (p/p) (neutralizado como sal) para el procedimiento corriente abajo.

Se llend una resina de intercambio cationico (tipo Lewatit Monoplus SP 112 de Lanxess; 471 ml) en una columna de
vidrio de temperatura controlada (50 °C) (elevacion del lecho: 24 cm) como fase estacionaria y se lavé con agua.
Después de esta etapa de lavado, la resina se desbordé de forma descendente con la soluciéon acuosa de acido
succinico (156 ml, que contenia 25 g de acido succinico, densidad: 1,069 kg/l).

El promedio de la velocidad de flujo de la solucién fue 33 ml/min correspondiente a una velocidad de 4,2 volumenes
de lecho (BV) por hora.

Por lo tanto, en la primera fraccion se obtuvo una solucion clara e incolora que contenia aproximadamente 24,9 g de
acido succinico libre (453 ml). El promedio de la concentracion de acido succinico de esta fraccion fue de 5,38 % en
peso.

Se midi6 ademas del indice de refraccion, el valor de pH y la adsorcion (350 nm) de la solucion que sale de la
columna.

El promedio de la capacidad de enlace resultante de la resina intercambiadora catiénica de acido fuerte usada fue
de aproximadamente 0,89 equivalentes (eq) por litro de resina.

Después del procedimiento de enlace, la resina se lavé con agua (546 ml) y finalmente se regener6é en forma
cationica con éacido clorhidrico al 5 % (919 ml; velocidad: 66 ml/min) que reboso la resina de abajo hacia arriba.
Como una ultima etapa, la resina se lavo nuevamente con agua (889 ml). Ademas del hecho de que la resina liberé
el acido succinico, la resina decolor6 el caldo y se obtuvo una solucion de acido succinico muy pura e incolora.

Ejemplo 8: Procedimiento para medir una curva de ruptura con una resina de intercambio iénico de acido fuerte

Se uso6 caldo de fermentacion acuoso, libre de células, que contenia una cantidad de acido succinico al 15 % (p/p)
(neutralizado como sal) para el procedimiento corriente abajo después de la filtracion.

Una resina de intercambio i6nico de acido fuerte (tipo Lewatit MonoPlus SP 112 de Lanxess; 689 ml) se llend en una
columna de vidrio de temperatura controlada (50 °C) (elevacion del lecho: 97,5 cm) y se lavo con agua. Después de
esta etapa de lavado, la resina se desbordd de forma descendente con la solucién acuosa de acido succinico (468
ml, que contenia 75 g de acido succinico; densidad: 1,069 kg/l).

El promedio de la velocidad de flujo de la solucién fue 24 ml/min correspondiente a una velocidad de 2,1 volumenes
de lecho (BV) por hora.

Como en el ejemplo 7, se obtuvo una solucién clara (457 ml) que contenia aproximadamente 53,8 g de acido
succinico libre en la primera fraccion. La concentracion de acido succinico de esta fraccion promedié 11,53 % en
peso.

A diferencia del ensayo en el ejemplo 7, en este caso, el muestreo de la primera fraccion se detuvo en el momento
en que los cationes rompieron. Este momento se detecté con el valor de pH medido que aumenté repentinamente
(desde un valor aproximado de 1,4) debido a la sal de acido succinico que rompio.

La fraccién muestreada después de esta solucion clara contenia sal de acido succinico y tenia un color marrén
similar al del caldo de fermentacion original.
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En este ensayo, el promedio de la capacidad de enlace resultante de la resina intercambiadora catiénica de acido
fuerte usada fue de aproximadamente 1,32 equivalentes (eq) por litro de resina.

Después del procedimiento de enlace, la resina se lavé con agua (678 ml) y se regenerd en forma catidnica con
acido clorhidrico al 5 % (2034 ml; velocidad: 92 ml/min). Finalmente, la resina se lavd nuevamente con agua (824
ml).

Ademas del hecho de que la resina liberd el acido succinico, la resina decolor6 el caldo y se obtuvo una solucién de
acido succinico muy pura e incolora.

Ejemplo 9: Procedimiento para purificar acido succinico a partir de caldos de fermentacion seguido de concentracion
y cristalizacion de la solucion desalada resultante

Se usaron dos muestras para la etapa de cristalizacion y se obtuvieron de la misma manera que se describe en el
ejemplo 7. En cada caso, se utilizé un caldo de fermentacion sin células, acuoso, que contenia una cantidad de
acido succinico al 15 % (p/p) (neutralizado como sal) para el procedimiento corriente abajo. Las dos muestras que se
purificaron y desalaron utilizando una resina de intercambio cationico (tipo Lewatit MonoPlus SP 112 de Lanxess) se
utilizaron para la etapa de cristalizacion.

Las siguientes tablas muestran el volumen de caldo de fermentacién, resina y productos quimicos mas las
cantidades y capacidades obtenidas en estos ensayos.

Numero de | Caldo de |resina | Velocidad de | fraccién | Concentracion del &cido
ensayo fermentacion dosificacion 1 succinico en la fraccién 1
34649-069 | 249 ml 471 33 ml/min 462ml 8,43 %

ml
34649-098 |249 ml 471 53 ml/min 517ml | 7,57 %

ml
Numero | Acido Agua de |HCI (5 %) para |Agua de lavado |Capacidad de
de succinico en |lavado regeneracion de | después de | enlazado
ensayo lafraccion 1 |después de |resina regeneracion resultante

enlace

34649- 39,79 481 ml 919 ml 928 ml 1,43 eq/l
069
34649- 39949 526 ml 919 ml 730 ml 1,44 eq/l
098

Por lo tanto, se obtuvieron dos soluciones claras e incoloras como primeras fracciones y se combinaron para obtener
una solucién succinica (con aproximadamente 76 g de acido succinico libre; diferencia debida al muestreo).

Esta solucién se concentro por destilacion de agua para obtener 380,2 g de solucién con una concentracion de acido
succinico de 20 % en peso. Después de la etapa de concentracion, la solucion se agitd y se enfrié. Una vez que la
solucion tuvo una temperatura de 50 °C, se sembré. Poco después, comenzé la cristalizacion y se precipitaron
cristales de acido succinico.

La suspension de acido succinico se agitdé durante la noche a temperatura ambiente y se enfrié en un bafio de agua
helada durante 1 hora.

Los cristales se separaron por filtracion en el frio y la torta se lavd dos veces con 20 ml de agua helada cada vez.
Después de la etapa de lavado, los cristales se secaron en un flujo de gas de nitrégeno. De este modo, se
obtuvieron 65,2 g de cristales de acido succinico incoloros con una pureza del 99,8 %.

Posteriormente, los cristales de acido succinico se secaron en un secador de lecho fluido.
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tttgatcetg
gcgggaggaa
atctggctta
ggattaaagg
agttggtggg
gccacactgg
cacaatgggg
aaagttcttt
cacagaagaa
gttaatcgga
goceccggget
ggtagaatte

ggcagceect

agataccetg
gtgectegtag
caaatgaatt
cgaagaacct
gggagctctg
aagtceccgea
aaggagactg
ttacgagtag
gtagagcgaa
gaagtcggaa
tgtacacacce
tcgggggggy

cgtaggggaa
<210> 2

<211> 3008
<212> ADN

gctcagattg
agcttgettt
tggaggggga
gtgggacttt
gtaaaggect
aactgagaca
ggaaccctga
cggtgacgag
gcaccggcta
ataactggge
taacctggga
cacgtgtage

tgggaagata

gtagtccacg
ctaacgtgat
gacgggggcc
tacctactcet
agacaggtgc
acgagcgcaa
ccggtgacaa
ggctacacac
tctcagaaag
tcgetagtaa
gcccegtcaca

cgtttaccac

cctgegg

<213> Pasteurella sp.
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aacgetggeg
ctttgeccgac
taacgacggg
cgggccaccc
accaagccga
cggtccagac
tgecagccatg
gaaggtgttt
actcegtgece
gtaaagggca
attgecattte
ggtgaaatge

ctgacgetea

cggtaaacge
aaatcgacecg
cgcacaagcg
tgacatcecag
tgcatggctg
cccttatect
accggaggaa
gtgctacaat
tgcatcgtag
tcgeaaatcea
ccatgggagt

ggtatgatte

geaggettaa
gagtggcgga
aaactgtcgc
gccataagat
cgatetetag
tcctacggga
ccgegtgaat
gttttaatag
agcagccgcg
tgcaggcgga
agactgggag
gtagagatgt
tatgcgaaag
tgtegatttyg
cctggggagt
gtggagcatg
agaatcctgt
tcgtcagctc
ttgttgecag
ggtggggatg
ggtgecataca
tccggattgg
gaatgttgeg
gggttgtace

atgactgggg

29

cacatgcaag
cgggtgagta
taataccgceg
gagcccaagt
ctggtetgag
ggcagcagtg
gaagaaggecc
gacaagcaat
gtaatacgga
cttttaagtg
tctagagtac
ggaggaatac
cgtggggage
gggattgggce

acggccgcaa
tggtttaatt
agagatacgg
gtgttgtgaa
catgtaaaga
acgtcaagtc
gagggeggey
agtctgcaac
gtgaatacgt
agaagtagat

tgaagtcgta

tcgaacggta

atgcttgggg

taatatcttc
gggattaggt
aggatgacca
gggaatattg
ttegggttgt
tgacgttaat
gggtgcgage
agatgtgaaa
tttagggagg
cgaaggcgaa

aaacaggatt

tttaggectg
ggttaaaact
cgatgcaacg
gagtgccttce
atgttgggtt
tgggaactca
atcatggeccece
atacecgegag
tcgactccat
tcecegggect
agcttaacct

acaaggtaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1517



<220>

<221> caracteristicas_misc.

<222> (1)..(3008)
<223> 23S ADNr
<400> 2

agtaataacg
gtacaaggtg
ttgggtgagt
gaagaatcta
acatctaagt
agcgtaagag
gcacagggtg

gggcgggaca

cctgattgac
ggagtgaaat

gcegtacettt

aacgacacag
gatgecttgg
tgataagaag
ctatcaataa
acccecgagga
ccggeaagtg
atagececcegt
cgagaaatcc
cgatagtgaa
agaacctgaa

tgtataatgg
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gtataagaat
caatcagagg
cgtctaacce
ccgaatccat
aaagaaatca
atagcatgag
acttgaaaat
tgtttgaaga
ccagtactgt
accttgtacg

gtcagecgact

acttgaggtt
cgaagaagga
aagatatccg
aggttattga
accgagatta
gattagagga
cattgtgtgg
aggggggacc

gaaggaaaqgg

tacaagcagt

tatattatgt

30

gtatggttaa
cgtgctaatc
aatggggcaa
ggcaaaccgyg
cgtcagtage
atcggetggg
tactgagcett
atcctccaag
cgaaaagaac
gggageccgce

agcgaggtta

gtgactaage
tgcgaaaagce
cccagtagat
gagaactgaa
ggcgagegaa
aagccgggeg
gcgagaagta
gctaaatact
ccecggtgagg
gagggtgact

accgaatagg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



ggagccgaaqg
cceggtgatet
actaatgttg
gagatagctg
gtagagcact
taccgaagag
aacaacccag
aggcttagac
ctcactagtc
tgcggeatcea
tcgagagggce
gtgaaaaacc
gagtcggece
gtacttgtta
ggtegtttaa
gatgatgacg
taagcgtcag
ct.caggeget
agaaggtgeg
accegetgge
atagggtgtg
cgcctgateg
ttcoccttgteg
cccgagactc
aagaccccgt
aggtgggagg
ctttaacgtt
gtagtttgac
tgacggtcgg

caagtcgagc

ggaaacegag
agccatggge
aaaaattagc
gttctcececcg
gtttcggeta
taatgcatag
accgccagct
agctaggatg
gagtcggect
ggcgtaagece
tgctggacgt
cgttcgecegg
ctaaggcgag
taattgcgat
gttggtaggt
aggcgctaag
attataataa
tgagagaact
coggegtaga
tgcaactgtt
atgcctgcee
aagcceccagt
ggtaagttcec
agtgaaattg
gaacctttac
ctttgaageg
tgatgtteta
tggggcggte
acatcgteag

aggtgcgaaa
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tettaactgg
aggttgaagg
ggatgacctg
aaatctattt
gggggccate
gagacacacg
aaggtccecaa
ttggecttaga
gocgeggaaga
tgttgggtag
atcacgagtg
aagaccaagg
gctgaagage
gtggggacgg
ggagcgttta
gtgccgaagt
accgtactat
cgggtgaagg
ttgtagaggt
tattaaaaac
ggtgctggaa
aaacggcggc
gacctgcacg
aaatecgccgt
tatagcttga
gtaacgccag
acgaagtgee
tcctcoccaaa
gttagtgecaa

gcaggtcata

gegtogagtt
ttgggtaaca
tggctgggag
aggtagagcc
ccggettace
gcgggtgcta
agtttatatt

agcagccatc

tgtaacgggg
gggagcgteg
cgaatgctga
gttecctgtcec
gtagtcgatg
agtaggttag
ggcaaatccg
aaccgatacc
aaaccgacac
aactaggcaa
atacccttga
acagecactet
ggttaattga
cgtaactata
aatggcataa
gaagatgcgg
cactgaacct
ttategtgga
cggaacgggt
gagtaacgga
tggtataagce

gtgatcecggt

31

geatgatata
ctaactggag
tgaaaggcca
ttatgtgaat
aacccgatge
acgttcgtcg
aagtgggaaa
atttaaagaa
ctcaaatata
tgtaagcgga
cataagtaac
aacgttaatc
ggaaacgggt
gttategace
gacgcttate
acacttccag
aggtggtcag
aatagcaceg
aggttgaacc
gcaaacacga
tggegttate
acggtcctaa
tgatggccag
tgtaccegeqg
tgaattttga
gcecatecettg
actoggacag
ggagcacgaa
aagcttaact

ggttctgaat

gacccgaaac
gaccgaaccg
atcaaacecgg
accttcgggg
aaactgegaa
tggagaggga
cgaagtggga
agcgtaatag
gcaccgaage
agaaggtggt
gataaaacgg
ggggcagggt
taatattcce
tgttggaaaa
aacaccgaga
gaaaagccac
gtagagaata
taactteggg
ggtcgaagtg
aagtggacgt
gcaagagaag
ggtagcgaaa
gctgtetcea
gctagacgga
tgtgtaggat
aaataccacc
tgtetggtag
ggtttgetaa
gcgagacgga

ggaagggcca

720

780

840

900

560

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



tegetcaacyg
tcgacggegg
ccaagggtat
gacagtttgg
gagaggaccg
gtagctacat
tgagttctce
ggtgtgtaag
atacaacgct

aatcgget
<210>3
<211> 4285
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> pSacB
<400> 3

gataaaaggt
tgtttggeac
ggctgttege
tceetatetg
gagtggacge
gcggaagaga
cagtatttaa
cgttgcgaga

caagtgtttt
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actcegggga
ctegatgteg
catttaaagt
ccgtgggegt
atcactggtg
taagtgctga
tactgtaagg
cgttgagcta

tggtagtgaa

taacaggcetg
getcatcaca
ggtacgcgag
tggagaattg
ttccggttgt
aagcatctaa
gttgttggag
accggtacta

agttattacg

32

atacecgecca
tecetgggget
ctgggtttaa
agaggggctg
gtcgeccagac
gcacgaaact
acgacgacgt
attgceccgag

gaataagtaa

agagttcata
gaagtaggte
aacgtagtga
ctcectagtac
gcattgcegg
tgccteogaga
agataggecg
aggcttagecc

gtagtcaggg

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3008



tcgagaggece
tatcgtegac
ggccgecttte
attttcggca
tccgtatgta
ggatgtgety
tgattggecg
tactgaatac
cttectgatta
attgacctga
tgcggattca
acaggttata
ccggagttec
gtctttactg

ccggatetea

tgacgteggg
atcgatgecte
ctggctttgce
caaatacagg
ccggcggaag
agagcacege
gaataaataa
caaacagctt
ttaatatttt
atacctggaa
gcctgaccac
agttttatcce
ggatggcact
tctttcataa

gtgagtttat
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cccggtaceca
ttetgegtta
ttccagatgt
ggtcgatgga
acaagctgca
cecegtgaate
agecgggett
acggaggacyg
tcactattaa
tcgcagggaa
caaactcgat
gctgatgatt
gaaagacaat
agaaaccgaa

ggcaggttat

cgegteatat
attaacaatt
atgctctcct
taaatacggc
aacctgtcag
cgcagaactg
aatacagatt
gaatgttacce
tcagaaggaa
cactttgccc
attacecgctt
tacctgatct
gaacttattt
acattetetg

aatgcggtaa

33

gactagtteg
gggatcctct
ccggagagta
gatagtttce
atggagattg
atcegetatg
aagcccgtat
cattgagaca
taaccatgaa
tttatcgtca
tgegtacecge
ccegggetgt
actgggacca
cactgtcctg

cggcagaata

gacctaggga
agactccata
ccgtgacttt
tgacggatga
atttaatggc
tgtttgegga
agggtattat
accagactge
ttttacecegg
gcagattaaa
actggcggag
taatcagttt
gtcagacccg
cegttatttt

tcageatgat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



accagattgt
tgggtgagtt
ggtttttacg
acaggttcat
getgatgtgt
cggcaggaat
tggttcagga
catctggatt
agcactageg
ataccgcatc
gctgeggega
ggataacgca
ggcegegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttctcect
ggtgtaggte
ctgegectta
actggcagea
gttettgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggqg
ggccggecgce
tececttgttea
gaagctegge
tgtaatcacg

tacatcgtta

tgggccagtt

tteegeaggg
ttgacgggat
atggcaaadgt
catgcagtct
gataacatac
ggtggctttt
tgagctcgct
tgttcagaac
gegegeegge
aggcgetett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtggc
ctcegtgeget
tcgggaageyg
gttcgeteca
tceggtaact
gccactggta
tggtggecta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
ggeccgecate
aggatgctgt
geaaacgttg
acattgttte
ggatcaagat

aaagaattag
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aaatttaccqg
ttaacctgaa
ttcagcagga
gtgatggctt
tgaaataaat
tttttatatt
tggactcetg
gcteggttge
cggeeeggtyg
cecgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaacccgac
ctecetgttece
tggogettte
agctgggetg
ategtettga
acaggattag
actacggeta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttcectac
tgagattate
ggcattttet
ctttgacaac
attgtttgte
ctttegettg
ccatttttaa

aaacataacc

gagaatcace
catcacecgga
aggtgaccgce
tcatgcagca
taattaattc
ttaaccgtaa
ttgatagatc
cgcecgggegt
tgaaataccg
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
cegeeccect
aggactataa
gaccctgeecg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtecaacceg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tttgegtttt
agatgtttte
tgegtagaat
aggtacagcg
cacaaggcca

aagcatgtaa

34

tgaatatate
aatgatgatt
gtattattac
cggtttatta
tgtatttaag
tctgtaattt
cagtaatgac
tttttattgg
cacagatgceg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcate
agataccaqqg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceecegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tettgatceg
attacgcgeca
gctcagtgga
ttcacctaga
tatttgttaa
ttgectttga
cetetgtttyg
aagtgtgagt
gttttgtteca

atatcgttag

atcattaccg
attttgecee
ctgtttctgt
atacacttca
ccaccgtatce
cgtttcagac
ctecagaactc
tgagaatcca
taaggagaaa
cggtegttcg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttteccee
acctgtcege
atctcagttc
agecccgacceg
acttategee
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tcettttaaa
ctgttaattg
tgttecagcag
tcatataget
aagtaaaggt
gcggcttgta

acgtaatgce

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



gtcaatecgte
aaagacgttce
cactttttte
ctecageegtg
tgtgettttg
agttccagtg
atctctecage
attttgatac
gttcaaagag
gtaatgttta
ggctgaacct
gtegectgtet
tttttgatag
aaagacgatg
gctgtcceaa
ttcagaaact
tgtaatatgg
cgcttgagtt
tgcaaacttt
gettetteea
taaaatatgt
gcectgettta
tcgtttggat
ttgcagacta
ttttatagtt

cataatatct

gatcggegge

<210> 4
<211> 7161
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

atttttgate
gcgegtteaa
agtgtgtaat
cgttttttat
ccatagtatg
tttgcttcaa
gtatggttgt
gtttttecegt
ctgtctgatg
ccggagaaat
gaccattcett
ttaaagacgc
aacatgtaaa
tggtageegt
acgtccaggc
tgatattttt
gaaatgcegt
gcgectectg
ttgatgtteca
gceccteoectgt
aaggggtgac
tcagtaacaa
tgcaactggt
cgggcctaaa
tectgttgceat
catttcacta

cgetegattt
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cgcgggagte
tttecatctgt
catcgtttag
cgetttgeag
ctttgttaaa
atactaagta
cgcectgaget
caccgtcaaa
ctgatacgtt
cagtgtagaa
gtgtttggtce
ggccagegtt
tcgatgtgte
gatagtttge
cttttgcaga
catttttttg
atgtttcett
ccagcagtgc
tegttcatgt
ttgaagatgg
gccaaagtat
acccgcgega
ctattttcct
gaactaaaaa
gggcataaag
aataatagtg

aaatc

agtgaacagg
tactgtgtta
ctcaatcata
aagtttttga
taaagattct
tttgtggcct
gtagttgcct
gattgattta
aacttgtgca
taaacggatt
ttttaggata
tttcecagcectg
atccgeattt
gacagtgecg
agagatattt
ctgttcaggg
atatggcttt
ggtagtaaag
ctecetttttt
caagttagtt
acactttgce
tttactttte
cttttgtttg
atctatctgt
ttgeecttttt

aacggcaggt

35

taccatttge
gatgcaatca
ccgagagegce
ctttettgac
tegeettggt
ttatcttcta
tcatcgatga
taatcectcta
gttgtcagtg
tttcegteag
gaatcatttg
tcaatagaag
ttaggatctce
tcagcgtttt
ttaattgtgg
atttgcagca
tggttegttt
gttaatactg
atgtactgtg
acgcacaata
ctttacacat
gacctcattc
atagaaaatc
ttcttttcat
aatcacaatt

atatgtgatg

cgttecatttt
geggttteat
cgtttgctaa
ggaagaatga
agccatette
cgtagtgagg
actgctgtac
caccgttgat
tttgtttgec
atgtaaatgt
catcgaattt
tttcgeecgac
cggctaatge
gtaatggcca
acgaatcaaa
tatcatggcg
ctttecgcaaa
ttgcttgttt
ttageggtct
aaaaaagacc
tttaggtctt
tattagactc
ataaaaggat
tctctgtatt
cagaaaatat

ggttaaaaag

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4285



<223> pSacB (delta pflD)

<400> 4
tcgagaggcec

tgggatcgag
gccgtattgg
aactecggatc
caaaattacc
gccggcgega
accggtgegg
gagatcacaa
aagcgcaggy
aactcctetg
tettetaata
attcttttgt
tatgggcgec
taatgaaatt
catggcggat
ttttattegg
gcaacacaag
aaccgttggt
gtacaaattc
cgttcataaa
taccgeccgtg
cttgtaaaaa
aatgaattcg
aagattatag
ccgcactttt
ggaatttatt

gataagattg

gtggacgact

tgacgteggg
ctettttect
tggatgaacg
ccaccgceeca
gecctgetcaa
ttttacacag
tgggttceag
geggtgtett
aacagaaaaa
aaaaatagtg
tgtcacatta
cggceggtttt
tagacggtga
cccecageatg
ccaggtacge
cacgccaatce
atcegtgtea
atccaagcaa
cgcctgtaaa
atggcgatag
caaatcccag
taaaataaag
tcctaaaacce
caaagaattt
atccgeocttta
aagcaataag
aaaccttgeca

ggtaaaccat
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cccggtacca
tgecgacaag
gggcaatate
tgcegaaatt
taccacttta
ccgaatcaaa
atttcatttt
ataggatcaa
acaacaaaaa
acaaaaaaac
agecegtage
acatcttcaa
taaggtaata
tgcaaatctt
tgatttegat
aggectttegt
tcaatcaatt
gtattaatte
atagcttcac
gtcaccactt
gtgtctctgt
cggattcccg
gacataatat
cgttttttte
atcaggggaa
acaaactctec
aggatgacgg

tgcattagac

cgcgtecatat
geggaagett
attggtgaag
attgegttge
tacgtgactt
cgcttggtat
tttgaggatt
tgcagtcaga
gctacegeac
cgtcataatg
ctgeaagcaa
gctcgtattt
attccacttt
cgtcactate
ccgctaaata
gaacccgtte
catcaataat
cttctttatg
cgccggaagc
ctttcattaa
tatggcaata
gcccgtcaac
gccoccttaaat
agagaatagt
ttaaaacaaa
aattttaata
cggatttgecc

caatgcaaac
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gactagttcg
taggggaaat
gctggaacct
gtaacgceege
tagaacecctg
tcggggegte
ataaaatgaa
agttaagccg
ttttacaaca
tttacgacgg
cccettaaca
atcgccgagt
ttcgatattc
tgtataaccc
ttttgcgaat
attcatttcet
atgatcatga
gcaggctctg
ggtaactccg
ttcttcaacg
tttacaacgce
tgtccegeag
aatcaacaaa
caaatcttcg
aaaattcecge
cttccttett
gtcactctca

accaccaccg

gacctaggga
tececegtaggt
ctctattgtg
gcagaaaatc
caccatgtge
cgattacaaa
tcatggggtt
ctttttccaa
cceeeggett
tttttttatt
tgetecatta
acttcccatt
ttcatatectt
ggcactacaa
tegagecactc
ttcaggtcaa
tgacggacga
aaccagtccc
ccgcccgagg
gaaatttctt
attaagcagc
gtttcaaatg
atatagcaag
caaaaaacta
ctattgaggce
ttctagtatt
cccaactaat

acgatgttac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



ctaaagtaac
gcteggecatt
tgcccatagqg
acccgatcgg
tccaaacgge
aggtatgttc
ccgccatgat
taccgaarta
agcgggcaat
taattaccce
ccgcagaggce
cagagatcgc
ctaacccggt
atttcattga
cataaatgat
aagattcata
ttgacctaaa
attecctttgg
gatttttcec
ttcgtaaaga
atattgegce
taaacgacgt
atcctctaga
teggecacaaa
tatgtaccgg
gtgctgagag
tggccggaat
gaataccaaa
tgattattaa

acctgaatac

aggaattaaa
taaacccgtt
gatcataaac
caggatcata
aatacatacc
tattttatgt
ctgaccggaa
aaccacaatc
agtcgataaa
gagagagaac
tgtttgagtt
cgataaaaat
ttgagccate
gctttectta
agattaaaaa
aattagataa
tcaaaattac
tttacgagat
aaaaataagg
aattceegee
gcaggcaaaa
aaccgcccat
ctttgecttec
tacaggggtc
cggaagacaa
caccgeeccg
aaataaagce
cagcttacgg
tatttttcac

ctggaatcgc
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tttttaatta
gocctgecaga
atatttgcta
ataaaagctt
ataatgttge
tgtgcegtat
aaccaaatta
cagttacgta
gttgatgaag
accaaaccge
gttgtataaa
gaataggctt
teggttggeg
gtaataaaac
atccaaaatt
tagctaattt
ccaaatagag
aaattgetat
aaacacaaaa
gacattatat
actcatattt
cgtcgacatc
agatgtatgc
gatggataaa
gctgcaaacc
tgaatccgea
gggettaata
aggacggaat
tattaatcag

agggaacact

ctaaatggta
atteccggega
cgcagtgttce
tatccgttag
aaagaatacc
ttaaaatggt
atgcaacaat
acatctgaat
taaatagtte
cgaccagttt
aaacgaatgc
gttttttegt
aagccatcca
tactcggaaa
gttgaatatt
gagtgatcca
taataatacc
ttaagcetgat
tggcagaaga
atcaagacga
taattattcc
gatgectctte
tctecteegg
tacggcgata
tgtcagatgg
gaactgatce
cagattaage
gttacccatt
aaggaataac

ttgeecttta
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catatctaaa
tgcgaaattt
aaagcctgaa
agtyttgceg
taaacagaaqg
taatccccac
aaataaaccg
tgttgtaatt
acagccgcaa
agttaatcce
aagagcaata
agctttataa
agccaattta
tgagtagaac
atttaacggqg
tatcaccttt
attataaagg
ttetgataaa
aacaattttc
tettgteoace
gaataaattg
tgegttaatt
agagtaccgt
gtttectgac
agattgattt
gctatgtgtt
cegtataggg
gagacaacca
catgaatttt

tegtcagcag

tttgcaaact
gcaattaceca
gcgacaaaya
gcataggcca
gettecaayece
tgaccgtttg
ccgacaaaat
ttactctcaa
accgccacca
caaggegcete
aacataccgg
acgccgacgt
aaatcttceg
tgccttaaag
gggattataa
tacagatttt
gtgtggattt
aagtgeggta
agtaaaatta
gecatttegeg
attccgacag
aacaattggg
gactttattt
ggatgatcecg
aatggcggat
tgeggatgat
tattattact
gactgecettce
acccggattg

attaaatgcg

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



gattcagect
gttataagtt
agttccggat
ttactgtett
atctcagtga
gattgtttcc
tgagttttga
tttacgatgg
gttcatcatg
atgtgtgata
aggaatggtg
tcaggatgag
tggatttgtt
ctageggege
cgcatcaggc
cggcgagcgg
aacgcaggaa
gegttgetgg
tcaagtcaga
agctcecteg
ctceccttegg
taggtcgtte
gecttateceg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
getggtageg
caagaagatc

taagggattt

ggccgcggcc

gaccaccaaa
ttatecegetg
ggcactgaaa
tcataaagaa
gtttatggeca
gcagggaaat
cgggatttaa
caaagtttca
cagtctgtga
acatactgaa
goctttttttt
ctcgettgga
cagaacgcte
gccggceeggce
gctetteege
tatcagcteca
agaacatgtg
cgttttteca
ggtggcgaaa
tgoegetetea
gaagcgtgge
gctccaagcect
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag

gecatecggea
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ctcgatatta
atgatttacc
gacaatgaac
accgaaacat
ggttataatg
ttaccggaga
cctgaacatce
gcaggaaggt
tggcttteat
ataaattaat
tatattttaa
ctcctgttga
ggttgcegee
ccggtgtgaa
ttecetegete
ctcaaaggecg
agcaaaaggc
taggecteege
cccgacagga
tgtteocgace
gctttctecat
gggctgtgtg
tcttgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttectacgggg
attatcaaaa

ttttettttg

cegetttgeg
tgatcteeccg
ttatttactg
tectectgecact
cggtaacggce
atcacctgaa
accggaaatg
gaccgcgtat
gcagcacggt
taattctgta
ccgtaatctg
tagatccagt
gggegtttet
ataccgcaca
actgactecgce
gtaatacggt
cagcaaaagqg
cccectgacy
ctataaagat
ctgecgetta
agctcacgcect
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctett
cagceagatta
tctgacgete
aggatcttca

cgtttttatt
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tacegcactg
ggctgttaat
ggaccagtca
gtcctgcecgt
agaatatcag
tatatcatca
atgattattt
tattacctgt
ttattaatac
tttaagccac
taatttcgtt
aatgacctca
tattggtgag
gatgcgtaag
tgecgecteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
ageatcacaa
accaggcgtt
ccggataccet
gtaggtatct
ccgttecagec
gacacgactt
taggcggtgc
tatttggtat
gatccggecaa
cgaegeagaaa
agtggaacga
cctagatecct

tgttaactgt

gcggagacag
cagttteccgg
gacccggtcet
tattttccgg
catgatacca
ttaccgtggg
tgcecceggtt
ttectgtacaqg
acttcagcectg
cgtatcecgge
tcagactggt
gaactccatc
aatccaagca
gagaaaatac
cgtteggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatecgacge
tceccetgga
gtecgeettt
cagtteggtg
cgaccgetge
atcgcecactg
tacagagtte
ctgcgetctg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaaggce

taattgtcct

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280
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tgttcaagga tgetgtettt gacaacagat gttttettge ctttgatgtt cageaggaag 5340
ctcggegecaa acgttgattg tttgtctgeg tagaatccte tgtttgtcat atagettgta 5400
atcacgacat tgtttcoccttt cgcttgaggt acagecgaagt gtgagtaagt aaaggttaca 5460
tcgttaggat caagatccat ttttaacaca aggccagttt tgttcagcgg cttgtatggg 5520
ccagttaaag aattagaaac ataaccaagc atgtaaatat cgttagacgt aatgecgteca 5580
atcgtcattt ttgatccgcg ggagtcagtg aacaggtacc atttgccgtt cattttaaag 5640
acgttcgecge gttcaattte atctgttact gtgttagatg caatcagegg tttecatcact 5700
tttttcagtg tgtaatcatc gtttagctca atcataccga gagegccgtt tgctaactca 5760
gecgtgegtt ttttateget ttgcagaagt ttttgacttt cttgacggaa gaatgatgtg 5820
cttttgeccat agtatgettt gttaaataaa gattcttege cttggtagec atcttecagtt 5880
ccagtgtttg cttcaamatac taagtatttg tggcctttat cttctacgta gtgaggatct 5940
ctcagcgtat ggttgtcgecc tgagctgtag ttgecttcat cgatgaactg ctgtacattt 6000
tgatacgttt ttecgtcace gtcaaagatt gatttataat cctetacace gttgatgtte 6060
aaagagctgt ctgatgctga tacgttaact tgtgcagttg tcagtgtttg tttgcegtaa 6120
tgtttaccqgg agaaatcagt gtagaataaa cggatttttc cgtcagatgt aaatgtggcect 6180
gaacctgacc attcttgtgt ttggtctttt aggatagaat catttgecatc gaatttgtcg 6240
ctgtctttaa agacgecggec agegttttte cagetgtcaa tagaagtttc gecgactttt 6300
tgatagaaca tgtaaatega tgtgtcatce gecatttttag gatcectcecgge taatgeaaag 6360
acgatgtggt agccgtgata gtttgcgaca gtgecgtcag cgttttgtaa tggecagcetg 6420
tecccaaacgt ccaggecttt tgocagaagag atatttttaa ttgtggacga atcaaattcea 6480
gaaacttgat atttttecatt tttttgctgt tcagggattt gcagecatatc atggegtgta 6540
atatgggaaa tgccgtatgt ttccttatat ggettttggt tcegtttcttt egecaaacgcet 6600
tgagttgcege ctcctgeccag cagtgcocggta gtaaaggtta atactgttge ttgttttgea 6660
aactttttga tgttcatecgt tcatgtctcc ttttttatgt actgtgttag cggtectgett 6720
cttccagece teetgtttga agatggcaag ttagttacge acaataaaaa aagacctaaa 6780
atatgtaagg ggtgacgcca aagtatacac tttgecettt acacatttta ggtettgecet 6840
goetttatcag taacaaacce gegegattta cttttegace teattetatt agactetegt 6900
ttggattgca actggtctat tttcctettt tgtttgatag aaaatcataa aaggatttgce 6960
agactacggg cctaaagaac taaaaaatct atctgtttct tttcattecte tgtatttttt 7020
atagtttctg ttgcatggge ataaagttgc ctttttaatc acaattcaga aaatatcata 7080
atatctcatt tcactaaata atagtgaacg gcaggtatat gtgatgggtt aaaaaggatc 7140
ggcggccget cgatttaaat c 7161

39



<210>5
<211> 7112
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> pSacB (delta Idh)

<400> 5

tcgagaggcec
tatcgtegac
attccaacct
tcaatatget
ggatattecaa
acgcaatgtg
agacctctta
gaatatcceg
ttcgtaacge
taatttttge
ctttegttte
tgaataaacg
aaaaatccag
tagtgattaa
tagatacccce
tttgtteggg
attgcagttt
agtgatggga
ccaaagtaag
cggaagtaaa
cttgcttaac
atcettgaat

ctccaaataa

tgacgtcggg
atcgatgete
gaagactggc
aactggeggce
catectgttaa
attttaacgg
cgatgacgca
tcecetgtgeg
atccgeegeg
cggatgcgece
accgattteg
accgeccggca
ggtaccgtca
cggctgattce
gaaataacgt
atccgcacag
ttcaatggaa
ttttatatecqg
ctgtgegege
agccccgtaa
gaatgtaagc
taagcgactg

attgaatcaa
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cccggtacca
ttetgegtta
tcggtatgac
gcegtttaac
aagaggtgaa
gtgcecggata
tctttececea
gcaacataaa
ctttttacce
aataaccagg
agtaatgttt
agtggcgace
tcaaaagcct
acataagatt
actttycegg
ggagaaagwe
cgttgegeeqg
ggtaattett
aaggatttat
caagecggeat
aattcctgcg
aatgttaaat

acagacttaa

cgcgtcecatat
attaacaatt
cgaacccgtc
cgcaaatata
tgctattegt
tggcaccctt
gatacgcagg
ccttaatcca
gttcaatttt
cataagccaa
tttgcacege
atgccategg
gacgatgaag
gcaacatggce
tttgataaag
ggtgaatcag
accacataat
cattaggata
cecagegeocaqg
gatccagegt
gcgatttccg
cgdgagcecad

gtataaatct

40

gactagttcg
gggatcectet
aatattccgg
gaggatattt
aaggaataat
atcaaaacga
attagacgga
ttcttectea
accggacccc
tgtatctaaa
ccgactgtte
ttgaatacgt
aggcgaaatc
gaacttagcc
ttcatcaaaa
caatacatct
atggeggtag
caaaatecceg
cgeecgteeg
atcaacgcct
ccagcttttt
ttgaatgtgt

ttaaagaaaa

gacctaggga
agacccgydyg
gaaccagcac
ttgeegatac
tttgttgega
cgaatattat
tgatgttacg
gtgaaggaaa
ataaccggca
cgggtttetce
tcatcectgat
tttteccagta
tcaatttgat
ggcgtatagt
gcccgegega
aaatagtcge
ctgttgtcat
catttggtca
aattcecgecet
aattctaatc
aaccgccaga

tgcataaaac

agtgcggtag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



aaaaatatgg
aagcggcgct
acaaatggag
acccaccgca
ttttaagatt
ataatcgcca
tgcagcattt
ctgaacacaa
aggcgggceaa
atggtaatgg
ggacgcgcge
tgcacaaagc
tctttgecaa
tgcaaaccgce
atggtcgaaa
cagatatcac
aaacgacggc
atatcecegtt
gecggetegt
tectgataat
gatttgttga
tgaaacgcct
geggaaatge
caatagacga
ggtttgaatt
aagtgcggtt
ggaacacgta
gggctatctg

ttacatggcg

ctggggcgec

atttteegea
attctactct
rcgaaraaat
ctttttattg
gcaattccaa
taaaaggctg
ccactttgct
tataaggcgg
ataaatcttt
aagataatct
tttcggtgag
ccaaatgaat
ttcegtagac
gcattacgec
ggattttetg
agttattaca
aggtctggcect
gegggettte
aaaacagtac
acgcectecaat
tececccatace
gttgcaccge
ctettttett
tacecgetttt
tttccaccaa
cgttcaggcet
gaaagecagt
gacaagggaa
atagctagac

ctctggtaag
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taaaaaaagc
cttatggatc
tgaaaagacg
gaatttgcta
cggattetta
tccgaagege
ggtcggctga
aatgttttct
gtcegtagttg
cggcatggec
ctgtaatctg
cagctgacga
tttcaactca
gattacgtat
cgcgtcectaat
tggegtttgg
ttcggcaaat
cggctettee
cgettcegec
gctgegagat
aaaagcaatg
ttececegetge
cagggcttcc
acctttttge
ggtataacga
gaccecgggat
ccgoagaaac
aacgcaagcg
tgggeggttt

gttgggaagc

gtaccegatt
tcagtcaaga
aggaaatcaqg
accttaaaag
ccegetttac
tgeccatttga
tacaacgaca
ttgtcggecaa
gttaccgcat
agttccaaag
gtccccatge
attaccgatt
tcatgttgat
tgegtgecga
aatccgtcecat
cggttttcge
tcgeegatgg
aataaaattt
ggcaggtcgt
aaatcaaaat
gtcgccacca
gacggctcca
gcaatgcgcet
gccgccacaa
atattecggge
ttaaatcget
ggtgetgace
caaagagaaa
tatggacagce

cctgcaaagt

41

aggtacgcta
aaggatcecgg
cgcgttaaaa
tgcggtcaaa
gcaaagectg
tggcgccgac
tttecctgcaa
toctgtttgeg
tgegttgegg
acacttcgee
cgaaatcgct
gccagtattc
tttettttat
aacgttgece
atttttteqg
cgaaataatt
cttecagett
tatgcaacca
ccegeocccge
gcgccacaaa
ccacttgaat
tgeceecgeatg
ccactttgcet
aattgtataa
ggtcaaaact
agegggetge
ceggatgaat
gcaggtagct
aagcgaaccg

aaactggatg

ttaaaaatat
caaccrccga
attcccgaaa
aagttaaaaa
atgttecttta
accgttgatt
ggtcgcgtcea
caggaaacgc
agcctgtacce
gegcageacyg
gatgatttgt
tttgctttta
tttetgatte
ggtgcgataa
cggatcgagg
taacagcact
atgcegttta
ggecataatcee
gegeceggtt
acgcacatta
attatccegt
ataagecggct
acggctgttg
ttgcteccate
acctacatac
taaaggaagc
gteagetact
tgcagtggge
gaattgccag

gcktttettge

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1280

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180



cgccaaggat
ttcgeatgat
tattcggcta
tgtcagcgca
aactgcagga
ctgtgctcga
ggcaggatct
caatgcggcg
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggcga
aaaatggccg
aggacatagce
gcttectegt
ttcttgacga
caacctgeca
aatcgtttte
cttegeccac
ggagaaaata
tegttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttecceectgg
tgtcegeett
tcagtteggt
cegacegetyg
tatcgecact
ctacagagtt

tctgegetet

ctgatggege
tgaacaagat

tgactgggca

ggggcgeccyg
cgaggcagcg
cgttgtcact
cctgtcatct
gectgcatacg
gegagecacgt
tcaggggcte
ggatctcgtc
cttttctgga
gttggctace
gctttacggt
gttcttectga
tcacgagatt
cgggacgceyg
getageggeg
cegecatcagg
geggegagey
taacgcagga
cgegttgetg
ctcaagtecag
aagctcccte
tctecetteg
gtaggtcgtt
egecttatee
ggcagcagce
cttgaagtgg

gctgaagceca
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aggggatcaa
ggattgcacg
caacagacaa
gttctttttg
cggctategt
gaagcgggaa
caccttgecte
cttgatcecgg
actcggatgg
gcgecagecg
gtgacccatg
ttcatcgact
cgtgatattg
atecgeegete
gcgggactet
tcgattceac
gctggatgat
cgecyggecdy
cgctcectteeg
gtatcagete
aagaacatgt
gcgtttttece
aggtggcgaa
gtgcgectete
ggaagcgtag
cgctccaage
ggtaactate
actggtaaca
tggcctaact

gttacctteg

gatctgatca
caggttectce
tcggectgetce
tcaagaccga
ggctggeccac
gggactggct
ctgccgagaa
ctacctgecc
aageccocggtcet
aactgttcge
gcgatgectg
gtggccgget
ctgaagaget
ccgattegeca
ggggttcgaa
cgecgeetto
ccteccagege
cccggtgtga
cttecteget
actcaaagge
gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttecegac
cgctttetea
tgggctgtgt
gtettgagte
ggattagcag
acggctacac

gaaaaagagt
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agagacagga
ggccgettgg
tgatgccgec
cctgtccggt
gacgggcegtt
gctattggge
agtatccatc
attcgaccac
tgtegatcag
caggctcaag
cttgccgaat
gggtgtggcg
tggcggegaa
gcgcatcgee
atgaccgacce
tatgaaaggt
ggggatctca
aataccgceac
cactgactceg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
ccecccectgac
actataaaga
cctgeegett
tagctcacge
gcacgaacce
caaccceggta
agcgaggtat
tagaaggaca

tggtagctct

tgaggategt
gtggagaggc
gtgtteccgge
gccctgaatg
cettgegeaqg
gaagtgccgg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gegcegeatge
atcatggtgg
gaccgctatc
tgggctgace
ttectategee
aagcgacgcc
tgggcttcgg
tgetggagtt
agatgegtaa
ctgegetegg
ttatccacag
gccaggaace
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatace
tgtaggtatc
ccegttecage
agacacgact
gtaggeggtg
gtatttggta

tgatccggcea

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3860

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaaggc
ttaattgtee
tcagcaggaa
tatagcttgt
taaaggttac
gettgtatgg
taatgccegte
tcattttaaa
gtttcatcac
ttgctaacte
agaatgatgt
catcttcagt
agtgaggatc
gctgtacatt
cgttgatgtt
gtttgecegta
taaatgtgge
cgaatttgtc
cgccgacttt
ctaatgcaaa
atggccaget
aatcaaattc
catggcgtgt
tegeaaacge
cttgttttge
geggtctget

aaagacctaa

egctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
cggccgegge
ttgttcaaqgg
gctcggecgca
aatcacgaca
atcgttagga
gecagttaaa
aatcgteatt
gacgttcgeg
ttttttcagt
agecgtgegt
gettttgeeca
tccagtgttt
tctcagegta
ttgatacgtt
caaagagetg
atgtttaccg
tgaacectgac
gectgtettta
ttgatagaac
gacgatgtgg
gtcccaaacqg
agaaacttga
aatatgggaa
ttgagttgeg
aaactttttg
tcttecagee

aatatgtaag
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ggtggttttt
cctttgatect
ttggtcatga
cgccatcggc
atgetgtett
aacgttgatt
ttgtttcett
tcaagatcca
gaattagaaa
tttgatcege
cgttcaattt
gtgtaatcat
tttttatege
tagtatgett
gcttcaaata
tggttgtege
tttecegtceac
tctgatgetg
gagaaatcag
cattcttgtg
aagacgcggc
atgtaaatcg
tagcogtgat
tccaggectt
tatttttecat
atgecegtatg
cctectgeea
atgttcateg

ctectgtttyg

gggtgacgecc

ttgtttgcaa
tttectacggg
gattatcaaa
attttectttt
tgacaacaga
gtttgtctge
tegettgagg
tttttaacac
cataaccaag
gggagtcagt
catctgttac
cgtttagctc
tttgcagaag
tgttaaataa
ctaagtattt
ctgagctgta
cgtcaaagat
atacgttaac
tgtagaataa
tttggtettt
cagegttttt
atgtgtcatec
agtttgcgac
ttgcagaaga
ttttttgetg
tttecettata
geagtgeggt
tteatgtcte
aagatggcaa

aaagtataca
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geagcagatt
gtctgacgct
aaggatcttc
gegtttttat
tgttttcttg
gtagaatcct
tacagcgaag
aaggccagtt
catgtaaata
gaacaggtac
tgtgttagat
aatcataccg
tttttgactt
agattectteg
gtggccettta
gttgccttea
tgatttataa
ttgtgcagtt
acggattttt
taggatagaa
ccagctgtca
cgecattttta
agtgccgtca
gatattttta
ttcagggatt
tggettttgg
agtaaaggtt
cttttttatg
gttagttacg

ctttgcectt

acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatce
ttgttaactg
cetttgatgt
ctgtttgtca
tgtgagtaag
ttgttcagcg
tegttagacg
catttgecegt
gcaatcagceg
agagcgccgt
tettgacgga
ccttggtage
tcttectacgt
tcgatgaact
tcectctacac
gteagtgttt
ccgtcagatg
tcatttgeat
atagaagttt
ggatctececgg
gegttttgta
attgtggacg
tgcagcatat
ttegtttett
aatactgttg
tactgtgtta
cacaataaaa

tacacatttt

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5540

6000

6060

6120

€180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



aggtettgee
tagactcteg
aaaqgatttg
ctgtattttt
aaaatatcat

taaaaaggat

tgetttatea
tttggattge
cagactacgg
tatagtttect

aatatctcat

cggcggccgce
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gtaacaaace
aactggtcta
gcctaaagaa
gttgcatggyg
ttcactaaat

tcgatttaaa

cgcgegattt
tttteectett
ctaaaaaatc
cataaagttg
aatagtgaac

tc
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acttttegac
ttgtttgata
tatetgttte
cctttttaat

ggcaggtata

ctcattetat
gaaaatcata
ttttcattct

cacaattcag

tgtgatgggt

6840

6900

6960

7020

7080

7112
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la produccién fermentativa de acido succinico o una sal o derivado de este, procedimiento
que comprende las etapas de:

a. incubar una cepa bacteriana en un medio que contenga al menos glicerol como fuente de carbono
asimilable y cultivar dicha cepa bajo condiciones que favorezcan la formacién del acido succinico deseado; y

b. obtener dicho acido succinico o sal o derivado de este del medio, en el que dicha cepa bacteriana es una
cepa bacteriana de la familia de Pasteurellaceae, capaz de utilizar glicerol como una fuente de carbono para
la produccion fermentativa de acido succinico, en el que dicha cepa contiene un gen mutado que codifica una
enzima piruvato formato liasa con actividad disminuida o no detectable,

cuyo procedimiento comprende la produccion fermentativa de acido succinico y el control del pH con NHsHCO3,
(NH4)2CO3, NaOH, N32CO3, NaH003, KOH, K2C03, KHCO3, Mg(OH)z, MgH(CO3)2, Ca(OH)z, CaCO3, Ca(H003)2,
Ca0, CHsN20-, C2H7N y/o mezclas de estos.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la fermentacion se realiza a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 10 a 60 °C a un pH de 5,0 a 9,0 en presencia de diéxido de carbono.

3. El procedimiento de una de las reivindicaciones 1y 2, en el que una fuente de carbono asimilable adicional se
selecciona de sacarosa, maltosa, maltodextrina, D-fructosa, D-galactosa, D-manosa, lactosa, D-glucosa, D-xilosa, L-
arabinosa, rafinosa, productos de descomposicion de almidén, celulosa, hemicelulosas y lignocelulosa; y mezclas de
estos.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la fuente de carbono es una mezcla de glicerol y al menos una
fuente de carbono adicional seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa, D-
glucosa, D- xilosa, rafinosa y L-arabinosa.

5. El procedimiento de una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la concentracién de la fuente de carbono
asimilable se ajusta a un valor en un intervalo de 5 a 80 g/l.

6. Un procedimiento para la producciéon fermentativa de acido succinico o una sal o un derivado de este de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, procedimiento que adicionalmente se caracteriza por al menos
una de las siguientes caracteristicas:

a. conversion de al menos 25 g/l de glicerol en al menos 25,1 g/l de acido succinico, con un coeficiente de
rendimiento YP/S de al menos 1,0 g/g;

b. conversion de glicerol y opcionalmente al menos una fuente de carbono adicional seleccionada de

sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa y/o rafinosa en

?ciqo succinico con un rendimiento de productividad especifico de acido succinico de al menos 0,58 g gDCW"
h;

c. conversion de glicerol y opcionalmente al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa,
maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa y/o rafinosa en acido
succinico con un rendimiento de tiempo espacio para acido succinico de al menos 2,2 g/(I h) de acido
succinico;

d. conversion de al menos 25 g/l de glicerol y opcionalmente al menos una fuente de carbono seleccionada
de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa y/o
rafinosa en acido succinico con un rendimiento espacio tiempo para el acido succinico de al menos 2,2 g/(l h);

e. conversion de glicerol y opcionalmente al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa,
maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa y/o rafinosa, en acido
succinico con un rendimiento de productividad especifico de acido succinico de al menos 0,6 g gDCW™" h™'y
un rendimiento espacio tiempo para acido succinico de al menos 2,2 g/(I h);

f. produccion de acido succinico (SA) y productos secundarios (SSP) en una proporcion SA/SSP de >10:1 o
>12,5:1 0> 15:1 0 >17,5:1 0 >20:1 0 >25:1 0 >30:1 0 >33:1, en el que SSP representa la suma de productos
secundarios acido lactico (LA), acido férmico (FA), acido acético (AA) y acido malico (MA), cada cantidad se
expresa en g/l;

g. produccion de acido succinico (SA) y el producto secundario acido acético (AA) en una proporcion SA/AA
de >10:1 0 >12,5:1 0 >15:1 0 >17,5:1 0 >20:1 o >25:1 o0 >30:1 o >50:1 0>75:1 o0 >90:1, expresando cada
cantidad en g/l

en el que dicha cepa bacteriana es una cepa bacteriana de la familia de Pasteurellaceae, capaz de utilizar
glicerol como fuente de carbono para la produccion fermentativa de acido succinico, en el que dicha cepa
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contiene un gen mutado que codifica una enzima piruvato formato liasa con actividad disminuida o no
detectable, en el que dicha fuente de carbono asimilable comprende glicerol,

tal procedimiento comprende la produccién fermentativa de acido succinico y el control del pH con NHsHCOs3,
(NH4)2CO3, NaOH, N32CO3, NaHCO3, KOH, K2C03, KHCO3, Mg(OH)z, MgH(CO3)2, Ca(OH)z, CaCO3,
Ca(HCOs3),, Ca0, CHsN20,, CoH7N y/o mezclas de estos.

7. El procedimiento de una de las reivindicaciones 1 a 6, realizado de manera discontinua o continua.

8. El procedimiento de una de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el acido succinico y/o sus sales se aislan y/o
purifican adicionalmente mediante filtracion, cristalizacion, electrodialisis y/o cromatografia de intercambio cationico.

9. El procedimiento de una de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el acido succinico y/o sus sales se aislan y/o
purifican adicionalmente mediante las siguientes etapas:

filtracion seguida de
cromatografia de intercambio catiénico seguida de
cristalizacion.

10. El procedimiento de una de las reivindicaciones 8 y 9, en el que el material usado para la cromatografia de
intercambio catiénico es una resina de intercambio catiénico en la forma H' que porta grupos de 4cido sulfénico que
tienen una capacidad total de 0,5 a 2,0 equivalentes/I de resina de intercambio catiénico.

11. El procedimiento de una de las reivindicaciones 8 a 10, en el que la cromatografia de intercambio catiénico se
realiza a una temperatura de 45 a 60 °C.

12. Un procedimiento para la produccion de tetrahidrofurano (THF) y/o 1,4-butanodiol (BDO) y/o gamma-
butirolactona (GBL), que comprende

a. la produccion fermentativa de acido succinico y/o sales de acido succinico, como se define en las
reivindicaciones 1a 11,y

b1. ya sea la hidrogenacion catalitica directa del acido libre obtenido en THF y/o BDO y/o GBL o

b2. la esterificacion quimica de acido succinico libre y/o las sales de acido succinico obtenidos para su
correspondiente éster dialquilo inferior y la subsiguiente hidrogenacion catalitica de dicho éster en THF y/o
BDO y/o GBL.

13. Un procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que dicho glicerol, que se usa como
fuente de carbono asimilable, se obtiene por escision con éster de triacilglicéridos.

14. El procedimiento de la reivindicacion 13, en el que glicerol es un producto de desecho obtenido de la fabricacion
de biodiesel.

15. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cepa bacteriana de la
familia de Pasteurellaceae pertenece a la especie Basfia succiniciproducens.

16. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cepa bacteriana de la
familia de Pasteurellaceae tiene un ADNr 16S de SEQ ID NO: 1; o una secuencia, que muestra una identidad de
secuencia de al menos 96, 97, 98, 99 0 99,9 %.

17. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cepa bacteriana de la
familia de Pasteurellaceae tiene un ADNr 23S de la SEQ ID NO: 2; o una secuencia, que muestra una identidad de
secuencia de al menos 95, 96, 97, 98, 99 0 99,9 %.

18. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cepa bacteriana muestra al
menos una de las siguientes caracteristicas metabolicas adicionales:

a) produccion de acido succinico a partir de D-glucosa;
b) produccion de acido succinico a partir de D-xilosa;
c) crecimiento a concentraciones iniciales de glucosa de 75 g/l o mas

d) crecimiento a concentraciones iniciales de glicerol de 70 g/l o mas.
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19. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cepa bacteriana convierte
glicerol y adicionalmente sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-
manosa y/o rafinosa en acido succinico con un coeficiente de rendimiento YP/S de al menos 0,5 g/g.

20. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cepa bacteriana se
deposita con DSMZ que tiene el nimero de depésito DSM 18541.

21. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cepa bacteriana produce
acido succinico (SA) y el acido férmico como producto secundario (FA) en una proporcion SA/FA de >90:1 o > 100:1,
expresando cada cantidad en g/l.
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Fig. 1 de 3
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Fig. 3 de 3

Promotor sacB
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