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DESCRIPCIÓN

Productores microbianos de ácido succínico novedosos y purificación del ácido succínico

La presente invención 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 producción
fermentativa de ácido succínico, en el que dichas cepas se modifican genéticamente para que comprendan una5
desregulación de la actividad enzimática de la piruvato formato liasa endógena, así como a los procedimientos para
producir ácidos orgánicos, en particular ácido succínico, haciendo uso de tal microorganismo.

Antecedentes de la invención

La producción fermentativa de ácido succínico (SA) a partir de biomasa ya ha llamado mucho la atención porque
dicho ácido representa un componente importante de las resinas sintéticas o es una fuente de otros compuestos10
químicos 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 bastón
Gram negativo o cocobacilo, no móvil, no formador de esporas, mesofílico y capnofílico. El análisis filogenético con
base en la secuencia 16S ARNr y el análisis fisiológico indicaron que la cepa pertenece al género Mannheimia como15
una nueva especie, y se ha denominado Mannheimia succiniciproducens MBEL55E. Bajo condiciones de CO2 al 100
%, crece bien en el intervalo de pH de 6,0-7,5 y produce SA, ácido acético y ácido fórmico en una proporción
constante de 2:1:1. Cuando M. succiniciproducens MBEL55E se cultivó anaerobiamente bajo saturación de CO2 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
incubación. Además, en este microorganismo, la producción de SA mejoró mediante la mutación/eliminación de20
genes metabólicos. La mutación/eliminación combinada de los genes lactato deshidrogenasa ldhA, piruvato formato
liasa pflB, 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 añadido. El rendimiento de espacio tiempo
para la producción de SA se encontró 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 ldh como también en los genes25
pfl, descritas como SB202. Sin embargo, esta cepa se caracterizó por un crecimiento lento y la incapacidad de
fermentar un sacárido hasta su finalización bajo condiciones anaerobias. El ldh y pfl inactivos causaron que el flujo
de carbono se embotellara en el nodo piruvato, lo que provocó que el piruvato se acumulara como el producto
principal. A este respecto, se encontró que el rendimiento de carbono (YP/S) del succinato en la fuente de carbono
era inferior a 0,15 g/g de SA/Carbono.30

Sanchez et al. 2005 describen las cepas de E. coli que portan mutaciones en los genes ldh, el adhE, ack-pta e iclR.
En estos experimentos, las células se cultivaron aeróbicamente en un medio complejo, se cosecharon, se
concentraron y se incubaron con fuentes de carbono bajo condiciones anaerobias. Bajo estas condiciones
específicas para la conversión 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. La35
utilización de carbono para la generación de biomasa antes de la fase de conversión anaerobia no se ha incluido
explícitamente en este cálculo y no se describe con más detalle.

Hong y Lee (2001) describen cepas de E. coli que portan mutaciones en los genes ldh y pfl. Sin embargo, estas
cepas producen SA a partir de la fermentación de carbohidratos, con una lenta utilización de los carbohidratos y
bajos rendimientos de espacio tiempo y carbono (YP/S) de SA de glucosa como la fuente de carbono carbohidrato.40
Además, se produjeron ácido succínico, acético y láctico en una proporción de 1:0,034:1,6. En este análisis, el
crecimiento de la cepa portadora de mutaciones en los genes ldh y pfl se retrasó 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 ácido succínico sino lactato y
mostró un crecimiento deficiente cuando se cultivó en glucosa como único sustrato.45

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 fácilmente disponible, por
ejemplo, como subproducto en la reacción de transesterificación de la producción de biodiesel (Dharmadi et al.,
2006).

La producción fermentativa de SA a partir de glicerol ha sido descrita en la literatura científica (Lee et al., 2001;50
Dharmadi et al., 2006) y se lograron mayores rendimientos de glicerol [masa de SA producida/masa de materia
prima consumida] que con azúcares comunes como glucosa (Lee et al., 2001). Sin embargo, el rendimiento espacio-
tiempo obtenido con glicerol fue sustancialmente más bajo que con glucosa (0,14 frente a 1,0 g de SA/[L h]).

Solo en unos pocos casos se ha descrito la metabolización anaerobia de glicerol en productos de fermentación. El E.
coli puede fermentar el glicerol bajo condiciones muy específicas, como pH ácido, evitando la acumulación del55
hidrógeno que es gas de fermentación y la composición 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 fermentación (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
disimilación del glicerol en estos organismos está estrictamente relacionada con su capacidad para sintetizar el5
producto muy reducido 1,3-propanodiol (1,3-PDO) (Dharmadi et al 2006). Se ha reportado la conversión de glicerol
en SA usando Anaerobiospirillum succiniciproducens (Lee et al. 2001). Este estudio demostró que podría producirse
SA con poca formación de subproducto de ácido acético utilizando glicerol como fuente de carbono, facilitando así la
purificación de SA. El mayor rendimiento se obtuvo mediante la alimentación intermitente de glicerol y extracto de
levadura, una estrategia que resultó en la producción de aproximadamente 19 g/l de SA. Sin embargo, se observó10
que los componentes nutricionales no identificados presentes en el extracto de levadura eran necesarios para que
tuviera lugar la fermentación del glicerol. Sin embargo, los sacáridos, teóricamente, pueden convertirse en SA con
un rendimiento significativamente más bajo que el glicerol debido al menor estado de reducción de los sacáridos en
comparación con el poliol glicerol. Se ha encontrado que la combinación de sacáridos con glicerol funciona en un
organismo anaerobio productor de SA (Lee et al. 2001), sin embargo, sin alcanzar los títulos de SA más allá de 2915
g/l. Además, se encontró que el rendimiento de carbono YP/S era solo el 92 % y la proporción SA/AA se encontró
que era de 4,9:1. Solo 4 g/l de glicerol como máximo se convirtieron en ácido succínico.

Las reacciones de carboxilación de oxaloacetato catalizadas por las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC),
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y piruvato carboxilasa (PycA) están utilizando HCO3

- como una fuente de
CO2 (Peters-Wendisch, et al. PG et al 1996, 1998). Por lo tanto, las fuentes de hidrogenocarbonato tales como20
NaHCO3, KHCO3, NH4HCO3, y demás, pueden aplicarse a medios de fermentación y cultivo para mejorar la
disponibilidad de HCO3

- en la metabolización de sustratos en SA. No se ha encontrado hasta el momento en la
técnica anterior que la producción de SA a partir de glucosa sea dependiente de la adición de HCO3

-.

La producción de biomasa por organismos anaerobios está limitada por la cantidad de ATP producida a partir de las
vías de fermentación. El rendimiento de biomasa de glicerol en organismos anaerobios es inferior al de los25
sacáridos, como las hexosas tal como glucosa, fructosa, pentosas tal como xilosa arabinosa o disacáridos tal como
sacarosa o maltosa (Lee et al. 2001, Dharmadi 2007).

La solicitud de patente anterior PCT/EP2008/006714, 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 bacteriana30
designada DD1 como fue depositada con DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Alemania) con el número de depósito DSM 18541 (ID 06-614) y
tiene la capacidad de producir ácido succínico y cepas variantes o mutantes derivadas de la retención de al menos
dicha capacidad para producir ácido succínico. La cepa DD1 pertenece a la especie Basfia succiniciproducens y la
familia de Pasteurellaceae, clasificada por Kuhnert et al., 2010.35

Por lo tanto, existe la necesidad de nuevas cepas bacterianas, que tengan la capacidad de producir ácidos
orgánicos, en particular SA, a partir de glicerol. En particular, tales cepas deberían producir dichos ácidos con alta
productividad a partir del glicerol, especialmente si se trata de glicerol crudo, por ejemplo, a partir de la producción
de biodiesel se puede utilizar sin purificación previa. Es un objeto de la presente invención proporcionar tales cepas
novedosas y procedimientos de producción.40

Sumario de la invención

Los presentes inventores, que habían aislado una cepa bacteriana, denominada DD1, resolvieron
sorprendentemente dicho objeto al mutar dicha cepa, de modo que la actividad de la proteína PFL se redujo de
manera que dicha cepa tiene la característica metabólica deseada. Por lo tanto, proporcionaron un procedimiento
para la producción fermentativa de ácido succínico o una sal o derivado del mismo, procedimiento que comprende45
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 formación del ácido succínico deseado; y

b. obtener dicho succínico 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 glicerol50
como una fuente de carbono para la producción fermentativa de ácido succínico,
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 producción fermentativa de ácido succínico y el control del pH con NH4HCO3,
(NH4)2CO3, NaOH, Na2CO3, NaHCO3, KOH, K2CO3, KHCO3, Mg(OH)2, MgH(CO3)2, Ca(OH)2, CaCO3, Ca(HCO3)2,55
CaO, CH6N2O2, C2H7N y/o mezclas de estos.
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Los presentes inventores sorprendentemente encontraron que tal cepa bacteriana mutada, que tiene la
característica metabólica deseada, mostró un comportamiento técnico mejorado en gran medida en la fermentación
de SA.

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 muestra un mapa esquemático del plásmido pSacB (SEQ ID NO:3).5

La Figura 2 muestra un mapa esquemático del plásmido pSacB (delta pfl) (SEQ ID NO:4).

La Figura 3 muestra un mapa esquemático del plásmido pSacB (delta ldh) (SEQ ID NO:5).

Descripción detallada de la invención

a) Definición general de términos particulares:

El término "célula bacteriana", como se usa aquí, se refiere a un organismo procariótico, es decir, una bacteria. Las10
bacterias se pueden clasificar en con base en sus propiedades bioquímicas y microbiológicas, así como su
morfología. Estos criterios de clasificación son bien conocidos en la técnica.

El término "ácido" (en el contexto de los ácidos orgánicos mono o dicarboxílicos como se menciona aquí, en
particular, acético, láctico y SA) debe entenderse en su sentido más 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, o15
sales de amonio; o anhídridos de dichos ácidos.

"Identidad" u "homología" entre dos secuencias de nucleótidos 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 bioinformática EMBOSS (Versión 5.0.0,
http://emboss.sourceforge.net/what/) con los parámetros predeterminados que son:20

-gapopen (penalización para apertura de un intervalo): 10,0

-gapextend (penalización para extender un intervalo): 0,5

-datafile (archivo de matriz de puntuación 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 ninguna25
actividad de PFL detectable. Los procedimientos para la detección y determinación de la actividad de PFL se pueden
encontrar en Knappe et al. 1990 y Knappe 1993 y sus referencias. Además, el término abarca una célula bacteriana,
que tiene una actividad de PFL reducida significativamente cuando se compara con una célula bacteriana que
exhibe niveles fisiológicos de actividad de piruvato formato liasa. Si una reducción es significativa puede
determinarse mediante procedimientos estadísticos bien conocidos por las personas experimentadas en la técnica.30
Las células bacterianas que son deficientes en la actividad de PFL pueden ocurrir naturalmente, es decir, debido a
mutaciones espontáneas. 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 químico o radiación. Para este fin, las células bacterianas serán tratadas, por ejemplo, por un agente
químico mutagénico, rayos X o luz UV. En una etapa posterior, se seleccionarán aquellas células bacterianas que35
carecen de PFL o que tienen al menos una actividad reducida de PFL. Las células bacterianas también pueden
obtenerse mediante técnicas de recombinación homóloga, que pretenden mutar, alterar o extirpar el PFL en el
genoma de la célula bacteriana o introducir mutaciones que conducirán a un gen mutado que codifica una proteína
con actividad disminuida. A continuación, se describe una técnica preferida para la recombinación, en particular para
introducir mutaciones o para eliminar secuencias.40

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

El término "actividad disminuida" incluye, por ejemplo, la expresión de un producto génico (por ejemplo, piruvato
formato liasa (pfl), lactato deshidrogenasa (ldh) u otros) por dicho microorganismo genéticamente manipulado (por
ejemplo, modificado genéticamente) a un nivel más bajo que lo expresado antes de la manipulación del45
microorganismo. La manipulación genética puede incluir, pero no se limita a, alterar o modificar secuencias
reguladoras o sitios asociados con la expresión de un gen particular (por ejemplo, eliminando promotores fuertes,
promotores inducibles o promotores múltiples), modificando la ubicación cromosómica de un gen particular,
alterando secuencias de ácido nucleico adyacentes a un gen particular, tal como una secuencia en la región
promotora que incluye secuencias reguladoras importantes para la actividad del promotor, un sitio de enlace a50
ribosoma o terminador de transcripción, disminuyendo el número de copias de un gen particular, modificando
proteínas (por ejemplo, proteínas reguladoras, supresores, potenciadores, activadores de la transcripción y
similares) involucradas en la transcripción de un gen particular y/o la traducción de un producto genético particular, o
cualquier otro medio convencional para disminuir la expresión de una rutina génica particular en la técnica (incluido,
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pero no limitado a, el uso de moléculas de ácido nucleico antisentido, u otros procedimientos para anular o bloquear
la expresión de la proteína objetivo).

En particular, el gen puede manipularse para que uno o más nucleótidos 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 más mutaciones genéticas que conducen a una actividad disminuida5
del producto génico. La actividad disminuida puede ser una reducción de la actividad enzimática en >50 % de la
actividad enzimática no mutada o no alterada, o la reducción de la actividad enzimática en >90 %, o más
preferiblemente una reducción de la actividad enzimática en >95 %, o más preferiblemente una reducción de la
actividad enzimática en >98 %, o incluso más preferiblemente una reducción de la actividad enzimática en ≥99 % o
incluso más preferiblemente una reducción de la actividad enzimática en >99,9 %.10

El término microorganismo "recombinante" incluye un microorganismo (por ejemplo, bacteria, célula de levadura,
célula fúngica, 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 modificación genética afecta a las secuencias de ácido nucleico codificantes del microorganismo) en
comparación con el microorganismo de origen natural del cual se derivó. El término "promotor" se refiere a una15
secuencia de ADN, que dirige la transcripción de un gen estructural para producir ARNm. Típicamente, un promotor
está localizado en la región 5' de un gen, proximal al codón de inicio de un gen estructural. Si un promotor es un
promotor inducible, entonces la rata de transcripción aumenta en respuesta a un agente inductor. En contraste, la
rata de transcripción no está 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 que20
un gen particular se transcribe en el ARNm independientemente de la distancia u orientación del potenciador en
relación con el sitio de inicio de la transcripción.

El término "vector de clonación" se refiere a una molécula de ADN, como un plásmido, cósmido, fagémido o
bacteriófago, que tiene la capacidad de replicarse de manera autónoma en una célula huésped y que se utiliza para
transformar células para la manipulación de genes. Los vectores de clonación típicamente contienen uno o un25
pequeño número de sitios de reconocimiento de endonucleasas de restricción en los que se pueden insertar
secuencias de ADN extrañas de una manera determinable sin pérdida de una función biológica esencial del vector,
así como un gen marcador, que es adecuado para su uso en la identificación y selección de células transformadas
con el vector de clonación. Los genes marcadores típicamente incluyen genes que proporcionan resistencia a la
tetraciclina o resistencia a la ampicilina.30

El término "vector" se refiere a una molécula de ADN que comprende un gen estructural clonado que codifica una
proteína extraña, que proporciona un gen en un huésped recombinante. Típicamente, en el caso de un vector
destinado a la integración en el genoma del huésped, el gen clonado se coloca o se une de manera operable a
ciertas secuencias corriente arriba y corriente abajo homólogas 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,35
que contiene un vector de clonación o un vector de expresión. 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 "expresión" se refieren a la expresión de un producto génico
(por ejemplo, una enzima biosintética de un gen de una vía o reacción definida y descrita en esta solicitud) a un nivel40
que la actividad enzimática resultante de esta proteína codificada para o la vía o reacción a la que se refiere permite
el flujo metabólico a través de esta vía o reacción en el organismo en el que se expresa este gen/vía. La expresión
se puede realizar mediante alteración 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 nivel45
aumentado en relación con el producido por el microorganismo inicial o en un microorganismo comparable que no
ha sido alterado. La alteración genética incluye, pero no se limita a, alterar o modificar secuencias reguladoras o
sitios asociados con la expresión de un gen particular (por ejemplo, agregando promotores fuertes, promotores
inducibles o promotores múltiples o eliminando secuencias reguladoras de manera que la expresión sea
constitutiva), modificando la ubicación cromosómica de un gen particular, alterando las secuencias de ácido nucleico50
adyacentes a un gen particular, como un sitio de enlace a ribosoma o terminador de transcripción, aumentando el
número de copias de un gen particular, modificando proteínas (por ejemplo, proteínas reguladoras, supresoras,
potenciadoras, activadores transcripcionales y similares) involucrados en la transcripción de un gen particular y/o la
traducción de un producto genético particular, o cualquier otro medio convencional de desregulación de la expresión
de un gen particular usando la rutina en la técnica (incluyendo, pero no limitado a, el uso de moléculas de ácido55
nucleico antisentido, por ejemplo, para bloquear la expresión de proteínas represoras).

Un microorganismo puede ser "alterado" o "modificado" física o ambientalmente para expresar un producto genético
a un nivel mayor o menor en relación con el nivel de expresión del producto génico por el microorganismo inicial. Por
ejemplo, un microorganismo puede tratarse con o cultivarse en la presencia de un agente (químico o genético)
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conocido o sospechoso de aumentar o disminuir la transcripción y/o traducción de un gen particular y/o traducción
de un producto genético particular de manera que la transcripción y/o traducción aumentan o disminuyen.
Alternativamente, un microorganismo puede cultivarse a una temperatura seleccionada para aumentar o disminuir la
transcripción y/o traducción de un gen particular y/o la traducción de un producto genético particular, de manera que
la transcripción y/o traducción aumenten o disminuyan. "Modificado genéticamente" se refiere a un microorganismo5
alterado en el sentido anterior por medio de técnicas de manipulación genética disponibles en la técnica, como por
ejemplo transformación, mutación, recombinación homóloga.

Los términos "desregular", "desregulado" y "desregulación" se refieren a la alteración o modificación de al menos un
gen en un microorganismo, en los que la alteración o modificación resulta en un aumento de la eficiencia de SA en el
microorganismo en relación con la producción de SA en ausencia de la alteración o modificación. En algunas10
realizaciones, un gen que se altera o modifica codifica una enzima en una vía biosintética o una proteína 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 vía biosintética se altera o modifica de tal manera que el nivel o la actividad de la enzima
es potenciada o aumenta con relación al nivel en presencia del gen sin alterar o de tipo salvaje. La desregulación15
también incluye la alteración de la región de codificación de uno o más genes para producir, por ejemplo, una
enzima que es resistente a la retroalimentación o tiene una actividad específica mayor o menor. Además, la
desregulación abarca además la alteración genética de genes que codifican factores de transcripción (por ejemplo,
activadores, represores), que regulan la expresión de genes que codifican enzimas o proteínas de transporte. Más
específicamente, la desregulación puede dar como resultado una actividad enzimática "disminuida" (en la que la20
actividad enzimática resultante es menor que el 100 % de la actividad enzimática como es observada en el estado
no desregulado es "apagada", es decir, de forma reversible o irreversible, ya no está presente o al menos ya no es
detectable por una herramienta analítica convencional, como un ensayo de actividad enzimática.

El término "capaz de utilizar" se refiere a la capacidad de un microorganismo de la invención para convertir un
sustrato, como por ejemplo glicerol en al menos un producto químico estructural y/o estéricamente diferente.25

Una "actividad enzimática involucrada en o asociada con la conversión fermentativa de glicerol en succinato"
significa cualquier actividad catalítica o reguladora de una enzima que influye en la conversión de glicerol en
succinato y/o subproductos, como se puede determinar por uno cualquiera del conjunto de parámetros como se
definen aquí a continuación.

Los diferentes parámetros de rendimiento como se describen aquí ("rendimiento" o YP/S; "rendimiento de30
productividad específico"; o rendimiento de espacio tiempo (STY)) son bien conocidos en la técnica y se determinan
según 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
aquí como sinónimos.

El rendimiento de productividad específico describe la cantidad de un producto, como SA, que se produce por hora y35
Litro de caldo de fermentación por g de biomasa seca. La cantidad de peso de células secas declarada como DCW
describe la cantidad de microorganismo biológicamente activo en una reacción bioquímica. El valor se da como g de
producto por g de DCW por h (es decir, g/gDCW-1 h-1).

El término "producción fermentativa" o "fermentación" 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 químico en40
cultivo celular utilizando al menos una fuente de carbono agregada a la incubación.

El término "caldo de fermentación" se entiende que significa una solución acuosa que se basa en un procedimiento
de fermentación y no se ha elaborado o se ha elaborado, por ejemplo, como se describe aquí.

b) Definición general para microorganismos diferentes

La "célula bacteriana" o "cepa bacteriana" a la que se hace referencia de acuerdo con la presente invención se45
selecciona de la familia de Enterobacteriaceae, Pasteurellaceae, Bacilli o Actinobacteria.

Las "enterobacteriaceae" representan una gran familia de bacterias, incluidas muchas de las bacterias más
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 bastón. Al igual que otras
Proteobacterias, tienen tinciones Gram negativas y son anaerobios facultativos, fermentan los azúcares para50
producir ácido láctico y diversos otros productos finales como el ácido succínico. La mayoría también reducen el
nitrato a nitrito. A diferencia de la mayoría de las bacterias similares, las Enterobacteriaceae en general carecen de
citocromo C oxidasa. La mayoría tienen muchos flagelos para moverse, pero algunos géneros no son móviles. No
forman esporas, y en su mayoría 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 otros55
se encuentran en agua o suelo, o son parásitos en una variedad de diferentes animales y plantas. Escherichia coli,
más conocido como E. coli, es uno de los organismos modelo más importantes, y su genética y bioquímica se han
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estudiado atentamente. La mayoría de los miembros de Enterobacteriaceae tienen fimbrias peritricas de Tipo I
involucradas en la adhesión 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 mayoría de los miembros viven como comensales en las superficies5
mucosas de aves y mamíferos, especialmente en el tracto respiratorio superior. Las Pasteurellaceae típicamente
tienen forma de bastón y son un grupo notable de anaerobios facultativos. Se pueden distinguir de las
Enterobacteriaceae relacionadas, por la presencia de oxidasa, y de la mayoría 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 metabólicas y las secuencias de 16S y 23SARN. Se puede encontrar una definición más precisa en10
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
ácidos orgánicos.

El término "Bacilli" se refiere a una clase taxonómica de bacterias. Incluye dos órdenes, Bacillales y Lactobacillales.
La especie de bacilo representa una bacteria cilíndrica grande (~4-8 x1,5ìm) que puede crecer bajo condiciones15
aerobias a 37 °C. Son típicamente 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 ácidos orgánicos.

El término "Actinobacteria" o "Actinomicetos" se refiere a un grupo de bacterias Gram positivas con una alta20
proporción de G+C. Incluyen algunos de los organismos de suelo más comunes, que juegan un papel importante en
la descomposición de los materiales orgánicos. 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 más antiguo de Actinomicetos. La mayoría de los miembros son aerobios,25
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 móviles, pleomorfas y más a menudo
catalasa y oxidasa positivas (Kuhnert y Christensen, 2008, ISBN 978-1-904455-34-9). Preferiblemente, la célula30
bacteriana es una célula bacteriana de Pasteurella y, más preferiblemente, una célula DD1 de la cepa de
Pasteurella.

Más 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 número de depósito
DSM 18541. Esta cepa se aisló originalmente del rumen de una vaca de origen alemán.35

La bacteria Pasteurella se puede aislar del tracto gastrointestinal de los animales y, preferiblemente, de los
mamíferos. 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. Además, la cepa DD1 de
Pasteurella presenta al menos una de las siguientes características metabólicas adicionales:40

a) producción de SA a partir de sacarosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;

b) producción de ácido succínico a partir de maltosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;

c) producción de SA a partir de D-fructosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;

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

e) producción de SA a partir de D-manosa; en particular, bajo condiciones anaerobias;45

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

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

h) producción 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;50

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

l) 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 características metabólicas
mencionadas. La cepa DD1 se analizó para determinar la capacidad de cometabolizar un sacárido y el poliol glicerol
(PCT/EP2008/006714). Se encontró que DD1 es capaz de cometabolizar maltosa y glicerol dando como resultado la
formación de biomasa, formación de SA y la utilización simultánea de maltosa y glicerol.

c) Realizaciones preferidas5

Un primer aspecto de la divulgación 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
producción fermentativa de SA, en la que dicha cepa se modifica genéticamente para que comprenda una
desregulación de su actividad endógena 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 liasa10
con una actividad disminuida, puede construirse por medios genéticos, así como induciendo mutaciones al aplicar
procedimientos para mutaciones bien conocidos en la literatura de la técnica anterior (ejemplos y descripciones para
la modificación 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 sacáridos y glicerol; o15
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 enzimática adicional involucrada en o asociada20
con la conversión 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 o 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 o 99,9 %.25

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 está definida por Kuhnert et al., 2010.

La cepa bacteriana además muestra al menos una de las siguientes características metabólicas adicionales:

a) producción de ácido succínico a partir de sacarosa;

b) producción de ácido succínico a partir de maltosa;30

c) producción de ácido succínico a partir de maltodextrina;

d) producción de ácido succínico a partir de D-fructosa;

e) producción de ácido succínico a partir de D-galactosa;

f) producción de ácido succínico a partir de D-manosa;

g) producción de ácido succínico a partir de D-glucosa;35

h) producción de ácido succínico a partir de D-xilosa;

i) producción de ácido succínico a partir de L-arabinosa;

j) producción de ácido succínico a partir de lactosa;

k) producción de ácido succínico a partir de rafinosa;

l) producción de ácido succínico a partir de glicerol;40

m) crecimiento a concentraciones iniciales de glucosa de 75 g/l o más

n) crecimiento a concentraciones iniciales de glicerol de 70 g/l o más.

como por ejemplo una combinación de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 o todas de las características
mencionadas, con la característica l) (glicerol->SA) como un componente obligatorio de cada una de dichas
combinaciones.45

Opcionalmente, la cepa de la divulgación es convertir sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-
arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa, rafinosa y/o glicerol en ácido succínico 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.5

Opcionalmente, la cepa de la divulgación muestra al menos una de las siguientes características

a) convertir al menos 25 g/l de glicerol en al menos 25,1 g/l de ácido succínico, 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 ácido succínico10
con un rendimiento de productividad específico de ácido succínico 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 ácido succínico con un
rendimiento de espacio tiempo para ácido succínico de al menos 2,2 g/(l h) ácido succínico;

d) convertir al menos 25 g/l de al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-15
fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa y/o glicerol en ácido succínico
con un rendimiento espacio-tiempo para el ácido succínico de al menos 2,2 g/(l 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 ácido succínico
con un rendimiento de productividad específico de ácido succínico de al menos 0,58 g gDCW-1 h-1 y un20
rendimiento espacio tiempo para el ácido succínico de al menos 2,2 g/(l h).

Opcionalmente, la cepa bacteriana de la divulgación 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.25

Opcionalmente, la cepa bacteriana de la divulgación 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 productividad específico de SA de al menos 0,6 g gDCW-1 h-1, o de al menos
0,65, de al menos 0,7 g gDCW-1 h-1, de al menos 0,75 g g DCW-1 h-1, o de al menos 0,77 g gDCW-1 h-1 de SA.

Opcionalmente, la cepa bacteriana de la divulgación convierte al menos una fuente de carbono seleccionada de30
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 divulgación 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-35
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 divulgación 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 productividad específico de SA de al menos 0,6 g gDCW-1 h-1 o de al menos40
0,65 o de al menos 0,7 g g DCW-1 h-1, o de al menos 0,77 g g DCW-1 h-1 de SA, y un rendimiento 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).

Preferiblemente, dicha cepa de la divulgación puede derivarse de la cepa DD1 como fue depositada con DSMZ que
tiene el número de depósito DSM 18541 o puede ser o derivarse de una variante o cepa mutante de DD1 que tiene45
la capacidad de producir ácido succínico.

Las cepas particulares de la divulgación producen ácido succínico (SA) y productos secundarios (SSP) en una
proporción de SA/SSP de >10:1 o >12,5:1 o >15:1 o >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 ácido láctico (LA), ácido fórmico (FA), ácido acético (AA), y ácido
málico (MA), cada cantidad se expresa en g/l.50

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

La invención se relaciona con un procedimiento para la producción fermentativa de un ácido succínico 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 que5
contenga al menos glicerol como fuente de carbono asimilable y cultivar dicha cepa bajo condiciones que
favorezcan la formación del ácido succínico deseado; y

b) obtener dicho ácido succínico 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 y10

cuyo procedimiento comprende la producción fermentativa de ácido succínico y controla el pH con NH4HCO3,
(NH4)2CO3, NaOH, Na2CO3, NaHCO3, KOH, K2CO3, KHCO3, Mg(OH)2, MgH(CO3)2, Ca(OH)2, CaCO3,
Ca(HCO3)2, CaO, CH6N2O2, C2H7N y/o mezclas de estos.

De acuerdo con un procedimiento particular, la fermentación 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, o 25 a 35 °C, y a un pH de 5,0 a 9,0, como15
por ejemplo 5,5 a 8, o 6 a 7, y en la presencia de dióxido 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 descomposición
de almidón, 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 carbono20
adicional seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa, D-glucosa, D-xilosa,
rafinosa y L-arabinosa.

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

La presente invención proporciona además un procedimiento para la producción fermentativa de ácido succínico o25
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 formación de
ácido succínico;

b) obtener dicho ácido succínico o sal o derivado de este a partir del medio;30

además, se caracteriza por al menos una de las siguientes características:

c) convertir al menos 25 g/l de glicerol en al menos 25,1 g/l de ácido succínico, 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 ácido succínico con un rendimiento de35
productividad específico de ácido succínico 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 ácido succínico con un
rendimiento espacio tiempo para ácido succínico de al menos 2,2 g/(l h) ácido succínico;

f) convertir al menos 25 g/l de al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-40
fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa, rafinosa, y/o glicerol en ácido
succínico con un rendimiento espacio tiempo para el ácido succínico 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 ácido succínico con un
rendimiento de productividad específico de ácido succínico de al menos 0,6 g gDCW-1 h-1 y un rendimiento45
espacio tiempo para el ácido succínico de al menos 2,2 g/(l h);

h) producir ácido succínico (SA) y productos secundarios (SSP) en una proporción SA/SSP de >10:1 o
>12,5:1 o >15:1 o >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 ácido láctico (LA), ácido fórmico (FA), ácido acético (AA) y ácido málico (MA), cada
cantidad se expresa en g/l;50
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i) producir ácido succínico (SA) y el producto secundario ácido acético (AA) en una proporción SA/AA de
>10:1 o > 12,5:1 o >15:1 o >17,5:1 o >20:1 o >25:1 o >30:1 o >50:1 o >75:1 o >90:1, expresando cada
cantidad en g/l.

De acuerdo con una realización particular de dicho procedimiento, dicha cepa bacteriana es una cepa modificada
genéticamente como se define anteriormente.5

Los procedimientos de la invención pueden realizarse de manera discontinua o continua. El curso de la producción
de ácido puede controlarse por medios convencionales, como por ejemplo análisis 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 reacción y
manteniendo las condiciones anaerobias introduciendo dióxido de carbono o nitrógeno o mezclas de estos y10
opcionalmente hidrógeno a una rata de flujo, por ejemplo, 0,1 a 1 o 0,2 a 0,5 vvm.

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

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

En otra realización, la invención proporciona un procedimiento para la producción de ácido succínico y/o sales de15
amonio del ácido succínico, cuyo procedimiento comprende la producción fermentativa de ácido succínico como se
define anteriormente y además controla el pH con una base de amoníaco o una solución acuosa de este, o con
NH4HCO3, (NH4)2CO3, NaOH, Na2CO3, NaHCO3, KOH, K2CO3, KHCO3, Mg(OH)2, MgCO3, MgH(CO3)2, Ca(OH)2,
CaCO3, Ca(HCO3)2, CaO, CH6N2O2, C2H7N y/o mezclas de estos. Generalmente, la condición física de la base
puede ser una solución acuosa, una suspensión acuosa, gaseosa o sólida.20

En una realización, el ácido succínico y/o sus sales se producen mediante uno de los procedimientos mencionados
anteriormente o a continuación y se aíslan y/o purifican adicionalmente mediante las siguientes etapas:

filtración y/o centrifugación,

cromatografía de intercambio catiónico y/o

cristalización.25

Preferiblemente, el ácido succínico y/o sus sales se aíslan y/o purifican adicionalmente mediante las siguientes
etapas:

filtración, seguida de

cromatografía de intercambio catiónico, seguida de

cristalización.30

La filtración se puede usar para separar las células bacterianas del líquido que contiene ácido succínico. La filtración
puede ser una diafiltración, filtración de flujo cruzado y/o ultrafiltración.

El material utilizado para la cromatografía de intercambio catiónico puede ser una resina de intercambio catiónico de
ácido fuerte. Una resina de intercambio catiónico de ácido fuerte porta, por ejemplo, grupos de ácido sulfónico. En
particular, el material utilizado para la cromatografía de intercambio catiónico puede ser un copolimerizado de35
estiroldivinilbenzol que porta grupos de ácido sulfónico en la forma H+. La forma H+ significa que los grupos de ácido
sulfónico están presentes en la forma ácida. Preferiblemente, el tamaño de partícula promedio de la resina de
cromatografía de intercambio catiónico es 0,3 a 1,5, más preferiblemente 0,55 a 0,75 mm y/o la densidad aparente
es de 700 a 800 g/l. La resina de cromatografía de intercambio catiónico puede ser macroporosa. Macroporosa
significa que preferiblemente el diámetro de poro promedio de la resina de intercambio catiónico es desde 20 a 12040
nm, preferiblemente desde 20 a 100 nm y más preferiblemente desde 20 a 40 nm. La distribución de partículas es
preferiblemente monodispersa. Preferiblemente, la capacidad total del material de cromatografía de intercambio
catiónico es 0,5 a 2,0, más preferiblemente 0,8 a 1,7, más preferiblemente 1,0 a 1,5, más preferiblemente 1,4 a 1,9
min eq./l x eq./l significa que 1 l de resina de intercambio catiónico porta x mol de grupos de ácido sulfónico. Por
consiguiente, la eq./l se calcula con respecto a una única molécula cargada. La sal de ácido succínico a purificar45
puede ser una sal de Na, K, Ca, Mg y/o amonio. Por ejemplo, la resina de intercambio catiónico de ácido fuerte
puede ser Type Lewatit Monoplus SP 112 de Lanxess.

Preferiblemente, la cromatografía de intercambio catiónico se realiza a una temperatura desde 20 a 60 ºC, más
preferiblemente desde 45 a 60 ºC.

Otros procedimientos preferidos para producir SA se describen a continuación:50
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Procedimiento 1:

En otra realización, la presente invención proporciona un procedimiento para la producción 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 formación del5
ácido succínico deseado;

b. obtener dicho ácido succínico o sal o derivado de este a partir del medio;

y tal procedimiento se caracteriza adicionalmente por la conversión 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 un10
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.15

Procedimiento 2:

En otra realización, la presente invención proporciona un procedimiento para la producción 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 cultivar20
dicha cepa bajo condiciones que favorecen la formación del ácido succínico deseado;

b. obtener dicho ácido succínico o sal o derivada del mismo a partir del medio;

y tal procedimiento se caracteriza adicionalmente por

la conversión 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 productividad25
específico 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 realización, la presente invención proporciona un procedimiento para la producción fermentativa de SA o una
sal o derivado de este, procedimiento que comprende las etapas de:30

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 formación del ácido succínico deseado;

b. obtener dicho ácido succínico o sal o derivada de este a partir del medio;

y cuyo procedimiento se caracteriza adicionalmente por la conversión de una fuente de carbono seleccionada de35
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 realización, la presente invención proporciona un procedimiento para la producción fermentativa de SA o una40
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 formación del
ácido succínico deseado;

b. obtener dicho ácido succínico o sal o derivado de este a partir del medio;45

y cuyo procedimiento se caracteriza adicionalmente por la conversión 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/(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).
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Procedimiento 5:

En otra realización, la presente invención proporciona un procedimiento para la producción 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 formación del5
ácido succínico deseado;

b. obtener dicho ácido succínico o sal o derivado de este a partir del medio;

y cuyo procedimiento se caracteriza adicionalmente por la conversión 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 específico de SA de al menos 0,6 g gDCW-1 h-1 o de al menos10
0,65 o de al menos 0,7 g gDCW-1 h-1 SA, o de al menos 0,75 g gDCW-1 h-1 SA, o de al menos 0,77 g gDCW-1 h-1 SA
y 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).

En otra realización 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,15
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 de20
HCO3

- tal como Na2CO3, NaHCO3, Mg(HCO3)2, Ca(HCO3)2 o Mg(OH)2, MgCO3, Ca(OH)2, CaCO3.

gas suministrado: CO2

El SA y/o las sales de SA producidas se pueden aislar de manera convencional mediante procedimientos conocidos
en la técnica, como por ejemplo cristalización, filtración, electrodiálisis, cromatografía. Por ejemplo, pueden aislarse
precipitándose como un producto de succinato de calcio en el fermentador durante la fermentación utilizando25
hidróxido u óxido de calcio, carbonato o hidrogenocarbonato para neutralizar y filtrar el precipitado. El producto SA
deseado se recupera del succinato de calcio precipitado por acidificación del succinato con ácido sulfúrico, seguido
de filtración para eliminar el sulfato de calcio (yeso) o los precipitados. La solución resultante puede purificarse
adicionalmente por medio de cromatografía de intercambio iónico con el fin de eliminar los iones residuales no
deseados.30

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

b) la producción fermentativa de ácido succínico y/o sales de ácido succínico, como se definió anteriormente,
y

b1) ya sea la hidrogenación catalítica directa del ácido libre obtenido en THF y/o BDO y/o GBL o35

b2) la esterificación química de ácido succínico libre y/o las sales de ácido succínico obtenidas, en su
correspondiente éster dialquilo inferior y la subsiguiente hidrogenación catalítica de dicho éster en THF y/o
BDO y/o GBL.

También se divulga un procedimiento para la producción de pirrolidonas que comprende

a) la producción fermentativa de sales de amonio de ácido succínico como se definió anteriormente, y40

b) la conversión química de las sales de amonio del ácido succínico en pirrolidonas de una manera conocida
per se.

En una realización particular de los procedimientos de dicho glicerol, que se utiliza como fuente de carbono
asimilable, es glicerol crudo, en particular obtenido por escisión con éster de triacilglicéridos. Por ejemplo, glicerol es
un producto de desecho como se obtiene de la fabricación de biodiesel.45

La presente invención también se relaciona con el uso de una cepa bacteriana como se define anteriormente para la
producción fermentativa de un producto químico orgánico fino, como por ejemplo ácido succínico 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 invención contiene un gen que codifica una enzima mutada de la enzima
piruvato formato liasa (pfl), ya que su actividad enzimática está definida por el número EC EC 2.3.1.54. Por ejemplo,
la actividad de la enzima pfl está influenciada negativamente por las mutaciones en el gen pflA o al afectar la
regulación de expresión del gen pflA. La secuencia del gen pflA y el producto del gen pflA se puede encontrar en los5
siguientes números de acceso. GeneID:6268899, YP_001880903: los homólogos de este gen se conocen bajo los
números de acceso: NCBI-GeneID 945514, 945444, 947623, 948454, 3075405, las proteínas respectivas bajo los
números de acceso: UniProt: P09373, P75793, P42632, P32674, Q65VK2.

También dentro del alcance de esta divulgación están los genes que codifican las enzimas activadoras de piruvato
formato liasa que están definidas por el número de EC EC 1.97.1.4 y se describen en Knappe et al. 1990 y 1993 con10
actividad disminuida o desregulada. Esto se puede realizar mediante la introducción de mutaciones o eliminaciones
de genes mediante los procedimientos descritos en esta invención. Los ejemplos para esta enzima cuyas
actividades pueden disminuirse o cuyo gen codificador puede mutarse o desregularse están codificados por pflA, el
gen de la enzima activadora de pfl y el gen yfiD, el gen K12 de E. coli conocido bajo el número de acceso GenelD:
947068, el gen ybiY, con el número de acceso NCBI-GeneID: 945445 y la proteína respectiva NP_415345, el gen de15
Mannheimia succiniproducens conocido bajo el número de acceso GenelD: AAU37008, las proteínas respectivas
bajo el número de acceso YP_087593, NP_417074 y YP_087564, así como los homólogos de este gen. Se
describen los números de acceso de las secuencias de genes no mutadas que están sujetas a mutaciones o
eliminaciones descritas en esta invención.

También en el alcance de esta divulgación están las cepas que muestran una actividad reducida de la proteína arcA,20
por ejemplo número 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 número de acceso NCBI-
GenelD: 948874 para arcA o NCBI-GeneID: 945908 para fnr. Las secuencias de proteínas respectivas se pueden
encontrar bajo el número de acceso P0A9E5. Se conocen genes similares para otros organismos tales como
específicamente Mannheimia succiniproducens. NCBI-GeneID: 3076294 y la proteína respectiva YP_088696 para25
arcA y para fnr NCBI-GeneID: 3075449 y UniProt: Q65TM6.

También en el alcance de esta divulgación están las cepas que muestran una actividad reducida del lactato
deshidrogenasa definido por el número de EC EC 1.1.1.27 y EC 1.1.1.28 que codifican para enzimas con una
especificidad de producir ácido D-láctico o L-láctico o ambos. Ejemplos son los genes de E. coli NCBI-GeneID:
946315 y la proteína respectiva NP_415898 o el gen M succiniproducens NCBI-GeneID: 3075603 y la proteína30
respectiva YP_089271.

Opcionalmente, la cepa bacteriana de la divulgación 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 gen35
mutado que codifica la proteína 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 divulgación es una
técnica que también a veces se denomina aquí como la "recombinación de Campbell" (Leenhouts et al., 1989, Appl
Env Microbiol 55, 394-400). "Campbell entrante", como se usa aquí, se refiere a la preparación de un transformante40
de una célula huésped original en la que una molécula de ADN de doble cadena circular completa (por ejemplo, un
plásmido) se ha integrado en un cromosoma mediante un único evento de recombinación homólogo (un evento de
cruce entrante), y que resulta efectivamente en la inserción de una versión linealizada de dicha molécula de ADN
circular en una primera secuencia de ADN del cromosoma que es homóloga a una primera secuencia de ADN de
dicha molécula de ADN circular. "Entrante según Campbell" se refiere a la secuencia de ADN linealizada que se ha45
integrado en el cromosoma de un transformante "Campbell entrante". Un "Campbell entrante " contiene una
duplicación de la primera secuencia de ADN homóloga, cada copia de la cual incluye y rodea una copia del punto de
cruce de la recombinación homóloga.

"Campbell saliente", como se usa aquí, se refiere a una célula que desciende de un transformante "Campbell
entrante", en el que se produjo un segundo evento de recombinación homólogo (un evento de cruce saliente) entre50
una segunda secuencia de ADN que está contenida en el ADN insertado linealizado del ADN "entrante según
Campbell", y una segunda secuencia de ADN de origen cromosómico, que es homóloga a la segunda secuencia de
ADN de dicho inserto linealizado. El segundo evento de recombinación da como resultado la eliminación (desechar)
de una porción de la secuencia de ADN integrada, pero, lo que es más importante, también resulta en una porción
(que puede ser tan pequeña como una base única) del ADN "entrante según Campbell" integrado que permanece en55
el cromosoma, de manera que, en comparación con la célula huésped original, la célula "Campbell saliente" contiene
uno o más cambios intencionales en el cromosoma (por ejemplo, una eliminación de la secuencia de ADN,
sustitución de una única base, sustitución de múltiples bases, inserción de un gen heterólogo o secuencia de ADN,
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inserción de una copia adicional o copias de un gen homólogo o un gen homólogo modificado, o inserción de una
secuencia de ADN que comprende más de uno de los ejemplos enumerados mencionados anteriormente).

Una célula "Campbell saliente" se obtiene, preferiblemente, mediante una contraselección contra un gen que está
contenido en una porción (la porción que se desea desechar) de la secuencia de ADN "entrante según Campbell",
por ejemplo, el gen sacB de Bacillus subtilis, que es letal cuando se expresa en una célula que crece en presencia5
de aproximadamente 5 % a 10 % de sacarosa. Ya sea con o sin una contraselección, se puede obtener o identificar
una célula "Campbell saliente" deseada mediante la detección de la célula deseada, utilizando cualquier fenotipo que
se pueda cribar, como, pero sin limitarse a, morfología de la colonia, color de la colonia, presencia o ausencia de la
resistencia a los antibióticos, presencia o ausencia de una secuencia de ADN dada por la reacción en cadena de la
polimerasa, presencia o ausencia de una auxotrofia, presencia o ausencia de una enzima, presencia o ausencia de10
una actividad enzimática tal como la actividad de la piruvato formato liasa o la actividad de la lactato
deshidrogenasa, hibridación de ácidos nucleicos de colonias, detección 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 recombinación homóloga que conduce a un "Campbell entrante" o "Campbell saliente"15
puede ocurrir en un intervalo de bases de ADN dentro de la secuencia de ADN homóloga, y dado que las
secuencias homólogas serán idénticas entre sí por al menos parte de este intervalo, generalmente no es posible
especificar exactamente dónde ocurrió el evento del punto de cruce. En otras palabras, no es posible especificar con
precisión cuál secuencia fue originalmente del ADN insertado y cuál fue originalmente del ADN cromosómico.
Además, la primera secuencia de ADN homóloga y la segunda secuencia de ADN homóloga generalmente están20
separadas por una región de no homología parcial, y es esta región de no homología que permanece depositada en
un cromosoma de la célula "Campbell saliente".

Preferiblemente, la primera y la segunda secuencia homóloga 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 más cortas o más largas. Por ejemplo, una longitud para la25
primera y la segunda secuencia homóloga puede variar de aproximadamente 500 a 2.000 bases, y la obtención de
un "Campbell saliente" a partir de un "Campbell entrante" se facilita al organizar la primera y la segunda secuencia
homóloga para que sean aproximadamente la misma longitud, preferiblemente con una diferencia de menos de 200
pares de bases y más preferiblemente, siendo el más corto de los dos al menos el 70 % de la longitud del más largo
en pares de bases.30

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

d2) Etapas de fermentación:

Una fermentación como se usa de acuerdo con la presente invención se puede realizar, por ejemplo, en35
fermentadores agitados, columnas de burbujas y reactores de bucle. En "Chmiel: Bioprozesstechnik: Einführung in
die Bioverfahrenstechnik, Band 1" se puede encontrar una descripción general de los posibles tipos de
procedimientos, incluidos tipos de agitadores y diseños geométricos. En el procedimiento de la invención, las
variantes típicas 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,40
alimentado por lotes, alimentación repetida por lote o bien fermentación continua con y sin reciclaje de la biomasa.
Dependiendo de la cepa de producción, se puede efectuar salpicado con aire, oxígeno, dióxido de carbono,
hidrógeno, nitrógeno o mezclas de gases apropiados para lograr un buen rendimiento (YP/S).

Antes de que la conversión química prevista en un caldo de fermentación se realice en el procedimiento de acuerdo
con la invención, el caldo de fermentación puede pretratarse; por ejemplo, la biomasa del caldo se puede eliminar.45
Los procedimientos para eliminar la biomasa son conocidos por las personas experimentadas en la técnica, por
ejemplo, filtración, sedimentación y flotación. En consecuencia, la biomasa se puede eliminar, por ejemplo, con
centrífugas, separadores, decantadores, filtros o en aparatos de flotación. Para la máxima recuperación del producto
de valor, el lavado de la biomasa suele ser recomendable, por ejemplo, en forma de una diafiltración. La selección
del procedimiento depende del contenido de biomasa en el caldo del fermentador y de las propiedades de la50
biomasa y también de la interacción de la biomasa con el producto de valor. En una realización, el caldo de
fermentación se puede esterilizar o pasteurizar.

En una realización adicional, el caldo de fermentación se concentra. Dependiendo del requisito, esta concentración
se puede hacer por lotes o de manera continua. El intervalo de presión y temperatura debe seleccionarse de modo
que, en primer lugar, no se produzcan daños al producto y en segundo lugar, se requiera un uso mínimo del aparato55
y energía. La selección hábil de los niveles de presión y temperatura para una evaporación multietapa en particular
permite el ahorro de energía.
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Se pueden utilizar tanques de agitación, evaporadores de película descendente, evaporadores de película delgada,
evaporadores de circulación forzada y otros tipos de evaporadores en modo de circulación natural o forzada.

d3) Esterificación de SA e hidrogenación

Las condiciones experimentales adecuadas para realizar la esterificación química, seguidas de la hidrogenación
catalítica directa son bien conocidas y por ejemplo, se describen en la Solicitud de Patente Europea 06007118.0.5

a) procedimiento de esterificación:

El procedimiento de esterificación, que puede comprender una destilación reactiva, se puede realizar utilizando un
aparato conocido per se en diversos diseños.

Por ejemplo, se puede usar una planta de esterificación, que funciona en modo continuo, que comprende una
columna de rectificación con un número apropiado de etapas teóricas logradas mediante la instalación de bandejas10
o 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 alimentación del alcanol que se evapora en el bucle del evaporador adherido al
sumidero de la columna. La reacción forma un flujo a contracorriente de líquido y condensado descendente, que
contiene sal de amonio, y una fase de vapor ascendente, que contiene alcanol. Para catalizar la reacción de15
esterificación, 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 carboxílico formado es líquido
bajo las condiciones del procedimiento y pasa a través del extremo inferior de la columna al sumidero de la columna
de destilación y se retira continuamente del sumidero. Los componentes gaseosos, por ejemplo, mezclas
azeotrópicas que comprenden alcanol, agua y/o amoníaco, se eliminan de la columna de reacción y por lo tanto, del20
equilibrio de reacción en la parte superior de la columna.

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

Los intervalos de parámetros de procedimiento adecuados para el procedimiento de esterificación de acuerdo con la
invención pueden ser determinados fácilmente por la persona experimentada en la técnica dependiendo de la25
configuración 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
parámetros individuales se pueden establecer dentro de los siguientes intervalos de parámetros:

Temperatura de la columna: 0-300 °C, en particular 40-250 °C, o 70-200 °C

Presión: desde 0,1 a 6 bar, en particular presión estándar.30

Tiempo de residencia: unos pocos segundos (por ejemplo, desde 1 a 60) hasta días (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), más preferiblemente desde unos pocos minutos (por ejemplo, desde 5 a 20) hasta 2 horas.

b) Procedimiento de hidrogenación

Los ésteres de SA o SA preparados de acuerdo con la invención per se, se hidrogenan de una manera conocida per35
se utilizando procedimientos, aparatos y asistentes, tales como catalizadores, familiares para la persona
experimentada en la técnica.

En particular, se lleva a cabo una hidrogenación en fase gaseosa continua o por lotes en presencia de un catalizador
heterogéneo adecuado para la hidrogenación del éster. La persona experimentada en la técnica puede establecer
los parámetros óptimos del procedimiento para el éster particular sin esfuerzo inaceptable. Por ejemplo, la40
temperatura de reacción está en el intervalo de aproximadamente 100 a aproximadamente 300 °C, de manera
preferible en el intervalo de aproximadamente 200 a 280 °C, y la presión es de aproximadamente 5 a 100 bar, por
ejemplo, de 10 a 50 bar. La proporción molar de reactivo a hidrógeno 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 reacción de hidrogenación son conocidos por las personas experimentadas en45
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 invención
son catalizadores de óxido de cobre con soporte, aplicándose el óxido de cobre a materiales de soporte de alúmina
o sílice. Los ejemplos de la hidrogenación de ésteres succínicos en BDO (1,4-butanodiol)/GBL (gamma-50
butirlactona)/THF con catalizadores de cobre también se describen en la siguiente tesis: Schlander, enero, febrero
de 2000, Universidad de Karls-ruhe, "Gasphasenhydrierung von Maleinsäuredimethylester zu 1,4-Butandiol, gamma-
Butyrolacton und Tetrahydrofuran an Kupfer-Katalysatoren".
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La presente invención se describirá con mayor detalle por medio de los siguientes ejemplos. Los siguientes ejemplos
tienen fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la invención.

Ejemplos: modificación genética y cultivación

Ejemplo 1: Procedimiento general para la transformación de DD1

Tabla 1: Nomenclatura del DD1 tipo salvaje y mutantes mencionados en los ejemplos.5

Cepa Descripción

LU13843 DD1 tipo salvaje (depósito DSM18541)

LU15348 DD1 Δ pfl

LU15050 DD1 Δ ldh

LU15224 DD1 Δ pfl Δ ldh

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

Para preparar un precultivo, se inoculó LU 13843 de una placa de Agar BHI recién cultivada en 40 ml de BHI
(infusión de cerebro y corazón, Difco) en un matraz de agitación de 100 ml. La incubación se realizó durante la10
noche a 30 °C; 200 rpm.

Para preparar el cultivo principal, se colocaron 50 ml de BHI en un matraz de agitación de 100 ml y se inocularon en
una OD final (610 nm) de 0,4 con el precultivo. La incubación se realizó durante aproximadamente 1,5 horas a 30 ºC,
200 rpm. Las células se cosecharon a una OD de aproximadamente 1,3, las pellas se lavaron una vez con glicerol
frío al 10 % a 4 ºC y se resuspendieron en 1,7 ml de glicerol al 10 % (4 ºC).15

Se mezclaron 100 µl de células competentes con 5-10 µg de ADN (10-20 µl) y se mantuvieron en hielo durante 2
minutos en una cubeta de electroporación con un ancho de 0,2 cm. Electroporación bajo las siguientes condiciones:
800 Ω; 25 µF; 2 kV (Gene Pulser, Bio-Rad). Se añadió 1 ml de BHI inmediatamente después de la electroporación y
se realizó una incubación durante 2 horas a 30 ºC.

Las células se sembraron sobre placas con BHI con 5 mg/l de cloranfenicol y se incubaron durante 2-5 días a 30 °C20
hasta que las colonias de los transformantes eran visibles. Los clones se aislaron y se resembró en línea en BHI con
5 mg/l de cloranfenicol hasta que se obtuvo la pureza de los clones.

Ejemplo 2: Generación de estructuras de eliminación

Los plásmidos de mutación/eliminación se construyeron en base al vector pSacB (SEQ ID NO:3). La Figura 1
muestra un mapa esquemático del plásmido pSacB. Las regiones flanqueantes 5' y 3' del fragmento cromosómico,25
que deberían eliminarse, se amplificaron mediante PCR a partir de ADN cromosómico de LU 13843 y se introdujeron
en dicho vector utilizando técnicas estándar. Normalmente, al menos el 80 % de los ORF fueron el objetivo de una
eliminación. De esta manera, se construyeron los plásmidos de eliminación para la piruvato formato liasa pfl, pSacB
(Δ pfl) (SEQ ID NO:4) y la lactato deshidrogenasa ldhA, pSacB (Δ ldhA) (SEQ ID NO:5). Las Figuras 2 y 3 muestran
mapas esquemáticos del plásmido pSacB (Δ pfl) y pSacB (Δ ldhA).30

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

En la secuencia plasmídica de pSacB delta pfl (SEQ ID NO:4), la región flanqueante 3' del gen pfl, que es homóloga35
al genoma de DD1, está constituido por las bases 65-1533, mientras que la región flanqueante 5' del gen pfl que es
homólogo al genoma de DD1 está constituido por las bases 1534-2956. El gen sacB está constituido por las bases
5256-6677. El promotor sacB está constituido por las bases 6678-7140. El gen del cloranfenicol está constituido por
las bases 3402-3860. El origen de replicación para E.coli (ori EC) está constituido por las bases 4353-5213.

En el plásmido pSacB delta ldh (SEQ ID NO:5), la región flanqueante 5' del gen ldh, que es homóloga al genoma de40
DD1, está constituido por las bases 2850-1519, mientras que la región flanqueante 3' del gen ldh, que es homóloga
al genoma de DD1, está constituido por las bases 1518-63. El gen sacB está constituido por las bases 5169-6590. El
promotor sacB está constituido por las bases 6591-7053. El gen del cloranfenicol está constituido por las bases
3315-3773. El origen de replicación para E. coli (ori EC) está constituido por las bases 4266-5126.

Ejemplo 3: Generación de cepas productoras de succinato mejoradas45
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a) La LU 13843 se transformó como se describió anteriormente con el pSacB (Δ pfl) y fue "entrante según
Campbell" para producir una cepa "Campbell entrante". La transformación y la integración en el genoma de
LU 13843 se confirmaron mediante PCR, produciendo bandas para el evento de integración del plásmido en
el genoma de LU 13843.

La cepa "Campbell entrante" fue luego "saliente según Campbell" utilizando placas de agar que contenían5
sacarosa como un medio de contra selección, seleccionando para la pérdida (de función) del gen sacB. Por lo
tanto, las cepas "Campbell entrante" se incubaron en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI que no contiene
antibióticos) a 37 °C, 220 rpm durante la noche. El cultivo durante la noche fue luego sembrado en línea
sobre placas de sacarosa que contenían BHI recién preparadas (10 %, sin antibióticos) y se incubó durante la
noche a 37 °C ("primera transferencia de sacarosa"). Las colonias individuales obtenidas de la primera10
transferencia se sembraron en línea nuevamente sobre placas de sacarosa que contenían BHI recién
preparadas (10 %) y se incubaron durante la noche a 37 °C ("segunda transferencia de sacarosa"). Este
procedimiento se repitió hasta que se completaron como mínimo 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 integración cromosómica de un vector que contiene un gen sacB15
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 plásmidos circundantes. Una sola colonia de las
quintas placas de transferencia se inoculó en 25-35 ml de medio no selectivo (BHI que no contenía
antibióticos) y se incubó a 37 °C, 220 rpm durante la noche. El cultivo de la noche se diluyó en serie y se
sembró sobre placas de BHI para obtener colonias individuales aisladas.20

Las cepas "entrante según Campbell" que contienen la mutación/eliminación del gen pfl fueron confirmadas
por la sensibilidad al cloranfenicol. Los mutantes de mutación/eliminación entre estas cepas se identificaron y
confirmaron mediante análisis de PCR. Esto condujo al mutante DD1 delta pfl LU 15348 de
mutación/eliminación pfl.

b) LU15348 se transformó con pSacB (Δ Idh) como se describió anteriormente y fue "entrante según25
Campbell" para producir una cepa "Campbell entrante". La transformación e integración se confirmó mediante
PCR. La cepa "Campbell entrante" fue luego "saliente según Campbell" como se describió anteriormente. Los
mutantes de eliminación entre estas cepas se identificaron y confirmaron mediante análisis de PCR. Esto
condujo al mutante de eliminación doble LU15224 de pfl ldhA.

c) LU13843 se transformó con pSacB (Δ ldh) como se describió anteriormente y fue "entrante según30
Campbell" para producir una cepa "Campbell entrante". La transformación e integración se confirmó mediante
PCR. La cepa "Campbell entrante" fue luego "saliente según Campbell" como se describió anteriormente. Los
mutantes de eliminación entre estas cepas se identificaron y confirmaron mediante análisis de PCR. Esto
condujo al mutante de eliminación LU15050 de ldhA.

Ejemplo 4: preparación de banco celular35

1. preparación de medios

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

Tabla 2: Composición de medios sólidos y líquidos para la preparación de bancos celulares.

Compuesto Concentración [g/l] Concentración de solución madre [g/l]

Glucosa varía
a

650

Extracto de levadura Bacto (Becton Dickinson) 5 -

Peptona Bacto (Becton Dickinson) 5 -

(NH4)2 SO4 1 500

CaCl2*2H2O 0,2 20

MgCl2*6H2O 0,2 20

NaCl 1 100

K2HPO4 3 500

MgCO3 Varíab -

Agar Bacto (solo para medio solido) 12
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aConcentraciones de glucosa fueron 15 g/l (en placas) y 20 o 50 g/l (en medio líquido).
bMgCO3 (Riedel-de Haen, número de producto: 13117 por Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH)
concentraciones fueron 5 g/l (en placas) y 0 o 30 g/l (en medio líquido).

5 g de extracto de levadura, 5 g de peptona, MgCO3 y (para medios sólidos) 12 g de agar Bacto se mezclaron en
900 ml de agua destilada y se esterilizó 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 K2HPO4

fueron todos esterilizados en autoclave por separado. Los cloruros de Ca-, Mg-y Na se esterilizaron en autoclave5
juntos.

2. Preparación de MCB

El banco celular maestro (MCB) para la inoculación de los experimentos individuales se realizó como se indica a
continuación. 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 retiró de las placas y se resuspendió en un medio10
líquido libre de MgCO3 con 20 g/l de glucosa para ajustar OD600≈1,0. La inoculación se realizó con 0,5 ml de esta
suspensión 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 contenían 50 ml del medio líquido con 20 g/l de glucosa
y 30 g/l de MgCO3 y una atmósfera de CO2 con sobrepresión de 0,8 bar. Las botellas de suero (en total 10) se
incubaron a 37 °C, una velocidad de rotación de 160 rpm y un diámetro de agitación de 2,5 cm.15

Para controlar el consumo de glucosa, se detuvo el cultivo de una botella y se realizó el muestreo y el análisis de
HPLC después de 0, 3, 4, 5, 7, 8 y 8,5 horas. Después de 8,5 horas (la concentración de glucosa fue de 3,4 g/l) se
detuvo el cultivo. Se llenaron alícuotas de 0,5 ml de suspensión celular y 0,5 ml de glicerol estéril en crioviales, se
mezclaron y se almacenaron durante 13 horas a -20 ºC y luego a -80 °C como MCB. El MCB se probó para
determinar su pureza sembrando en línea un bucle del último criovial en placas de agar como control de20
contaminación y verificar en cultivo líquido (medios como se describen en la tabla 8) el espectro del producto y la
contaminación (mediante microscopía).

El consumo de glucosa y la formación de SA y subproductos se cuantificaron mediante análisis de HPLC de los
sobrenadantes sin diluir, libres de células del caldo de cultivo utilizando detección RI. Las muestras de caldo se
tomaron con una jeringa estéril a través del tapón de goma de butilo, la separación celular se realizó por filtración25
(0,22 µm). Se utilizaron una columna I. D. Aminex HPX-87 H (Biorad) de 300 x 7,8 mm y 5 mm de H2SO4, como fase
estacionaria y móvil, respectivamente. La temperatura de la columna fue de 30 °C, la rata de flujo fue de 0,5 ml min-

1.

Se utilizó un vial de MCB para inocular una botella de 100 ml de suero con un tapón de goma de butilo hermético
(ver arriba) que contiene 50 ml del medio líquido con 50 g/l de glucosa. La incubación se realizó durante 10 horas a30
37 °C en una incubadora de agitación (velocidad de rotación: 180 rpm, diámetro de agitación: 2,5 cm). Al final del
cultivo, la concentración de glucosa fue de 20 g/l y el pH alrededor de 6,5. Las alícuotas de 0,5 ml de suspensión
celular y 0,5 ml de glicerol estéril se rellenaron en crioviales, se mezclaron y se almacenaron a -80 ºC como WCB.
Los controles de pureza fueron los mismos que para el MCB. Las condiciones de HPLC fueron las mismas que las
descritas anteriormente.35

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

La productividad de la cepa mutante DD1Δ pfl (LU15348) y DD1Δ pfl Δ ldh (LU15224) en presencia de glicerol o
glicerol y maltosa como fuente de carbono se analizó adicionalmente utilizando el siguiente medio y condiciones de
incubación.

1. Preparación del medio40

La composición y preparación del medio de cultivo es como se describe en la tabla 3 a continuación.

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

Compuesto Concentración [g/l]

1 Extracto de levadura Bacto (Becton Dickinson) 10

2 (NH4)2SO4 2

3 CaCl2*2H2O 0,2

4 MgCl2*6H2O 0,2
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(continuación)

Compuesto Concentración [g/l]

5 NaCl 1

6 K2HPO4 3

7 MgCO3 (Riedel-de Haen 13117) 1g/g sustrato

9 NaHCO3 8,4

10 sustrato varía

Medio de crecimiento sintético alternativo

Es favorable utilizar un medio de crecimiento sintético sin ingredientes complejos para la fermentación con el fin de5
mejorar el procesamiento posterior y diseñar un medio de crecimiento sintético para una fermentación rentable.

Preparación del medio

El medio de crecimiento sintético se desarrolló en relación 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
realización de experimentos de omisión única. Finalmente, el medio contenía 50 g/l de glucosa, 1 g/l (NH4)2SO4, 0,210
g/l de CaCl2*2H2O, 0,2 g/l de MgCl2*6H2O, 1 g/l de NaCl, 3 g/l de K2HPO4, 1 mg/l de ácido nicotínico, 1,5 mg/l de
ácido 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 ácido glutámico, 0,06 g/l de histidina, 0,07 g/l de
triptófano, 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 cisteína, 0,1 g/l de β-
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 ácido aspártico,15
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 contenían 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 aminoácidos se ensamblaron en
diversas soluciones madre y se esterilizaron por filtración. Después de enfriar las botellas de suero, los componentes20
se añadieron como soluciones madre estériles.

2. Cultivos y análisis

Para cultivar el cultivo de semilla, se usó un vial de WCB para inocular una botella de 100 ml de suero con un tapón
de goma de butilo hermético (ver arriba) que contiene 50 ml del medio líquido descrito en la tabla 2 pero con 20 g/l
de glucosa y una atmósfera de CO2 con sobrepresión de 0,8 bar. La incubación se realizó durante un número de25
horas específico para mutantes (tabla 4) a 37 °C y 160 rpm (diámetro de agitación: 2,5 cm). La suspensión celular se
centrifugó (Biofuge primo R, Heraeus) con 5.000 g durante 5 minutos y la pella celular se lavó y luego se
resuspendió en 50 ml de medio sin una fuente de carbono y sin MgCO3 para generar un inóculo libre de glucosa
(todos las etapas a temperatura ambiente y en la cámara anaerobia).

Tabla 4: Tiempo de incubación de diversos cultivos de semillas mutantes DD130

Cepa Horas de incubación

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 contenían 10 ml de medio líquido con 50 g/l
de glicerol o 50 g/l de glicerol y 10 g/l de D-maltosa y en ambos casos una atmósfera de CO2 con sobrepresión de
0,8 bar. La calidad de 'Glicerol 99 %, puriss.’ (Riedel-de Haen, número de producto: 15523-1L-R de Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, Alemania) se utilizó para todos los experimentos. La inoculación se realizó con 1,535
ml del inóculo libre de glucosa. Las botellas se incubaron a 37 °C y 160 rpm (diámetro de agitación: 2,5 cm).
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El consumo de las fuentes C y la producción de ácidos carboxílicos se cuantificó mediante HPLC como se describe
en el ejemplo 4 después de 24 horas. Al medir el glicerol, la temperatura de la columna se ajustó a 50 °C para lograr
una separación suficiente de SA, ácido láctico y glicerol que tienen tiempos de retención similares.

El crecimiento celular se midió midiendo la absorbancia a 660 nm (OD600) utilizando un espectrofotómetro
(Ultrospec3000, Amersham Biosciences, Uppsala Suecia). La concentración celular definida como gramo de peso de5
células secas (DCW) por litro se calculó a partir de la curva estándar predeterminada que relaciona el OD600 con el
DCW (1 OD600 = 0,27 g DCW I-1).

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.10

Tabla 5: Cultivo de diversas cepas DD1 en glicerol

cepa DD1 LU13843 LU15348 LU15050 LU15224

tc [h]a 24 24 24 24

ΔcGlicerol [g/l]b -17,3 -25,8 -17,4 -28,6

ΔcSA [g/l]c 19,5 29,9 19,9 36,2

ΔcLA[g/l]c, h <0,01 <0,01 <0,01 0,04

ΔcFA [g/l]c, h 0,2 0,05 0,2 <0,01

ΔcAA [g/l]c, h 1,0 0,6 1,1 0,3

ΔcPA [g/l]c, h 0,3 <0,01 0,4 <0,01

ΔcMA [g/l]c, h <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Sum de productos secundarios SSP
[g/l]d

1,5 0,7 1,7 0,3

SA/SSP [g/g]e 13,0 46,0 11,7 >100

Proporción SA/FAf 97,5 >100 99,5 >100

Proporción SA/AAf 19,5 49,8 18,1 >100

STY [g/(l h)]g 0,81 1,24 0,82 1,50

Rendimiento de carbono (YP/S) [g/g ]g 1,12 1,15 1,13 1,26

a
tiempo de cultivo.

b consumo de sustrato (glicerol, maltosa).
c

formación de ácido succínico, láctico, fórmico, acético, pirúvico y málico.
d suma de productos secundarios de ácido láctico, fórmico, acético, pirúvico y málico.
e

proporción de SA por suma de productos secundarios.
f proporción de SA por producto secundario (FA = ácido fórmico; AA = ácido acético).
g rendimiento espacio tiempo y rendimiento (YP/S) para SA.
h se encontró que los límites de detección para ácido acético, ácido láctico, ácido málico, y ácido
fórmico 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 de15
carbono (YP/S) se incrementó de 1,12 g/g para la cepa DD1 a 1,15 g/g para la cepa LU15348 mutante de Δ 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 ldhA de la lactato deshidrogenasa en DD1 (LU15050) no muestra mejoría de las características técnicas
relevantes de esta fermentación tal como STY de SA y sólo un pequeño aumento en el rendimiento de carbono
(YP/S). Sin embargo, la cantidad de ácido acético aumenta incluso si la actividad de la enzima lactato20
deshidrogenasa disminuye. De manera sorprendente e inesperada, a partir del análisis del comportamiento de las
cepas con las mutaciones únicas, se encontró que la cepa mutante que porta la combinación de las mutaciones
genéticas en el gen pfl y el gen ldh, la fermentación del glicerol en SA muestra una mejora aún mayor no aditiva del
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rendimiento de carbono alcanzado (YP/S) como se esperaba de las mutaciones únicas de LU 15050 y LU15348. El
rendimiento de carbono (YP/S) de 1,26 g/g observado es cercano al rendimiento de carbono teórico potencial (YP/S)
de 1,28 g/g para la conversión 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 ácido fórmico y se produce menos ácido acético. Como se mencionó5
anteriormente, la concentración de SA aumenta significativamente en comparación con el tipo salvaje o LU15050.

Esta observación 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 encontró que el STY de la fermentación de glicerol en SA no10
superaba los 1,5 g/(l*h) para las cepas que portan mutaciones en los genes pfl y ldh. Por lo tanto, se desarrolló un
procedimiento mejorado que mostró valores de STY mejorados para la producción de SA en una fermentación
anaerobia. Este procedimiento se describe en la solicitud PCT/EP2008/006714 en las páginas 44-46. Este
procedimiento se adaptó para la producción de succinato utilizando cepas que portan mutaciones en los genes.

Tabla 6: Cultivo de diversas cepas DD1 en glicerol y maltosa15

LU13843 LU15348 LU15050 LU15224

tc [h]a 24 24 24 24

ΔcGlicerol [g/l]b -41,2 -48,2 -40 -51,3

ΔcMaltosa [g/l]b -11,5 -10,9 -11,3 -11,3

ΔcSA [g/l]c 53,2 64,7 51,8 69,8

ΔcLA [g/l]c, i <0,01 2,5 <0,01 0,1

ΔcFA[g/l]c, i 2,8 <0,01 3,0 <0,01

ΔcAA [g/l]c 3,8 0,7 3,6 1,5

ΔcPA [g/l]c, i <0,01 0,6 0,1 0,4

ΔcMA [g/l]c, i 0,05 0,03 0,03 0,1

Σ SP [g/l]d 6,65 3,8 6,73 2,1

SA/SSP [g/g]e 8,0 16,9 7,7 33,2

Proporción SA/FAf 19,11 >100 17,1 >100

Proporción SA/AAf 13,9 92,7 14,2 46,2

STY [g/(l h)]g 2,21 2,69 2,15 2,90

Rendimiento (YP/S) [g/g]g 1,01 1,09 1,01 1,11

OD600
h 12,9 14,8 16,4 18,6

DCW [g/l]i 3,5 4 4,4 5

Productividad específica [g gDCW-1 h-1] k 0,63 0,67 0,49 0,58

a tiempo de cultivo.
b consumo de sustrato (glicerol, maltosa).
c formación de ácido succínico, láctico, fórmico, acético, pirúvico y málico.
d suma de productos secundarios de ácido láctico, fórmico, acético, pirúvico y málico.
e proporción de SA por suma de productos secundarios.
f proporción de SA por producto secundario (FA= ácido fórmico; AA= ácido acético).
g

rendimiento espacio tiempo y rendimiento (YP/S) para SA
h densidad óptica a 600nm, diluir la muestra 1:20 con HCI 1M antes de medir en una Ultrospec2000,
Amersham Biosciences, Uppsala Suecia.
i g Biomasa como peso celular seco (DCW)
h Productividad específica: g de SA por g de biomasa (peso celular seco) por h
i Se encontró que los límites de detección para ácido acético, ácido láctico, ácido málico, y ácido fórmico
eran inferiores a 0,01 g/l en el procedimiento HPLC dado

E10708150
14-03-2019ES 2 715 930 T3

 



23

Se ha demostrado que cultivar DD1 en glicerol simultáneamente con otro sacárido como maltosa permite un SA STY
y un rendimiento más altos (YP/S) y una concentración aumentada de productos secundarios en comparación con el
uso de glicerol como el único sustrato (PCT/EP2008/006714 en la páginas 44-46).

La comparación de LU15348 con el DD1 tipo salvaje muestra un aumento en la cantidad de SA, STY y rendimiento5
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 observó ningún defecto de crecimiento en
las cepas mutantes sobre la cepa DD1 no mutada. Esta observación es de gran relevancia técnica ya que el buen
crecimiento de una cepa es esencial para un procedimiento de producción técnico. El crecimiento celular aumenta
en todos los mutantes en comparación con el tipo salvaje. La anulación de pfl o ldh tiene un efecto positivo en el10
crecimiento de la cepa bacteriana mutada.

Debido a la falta de ácido fórmico detectable, la disminución de la cantidad de ácido acético y el aumento de la
concentración de SA, aumenta la proporción SA/SSP en cepas mutantes que contienen una actividad enzimática
disminuida de Pfl deducida por mutaciones genéticas. Sin embargo, el ácido láctico del producto secundario ha
aumentado en comparación con el tipo salvaje. El LU15224 de doble anulación tiene un mayor rendimiento adicional15
(YP/S) y STY mientras que LU15050 no mostró ninguna mejora en el rendimiento de carbono (YP/S), STY o el SSP
observado.

Se observa que la mutación de pfl es necesaria y suficiente para mejorar la fermentación del glicerol con y sin un
segundo sustrato de sacárido sobre el desempeño de una cepa de tipo salvaje en un procedimiento de SA a base de
la metabolización del glicerol. En contraste con este hallazgo, una mutación de pfl de la técnica anterior en una cepa20
derivada de tipo salvaje no se ha demostrado que induzca la fermentación de SA (Zhu 2005). Solo las
combinaciones de varias mutaciones, incluyendo pfl y ldh, dieron como resultado una producción medible de ácido
succínico, aunque con un crecimiento reducido y un pobre desempeño de STY (Lin 2005, Lee 2006). El
descubrimiento de este trabajo enseña la construcción de un procedimiento mejorado para la producción
fermentativa de SA que consiste en una cepa mutada junto con un procedimiento específico para producir un25
procedimiento con un desempeño superior al de la técnica anterior.

Sorprendentemente, la productividad específica para SA es superior para la cepa LU15348 mutante pfl sobre
LU15050 y LU15224 portadoras de mutaciones en el gen ldh y en ambos genes ldh y pfl. La persona experimentada
en el campo sabe que, dependiendo del procedimiento, una alta actividad específica de formación de productos es
una característica deseable de un procedimiento técnico. Obviamente, el efecto negativo de anular la lactato30
deshidrogenasa reduce la productividad específica 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 analizó utilizando el siguiente medio y condiciones de incubación.

1. Preparación del medio, cultivo y analítica35

La composición y preparación del medio de cultivo es como se describe en la tabla 3 del ejemplo 5. El cultivo y la
analítica ocurren como se describe en el ejemplo 5.

Se utilizó 'Maltodextrina' de la calidad (Maldex150, Cat.no.: 50499 por Boom, 7942 JE Meppel, Países Bajos) en este
experimento. Debido a la mezcla indefinida de cadenas de sacáridos con diversas longitudes, la concentración de
maltodextrina no se analizó en su totalidad por analítica HPLC. Por lo tanto, el contenido de maltodextrina se40
determinó gravimétricamente justo antes de agregarse al medio de cultivo. Para calcular el límite inferior del
rendimiento teórico (YP/S) alcanzado, se asumió que se había consumido toda la maltodextrina agregada a la
fermentación, teniendo en cuenta que esto solo permitiría calcular el límite inferior del rendimiento de carbono (YP/S)
después de la fermentación de SA. Lo más probable es que los valores más exactos del rendimiento de carbono
(YP/S) sean más altos que los valores descritos debido al consumo potencialmente incompleto de la maltodextrina45
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
cofermentación con diversos carbohidratos, como por ejemplo, maltosa, maltodextrina o rafinosa.

Tabla 7: Cultivo de LU15348 en glicerol en cofermentación con diversos carbohidratos50
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LU15348
Glicerol + 10g/l
de Maltosa

Glicerol + 10g/l de
Maltodextrina

Glicerol + 17g/l
de Rafinosa

Glicerol

tc [h]a 24 24 24 24

ΔcGlicerol[g/l]b -48,2 -30,5 -37,4 -25,8

ΔcCarbohidrato[g/l]b -10,9 n.a. -1,5 ---

ΔcSA [g/l]c 64,7 48,4 35,6 29,9

ΔcLA [g/l]c 2,5 1,0 0,2 <0,01

ΔcFA [g/l]c, i <0,01 <0,01 <0,01 0,05

ΔcAA [g/l]c 0,7 0,4 0,3 0,6

ΔcPA [g/l]
c, i

0,6 <0,01 0,2 <0,01

ΔcMA [g/l]
c, i

0,03 <0,01 <0,01 <0,01

∑ SP [g/l]d 3,8 0,4 0,5 0,7

Proporción SA/SSP
[g/g]e

16,9 >100 71,2 46,0

Proporción SA/FAf >100 >100 >100 >100

Proporción SA/AAf 92,7 >100 >100 49,8

STY [g/(l h)]g 2,69 2,02 1,48 1,24

Rendimiento (YP/S)
[g/g]g

1,09 ≥ 1,02* 1,11 1,15

a tiempo de cultivo.
b consumo de sustrato (glicerol, maltosa).
c formación de ácido succínico, láctico, fórmico, acético, pirúvico y málico.
d

suma de productos secundarios de ácido láctico, fórmico, acético, pirúvico y málico.
e proporción de SA por suma de productos secundarios.
f proporción de SA por producto secundario (FA= ácido fórmico; AA= ácido acético).
g rendimiento espacio tiempo y rendimiento (YP/S) para SA
i Se encontró que los límites de detección para ácido acético, ácido láctico, ácido málico, y ácido
fórmico eran inferiores a 0,01 g/l en el procedimiento HPLC dado
* limite inferior del rendimiento (YP/S) debido a la concentración desconcida de maltodextrina
residual que no se analizó.

El cultivo de la cepa LU15348 en glicerol en cofermentación con diversos sacáridos como maltosa, una mezcla de
sacáridos de alto peso molecular como maltodextrina o aún otro sacárido, rafinosa, conduce a resultados similares
que muestran que la fermentación simultánea de diversas fuentes de carbono, incluido el glicerol, como una fuente
de carbono, conduce a una serie de mejoras técnicamente relevantes de la producción de SA sobre el estado de la5
técnica descrito anteriormente. Los ejemplos son ratas aumentadas y cantidades totales mejoradas de glicerol
consumido por el procedimiento, lo que lleva a títulos de SA más altos en comparación con el estado de la técnica.
Adicionalmente, el STY se incrementa sobre el control que no contiene un sacárido. La concentración del producto
secundario generalmente disminuye, excepto en el caso de la maltosa como cosustrato, donde el ácido láctico es el
producto secundario incrementado en comparación con el cultivo con solo glicerol. El rendimiento de SA (YP/S) es10
similar o solo ligeramente reducido en comparación con glicerol como único sustrato.

Sumario de los experimentos

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

-combinaciones de diferentes fuentes de carbono se convierten eficientemente en ácido succínico15

-los microorganismos que tienen una actividad de pfl disminuida muestran una fermentación mejorada en una
mezcla de glicerol y un sacárido sobre el estado de la técnica
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Conclusión: El nuevo procedimiento para la producción de ácido succínico (SA) tiene un excelente potencial para la
producción de SA y /o sales de SA, con alto rendimiento de carbono (YP/S) y rendimiento espacio tiempo, así como
productos secundarios muy bajos.

En el contexto de la presente invención, se depositó una cepa bacteriana DD1 (ID 06-614) con DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Alemania) el 115
de agosto de 2006 con el número de depósito 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 depósito se mencionó por primera
vez dentro del contexto de la presente invención. Además, se hace referencia al documento WO 2009/024294, en el
que la cepa DD1 se describe la primera vez, incluyendo el depósito con DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, Alemania) el 11 de agosto de10
2006.

Ejemplos: Procesamiento corriente abajo

Ejemplo 7: Procedimiento para el aislamiento de ácido succínico a partir de caldos de fermentación por resina de
intercambio iónico catiónico

Se filtró un caldo de fermentación neutralizado por NH4OH (25 % en peso, calculado sobre el peso total de la15
solución de NH4OH) durante el procedimiento de fermentación. Se usó el caldo de fermentación acuoso, libre de
células, que contenía ácido succínico al 15 % (p/p) (neutralizado como sal) para el procedimiento corriente abajo.

Se llenó una resina de intercambio catiónico (tipo Lewatit Monoplus SP 112 de Lanxess; 471 ml) en una columna de
vidrio de temperatura controlada (50 °C) (elevación del lecho: 24 cm) como fase estacionaria y se lavó con agua.
Después de esta etapa de lavado, la resina se desbordó de forma descendente con la solución acuosa de ácido20
succínico (156 ml, que contenía 25 g de ácido succínico, densidad: 1,069 kg/l).

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

Por lo tanto, en la primera fracción se obtuvo una solución clara e incolora que contenía aproximadamente 24,9 g de
ácido succínico libre (453 ml). El promedio de la concentración de ácido succínico de esta fracción fue de 5,38 % en25
peso.

Se midió además del índice de refracción, el valor de pH y la adsorción (350 nm) de la solución que sale de la
columna.

El promedio de la capacidad de enlace resultante de la resina intercambiadora catiónica de ácido fuerte usada fue
de aproximadamente 0,89 equivalentes (eq) por litro de resina.30

Después del procedimiento de enlace, la resina se lavó con agua (546 ml) y finalmente se regeneró en forma
catiónica con ácido clorhídrico al 5 % (919 ml; velocidad: 66 ml/min) que rebosó la resina de abajo hacia arriba.
Como una última etapa, la resina se lavó nuevamente con agua (889 ml). Además del hecho de que la resina liberó
el ácido succínico, la resina decoloró el caldo y se obtuvo una solución de ácido succínico muy pura e incolora.

Ejemplo 8: Procedimiento para medir una curva de ruptura con una resina de intercambio iónico de ácido fuerte35

Se usó caldo de fermentación acuoso, libre de células, que contenía una cantidad de ácido succínico al 15 % (p/p)
(neutralizado como sal) para el procedimiento corriente abajo después de la filtración.

Una resina de intercambio iónico de ácido fuerte (tipo Lewatit MonoPlus SP 112 de Lanxess; 689 ml) se llenó en una
columna de vidrio de temperatura controlada (50 °C) (elevación del lecho: 97,5 cm) y se lavó con agua. Después de
esta etapa de lavado, la resina se desbordó de forma descendente con la solución acuosa de ácido succínico (46840
ml, que contenía 75 g de ácido succínico; densidad: 1,069 kg/l).

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

Como en el ejemplo 7, se obtuvo una solución clara (457 ml) que contenía aproximadamente 53,8 g de ácido
succínico libre en la primera fracción. La concentración de ácido succínico de esta fracción promedió 11,53 % en45
peso.

A diferencia del ensayo en el ejemplo 7, en este caso, el muestreo de la primera fracción se detuvo en el momento
en que los cationes rompieron. Este momento se detectó con el valor de pH medido que aumentó repentinamente
(desde un valor aproximado de 1,4) debido a la sal de ácido succínico que rompió.

La fracción muestreada después de esta solución clara contenía sal de ácido succínico y tenía un color marrón50
similar al del caldo de fermentación original.
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En este ensayo, el promedio de la capacidad de enlace resultante de la resina intercambiadora catiónica de ácido
fuerte usada fue de aproximadamente 1,32 equivalentes (eq) por litro de resina.

Después del procedimiento de enlace, la resina se lavó con agua (678 ml) y se regeneró en forma catiónica con
ácido clorhídrico al 5 % (2034 ml; velocidad: 92 ml/min). Finalmente, la resina se lavó nuevamente con agua (824
ml).5

Además del hecho de que la resina liberó el ácido succínico, la resina decoloró el caldo y se obtuvo una solución de
ácido succínico muy pura e incolora.

Ejemplo 9: Procedimiento para purificar ácido succínico a partir de caldos de fermentación seguido de concentración
y cristalización de la solución desalada resultante

Se usaron dos muestras para la etapa de cristalización y se obtuvieron de la misma manera que se describe en el10
ejemplo 7. En cada caso, se utilizó un caldo de fermentación sin células, acuoso, que contenía una cantidad de
ácido succínico 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 catiónico (tipo Lewatit MonoPlus SP 112 de Lanxess) se
utilizaron para la etapa de cristalización.

Las siguientes tablas muestran el volumen de caldo de fermentación, resina y productos químicos más las15
cantidades y capacidades obtenidas en estos ensayos.

Número de
ensayo

Caldo de
fermentación

resina Velocidad de
dosificación

fracción
1

Concentración del ácido
succínico en la fracción 1

34649-069 249 ml 471
ml

33 ml/min 462 ml 8,43 %

34649-098 249 ml 471
ml

53 ml/min 517 ml 7,57 %

Número
de
ensayo

Ácido
succínico en
la fracción 1

Agua de
lavado
después de
enlace

HCI (5 %) para
regeneración de
resina

Agua de lavado
después de
regeneración

Capacidad de
enlazado
resultante

34649-
069

39,7 g 481 ml 919 ml 928 ml 1,43 eq/l

34649-
098

39,9 g 526 ml 919 ml 730 ml 1,44 eq/l

Por lo tanto, se obtuvieron dos soluciones claras e incoloras como primeras fracciones y se combinaron para obtener
una solución succínica (con aproximadamente 76 g de ácido succínico libre; diferencia debida al muestreo).20

Esta solución se concentró por destilación de agua para obtener 380,2 g de solución con una concentración de ácido
succínico de 20 % en peso. Después de la etapa de concentración, la solución se agitó y se enfrió. Una vez que la
solución tuvo una temperatura de 50 °C, se sembró. Poco después, comenzó la cristalización y se precipitaron
cristales de ácido succínico.

La suspensión de ácido succínico se agitó durante la noche a temperatura ambiente y se enfrió en un baño de agua25
helada durante 1 hora.

Los cristales se separaron por filtración en el frío y la torta se lavó 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 nitrógeno. De este modo, se
obtuvieron 65,2 g de cristales de ácido succínico incoloros con una pureza del 99,8 %.

Posteriormente, los cristales de ácido succínico se secaron en un secador de lecho fluido.30
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la producción fermentativa de ácido succínico 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 formación del ácido succínico deseado; y5

b. obtener dicho ácido succínico 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 producción fermentativa de ácido succínico, 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 producción fermentativa de ácido succínico y el control del pH con NH4HCO3,10
(NH4)2CO3, NaOH, Na2CO3, NaHCO3, KOH, K2CO3, KHCO3, Mg(OH)2, MgH(CO3)2, Ca(OH)2, CaCO3, Ca(HCO3)2,
CaO, CH6N2O2, C2H7N y/o mezclas de estos.

2. El procedimiento de la reivindicación 1, en el que la fermentación se realiza a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 10 a 60 ºC a un pH de 5,0 a 9,0 en presencia de dióxido de carbono.

3. El procedimiento de una de las reivindicaciones 1 y 2, en el que una fuente de carbono asimilable adicional se15
selecciona de sacarosa, maltosa, maltodextrina, D-fructosa, D-galactosa, D-manosa, lactosa, D-glucosa, D-xilosa, L-
arabinosa, rafinosa, productos de descomposición de almidón, celulosa, hemicelulosas y lignocelulosa; y mezclas de
estos.

4. El procedimiento de la reivindicación 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-20
glucosa, D- xilosa, rafinosa y L-arabinosa.

5. El procedimiento de una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la concentración 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 producción fermentativa de ácido succínico o una sal o un derivado de este de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, procedimiento que adicionalmente se caracteriza por al menos25
una de las siguientes características:

a. conversión de al menos 25 g/l de glicerol en al menos 25,1 g/l de ácido succínico, con un coeficiente de
rendimiento YP/S de al menos 1,0 g/g;

b. conversión 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 en30
ácido succínico con un rendimiento de productividad específico de ácido succínico de al menos 0,58 g gDCW-

1 h-1;

c. conversión 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 ácido
succínico con un rendimiento de tiempo espacio para ácido succínico de al menos 2,2 g/(l h) de ácido35
succínico;

d. conversión 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 ácido succínico con un rendimiento espacio tiempo para el ácido succínico de al menos 2,2 g/(l h);

e. conversión de glicerol y opcionalmente al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa,40
maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, lactosa, D-manosa y/o rafinosa, en ácido
succínico con un rendimiento de productividad específico de ácido succínico de al menos 0,6 g gDCW-1 h-1 y
un rendimiento espacio tiempo para ácido succínico de al menos 2,2 g/(l h);

f. producción de ácido succínico (SA) y productos secundarios (SSP) en una proporción SA/SSP de >10:1 o
>12,5:1 o > 15:1 o >17,5:1 o >20:1 o >25:1 o >30:1 o >33:1, en el que SSP representa la suma de productos45
secundarios ácido láctico (LA), ácido fórmico (FA), ácido acético (AA) y ácido málico (MA), cada cantidad se
expresa en g/l;

g. producción de ácido succínico (SA) y el producto secundario ácido acético (AA) en una proporción SA/AA
de >10:1 o >12,5:1 o >15:1 o >17,5:1 o >20:1 o >25:1 o >30:1 o >50:1 o>75:1 o >90:1, expresando cada
cantidad en g/l,50

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 producción fermentativa de ácido succínico, en el que dicha cepa

E10708150
14-03-2019ES 2 715 930 T3

 



46

contiene un gen mutado que codifica una enzima piruvato formato liasa con actividad disminuída o no
detectable, en el que dicha fuente de carbono asimilable comprende glicerol,

tal procedimiento comprende la producción fermentativa de ácido succínico y el control del pH con NH4HCO3,
(NH4)2CO3, NaOH, Na2CO3, NaHCO3, KOH, K2CO3, KHCO3, Mg(OH)2, MgH(CO3)2, Ca(OH)2, CaCO3,
Ca(HCO3)2, CaO, CH6N2O2, C2H7N y/o mezclas de estos.5

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 ácido succínico y/o sus sales se aíslan y/o
purifican adicionalmente mediante filtración, cristalización, electrodiálisis y/o cromatografía de intercambio catiónico.

9. El procedimiento de una de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el ácido succínico y/o sus sales se aíslan y/o
purifican adicionalmente mediante las siguientes etapas:10

filtración seguida de

cromatografía de intercambio catiónico seguida de

cristalización.

10. El procedimiento de una de las reivindicaciones 8 y 9, en el que el material usado para la cromatografía de
intercambio catiónico es una resina de intercambio catiónico en la forma H+ que porta grupos de ácido sulfónico que15
tienen una capacidad total de 0,5 a 2,0 equivalentes/l de resina de intercambio catiónico.

11. El procedimiento de una de las reivindicaciones 8 a 10, en el que la cromatografía de intercambio catiónico se
realiza a una temperatura de 45 a 60 ºC.

12. Un procedimiento para la producción de tetrahidrofurano (THF) y/o 1,4-butanodiol (BDO) y/o gamma-
butirolactona (GBL), que comprende20

a. la producción fermentativa de ácido succínico y/o sales de ácido succínico, como se define en las
reivindicaciones 1 a 11, y

b1. ya sea la hidrogenación catalítica directa del ácido libre obtenido en THF y/o BDO y/o GBL o

b2. la esterificación química de ácido succínico libre y/o las sales de ácido succínico obtenidos para su
correspondiente éster dialquilo inferior y la subsiguiente hidrogenación catalítica de dicho éster en THF y/o25
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 escisión con éster de triacilglicéridos.

14. El procedimiento de la reivindicación 13, en el que glicerol es un producto de desecho obtenido de la fabricación
de biodiesel.30

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 o 99,9 %.35

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 o 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 características metabólicas adicionales:40

a) producción de ácido succínico a partir de D-glucosa;

b) producción de ácido succínico a partir de D-xilosa;

c) crecimiento a concentraciones iniciales de glucosa de 75 g/l o más

d) crecimiento a concentraciones iniciales de glicerol de 70 g/l o más.
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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 ácido succínico 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 número de depósito DSM 18541.5

21. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cepa bacteriana produce
ácido succínico (SA) y el ácido fórmico como producto secundario (FA) en una proporción SA/FA de >90:1 o > 100:1,
expresando cada cantidad en g/l.
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