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DESCRIPCION
Nuevo productor de acido succinico microbiano

La presente invencién se refiere a una nueva cepa mutante de cepa bacteriana denominada DD1, que tiene la
capacidad de producir acidos organicos, en particular acido succinico (AS), que originalmente se aisléd del rumen
bovino, y es capaz de utilizar glicerol como una fuente de carbono; asi como a procedimientos de produccién de acidos
organicos, en particular acido succinico utilizando dicho microorganismo.

Técnica antecedente

La produccion fermentativa de acido succinico (AS) a partir de biomasa ya ha atraido una gran atencion debido a que
dicho acido representa un constituyente importante de las resinas sintéticas o es una fuente de compuestos quimicos
valiosos de bajo peso molecular adicionales, en particular tetrahidrofurano (THF), 1,4-butanodiol (BDO), gamma-
butirolactona (GBL) y pirrolidonas (documento WO-A-2006/066839).

Se describié una bacteria productora de AS del rumen bovino por Lee y col., (2002a). La bacteria es un bacilo o un
cocobacilo gramnegativo no mavil, no formador de esporas, mesofilo y capndfilo. El andlisis filogenético basado en la
secuencia del ARNr 16S y el analisis fisiologico determind que la cepa pertenece al género Mannheimia, como una
nueva especie, y se ha denominado Mannheimia succiniciproducens MBEL55E. En condiciones de CO; al 100 %,
crece bien en el intervalo de pH de 6,0-7,5 y produce acido succinico, acido acético y acido formico en una proporcion
constante de 2:1:1. Cuando se cultivd M. succiniciproducens MBEL55E en condiciones anaerobias con saturacion de
CO, con glucosa como fuente de carbono, se consumieron 19,8 g/l de glucosa y se produjeron 13,3 g/lde ASen 7,5 h
de incubacion.

Un inconveniente significativo de dicho organismo es, sin embargo, su incapacidad para metabolizar el glicerol, que,
como constituyente de los triacil gliceroles (TAG), pasa a estar facilimente disponible, por ejemplo, como subproducto
en la reaccion de transesterificacion de la produccion de biodiésel (Dharmadi y col., 2006).

La produccién fermentativa de acido succinico a partir de glicerol se ha descrito en la bibliografia cientifica (Lee y col.,
2001; Dharmadi y col., 2006) y se logré con mayores rendimientos de glicerol [masa de AS producida/masa de materia
prima consumida] que con azucares comunes, tales como la glucosa (Lee y col., 2001). Sin embargo, el rendimiento
espacio-temporal obtenido con el glicerol fue sustancialmente menor que con la glucosa (0,14 frente a 1,0 g de AS/[I*h)
y no se uso glicerol en bruto.

Solo en unos pocos casos, se ha descrito la metabolizacién anaerobia del glicerol en productos de fermentacion. E.
coli es capaz de fermentar el glicerol en condiciones muy especificas, tales como pH acido, evitando la acumulacion
del hidrégeno gaseoso de fermentacion, y una composicion adecuada del medio. (Dharmadi y col., 2006, Yazdani y
Gonzalez 2007). Muchos microorganismos son capaces de metabolizar el glicerol en presencia de aceptores de
electrones externos (metabolismo respiratorio), pocos son capaces de hacerlo de manera fermentativa (es decir, en
ausencia de aceptores de electrones). Se ha estudiado en gran detalle el metabolismo fermentativo del glicerol en
varias especies de la familia Enterobacteriaceae, tal como Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae. La
desasimilacion de glicerol en estos organismos esta estrictamente relacionada con su capacidad para sintetizar el
producto altamente reducido 1,3-propanodiol (1,3-PDO) (Dharmadi y col., 2006). Se ha descrito la conversion de
glicerol en acido succinico usando Anaerobiospirillum succiniciproducens (Lee y col. 2001). Este estudio demostré que
podria producirse acido succinico con poca formacion del subproducto acido acético usando glicerol como fuente de
carbono, facilitando de este modo la purificaciéon del acido succinico. Se obtuvo el rendimiento mas alto afiadiendo de
manera intermitente glicerol y extracto de levadura, una estrategia que dio como resultado la produccién de
aproximadamente 19 g/l de acido succinico. Se destaco, sin embargo, que se necesitaban componentes nutricionales
no identificados presentes en el extracto de levadura para que se produjese la fermentacion del glicerol.

Las reacciones de carboxilacion de oxaloacetato catalizadas por las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC),
fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) y piruvato carboxilasa (PycA) utilizan HCO3 como fuente de CO, (Peters-
Wendisch, PG et al). Por lo tanto, pueden aplicarse fuentes de hidrégenocarbonato, tales como NaHCO3;, KHCOs,
NH4HCOs etc. a los medios de cultivo para mejorar la disponibilidad de HCO3™ en las metabolizaciones de sustratos a
acido succinico. Hasta ahora no se ha observado en la técnica anterior que la produccion de acido succinico a partir
de glucosa sea dependiente de la adicion de HCOs3.

La produccion de biomasa por organismos anaerobios esta limitada por la cantidad de ATP producido a partir de las
rutas fermentativas. El rendimiento de biomasa de glicerol en los organismos anaerobios es menor que el de los
sacaridos, tales como hexosas como glucosa, fructosa, pentosas, tales como xilosa y arabinosa o disacaridos, tales
como sacarosa o maltosa (Lee y col., 2001, Dharmadi y col., 2007).

Los sacaridos, sin embargo, pueden convertirse teéricamente en acido succinico con un rendimiento significativamente
menor que el glicerol debido al menor estado de reduccion de los sacaridos en comparacion con el poliol glicerol. Se
ha observado que la combinacion de sacaridos con glicerol funciona en organismos anaerobios productores de acido
succinico (Lee y col., 2001), sin embargo, sin alcanzar titulos de acido succinico mas alla de 28 g/l.
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Existe, por lo tanto, una necesidad de cepas bacterianas adicionales, que tengan la capacidad de producir acidos
organicos, en particular AS, a partir de glicerol. En particular, dichas cepas deberian producir dichos acidos con una
alta productividad a partir de glicerol, especificamente si puede usarse glicerol en bruto, por ejemplo, a partir de la
purificacién de biodiésel sin purificacién previa.

Sumario de la invenciéon

Es un objeto de la presente invencion proporcionar una cepa bacteriana que tenga la capacidad de producir acido
succinico a partir de glicerol, especialmente glicerol en bruto.

Dicho objeto fue resuelto por los presentes inventores que, sorprendentemente, aislaron una nueva cepa bacteriana,
denominada DD1, que tiene la caracteristica metabdlica deseada.

Breve descripcion de las figuras

Figura1 muestra el arbol filogenético de DD1

Figura2 muestra la secuencia del ADNr 16S (SEQ ID NO: 1) de DD1

Figura3 muestra la secuencia del ADNr 23S (SEQ ID NO: 2) de DD1; su alineamiento con las seis secuencias
individuales correspondientes de "M. succiniciproducens" MBEL55E; en la que las diferencias entre la
secuencia de DD1 (parte inferior) y las secuencias de MBEL55E estan destacadas, se muestra aparte en
el Anexo 1;

Figura4 muestra una imagen al microscopio 6ptico de DD1

Figura5 muestra cultivos del lote de DD1 controlados con NH,OH con diferentes concentraciones iniciales de
glucosa

Figura6 muestra cultivos del lote de DD1 controlados con NH4OH con diferentes valores de temperatura y pH.

Figura 7 muestra cultivos del lote de DD1 controlados con NH4OH. Las figuras representan los niveles iniciales
[g/1] de extracto de levadura (Y), peptona (P) y extracto soluble de maiz (C).

Figura8 muestra subproductos obtenidos en cultivos discontinuos de DD1 controlados con NH4sOH con y sin
peptona.

Figura9 muestra los resultados de cultivos discontinuos anaerobios de DD1 con glucosa como fuente de C.

Figura 10 muestra los resultados de un cultivo discontinuo anaerobio de DD1 en condiciones de saturacién de CO-»
con glucosa como se describe por Lee y col., 2002a y 2002b.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a una cepa mutante de cepa bacteriana denominada DD1, que puede aislarse del
rumen bovino, y es capaz de utilizar glicerol (incluyendo glicerol en bruto) como fuente de carbono.

La cepa mutante de la invencion tiene la capacidad de producir acido succinico a partir de glicerol (incluyendo glicerol
en bruto), en particular, en condiciones anaerobias y tiene un ADNr 16S de SEQ ID NO: 1 o una secuencia que muestra
una homologia de secuencia de al menos el 99,9 %.

En una realizacion, la cepa mutante tiene un ADNr 23S de SEQ ID NO: 2 o una secuencia que muestra una homologia
de secuencia de al menos el 95, 96, 97, 98, 99 0 99,9 %.

"Identidad" u "homologia" entre dos secuencias de nucledtidos significa identidad de los restos a lo largo de la longitud
completa de las secuencias alineadas, tales como, por ejemplo, la identidad calculada (para secuencias bastante
similares) con la ayuda del programa needle del paquete de programas bioinformaticos EMBOSS (Version 5.0.0,
http://emboss.source- forge.net/what/) con los parametros por defecto que son:

- apertura de hueco (penalizacién por hueco abierto): 10,0
- extension de hueco (penalizacion por hueco extendido): 0,5
- archivo de datos (archivo de matriz de puntuacion incluido en el paquete): EDNAFUL

En el Anexo 1 se muestra un alineamiento de la secuencia del ADNr 23S de la cepa DD1 con las seis secuencias
correspondientes individuales de "M. succiniciproducens" MBEL55E. En este, estan resaltadas las diferencias entre la
secuencia de DD1 (parte inferior) y las seis secuencias del ADNr 23S de MBEL55E. La secuencia de DD1 (véase
también la SEQ ID NO: 2) representa la informacion de secuencia obtenida mediante secuenciacion del ADNr 23S
amplificado por PCR de DD1. Los experimentos de secuenciaciéon dieron como resultado una informacién de
secuencia inequivoca que indicaba que puede usarse la informacion de secuencia del ADNr 23S derivable de DD1
como caracteristica distintiva de la cepa DD1. Dicha secuencia de DD1 difiere en al menos 6 posiciones de secuencia
respecto de cada secuencia individual de MBELS55E. La diferencia mas significativa es una insercion de
aproximadamente 133 pb en cada una de las secuencias de MBELS55E (proxima a la posicion 1325), que esta ausente
en la secuencia de DD1. Otras diferencias de secuencia especificas significativas, se encuentran en las posiciones
451, 1741, 2040, 2041, 2045 y 2492 (numeracion como la usada en el alineamiento).

La cepa de la presente invencion muestra también preferentemente al menos una de las siguientes caracteristicas
metabdlicas adicionales:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2764410713

a) produccion de acido succinico a partir de sacarosa; en particular, en condiciones anaerobias;

b) producciéon de acido succinico a partir de maltosa; en particular, en condiciones anaerobias;

c) produccion de acido succinico a partir de D-fructosa; en particular, en condiciones anaerobias;
d) produccion de acido succinico a partir de D-galactosa; en particular, en condiciones anaerobias;
e) produccion de acido succinico a partir de D-manosa; en particular, en condiciones anaerobias;
f) produccién de acido succinico a partir de D-glucosa; en particular, en condiciones anaerobias;
g) produccion de acido succinico a partir de D-xilosa; en particular, en condiciones anaerobias;

h) produccién de acido succinico a partir de L-arabinosa; en particular, en condiciones anaerobias;
i) ninguna utilizacién de xilitol, inositol y sorbitol;

j) crecimiento tanto en condiciones aerobias como anaerobias;

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

1) tolerancia al amoniaco.

En particular, dicha cepa muestra al menos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o todas de dichas caracteristicas adicionales.

DD1 se analizo, por ejemplo, adicionalmente para determinar la capacidad para cometabolizar un sacarido y el poliol
glicerol. Se observé que DD1 es capaz de metabolizar conjuntamente maltosa y glicerol, dando como resultado la
formacion de biomasa, la formacién de acido succinico y la utilizacion simultanea de maltosa y glicerol.

El término "acido" (en el contexto de los acidos organicos mono o dicarboxilicos, tal como se citan en el presente
documento, p. €j., acido acético, lactico y succinico) tiene que entenderse en su sentido mas amplio y también abarca
sales del mismo, como, por ejemplo, sales de metales alcalinos, como sales de Na y K, o sales alcalinotérreas, como
sales de Mg y Ca, o sales de amonio; o anhidridos de dichos acidos.

La expresion "glicerol en bruto" debe entenderse como una corriente que contiene glicerol no tratado tal como se
obtiene en procedimientos en los que el glicerol es un subproducto, tales como, por ejemplo, la produccion de biodiésel
o de bioetanol. A menos que se afirme lo contrario, el término "glicerol”, tal como se usa en el presente documento
también abarca "glicerol en bruto".

En una realizacion preferida, la invencion se refiere a una cepa mutante de la cepa bacteriana DD1 depositada en el
DSMZ y que tiene el nimero de depdsito DSM 18541. Dichos mutantes retienen al menos dicha capacidad para
producir acido succinico (AS) a partir de glicerol, sacarosa, maltosa, D-glucosa, D-fructosa y/o D-xilosa. En particular,
también pueden tener ADNr 16S de SEQ ID NO: 1 o una secuencia que muestra una homologia de secuencia de al
menos el 99,9 % y también pueden tener un ADNr 23S de SEQ ID NO: 2 o una secuencia que muestra una homologia
de secuencia de al menos el 95, 96, 97, 98, 99 0 99,9 %. Las variantes (que no forman parte de la presente invencion)
o mutantes de dicha cepa DD1 pueden tener un ADNr 23S diferente de aquel de la SEQ ID NO: 2, a la vez que
mantienen al menos una de las diferencias de secuencia descritas anteriormente que distingue a la secuencia del
ADNr 23S de la de la cepa MBEL55E. Como, por ejemplo, la insercion de 132 pb también esta ausente en dichas
variantes o mutantes, combinada opcionalmente con una o mas de las otras diferencias de secuencia especificas
ilustradas en el alineamiento del Anexo 1.

De acuerdo con oftra realizacion, la cepa bacteriana de la invencién convierte al menos una fuente de carbono
seleccionada entre sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa y/o
glicerol en acido succinico con un coeficiente de rendimiento YP/S de al menos 0,5 g/g hasta aproximadamente
1,28 g/g; como por ejemplo un coeficiente de rendimiento YP/S de al menos 0,6 g/g, de al menos 0,7 g/g, de al menos
0,75 g/g, de al menos 0,8 g/g, de al menos 0,85 g/g, de al menos 0,9 g/g, de al menos 0,95 g/g, de al menos 1,0 g/g,
de al menos 1,05 g/g, de al menos 1,1 g/g, de al menos 1,15 g/g, de al menos 1,20 g/g, de al menos 1,22 g/g, o de al
menos 1,24 g/g

De acuerdo con otra realizacién mas la cepa bacteriana de la invencion convierte al menos 28 g/l de glicerol en al
menos 28,1 g/l de acido succinico, 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.
Por ejemplo, 28 g/l de glicerol se pueden convertir hasta en aproximadamente 40 o hasta aproximadamente 35 g/l de
acido succinico.

De acuerdo con otra realizacion mas la cepa bacteriana de la invencién convierte al menos una fuente de carbono
seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol
en acido succinico con un rendimiento de productividad especifica de al menos 0,6 g g DCW-" h-! de acido succinico,
o de al menos 0,65, de al menos 0,7 g g DCW-' h', de al menos 0,75 g g DCW-' h', o de al menos 0,77 g g DCW-' h
" de acido succinico.

De acuerdo con otra realizacion mas la cepa bacteriana de la invencién convierte al menos una fuente de carbono
seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol
en acido succinico con un rendimiento espacio-temporal para el acido succinico 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/(I*h) de acido succinico.

De acuerdo con ofra realizacion mas la cepa bacteriana de la invencion convierte al menos 28 g/l de al menos una
fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-
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manosa, y/o glicerol en acido succinico con un rendimiento espacio-temporal para el acido succinico 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/(I*h).

De acuerdo con oftra realizacion, la cepa bacteriana de la invencién convierte al menos una fuente de carbono
seleccionada entre sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o
glicerol en &cido succinico con un rendimiento de productividad especifica de al menos 0,6 g g DCW-' h™' o de al
menos 0,65 o de al menos 0,7 g g DCW-" h-! de &cido succinico, o de al menos 0,77 g g DCW-! h-' de acido succinico
y un rendimiento espacio-temporal para el acido succinico 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/(I*h).

En otra realizacion de las cepas bacterianas reivindicadas como se ha definido anteriormente, la fuente de carbono es
glicerol o una mezcla de glicerol y al menos otra fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-
galactosa, D-manosa, D-glucosa, D-xilosa, y L-arabinosa.

Los diferentes parametros de rendimiento tal como se describen en el presente documento ("Rendimiento” o YP/S;
"rendimiento de productividad especifica"; o rendimiento espacio-temporal (STY)) son bien conocidos en la técnica y
se determinan como se describe por ejemplo por Song y Lee, 2006.

"Rendimiento” e "YP/S" (cada uno expresado en masa de producto producida/masa de material consumida) se usan
en el presente documento como sinénimos.

El rendimiento de productividad especifica describe la cantidad de un producto, tal como acido succinico, que se
produce por h y | de caldo de fermentacion por g de biomasa seca. La cantidad de peso celular seco indicada como
DCW describe la cantidad de microorganismos biolégicamente activos en una reaccion bioquimica. El valor se
proporciona como g de producto por g de DCW por h (es decir, g g DCW-' h™').

Una realizacion adicional de la invencion se refiere a un procedimiento para la producciéon fermentativa de un acido
organico o una sal o derivado del mismo, procedimiento que comprende las etapas de:

a) incubar una cepa bacteriana como se ha definido en una de las reivindicaciones precedentes en un medio que
contiene una fuente de carbono asimilable y cultivar dicha cepa a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 10 a60 o de 20a50 0de 30 a45°CaunpHde 50a900de 55a800de6,0a7,0en
presencia de diéxido de carbono; y

b) obtener dicho acido organico o sal o derivado del mismo del medio.

Dicho procedimiento puede llevarse a cabo de manera discontinua o continua y puede controlarse el transcurso de la
produccién de acido por medios convencionales, tales como, por ejemplo, analisis HPLC o GC.

Preferentemente, se produce acido succinico (AS) mediante dicho procedimiento, preferentemente en condiciones
anaerobias. Las condiciones anaerobias pueden establecerse mediante técnicas convencionales, tales como, por
ejemplo, desgasificando los constituyentes del medio de reacciéon y manteniendo condiciones anaerobias
introduciendo didxido de carbono o de nitrégeno o mezclas de los mismos y opcionalmente hidrogeno a un caudal de,
por ejemplo, de 0,1 a1 0de 0,2a 0,5 vvm.

Las condiciones aerobias pueden establecerse mediante técnicas convencionales, como por ejemplo introduciendo
aire u oxigeno a un caudal de, por ejemplo, de 0,1 a 1 ode 0,2 a 0,5 vvm.

En caso adecuado, puede aplicarse una ligera sobrepresion de 0,1 a 1,5 bar.

En dicho procedimiento, dicha fuente de carbono asimilable se selecciona preferentemente entre glicerol, D-glucosa,
D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, y mezclas de los mismos o composiciones que contienen al menos uno de dichos
compuestos, o se selecciona entre los productos de descomposicion del almidén, celulosa, hemicelulosa y/o
lignocelulosa.

La concentracion inicial de la fuente de carbono asimilable se ajusta preferentemente a un valor en el intervalo de 5 a
100 g/l y puede mantenerse en dicho intervalo durante el cultivo.

El pH del medio de reaccién se puede controlar por adicién de bases adecuadas como por ejemplo, NHsOH, NHsHCO3,
(NH4)2CO3, NaOH, N32CO3, NaH003, KOH, K2C03, KHCO3, Mg(OH)z, MgCO3, Mg(HCO3)2, Ca(OH)z, CaCO3,
Ca(HCOs3),, Ca0, CH3N202, C2H7N, u otras bases y mezclas de las mismas. El estado fisico de la base puede ser una
solucién acuosa, suspension acuosa, gaseosa o solida.

Las condiciones particularmente preferidas para producir AS son:

Fuente de carbono: Glucosa, xilosa o maltosa y/o glicerol (incluyendo glicerol en bruto) Temperatura: de 30 a 45 °C
pH: de 6,0 a 7,0, controlada con una base como se ha descrito anteriormente, preferentemente con una fuente de
HCO3 tal como Na,COs;, NaHCOj;, Mg(HCOs),;, Ca(HCOs), o, Mg(OH);, MgCOs;, Ca(OH);, CaCOs. gas
suministrado: CO>
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En otra realizacién, la presente invencién proporciona un procedimiento para la produccion fermentativa de acido
succinico o de una sal o derivado del mismo, procedimiento que comprende las etapas de:

a) incubar una cepa bacteriana en un medio que contiene al menos una fuente de carbono asimilable y cultivar
dicha cepa en condiciones que favorecen la formacién del acido organico deseado;
b) obtener dicho acido organico o sal o derivado del mismo del medio;

procedimiento que se caracteriza adicionalmente por la conversion de al menos 28 g/l de glicerol a al menos 28,1 g/l
de acido succinico, 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
>1,1g/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; como por
ejemplo un coeficiente de rendimiento YP/S de al menos 0,6 g/g, de al menos 0,7 g/g, de al menos 0,75 g/g, de al
menos 0,8 g/g, de al menos 0,85 g/g, de al menos 0,9 g/g, de al menos 0,95 g/g, de al menos 1,0 g/g, de al menos
1,05 g/g, de al menos 1,1 g/g, de al menos 1,15 g/g, de al menos 1,20 g/g, de al menos 1,22 g/g, o de al menos
1,24 g/g. Por ejemplo, 28 g/l de glicerol se pueden convertir hasta en aproximadamente 40 o hasta aproximadamente
35 g/l de acido succinico.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un procedimiento para la produccion fermentativa de acido
succinico o de una sal o derivado del mismo, procedimiento que comprende las etapas de:

a) incubar una cepa bacteriana en un medio que contiene al menos una fuente de carbono asimilable y cultivar
dicha cepa en condiciones que favorecen la formacién del acido organico deseado;

b) obtener dicho acido organico o sal o derivado del mismo del medio; procedimiento que se caracteriza
adicionalmente por

la conversion de una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-
arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol en acido succinico con un rendimiento de productividad especifica de
al menos 0,6 g g DCW-' h'! de acido succinico o de al menos 0,65 o de al menos 0,7 g g DCW-" h' de &cido succinico
o de al menos 0,75 g g DCW-' h*' de acido succinico o de al menos 0,77 g g DCW-' h-' de &cido succinico.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un procedimiento para la produccion fermentativa de acido
succinico o de una sal o derivado del mismo, procedimiento que comprende las etapas de:

a) incubar una cepa bacteriana en un medio que contiene al menos una fuente de carbono asimilable y cultivar
dicha cepa en condiciones que favorecen la formacién del acido organico deseado;
b) obtener dicho acido organico o sal o derivado del mismo del medio;

procedimiento que se caracteriza adicionalmente por la conversién de una fuente de carbono seleccionada de
sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol en acido
succinico con un rendimiento espacio-temporal para el acido succinico 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/(I*h) de acido succinico.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un procedimiento para la produccion fermentativa de acido
succinico o de una sal o derivado del mismo, procedimiento que comprende las etapas de:

a) incubar una cepa bacteriana en un medio que contiene al menos una fuente de carbono asimilable y cultivar
dicha cepa en condiciones que favorecen la formacién del acido organico deseado;
b) obtener dicho acido organico o sal o derivado del mismo del medio;

procedimiento que se caracteriza adicionalmente por la conversion de al menos 28 g/l de una fuente de carbono
seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol
en acido succinico con un rendimiento espacio-temporal para el acido succinico 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/(I*h).

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un procedimiento para la produccion fermentativa de acido
succinico o de una sal o derivado del mismo, procedimiento que comprende las etapas de:

a) incubar una cepa bacteriana en un medio que contiene al menos una fuente de carbono asimilable y cultivar
dicha cepa en condiciones que favorecen la formacién del acido organico deseado;
b) obtener dicho acido organico o sal o derivado del mismo del medio;

procedimiento que se caracteriza adicionalmente por la conversién de una fuente de carbono seleccionada de
sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa y/o glicerol en acido
succinico con un rendimiento de productividad especifica de al menos 0,6 g g DCW-! h-! de acido succinico o de al
menos 0,65 o de al menos 0,7 g g DCW-' h' de acido succinico o de al menos 0,75 g g DCW-' h™' de acido succinico
o de al menos 0,77 g g DCW-" h-! de acido succinico y un rendimiento espacio-temporal para el acido succinico de al
menos 2,2 g/(I h), o de al menos 2,5, al menos 2,75, al menos 3, al menos 3,25, al menos 3,5 o al menos 3,7 g/(I*h).

En otra realizacién de los procedimientos de produccion de acido succinico anteriormente identificados, la fuente de
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carbono es glicerol o una mezcla de glicerol y al menos otra fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-
fructosa, D-galactosa, D-manosa, D-glucosa, D-xilosa, y L-arabinosa.

Las condiciones preferidas adecuadas se derivaran de los ejemplos y figuras adjuntos.

El acido succinico y/o las sales de acido succinico producidas pueden aislarse de manera convencional mediante
procedimientos conocidos en la técnica, como por ejemplo cristalizacion, filtracion, electrodialisis, cromatografia. Por
ejemplo, pueden aislarse precipitando como producto de succinato de calcio en el fermentador durante la fermentacion
usando hidréxido, 6xido, carbonato o hidrégenocarbonato de calcio para la neutralizacion y filtracion del precipitado.

El producto de acido succinico deseado se recupera a partir del calcio o succinato precipitado mediante acidificacion
del succinato con acido sulfurico seguido de filtracion para eliminar el sulfato de calcio (yeso) o que precipita. La
solucion resultante puede purificarse adicionalmente mediante cromatografia de intercambio iénico para eliminar los
iones residuales no deseados.

Otra realizacion de la invencion se refiere a un procedimiento para la produccion de acido succinico y/o sales de acido
succinico, en particular sales de amonio, procedimiento que comprende la produccién fermentativa de acido succinico,
tal como se define anteriormente y controlando el pH con una base adecuada, en particular una base inorganica, como
amoniaco, o una solucién acuosa de la misma.

Otra realizacion de la invencion se refiere a un procedimiento para la produccion de tetrahidrofurano (THF) y/o 1,4-
butanodiol (BDO) y/o gamma-butirolactona (GBL) que comprende

a) la produccion fermentativa de acido succinico y/o sales de acido succinico, por ejemplo, sales de amonio, tal
como se definen anteriormente, y

b1) bien la hidrogenacién catalitica directa del acido libre obtenido en THF y/o BDO y/o GBL o

b2) la esterificacion quimica del acido succinico libre obtenido y/o las sales de amonio del acido succinico en su
correspondiente éster de di-alquilo inferior y la posterior hidrogenacion catalitica de dicho éster en THF y/o BDO
y/o GBL.

Alquilo inferior representa preferentemente un resto alquilo C4-Cs de cadena lineal o ramificada, preferentemente C1-
C4, en particular metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, asi como n-pentilo y n-
hexilo y analogos ramificados de los mismos.

Otra realizacion de la invencion se refiere a un procedimiento para la produccion de pirrolidonas que comprende

a) la produccion fermentativa de sales de amonio de acido succinico como se ha definido anteriormente, y
b) la conversion quimica de las sales de amonio de acido succinico en pirrolidonas de la manera conocida per se,
por ejemplo como se ha descrito en el documento WO-A-2006/066839.

En una realizacion preferida, dicho glicerol, que se usa como fuente de carbono asimilable, es glicerol en bruto.

Mas detalles sobre la hidrogenacién directa de AS:

Las condiciones experimentales adicionales para llevar a cabo la hidrogenacion catalitica directa se conocen bien, y
por ejemplo, se describen en el documento US 4.550.185,

EL AS se hidrogena de una manera conocida en si usando procedimientos, aparatos y sustancias auxiliares, tales
como disolventes, familiares para los expertos en la materia. En particular, se lleva a cabo una hidrogenacion continua
o por lotes de fase liquida en presencia de un catalizador heterogéneo adecuado para la hidrogenacion acida. Los
parametros 6ptimos del procedimiento pueden establecerse por el experto en la materia sin un esfuerzo inaceptable.
Por ejemplo, la temperatura de reaccion se encuentra dentro del intervalo de aproximadamente 100 a
aproximadamente 300 °C, preferentemente en el intervalo de aproximadamente 130 a 285 °C, y la presion es de
aproximadamente 20 a 350 bar, por ejemplo de 100 a 250 bar. Los catalizadores que se pueden usar para la reaccion
de hidrogenacion son conocidos por el experto en la materia. Por ejemplo, se pueden usar varios catalizadores de
paladio/renio/carbono. Los disolventes que se pueden utilizar para la reaccién de hidrogenacién con conocidos por el
experto en la materia. Por ejemplo, se puede usar un medio disolvente acuoso.

Mas detalles sobre la esterificaciéon del AS sequida de hidrogenacion:

Las condiciones experimentales adicionales para llevar a cabo la esterificacion quimica, seguida de hidrogenacion
catalitica directa se conocen bien, y se describen, por ejemplo, en la Solicitud de Patente Europea 06007118,0.

a) Procedimiento de esterificacion:

El procedimiento de esterificacion que puede comprender una destilacion reactiva puede llevarse a cabo usando un
aparato conocido en si con diversos disefos.

Por ejemplo, puede usarse una planta de esterificacion que funciona de modo continuo la cual comprende una columna
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de rectificacion con un numero adecuado de etapas tedricas logradas mediante la instalacion de bandejas o
empaquetamientos. La carga acuosa que comprende la sal de amonio de AS se alimenta en la parte superior de la
columna a partir de un vaso de depdsito tan pronto como se ha formado un perfil de temperatura de estado estacionario
en la columna como resultado de la alimentacion de alcanol que se evapora en el bucle de evaporador adyacente al
sumidero de la columna. La reaccién forma un flujo contracorriente de liquido descendente, que contiene sal de amonio
y condensado, y una fase de vapor ascendente, que contiene alcanol. Para catalizar la reaccion de esterificacion,
puede afadirse un catalizador homogéneo a la carga inicial de sal de amonio. Como alternativa, pueden
proporcionarse los catalizadores heterogéneos en la parte interna de la columna. El éster carboxilico formado es
liquido en las condiciones del procedimiento y pasa a través del extremo inferior de la columna al sumidero de la
columna de destilacién y se extrae de manera continua del sumidero. Los componentes gaseosos, por ejemplo,
mezclas azeotropicas que comprenden alcanol-agua y/o amoniaco, se extraen de la columna de reaccion y por tanto
se forma un equilibrio de reaccién en la parte superior de la columna.

Pueden incorporarse modificaciones adicionales de las realizaciones especificas anteriormente descritas por los
expertos en la materia sin un esfuerzo inaceptable.

Los intervalos adecuados para los parametros del procedimiento para el procedimiento de esterificacion de acuerdo
con la invencidon pueden determinarse facilmente por el experto en la materia dependiendo de la configuracién del
aparato usado, por ejemplo, el tipo de componentes internos de la columna usados, el tipo y la cantidad de los
reactantes, el tipo y la cantidad del catalizador usado en caso adecuado. Por ejemplo, sin restringirse a los mismos,
pueden ajustarse parametros individuales dentro de los siguientes intervalos de parametros:

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

Presion: de 0,1 a 6 bar, en particular a presién convencional

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

b) Procedimiento de hidrogenacion

Los ésteres de AS preparados de acuerdo con la invencion se hidrogenan de un modo conocido en si usando
procedimientos, aparatos y sustancias auxiliares, tales como catalizadores, familiares para los expertos en la materia.

En particular, se lleva a cabo una hidrogenacion continua o por lotes de fase gaseosa en presencia de un catalizador
heterogéneo adecuado para la hidrogenacion de ésteres. Los parametros optimos del procedimiento pueden
establecerse por el experto en la materia para el éster en particular sin un esfuerzo inaceptable. Por ejemplo, la
temperatura de reaccién se encuentra dentro del intervalo de aproximadamente 100 a aproximadamente 300 °C,
preferentemente en el intervalo de aproximadamente 200 a 280 °C, y la presion es de aproximadamente 5 a 100 bar,
por ejemplo de 10 a 50 bar. La relacién molar entre reactante e hidrogeno se ajusta dentro del intervalo de
aproximadamente 1:100 a aproximadamente 1:2000, por ejemplo, de 1:800 a 1:1500.

Los catalizadores que se pueden utilizar para la reaccion de hidrogenacion de lainvencion con conocidos por el experto
en la materia. Por ejemplo, se pueden usar varios catalizadores de cobre. La técnica anterior describe, por ejemplo,
el uso de catalizadores de cromito de cobre reducidos que pueden obtenerse con el nombre 85/1 de Davy Process
Technology Ltd., Inglaterra. Sin embargo, los catalizadores particularmente adecuados de acuerdo con la invencion
son catalizadores de 6xido de cobre soportados, aplicandose el éxido de cobre a materiales de soporte de alimina o
silice. Los ejemplos de la hidrogenacion de ésteres succinicos a BDO (1,4-butanodiol))GBL (gamma
butirolactona)/THF con catalizadores de cobre también se describen en la siguiente tesis: Schlander, Jan., Feb. 2000,
University of Karlsruhe, "Gasphasenhydrierung von Maleinsauredimethylester zu 1,4-Butandiol, gamma-Butyrolacton
und Tetrahydrofuran an Kupfer-Katalysatoren".

Mas detalles sobre las etapas de fermentacion:

Una fermentacion, tal como se usa de acuerdo con la presente invencién, puede llevarse a cabo en fermentadores
agitados, columnas de burbujeo y reactores de bucle. Puede hallarse una descripcion exhaustiva de los tipos de
procedimiento posibles, incluyendo tipos de agitador y disefios geométricos en "Chmiel: Bioprozesstechnik: Einflihrung
in die Bioverfahrenstechnik, Band 1". En el procedimiento, las variantes tipicas disponibles son las siguientes variantes
conocidas por los expertos en la materia o explicadas, por ejemplo, en "Chmiel, Hammes and Bailey: Biochemical
Engineering", tales como la fermentacion por lotes, lotes alimentados, lotes alimentados repetidos o continua con y sin
reciclado de la biomasa. Dependiendo de la cepa de produccién, burbujeando con aire, oxigeno, diéxido de carbono,
hidrégeno, nitrdgeno o mezclas adecuadas de gas pueden/tienen que efectuarse en orden para lograr buenos
rendimientos.

Antes de la conversion quimica en el caldo de fermentacién en el procedimiento de acuerdo con la invencién, puede
pretratarse el caldo de fermentacion; por ejemplo, puede eliminarse la biomasa del caldo. Los procedimientos para
eliminar la biomasa se conocen por los expertos en la materia, por ejemplo, filtracion, sedimentacion y flotacion. Por
consiguiente, puede retirarse la biomasa, por ejemplo, con centrifugadoras, separadores, decantadores, filtros o en
aparatos de flotacion. Para la maxima recuperacion del producto de valor, a menudo es aconsejable el lavado de la
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biomasa, por ejemplo, en forma de una diafiltracion. La seleccion del procedimiento depende del contenido de biomasa
en el caldo del fermentador y de las propiedades de la biomasa, y también de la interaccién de la biomasa con el
producto de valor. En una realizacién, puede esterilizarse o pasteurizarse el caldo de fermentacion.

En una realizaciéon adicional, se concentra el caldo de fermentacion. Dependiendo de las necesidades, esta
concentracion puede llevarse a cabo de manera por lotes o continua. El intervalo de presion y temperatura debe
seleccionarse de tal forma que en primer lugar no se produce dafo al producto, y en segundo lugar se necesita un
uso minimo del aparato y de energia. La seleccion experta de los niveles de presion y temperatura para una
evaporacion en multiples etapas, en particular, permite ahorrar energia.

En cuanto a los aparatos, pueden usarse tanques agitados, evaporadores de pelicula descendente, evaporadores de
pelicula fina, evaporadores ultrarrapidos de circulacién forzada y otros tipos de evaporadores en un modo de
circulacion natural o forzada.

Por consiguiente, se entiende que la expresion "caldo de fermentacion” significa una soluciéon acuosa que se basa en
un procedimiento fermentativo y que no se ha procesado o que se ha procesado, por ejemplo, tal como se describe
en el presente documento.

La presente invencion se describira en mas detalle mediante los siguientes ejemplos. Los siguientes ejemplos son con
fines ilustrativos y no pretenden limitar el ambito de la invencion.

Ejemplo 1: Aislamiento de DD1

Para el aislamiento, se us6 un enfoque en cuatro etapas, que comprende las etapas de recogida de muestras, cultivo
de enriquecimiento, aislamiento de los cultivos puros y ensayo de los cultivos puros para la determinaciéon de la
produccion de acido succinico (AS).

1. Enfoque experimental
1.1. Recogida de muestras

Se tomaron muestras de rumen bovino, lodo digerido de una planta de aguas residuales municipal y pulpa, los residuos
de la produccion de vino. Los habitats se caracterizan por concentraciones relativamente altas de sustancias organicas
y una atmaésfera rica en CO; sin oxigeno. A continuacion, se proporciona informacion mas detallada acerca de las
muestras, su origen y manipulacion.

a) Se extrajo contenido del rumen de una vaca Holstein canulada en el Institut fir Tierernahrung, Universidad de
Hohenheim. El pH y la temperatura in situ fueron de 6,7 y 37 °C, respectivamente. El material se filtré a través de
un filtro de tela estéril, se gase6 con CO; y se enfrié inmediatamente sobre hielo para el transporte y se procesé
en el mismo dia.

b) El lodo digerido se extrajo de la torre de digestion de la planta de aguas residuales municipal en Mannheim-
Sandhofen. El pH y la temperatura in situ fueron de 7,1 y 36,3 °C, respectivamente. Las muestras se enfriaron
sobre hielo y se procesaron el mismo dia. Los componentes principales de la fase gaseosa en el lodo son metano
y diéxido de carbono.

c) Las muestras de pulpa se recogieron en noviembre de 2005 de un campo en el sudeste de Alemania. Se recogio
pulpa de uvas rojas (Spatburgunder) de la parte central de un depdsito de gran tamafio. Esta zona deberia ser
anaerobia. Se recogié pulpa de uvas blancas (Muller-Thurgrau) de un depésito de almacenamiento en el que ya
se estaba produciendo la fermentacién alcohdlica.

1.2. Cultivo de enriquecimiento

Se efectuaron cultivos de enriquecimiento en diferentes medios que contenian D-glucosa, D-xilosa y L-arabinosa como
Unica fuente de carbono. La composicion del medio es como se define a continuacion:

Tabla 1: Composicion del medio para cultivos de enriquecimiento.

Compuesto Concentracién [g/l]
Fuente de C? 15

Extracto de levadura Bacto (Becton Dickinson) 5

Peptona Bacto (Becton Dickinson) 5
(NH4)2S04 1

CaC|2* 2H20 0,2

MgClz* 6H20 0,2

NaCl 1

KoHPO, 3
L-cisteina (agente reductor) 0,24
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(continuacion)

Compuesto Concentracién [g/l]
MgCO3° 15
Lasalocida® 16 mg/l
Monensina® 10 mg/l
Anfotericina B 2,5 mgl/l

Licor de rumen (opcional)® 5

Extracto de lodo digerido (opcional)f 10

Extracto de pulpa (opcional)f 10

Agar Bacto (solo para medios sdlidos) 12

@ D-glucosa, D-xilosa o L-arabinosa

b MgCO; (Riedel-de Haen, nimero de producto: 13117 de Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Alemania).
¢ Solucién madre en etanol.

4 Solucién madre en dimetil sulfoxido

¢ El liquido del rumen se centrifugé. El sobrenadante se esterilizé por filtracion, el filtrado estéril se afiadio a los ensayos
de enriquecimiento con el contenido del rumen como inéculo.

f se mezclaron 10 g de lodo digerido con 25 ml de agua destilada y se agitd intensamente durante 15 min. Las
particulas grandes se separaron usando un pafio de filtro. Las suspensiones se esterilizaron por filtracion, los filtrados
estériles se afadieron a los ensayos de enriquecimiento respectivos.

Se esterilizaron en autoclave MgCO3 y agua (0,75 g y 40 mal) en frascos de suero de 100 ml (121 °C, 20 min). El
extracto de levadura, la peptona, la fuente de C, el NH4SO, y el K;HPO4 se esterilizaron por separado en autoclave.
Para los cloruros de Ca, Mg y Na se prepar6 una solucion madre que se esterilizé en autoclave. Para asegurarse que
no hubiese oxigeno presente, se usaron los siguientes procedimientos convencionales:

- Los medios de cultivo se gasearon con CO- estéril y libre de oxigeno después la esterilizacion en autoclave.

- Se utilizé una caja anaerobia (Meintrup DWS Laborgerate GmbH, Lahden-Holte, Alemania) para los experimentos
que habian de realizarse en condiciones anaerobias.

- Laincubacion de las placas de agar se produjo en frascos anaerobios. Para garantizar las condiciones anaerobias,
se uso Anaerocult®A (Merck).

Las muestras de rumen y el lodo digerido se emplearon sin diluir como in6culo. Se diluyeron 50 g de pulpa sélida en
100 ml de solucién de NaCl al 0,9 %, se filtr6 para eliminar las particulas grandes y después se usé como inéculo.

Se llenaron frascos de suero de 100 ml (Zscheile & Klinger, Hamburgo, Alemania) con 50 ml de medio y 2 ml del
inoculo respectivo, se cerraron con tapones de caucho de butilo (Ochs GmbH, Bovenden/lenglern, Alemania) y se
gasearon con CO,. Se ajustd una sobrepresion de aproximadamente 0,8 bar. Los frascos se incubaron en un incubador
agitado (160 rpm, diametro de agitacion: 2,5 cm) a 37 °C.

Se cuantificé el consumo de glucosa, xilosa y arabinosa y la formacién de acido succinico y de subproductos mediante
analisis HPLC de los sobrenadantes sin células sin diluir del caldo de cultivo usando deteccion IR. Se extrajeron
muestras del caldo con una jeringuilla estéril a través del tapon de caucho de butilo, la separacion de las células se
llevé a cabo mediante filtracion (0,22 ym). Se usaron una columna Aminex HPX-87 H (Biorad) de 300 x 7,8 mm de D.I.
y 5 mm de H,SO4 como fase estacionaria y fase movil, respectivamente. La temperatura de la columna fue de 30 °C,
el caudal fue de 0,5 ml min™.

1.3. Aislamiento de cultivos puros

El aislamiento de los cultivos puros de los cultivos de enriquecimiento se logré mediante siembra repetida en placas
de agar.

1.4. Ensayo de cultivos puros para determinar la produccion de acido succinico

Se ensayaron los cultivos puros en cultivo liquido para determinar la produccion de AS. Se cuantifico el consumo de
azucar y la formacion de AS y productos secundarios mediante HPLC. Las condiciones de cultivo y de HPLC fueron
las mismas que las descritas en la seccién anterior "Cultivo de enriquecimiento”.

2. Resultados
2.1. Condiciones de enriquecimiento recomendadas

La siguiente tabla resume aquellas condiciones experimentales, que son recomendables para el enriquecimiento de
productores de acido succinico (AS).
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Tabla 2: Condiciones experimentales recomendadas para la produccion de productores de AS.

Contenido del rumen Lodo digerido Pulpa
Fuente de C L-arabinosa L-arabinosa? D-glucosa, L-arabinosa
Tampon MgCOs3 MgCOs3 MgCOs
Antibiéticos lasalocida, monensina lasalocida, monensina anfotericina B
Tiempo de <16h <24h <50h
incubacion

@ la glucosa y la xilosa no se ensayaron en ensayos con lodo digerido.

Para el enriquecimiento de productores de AS del contenido del rumen, la mejor fuente de C es la arabinosa (3/3
cultivos de enriquecimiento que muestran produccion de AS, 0/3 con glucosa, 2/3 con xilosa). Los resultados se
resumen en la siguiente tabla. La adicion de los antibidticos iondforos lasalocida y monensina al medio de
enriquecimiento dio como resultado una produccion de AS sustancialmente mayor (1,9-5,4 frente a 0,9-1,2 g/l en 17
h) y una menor produccion de acido lactico y propidnico. Estos resultados confirman, por lo tanto, que los
microorganismos productores de AS pueden de hecho favorecerse afadiendo estos compuestos al medio de
enriquecimiento (Lee y col., 2002a). Los cultivos de enriquecimiento tamponados con MgCO3; mostraron una mayor
produccion de AS que los ensayos con TRIS (1,9-5,4 frente a 1,2-1,4 g/l en 17 h). Probablemente, esto es debido a i)
la mayor capacidad tamponadora del MgCOs, ii) su menor estrés osmaético debido a una menor solubilidad vy iii) por la
liberacion de CO; a partir del ion carbonato, que es necesario para la biosintesis del AS.
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Para el enriquecimiento de productores de AS a partir de lodo digerido, la Unica fuente de C ensayada fue la
arabinosa. Los resultados se resumen en la siguiente tabla. Estos experimentos indicaron que son necesarios
tiempos cortos de incubacion de 24 h o menos para prevenir el agotamiento del sustrato y el consumo de AS,

probablemente por bacterias productoras de acido propiénico:

succinato® + H,O — propionato + HCO3™ (Janssen, 1991).
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Los resultados obtenidos en cultivos de enriquecimiento de pulpa se resumen en la tabla siguiente. El enriquecimiento
de productores de AS a partir de pulpa solo tuvo éxito cuando se usaba pulpa de uvas rojas (tipo Spatburgunder). Es
absolutamente necesario anadir anfotericina B al medio de enriquecimiento para suprimir la produccién de etanol,
probablemente causada por las levaduras del vino. La glucosa y la arabinosa fueron ambas fuentes de C adecuadas,
pero no asi la xilosa. Los tiempos de incubacion necesarios para detectar inequivocamente la produccién de AS fueron
sustancialmente mayores que con material de muestra del rumen y de lodo digerido.
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2.2. Mejores resultados de los experimentos de enriquecimiento

En la tabla 6 a continuacion se enumeran los mejores resultados obtenidos en cultivos de enriquecimiento para los
productores de AS.

Tabla 6: Mejores resultados en los cultivos de enriquecimiento para los productores de AS.

Material de muestra Rumen Lodo digerido Pulpa
Fuente de C L-arabinosa L-arabinosa L-arabinosa
AS [g/] 7.1 6,9 8,4
STY [g/(I h)]2 0,2 0,4 0,1
Rendimiento [g/g]? 0,5 0,5 0,6

@ Rendimiento espacio-temporal y rendimiento de acido succinico.

Dicha tabla indica que con cada uno de los tres materiales de muestra es posible recibir cultivos de enriquecimiento
que producen AS. Los cultivos de enriquecimiento cuyo origen es lodo digerido mostraron mayores rendimientos
espacio-temporales que aquellos del rumen y pulpa (0,4 frente a 0,2 y 0,1 g/[l h]). Sin embargo, se obtuvieron aislados
productores de AS exclusivamente de cultivos de enriquecimiento productores de AS con material del rumen como
inoculo. Aparentemente, el aislamiento de productores de AS a partir de lodo digerido y pulpa necesita estrategias
mas sofisticadas.

2.3. Aislados productores de acido succinico

Los mejores aislados (= cultivos puros) que muestran produccion de AS en experimentos de cultivos puros y sus
caracteristicas se resumen en la tabla siguiente. La concentracion mas alta de AS (8,8 g/l) y de rendimiento espacio-
temporal (0,6 g/[I*h] se obtuvieron con DD1, un aislado de rumen.

Tabla 7: Caracteristicas de los mejores aislados productores de acido succinico (AS).

Aislado DD1 DD12 DD2
Origen rumen rumen rumen
Fuente de C, enr.? L-arabinosa L-arabinosa L-arabinosa
Fuente de C, puraP L-arabinosa D-glucosa L-arabinosa
AS [g/l] 8,8 7,3 3,5
STY [g/(I h)]° 0,6 0,5 0,1
Rendimiento [g/g]° 0,6 0,5 0,3
Subproductos [g/l]

- acido formico 3,3 3,7

- acido acético 45 4.2 2,7

- acido lactico - - 1,5

- etanol - - 2,7

a El aislado DD1 se ensay6 dos veces en cultivo puro, una vez con glucosa y una vez con arabinosa.

b Fuente de C, enr. = fuente de C durante el enriquecimiento, Fuente de C, pura = fuente de C durante el
experimento de cultivo puro.

¢ rendimiento espacio-temporal y rendimiento de acido succinico.

3. Conclusién

El procedimiento establecido es adecuado para el enriquecimiento de productores de AS a partir del rumen, lodo
digerido y pulpa. Sin embargo, se obtuvieron aislados productores de AS exclusivamente de cultivos de
enriquecimiento productores de AS con material del rumen como indculo. El aislado mas prometedor es la bacteria
DD1 del rumen. Usa glucosa y arabinosa para la produccion de AS. En condiciones aun no optimizadas, se producen
practicamente 9 g/l de AS a partir de 15 g/l de arabinosa. La Figura 4 muestra una imagen de DD1 obtenida con un
microscopio optico.

Ejemplo 2: Preparacion del banco de células de DD1
1. Preparacion de los medios
La composicion de los medios de cultivo se describe en la Tabla 8.

Tabla 8: Composicion de medios sdlidos y liquidos para la preparacién de bancos de células de DD1.
Concentracion de la solucion madre

Compuesto Concentracion [g/l] [a/1]
Glucosa variable? 650
Extracto de levadura Bacto (Becton 5 }
Dickinson)

Peptona Bacto (Becton Dickinson) 5 -
(NH4)2S04 1 500
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(continuacion)

Concentracion de la solucion madre

Compuesto Concentracion [g/l] [g/1]
CaCly* 2H,0 0,2 20
MgCl,* 6H,0 0,2 20
NaCl 1 100
KoHPO, 3 500
MgCOs variableP -
Agar Bacto (solo para medios sélidos) 12

a Las concentraciones de glucosa fueron 15 g/l (en placas) y 20 o 50 g/l (en medios liquidos).
b MgCOs; (Riedel-de Haen, nimero de producto: 13117 de Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH) fueron 5 g/l
(en placas) y 0 0 30 g/l (en medios liquidos).

Se mezclaron 5 g de extracto de levadura, 5 g de peptona, MgCO3 y (para los medios solidos) 12 g de Bacto-Agar en
900 ml de agua destilada y se esterilizaron en autoclave (20 min). Después de enfriar hasta aproximadamente 65 °C,
se afiadieron los componentes que faltaban como soluciones madre estériles. La glucosa, el sulfato de amonio y el
K>HPO, se esterilizaron en autoclave por separado. Los cloruros de Ca, Mg y Na se esterilizaron en autoclave juntos.

2. Preparacion de MCB

Se inocularon dos placas de agar recientes con DD1 y se incubaron a 37 °C en un tarro anaerobio (Anaerocult A,
Merck) durante toda la noche. Se retir6 la biomasa de las placas y se resuspendié en el medio liquido libre de MgCO3
con 20 g/l de glucosa para ajustar la DOggo=10. La inoculacion se llevé a cabo con 0,5 ml de esta suspension celular.
Los cultivos se llevaron a cabo en frascos de suero de 100 ml con tapones de caucho butilo herméticos a los gases
(Ochs GmbH, Bovenden/Lenglern, Alemania) que contenian 50 ml del medio liquido con 20 g/l de glucosa y 30 g/l de
MgCOs3 y una atmosfera de CO» con una sobrepresion de 0,8 bar. Los frascos de suero (en total 10) se incubaron a
37 °C, una velocidad de rotacion de 160 rpm y un diametro de agitacion de 2,5 cm.

Para controlar el consumo de glucosa, se detuvo el cultivo de un frasco y se llevaron a cabo la recogida de muestras
y el analisis de HPLC tras 0, 3, 4, 5, 7, 8 y 8,5 h. Tras 8,5 h (la concentracion de glucosa fue de 3,4 g/l), se detuvo el
cultivo. Se cargaron alicuotas de 0,5 ml de suspension celular y 0,5 ml de glicerol estéril en viales de criogenizacion,
se mezclaron y se almacenaron durante 13 h a -20 °C y posteriormente a -80 °C en forma de MCB. Se ensayo¢ la
pureza del MCB sembrando en estria un bucle del tltimo vial de criogenizacion sobre placas de agar para el control
de contaminacién y comprobando en el cultivo liquido (medio tal como se describe en la tabla 8) el espectro del
producto y la contaminacion (mediante microscopia). Las condiciones de la HPLC fueron las mismas que las descritas
en el Ejemplo 1.

3. Preparacién de WCB

Se us6 un vial del MCB para inocular un frasco de suero de 100 ml con un tapén de caucho butilo hermético a los
gases (véase mas arriba) que contenia 50 ml del medio liquido con 50 g/l de glucosa. La incubacion se llevé a cabo
durante 10 h a 37 °C en un incubador agitado (velocidad de rotacién: 180 rpm, diametro de agitacion: 2,5 cm). Al final
del cultivo la concentracion de glucosa fue 20 g/l y el pH de aproximadamente 6,5. Se cargaron alicuotas de 0,5 ml de
suspension celular y 0,5 ml de glicerol estéril en viales de criogenizacion, se mezclaron y se almacenaron a -80 °C
como WCB. Las comprobaciones de la pureza fueron las mismas que para el MCB. Las condiciones de la HPLC fueron
las mismas que las descritas en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3: Caracterizacion taxonémica de DD1

La caracterizacion taxondmica de la cepa DD1 se llevd a cabo mediante el analisis del ADNr 16S y 23S que se llevd
a cabo como se describe a continuacion:

La extraccion del ADN gendmico, la amplificacion mediada por la PCR del ADNr 16S y la purificacion de los productos
de la PCR se llevaron a cabo tal como se describe en Rainey y col., 1996. Se amplificé un fragmento de ADN que
contenia el ADNr 23S mediante el mismo procedimiento, usando el cebador directo 5'- AGTAATAACGAACGACACAG-
3’ y el cebador inverso 5-AGCCGATTCCCTGACTAC- 3'. Los productos de la PCR purificados se secuenciaron
usando el kit CEQ™DTCS-Quick Start (Beckman Coulter) segun el protocolo del fabricante. Se usé el sistema de
analisis genético CEQ™8000 para la electroforesis de los productos de reaccion de secuenciacion. Se uso el editor
ae2 (Maidak y col., 1999) para alinear la secuencia del ADNr 16S de la cepa DD1 frente a las de miembros
representativos de la subclase y de las Proteobacteria de las bases de datos del EMBL y RDP. Para la construccion
del arbol filogenético, se usaron los procedimientos de PHYLIP (Phylogeny Inference Package, version 3.5c.,
distribuido por J. Felsenstein, Department of Genome Sciences, Universidad de Washington, Seattle, EE. UU.): Las
distancias evolutivas emparejadas se calcularon usando el procedimiento de Jukes y Cantor (1969), el arbol
filogenético se construyo a partir de estas distancias usando el procedimiento de unién de vecinos (Saitou y Nei, 1987).

El arbol filogenético basado en el ADNr 16S se ilustra en la Figura 1. Basandose en el analisis del ADNr 16S, el
pariente mas cercano de la cepa DD1 es "Mannheimia succiniciproducens” MBEL 55E con una similitud del 99,8 %.
Esta cepa se aisld por cientificos del Korea Advanced Institute of Science and Technology (KAIST) del rumen bovino
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(Lee y col., 2002a; Lee y col., 2002b). El fragmento de ADNr 23S amplificado de DD1 se alined con las secuencias del
ADNr 23S de "Mannheimia succiniciproducens” MBEL 55E (numero de referencia de la secuencia del genoma
completo AE016827) para indicar las diferencias entre las cepas.

La Figura 2 muestra la secuencia del ADNr 16S de la cepa DD1. La Figura 3 muestra la secuencia del ADNr 23S de
la cepa DD1 y un alineamiento con el ADNr 23S de "Mannheimia succiniciproducens” MBEL 55E (nimero de referencia
de la secuencia del genoma completo AE016827) se muestra en el Anexo 1.

Ejemplo 4: Morfologia celular y morfologia de la colonia de DD1

Se us6 un vial del WCB (ejemplo 2) para inocular un frasco de suero de 100 ml con un tapén de caucho butilo hermético
a los gases (véase mas arriba) que contenia 50 ml del medio liquido con 50 g/l de glucosa (composicién y preparacion
como las descritas en el ejemplo 2). La incubacion se llevé a cabo durante 15 h a 37 °C y 170 rpm (diametro de
agitacion: 2,5 cm). Al final del cultivo, la concentracion de glucosa se habia reducido hasta aproximadamente 17 g/l
(medida mediante HPLC, condiciones como las descritas en el ejemplo 1). Para examinar la morfologia celular de DD1
se observaron células individuales usando microscopia 6ptica. Para caracterizar la morfologia de las colonias de DD1,
se sembrd en estria un bucle de la suspension celular en placas de infusion de cerebro corazoén (Infusion de Cerebro
Corazoén Bacto, numero de producto: 237500 solidificado con 12 g/l de Bacto Agar, nimero de producto: 214010;
ambos de Becton, Dickinson and Company) y se incubaron en condiciones aerobias y anaerobias (Anaerocult A,
Merck) a 37 °C.

Las células de DD1 aparecen como varillas que se presentan en forma individual, en parejas o en cadenas cortas
(véase la figura 4). Después de 24 h de incubacion, las colonias eran circulares, de color blanco-amarillo, translicidas
y con un diametro de 0,5-1 um (crecimiento aerobio) y de 1-2 um (crecimiento anaerobio).

Ejemplo 5: Utilizacion de diferentes fuentes de C

Se ensayo la utilizacién de diferentes fuentes de C por DD1 en las condiciones descritas por Lee y col., 2002a.
1. Preparacion del medio

La composicion del medio de cultivo se describe en la Tabla 9.

Tabla 9: Composicion del medio para las pruebas de utilizacion de diferentes fuentes de C.

Compuesto Concentracién [g/l] Concentracién de la solucién madre [g/l]
Fuente de C 10 250
Extracto de levadura Bacto (Becton

o 5 100
Dickinson)
Polipeptona peptona (Becton Dickinson) 10 100
(NH4)2S04 2 500
CaCly* 2H0 0,2 20
MgCl,* 6H,0 0,2 20
NaCl 2 100
KoHPO, 3 500
MgCOs3 (Riedel-de Haen 13117) 10 -

El extracto de levadura, la polipeptona y el MgCOs3 se esterilizaron en autoclave juntos. Después de enfriar, se
afiadieron los componentes que faltaban como soluciones madre estériles. La glucosa y el resto de fuentes de C, el
sulfato de amonio y el K;HPO4 se esterilizaron en autoclave por separado. Los cloruros de Ca, Mg y Na se esterilizaron
en autoclave juntos. Se afiadié Na;S*9H,0 hasta una concentracion final de 1 mg/l para garantizar las condiciones
anaerobias.

2. Cultivos y analiticas

Para cultivar el cultivo de siembra, se usé un vial del WCB para inocular un frasco de 100 ml de suero con tapén de
caucho butilo hermético a los gases (véase mas arriba) que contenia 50 ml del medio liquido descrito en la Tabla 9,
pero con 20 g/l de glucosa y una atmosfera de CO, con una sobrepresion de 0,8 bar. La incubacion se llevé a cabo
durante 13 h a 37 °C y 160 rpm (diametro de agitacion: 2,5 cm). La suspension celular se centrifugé (Biofuge primo R,
Heraeus,) a 5000 g durante 5 minutos y el sedimento celular se lavé y después se resuspendié en 50 ml de medio sin
una fuente de carbono y sin MgCO3 para generar un inéculo sin glucosa (todas las etapas a temperatura ambiente y
en la camara anaerobia).

Los cultivos principales se cultivaron en frascos de suero de 100 ml que contenian en su interior 50 ml de medio liquido
con 10 g/l de la respectiva fuente de C (D-manitol, D-fructosa, D-xilosa, sacarosa, maltosa, lactosa, xilitol, inositol, D-
sorbitol, glicerol, L-arabinosa, D-galactosa o D-manosa) y una atmosfera de CO; con una sobrepresion de 0,8 bar.
Para la prueba de utilizacion de glicerol, se usé la calidad "Glicerol 99 % de pureza" (Riedel-de Haen, nimero de
producto: 15523-1L-R de Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Alemania). La inoculacion se llevé a cabo
con 1,5 ml del inéculo sin glucosa. Los frascos se incubaron a 37 °C, y 160 rpm (diametro de agitacion: 2,5 cm). La
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utilizacion de la respectiva fuente de C por DD1 se considerd positiva cuando se consumieron al menos 3 g/l de la
fuente de C en 24 h. Para verificar los resultados obtenidos en el cultivo principal, se usé 1 ml del cultivo principal
respectivo para inocular 50 ml de medio de cultivo reciente con 10 g/l de la fuente de C respectiva. Los resultados se
confirmaron, por lo tanto, en dos cultivos principales posteriores. El consumo de las fuentes de C se cuantificd mediante
HPLC tal como se describe en el ejemplo 1. Cuando se midié el glicerol, la temperatura de la columna se ajusté a
50 °C para lograr una separacion suficiente de AS, acido lactico y glicerol, que tienen tiempos de retencion similares.

3. Resultados
Los resultados se resumen en la siguiente Tabla 10.

Tabla 10: Utilizacion de diferentes fuentes de C por DD1 y MBEL 55E.

Fuente de C DD1? MBEL 55EP
Manitol + +
Fructosa + +
Xilosa + +
Sacarosa + +
Maltosa + +
Lactosa + +
Xilitol - -
Inositol - -
Sorbitol - -
Glicerol + -
Arabinosa + ND
Galactosa + ND
Manosa + ND

Analisis del consumo de cada fuente de C después de 24 h. Los cultivos se llevaron a cabo por duplicado.
b datos de Lee y col., 2002a. ND = no determinado.

Dicha tabla muestra que el patron de utilizacion de la fuente de C de las dos cepas difiere respecto al glicerol. DD1
puede metabolizar el glicerol, que no es usado por MBEL 55E.

Ademas de sacarosa, D-glucosa y D-fructosa, DD1 utiliza D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa y D-manosa. Por lo tanto,
DD1 utiliza todos los tipos de monosacaridos de la lignocelulosa (Kamm y col., 2006; Lee, 1997). La utilizacion de L-
arabinosa, D-galactosa y D-manosa por MBEL55E no fue ensayada por Lee y col., 2002a.

Ejemplo 6: Formacion de AS y subproductos a partir de glicerol y diferentes hexosas y pentosas

La productividad de acido succinico (AS) de DD1 a partir de glicerol, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa y D-manosa
se evalud en frascos de suero con 10 g/l de la fuente de C respectiva (10 g/l de glucosa como referencia).

1. Preparacion del medio

La composicién y preparacion de los medios de cultivo fueron iguales a las del ejemplo 2 (cultivo de siembra) y al
ejemplo 5 (cultivos principales).

2. Cultivos y analiticas

El crecimiento del cultivo de siembra en medio liquido con 50 g/l de glucosa y 30 g/l de MgCOs se llevé a cabo como
se ha descrito en el ejemplo 2. La preparacion del indculo sin glucosa se llevé a cabo como se ha descrito en el ejemplo
5.

El cultivo de los principales cultivos con 10 g/l de glicerol, sacarosa, D-xilosa, D-fructosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-
manosa o D-glucosa y 10 g/l MgCOs se realizd6 como se ha descrito en el ejemplo 5. El consumo de la respectiva
fuente de C y la produccion de AS y subproductos se cuantificaron mediante HPLC como se ha descrito en el ejemplo
5.

3. Resultados
En la tabla 11 a continuaciéon se resumen los resultados.

Tabla 11: Formacion de AS y subproductos a partir de glicerol y diferentes azucares por DD1.
glic sac gluc fruc xil ara gal man
tc [h]? 9 4 4 4 6 6 6 5
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(continuacion)

glic sac gluc fruc xil ara gal man
ACcs [g/l]° -5,3 -9,8 -9,3 -9,4 -7,6 -7,8 -7 -8,1
ACsa [g/l]° +6,4 +5,8 +5,7 +4,8 +4,6 +4,9 +4,5 +4,9
ACa [9/]° 0 +0,1 0 +0,4 0 0 0 0
ACka [9/1]° +0,4 +2,0 +1,8 +2,3 +1,9 +1,6 +1,2 +1,8
Acaa [9/1]° +0,3 +2,8 +2,8 +2,8 +2,6 +2,4 +2,1 +2,7
STY [g/(I h)J 0,7 1,5 1,4 1,2 0,8 0,8 0,8 1,0
Rendimiento 1,2 0,6 0,6 0,5 0,6 0,6 0,6 0,6
[9/g]

a tiempo de cultivo.

b consumo de fuente de carbono.

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

4 rendimiento espacio-temporal y rendimiento de acido succinico.

La tabla 11 muestra que en todos los casos se forman cantidades sustanciales de AS. La produccién de AS a partir
de glicerol (glic) en lugar de sacarosa (sac), D-glucosa (gluc), D-fructosa (fruc), D-xilosa (xil), L-arabinosa (ara), D-
galactosa, (gal) o D-manosa (man) por DD1 tiene dos ventajas obvias: i) un rendimiento sustancialmente mayor, ii)
una formacioén de acido férmico y acético sustancialmente menor. Por otra parte, la productividad de AS (rendimiento
espacio-temporal) con glicerol es ligeramente menor que con los azucares. Sin embargo, la productividad de AS de
DD1 con glicerol es sustancialmente mayor que el valor obtenido con Anaerobiospirillum succiniciproducens por Lee
y col., 2001 (0,14 g AS/[I h]).

Especialmente, el rendimiento sustancialmente mayor logrado con glicerol es un resultado muy interesante: puede
contribuir a una clara reduccion del coste de produccion del acido succinico, las sales de acido succinico y
BDO/GBL/THF o las pirrolidonas de fermentacién producidas a partir de este, respectivamente, en particular si puede
aplicarse el glicerol en bruto y barato de las plantas de biodiésel.

Ejemplo 7: Formacion de AS y subproductos a partir de diferentes gliceroles en bruto

Se evaluo la productividad de AS de DD1 a partir de diferentes gliceroles en bruto (C1 a C3) en ensayos en frasco de
suero con 10 g/l del glicerol respectivo (10 g/l de glicerol puro [P1] como referencia).

1. Preparacion del medio
La composicion del medio se describe en la siguiente Tabla 12.

Tabla 12: Composicién del medio para los ensayos de formacion de AS a partir de diferentes gliceroles en bruto.

Concentracion de la solucion madre

Compuesto Concentracion [g/l]] C [g/1]
Fuente de C variable? variable
Extracto de levadura Bacto (Becton

o 5 100
Dickinson)
Peptona Bacto (Becton Dickinson) 5 100
(NH4)2S04 1 500
CaCl2*2H.0 0,2 20
MgCl>*6H.0 0,2 20
NaCl 1 100
KoHPO, 3 500
MgCOs (Riedel-de Haen 13117) 30 -

a Las concentraciones fueron 50 g/l de glucosa en el cultivo de siembra y de 10 g/l del glicerol respectivo en el cultivo
principal.

Se esterilizaron MgCO3 y agua (1,5 g y 40 ml) en frascos de suero de 100 ml (121 °C, 20 min). Después de enfriar, se
afiadieron soluciones estériles independientes de los otros compuestos. El extracto de levadura, la peptona, el sulfato
de amonio y el K;2HPO4 se esterilizaron todos por separado mediante filtracion de la solucién madre respectiva. Para
los cloruros de Ca, Mg y Na se prepard una solucion madre que se esterilizé por filtracion. La glucosa y los diferentes
gliceroles se esterilizaron todos por separado (121 °C, 20 min). Para el ensayo de referencia con glicerol puro (P1) se
us6 la calidad "Glicerol 99% de pureza" (Riedel-de Haen, niumero de producto: 15523-1L-R) de Honeywell Specialty
Chemicals Seelze GmbH, Seelze, Alemania.

2. Cultivos y analiticas

El cultivo de siembra se cultivd en un frasco de suero de 100 ml con un tapdn de caucho butilo hermético a los gases
(véase mas arriba) que contenia 50 ml del medio descrito en la Tabla 12 con 50 g/l de glucosa y una atmodsfera de
CO, con una sobrepresion de 0,8 bar. La inoculacion se llevé a cabo con 1 ml del WCB (ejemplo 2). La incubacion se
llevé a cabo durante 15 h a 37 °C y 170 rpm (diametro de agitacion: 2,5 cm). Al final del cultivo, la concentracion de
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glucosa se habia reducido hasta aproximadamente 17 g/l.

La suspension celular se centrifugo (Biofuge primo R, Heraeus) a 5000 g durante 5 minutos y el sedimento celular se
lavo y después se resuspendio en 50 ml del medio sin glucosa y sin MgCO3 para generar un inéculo sin glucosa.

Los cultivos principales se cultivaron en frascos de suero de 100 ml que contenian en su interior 50 ml del medio con
10 g/l del glicerol respectivo y una atmoésfera de CO» con una sobrepresion de 0,8 bar. La inoculacion se llevé a cabo
con 2,0 ml del inéculo sin glucosa. Los frascos se incubaron durante 9 h a 37 °C, y 170 rpm (diametro de agitacion:
2,5 cm).

El consumo de la fuente de C respectiva (glucosa en el cultivo de siembra, glicerol en el cultivo principal) y la
produccion de AS y subproductos se midié mediante HPLC como se ha descrito en el ejemplo 5.

3. Resultados
En la siguiente tabla 13 se resumen los resultados.

Tabla 13: Formacion de AS y subproductos a partir de diferentes gliceroles por DD1.

Tipo de glicerol C1 C2 C3 P1
Producido?® ecoMotion Biopetrol Glacon Chemie Sigma-Aldrich
Pureza [%]° 90 42 76 99
th]° 9 9 9 9
Aca [g/N]* -6,3 -6,9 -6,5 -5,4
Acsa [g/1]° +7,6 +8,4 +7,4 +6,2
Acia [g/1]® 0 +0,1 +0,1 +0,1
Acka [g/1]® +0,3 +0,3 +0,3 +0,3
Acaa [g/1]® +0,3 +0,5 +0,3 +0,3
STY [g/(1 h)]f 0,8 0,9 0,8 0,7
Rendimiento [g/g]f 1,2 1,2 1,1 1,1

a ecoMotion GmbH, Stemberg, Alemania; Biopetrol Schwarzheide GmbH, Schwarzheide, Alemania; Glacon Chemie,
Merseburg, Alemania; Riedel de Haen (numero de producto: 15523-1L-R) de Sigma-Aldrich Laborchemikalien
GmbH, Seelze, Alemania.

b Andlisis del productor.

¢ tiempo de cultivo.

4 consumo de glicerol.

¢ formacion de acido succinico, lactico, féormico y acético.

f rendimiento espacio-temporal y rendimiento de acido succinico.

La Tabla 13 muestra que después de 9 h la concentracion de AS y, por lo tanto, el STY obtenido con los gliceroles en
bruto C1 a C3 (de 7,4 a 8,4 g AS/l y de 0,8 a 0,9 g de AS/[l h]) es en todos los casos mayor que los respectivos valores
obtenidos con el glicerol puro P1 (6,2 g AS/l'y 0,7 g AS/[I h]). Los gliceroles en bruto tienen, por lo tanto, ademas de
un menor precio, la ventaja de una mejor productividad. Los rendimientos obtenidos con los gliceroles en bruto C1 a
C3 (1,1 a 1,2 g AS/g de glicerol) son similares al valor respectivo obtenido con el glicerol puro P1 (1,1 g AS/g de
glicerol).

Ejemplo 8: Tolerancia de DD1 al amoniaco y la glucosa

Un enfoque comun para la produccion fermentativa de acido succinico y/o sales de amonio de acido succinico a partir
de glucosa podria ser un cultivo por lotes alimentado controlado con NH3 con un determinado nivel inicial de glucosa.
Esta configuracion necesita que la cepa sea tolerante tanto a NH3/NH4OH como a la glucosa. Para ensayar en DD1
estas propiedades, se llevaron a cabo cultivos con NH4OH como agente de control del pH y diversos niveles de
glucosa.

1. Preparacion del medio
La composicion del medio de cultivo se describe en la Tabla 14.

Tabla 14: Composicion del medio para los cultivos por lotes controlados por pH con diversos niveles de glucosa.

Compuesto Concentracién [g/l] Concentracion de la solucién madre [g/l]
Glucosa Variable® 650

Extracto de levadura Bacto (Becton 5 }

Dickinson)

Peptona Bacto (Becton Dickinson) 5 -

(NH4)2S04 1 500

CaCl2*2H.0 0,2 20

MgCl>*6H.0 0,2 20

NaCl 1 100
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(continuacion)

Compuesto Concentracién [g/l] Concentracion de la solucién madre [g/l]
K2HPO4 3 500

L-cisteina 0,24 120

MgCOs3 (Riedel-de Haen 13117) 2 -

aLa concentracion de glucosa inicial en el precultivo fue 50 g/l y en los fermentadores 25, 50 o 75, respectivamente.

El extracto de levadura, peptona y MgCOs se esterilizaron en autoclave juntos en los fermentadores y en los frascos
de suero. La glucosa, el sulfato de amonio y el K;HPO4 se esterilizaron en autoclave por separado. Los cloruros de
Ca, Mg y Na se esterilizaron en autoclave juntos. Después de enfriar los fermentadores y los frascos de suero, se
afiadieron los componentes que faltaban como soluciones madre estériles. Para los precultivos, se usé la misma
composicion del medio pero el MgCO3 se ajusto a 30 g/l.

2. Cultivos y analiticas

Los precultivos se cultivaron en condiciones anaerobias en frascos de suero de 100 ml con tapones de caucho butilo
herméticos a los gases (Ochs GmbH, Bovenden/lenglern, Alemania) que contenian 50 ml de medio del precultivo a
37 °C en un incubador de agitacion (velocidad de rotacion: 160 rpm, diametro de agitacion: 2,5 cm). La inoculacion de
los precultivos se realizdé con 1 ml de un banco de células de trabajo DD1 en la camara anaerobia (MAKS MG 500,
Meintrup-dws). Inmediatamente después de la inoculacién, se sustituy6 la atmoésfera de gas (80 % de Nz, 15 % de
CO2 y 5% de Hy) por CO, puro con una sobrepresion de aproximadamente 0,8 bar. Después de 16 a 18 h de
incubacién, se mezclaron dos frascos en la caja anaerobia y en cada caso se usaron 15 ml para inocular los
fermentadores (Six-fors, Infors, Suiza) que contenian 300 ml de medio de cultivo que habia sido gaseado durante la
noche con CO; para garantizar las condiciones sin oxigeno. La temperatura de cultivo fue 37 °C, el pH de 6,5 se
mantuvo con NH4OH al 25 %. La corriente de gas CO- y la velocidad del agitador se ajustaron a 0,1 I/min y 500 rpm,
respectivamente. Se cuantificaron el consumo de glucosa y la produccion de AS mediante HPLC, como se ha descrito
en el ejemplo 1.

3. Resultados

Se muestran los resultados en la Figura 5.

En los cultivos por lotes controlados con NH4sOH con hasta 40 g/l de glucosa se forma AS en 48 h. Por lo tanto, DD1
tiene un fuerte potencial de sintesis de acido succinico y/o de sales de amonio de acido succinico que son favorables
para la conversion quimica en THF/BDO/GBL vy pirrolidonas (documento WO-A-2006/066839).

La tasa de produccion inicial de AS en los ensayos con 75 g/l de glucosa es ligeramente menor que en los ensayos
con 50 y 25 g/I. Sin embargo, entre las 6 y las 12 h ya no se observa dicha diferencia, lo que indica que la inhibicién
del sustrato no es un problema a niveles de glucosa de hasta 75 g/I.

Ejemplo 9: Efecto de la temperatura de cultivo y el pH en la formacion de AS por DD1

En este experimento, se variaron la temperatura y el pH de cultivo en cultivos por lotes controlados con NHsOH con
75 g/l de glucosa.

1. Preparacion del medio

Aparte de la concentracion constante de glucosa, la composicion y preparacion del medio fueron iguales a las del
ejemplo 8, "Tolerancia de DD1 al amoniaco y la glucosa".

2. Cultivos y analiticas

Aparte de los diferentes valores de temperatura y pH de cultivo ensayados, las condiciones experimentales de los
cultivos y los analisis de HPLC fueron idénticas a las del ejemplo 8 "Tolerancia de DD1 al amoniaco y la glucosa".

3. Resultados

Se muestran los resultados en la Figura 6. La Figura 6 muestra que los dos ensayos a 37 °C y pH 6,5 son muy similares
tanto respecto al consumo de glucosa como a la produccion de AS, lo que indica una pequefia variabilidad. Basandose
en esta variabilidad, los ensayos que se llevaron a cabo a pH 6,5 muestran que a entre 34,5y 39,5 °C la temperatura
de cultivo no tiene impacto en el rendimiento del procedimiento. Sin embargo, los ensayos a 37 °C indican que una
reduccion del pH en 0,5 unidades da como resultado un evidente aumento del pH de 0,5 unidades y una ligera
disminucion de la productividad de AS. Basandose en estos resultados, los cultivos posteriores de DD1, en caso de
ser posible el control del pH, se llevaron a cabo a pH 6,5.

Ejemplo 10: Efecto de los ingredientes de los medios complejos sobre el cultivo de DD1

El enriquecimiento y aislamiento de DD1 se llevd a cabo en un medio de cultivo que contenia 5 g/l de extracto de
levadura y 5 g/l de peptona. Por lo tanto, los primeros experimentos con DD1 se llevaron a cabo en un medio con
estos compuestos. Ya que estos contribuyen al coste de las materias primas e introducen impurezas adicionales, se
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probaron diferentes composiciones de medios en las que el extracto de levadura y la peptona se reducen y sustituyen
por el licor de maiz fermentado mas econémico (Solulys L48L, Roquette), respectivamente. La composicion inicial de
los medios de los ensayos se indica por nimeros (que representan la concentracion, es decir, 2, 5, 15 0 25 g/l) y letras
(que representan el compuesto complejo respectivo, es decir, extracto de levadura, peptona o licor de maiz
fermentado).

1. Preparacion del medio

Aparte de la modificacion respectiva de la concentracion del extracto de levadura (y la peptona) y el licor de maiz
fermentado adicional, la composicién y la preparacion del medio fueron iguales a las del ejemplo 8 "Tolerancia de DD1
al amoniaco y la glucosa". La concentracion de glucosa del lote fue de 50 g/l en todos los ensayos.

2. Cultivos y analiticas

Las condiciones experimentales fueron idénticas a las del ejemplo 8 "Tolerancia de DD1 al amoniaco y la glucosa".
Todos los cultivos se llevaron a cabo a 37 °C, los cultivos en fermentadores se mantuvieron a pH 6,5 con NH4OH al
25 %. Los andlisis de HPLC se llevaron a cabo como se ha descrito en el ejemplo 8.

3. Resultados

Se muestran los resultados en la Figura 7. La comparacion de los ensayos "5Y5P" y "5Y" muestra que puede omitirse
la peptona sin efecto negativo alguno en la produccién de AS. La sustitucion parcial de extracto de levadura por CSL
tampoco da como resultado una produccion reducida de acido succinico, (ensayo "5Y" frente a los ensayos "2Y15C").
Sin embargo, la completa sustitucion del extracto de levadura por CSL da como resultado pérdidas de productividad
moderadas.

El espectro de subproductos de los ensayos "5Y5P" y "5Y" se muestra en la Figura 8. La Figura 8 muestra que la
omision de la peptona en el medio de cultivo da como resultado concentraciones sustancialmente menores de acido
férmico y acético, mientras que las concentraciones de acido lactico fueron comparables en ambos ensayos. Este
experimento indica un potencial para la mejora del medio mediante i) reduccion del coste de las materias primas, ii)
reduccion de las impurezas introducidas por los compuestos del medio e iii) reduccion de la formacién de productos
secundarios durante el cultivo.

Ejemplo 11: Relacion de DD1 con el oxigeno

Ya que la produccién fermentativa de AS es un procedimiento que depende de condiciones anaerobias, el cultivo de
DD1 para la produccion de AS tiene que llevarse a cabo en ausencia de oxigeno. Sin embargo, es muy importante
saber si DD1 también tolera la presencia de oxigeno. Si este fuera el caso, la cepa podria manejarse en condiciones
aerobias, lo que hace que el trabajo de laboratorio sea mucho mas facil y rapido. Por lo tanto, se ensay6 la cepa DD1
en experimentos en matraces agitados con glucosa.

1. Preparacion del medio
La composicion y preparacion del medio fueron iguales a las descritas en la Tabla 8.
2. Cultivos y analiticas

Los cultivos de siembra anaerobios se cultivaron en frascos de suero de 100 ml con tapones de caucho butilo
herméticos a los gases (véase mas arriba) que contenian 50 ml de medio con 50 g/l de glucosa y 30 g/l de MgCOs y
una atmdsfera de CO2 con una sobrepresion de 0,8 bar a 37 °C y 160 rpm, (diametro de agitacion: 2,5 cm) durante
16 h. La inoculacion se realizé con 1 ml del WCB (ejemplo 2). se usaron 7,5 ml de estos precultivos para inocular los
cultivos principales aerobios.

Los cultivos principales aerobios (150 ml de medio con 60 g/l de glucosa y 80 g/l de MgCO3) se cultivaron a 37 °C y
200 rpm (diametro de agitacion: 2,5 cm) en matraces Erlenmeyer de 500 ml con dos deflectores y tapones de algodon.
Se midieron el consumo de sustrato y la formacién de producto mediante HPLC, como se ha descrito en el ejemplo 1.

3. Resultados

Se muestran los resultados en la Figura 9. Los resultados muestran claramente el consumo aerobio de glucosa por la
cepa DD1. Los productos principales son acido acético y lactico, que también son los productos dominantes de las
células cultivadas en condiciones aerobias de "Mannheimia succiniciproducens” MBEL 55E, (Lee y col., 2002a). Los
niveles iniciales de AS se introducen por el precultivo anaerobio y se consumen ampliamente después de 15 h de
cultivo. Los datos demuestran claramente que DD1 es tolerante al oxigeno.

Ejemplo 12: Ensayo de DD1 en las condiciones descritas por KAIST
El pariente mas proximo de DD1 es "Mannheimia succiniciproducens” MBEL 55E, una cepa aislada por KAIST (véase

mas arriba). Para comparar DD1 con dicha cepa se llevo a cabo el experimento de cultivo descrito por KAIST (Fig. 2b

24



10

15

20

25

30

35

40

ES 2764410713

en Lee y col., 2002a y Fig. 3 en Lee y col., 2002b) con DD1.
1. Preparacion del medio

La composicion del medio de cultivo fue idéntica al experimento respectivo de Lee y col., 2002b y se describe en la
tabla 15 a continuacion.

Tabla 15: Composiciéon del medio para cultivos por lotes de DD1 en las condiciones descritas por Lee y col., 2002b.

Concentracion de la solucion madre

Compuesto Concentracion [g/l] [a/1]
Glucosa 20 650
Extracto de levadura Bacto (Becton 5 }
Dickinson)

Polipeptona peptona (Becton Dickinson) 5 -
(NH4)2S04 1 500
CaCl2*2H.0 0,2 20
MgCl>*6H.0 0,2 20
NaCl 1 100
KoHPO, 3 500
MgCOs3 (Riedel-de Haen 13117) 10 -

El extracto de levadura, peptona y MgCOs; se esterilizaron en autoclave juntos en los fermentadores y en los frascos
de suero. La glucosa, el sulfato de amonio y el fosfato de potasio se esterilizaron en autoclave por separado. Los
cloruros de Ca, Mg y Na se esterilizaron en autoclave juntos. Después de enfriar los fermentadores y los frascos de
suero, se afiadieron los componentes que faltaban como soluciones madre estériles. Para los cultivos de siembra se
utilizé el mismo medio.

2. Cultivos y analiticas

El cultivo de siembra se cultivd en condiciones anaerobias en un frasco de suero de 100 ml con tapones de caucho
butilo herméticos a los gases que contenian 50 ml de medio a 39 °C en un incubador agitado (velocidad de rotacion:
160 rpm, diametro de agitacion: 2,5 cm). La inoculacion del cultivo de siembra se realizé con 1 ml del WCB (ejemplo
2) en la camara anaerobia (MAKS MG 500, Meintrup dws). Inmediatamente después de la inoculacion, se sustituyo la
atmosfera de gas (80 % de Nz, 15 % de CO2 y 5 % de Hy) por CO2 puro con una sobrepresion de aproximadamente
0,8 bar. Después de 9 h de incubacion, se inoculé el fermentador con 30 ml para iniciar el cultivo en el fermentador
(Six-fors, Infors Suiza) que contenia 300 ml de medio de cultivo que se habia gaseado durante la noche con CO; para
garantizar las condiciones sin oxigeno. La temperatura de cultivo se mantuvo a 39 °C y el pH a 6,5 con NaOH 5 M. La
corriente de gas CO; se ajusto hasta 0,25 vvm. La velocidad del agitador se ajust6 a 500 rpm.

Se midieron el consumo de glucosa y la formacién de AS y subproductos mediante HPLC, como se ha descrito en el
ejemplo 1.

3. Resultados

Los resultados se resumen en la Figura 10. A las 5 h de incubacién, se han consumido 18,9 g/l de glucosa y se han
producido 12,3 g/l de acido succinico, 4,5 g/l de acido acético y 3,3 g/l de acido férmico por DD1, lo que indica un
espectro del producto que es similar al de MBEL55E. Sin embargo, el rendimiento espacio-temporal obtenido con DD1
para el acido succinico es de 2,5 g/(l h), que es claramente mayor al obtenido con la cepa MBEL55E (1.8 g/[l h], Lee
y col., 2002b). El rendimiento es de 0,7 g de acido succinico/g de glucosa, que es similar al de la cepa MBEL55E.

Ejemplo 13: Crecimiento de DD1 en medio sintético

Es favorable usar un medio sintético sin ingredientes complejos para la fermentacion de DD1 para mejorar el
procesamiento corriente abajo y disefiar un medio sintético mas simple para una fermentaciéon econémica. Por lo tanto,
se disefid un medio sintético para DD1. Entre tanto, también se habia publicado un medio sintético para el pariente
cercano, Mannheimia succiniciproducens (Song y col., 2008). Se habian determinado compuestos esenciales y
estimuladores para el crecimiento de DD1. Comparando los resultados con Mannheimia succiniciproducens se
observaron diferencias evidentes, que apuntaban a un medio de cultivo mas econémico para la cepa DD1.

1. Preparacion del medio

El medio de crecimiento sintético para DD1 se desarroll en relaciéon a otros medios de crecimiento sintéticos para
bacterias del rumen (Nili y Brooker, 1995, McKinlay y col., 2005), antes de la experiencia de los presentes inventores
con otras bacterias y llevando a cabo experimentos de omisién individual. Finalmente, el medio contenia 50 g/l de
glucosa, 1 g/l de (NH4)2S0O4, 0,2 g/l de CaCl»*2H-0, 0,2 g/l de MgClI;*6H,0, 1 g/l de NaCl, 3 g/l de K:HPO4, 1 mg/l de
acido nicotinico, 1,5 mg/l de acido pantoténico, 5 mg/l de piridoxina, 5 mg/l de riboflavina, 5 mg/l de biotina, 1,5 mg/l
de tiamina HCI, 0,26 g/l de lisina, 0,15 g/l de treonina, 0,05 g/l de metionina, 0,71 g/l de acido glutamico, 0,06 g/l de
histidina, 0,07 g/l de triptéfano, 0,13 g/l de fenilalanina, 0,06 g/l de tirosina, 0,5 g/l de serina, 0,5 g/l de glicina, 0,5 g/l
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de cisteina, 0,1 g/l de B-alanina, 0,27 g/l de alanina, 0,19 g/l de valina, 0,23 g/l de leucina, 0,16 g/l de isoleucina,
0,33 g/l de acido aspartico, 0,1 g/l de asparagina, 0,13 g/l de prolina, 0,15 g/l de arginina y 0,1 g/l de glutamina.

Los frascos de suero que contenian 50 ml de medio complejo o sintético se esterilizaron en autoclave con aguay 30 g/l
de MgCO3; como el sistema tampdn. La glucosa, el sulfato de amonio y el fosfato de potasio se esterilizaron por
separado. Los cloruros de Ca, Mg y Na se esterilizaron juntos. Se incluyeron vitaminas y aminoacidos en diversas
soluciones madre y se esterilizaron por filtracion. Después de enfriar los frascos de suero, se afadieron los
componentes como soluciones madre estériles.

El medio complejo estandar se preparé como se describe en el ejemplo 12 sin usar polipeptona y partiendo de 50 g/l
de glucosa y 30 g/l de MgCOs. Para los cultivos de siembra y algunos experimentos de control del cultivo principal se
us6 medio complejo.

2. Cultivos y analiticas

El cultivo de siembra se cultivd en un medio complejo en condiciones anaerobias usando un frasco de suero de 100 ml
con tapones de caucho butilo herméticos a los gases que contenian 50 ml de medio a (37) °C en un incubador agitado
(velocidad de rotacion: 170 rpm, diametro de agitacion: 2,5 cm). La inoculacién del primer cultivo de siembra se llevo
a cabo en condiciones aerobias con 1 ml del WCB (ejemplo 2) en condiciones estériles. Inmediatamente después de
la inoculacion se sustituyé la atmosfera de gas aerébico por CO; puro con una sobrepresion de aproximadamente 0,8
bar. Después de 8 h de incubacioén se centrifugaron 2 ml del primer cultivo de siembra y se lavaron tres veces usando
una solucion de lavado estéril que contenia 2 g/l de (NH4)2S04, 0,4 g/l de CaCl;*2H,0, 0,4 g/l de MgCl»*6H20, 2 g/l de
NaCl y 6 g/l de KzHPO4 antes de la inoculacion en el segundo frasco de cultivo de 100 ml.

La incubacion del segundo cultivo de siembra se produjo durante 20 h, como se ha descrito para el primer cultivo de
siembra, antes de usar 2 ml del segundo cultivo de nuevo con el fin de inocular el cultivo principal, que se incubd
durante otras 20 h. Para determinar los compuestos esenciales o estimuladores, se omitié la vitamina o el aminoacido
de interés en el segundo cultivo de siembra y en el cultivo principal. Se midieron el consumo de glucosa y la formacion
de acido succinico mediante HPLC como se ha descrito en el ejemplo 1.

3. Resultados

Los resultados se resumen en la tabla 16. Se observo que el medio que omitia la biotina y la tiamina HCI no favorecian
el crecimiento y la produccidon de acido succinico. Por lo tanto, se demostré que la biotina y la tiamina HCI son
compuestos esenciales para el crecimiento de DD1. Fueron suficientes concentraciones de biotina menores de
0,6 mg/l para el crecimiento de DD1. Se observé que el aminoacido cisteina no era esencial para el crecimiento de
DD1, ya que la omision de cisteina condujo a una produccion similar de acido succinico a la del control que contenia
cisteina.

A diferencia de estos resultados, la biotina fue descrita como no esencial pero estimuladora y la cisteina como esencial
para el crecimiento de Mannheimia succiniciproducens (Song y col, 2008). La tiamina HCI es esencial para ambos
organismos. Se espera que una cepa prototréfica para cisteina tenga un medio de produccién mas sencillo y mas
econodmico para la produccién de acido succinico.

Tabla 16: Consumo de glucosa y produccién de acido succinico por DD1 cultivada en medio sintético

Condiciones de crecimiento Consumo de glucosa [g/l] |Produccién de acido succinico [g/l] |
Medio sintético completo 49,93 30,35
Medio sintético sin biotina 0,8 0,08
Medio sintético sin tiamina HCI 6,27 0,81
Medio sintético sin cisteina 48,88 30,01

Ejemplo 14: Metabolizacion de glicerol por la cepa DD1

Se analiz6 adicionalmente la productividad de la cepa DD1 en presencia de glicerol como fuente de carbono utilizando
el siguiente medio y condiciones de cultivo optimizadas:

1. Preparacion del medio y cultivo

Se cultivé DD1 del modo siguiente. Se sembraron células de una solucién madre congelada en una placa de agar BHI
(Becton Dickinson). Se desprendieron las células y se suspendieron en medio BHI reciente y se incubaron en un frasco
de suero anaerobio a 37 °C durante 5,5 h. Se inocularon las células en el medio que contenia los compuestos descritos
en la tabla 17 usando frascos de suero de 100 ml. La DO inicial a 600 nm fue 0,1 (determinada en un recorrido de
1 ml). Los componentes 1-7 del medio se esterilizaron en autoclave juntos, el compuesto 8 se esterilizd en autoclave
en el frasco de suero, los compuestos 9 y 10 se esterilizaron en autoclave por separado y se afiadieron al medio final.
Se burbujearon los frascos de suero al menos tres veces con CO; a través de los tapones de caucho butilo y se dejo
con una sobrepresion de CO, de 0,8 bar. Los frascos de suero se incubaron a 200 rpm y 37 °C. Después de 24 h, se
abrieron los frascos de suero y se determinaron los metabolitos mediante HPLC como se describe en el ejemplo 1.
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Tabla 17: Composicién del medio

Compuesto Concentracién [g/l] |
1 Extracto de levadura Bacto (Becton 5

Dickinson)
2 Polipeptona peptona (Becton Dickinson) 10
3 (NH4)2S04 2
4 CaCl2*2H.0 0,2
5 MgCl>*6H.0 0,2
6 NaCl 2
7 KoHPO, 3
8 MgCOs; (Riedel-de Haen 13117) 50
9 NaHCO3 25
10 Glicerol 70

Tabla 18: Resultados del ejemplo 14

Metabolizacién del glicerol

tce [h]° 24
Acai [g/]¢ -28,4
Acsa [g/1]® +35,3
Acia [g/|]e 0
Acra [g/1]° +2.4
Acaa [g/1]° +2,5
STY [g/(1 h)If 1,47
Rendimiento [g/g]’ 1,24
Relacion SA/FAS 14,7
Relacion SA/AA? 141

¢ tiempo de cultivo.

4 consumo de glicerol.

¢ formacion de acido succinico, lactico, féormico y acético.

f rendimiento espacio-temporal y rendimiento de acido succinico.

9 relacién g/l de acido succinico por g de producto secundario de acido férmico (AF) y acido acético (AA)

2. Resultados:

Se obtuvieron los siguientes resultados, como se describe en la Tabla 18. DD1 produjo 35,3 g/l de acido succinico a
partir de 28,4 g/l de glicerol en 24 h, dando lugar a un rendimiento espacio-temporal de 1,47 g/l de acido succinico por
h, que es superior a otros ejemplos documentados de metabolizacion del glicerol (Lee y col., 2001). El rendimiento de
1,24 g/g era proximo al rendimiento teérico descrito de 1,29 g de acido succinico por g de glicerol, si se logra la
conversion de 1M de glicerol y 1M de CO; a 1M de acido succinico (Song y Lee, 2006).

Ejemplo 15: Produccién de succinato a partir de glicerol y maltosa

Se determiné la productividad de DD1 en presencia de dos fuentes de carbono. Se cultivé DD1 en presencia del
disacarido maltosa y de glicerol simultaneamente.

1. Preparacion del medio y cultivo

Se sembraron células de una solucion madre congelada en una placa de agar BHI (Becton Dickinson). Se
desprendieron las células y se suspendieron en medio BHI reciente y se incubaron en un frasco de suero anaerobio a
37 °C durante 5,5 h. El medio se describe en la Tabla 19. Se usaron frascos de suero de 200 ml. Las células se
inocularon con una DO inicial de 0,1 (determinada en un recorrido de 1 ml con un fotémetro Pharmacia a 600 nm). Se
burbujearon los frascos de suero al menos tres veces con CO- a través de los tapones de caucho butilo y se dejo con
una sobrepresion de CO- de 0,8 bar. Los frascos de suero se incubaron a 200 rpmy 37 °C.

Tabla 19: Preparacion del medio para el ejemplo 15

Compuesto Concentracion [g/l]
Maltosa * H,O 22
Glicerol 56,82
Extracto de levadura Bacto 10
(NH4)2S04 2
CaCI2*2H20 0,2
MgCly*6H.0 0,2
NaCl 2
KaoHPO4 3
NaHCO3; 8,4
MgCO3 50
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(continuacion)
Compuesto Concentracion [g/l]
Antiespumante polipropilenglicol 1200 0,1

El cultivo de siembra se inocul6 con 2 ml de un cultivo congelado cultivado en condiciones anaerobias en un frasco de
suero de 200 ml con tapones de caucho butilo herméticos a los gases que contenian 50 ml de medio a 37 °C en un
incubador agitado (velocidad de rotacion: 160 rpm, diametro de agitacion: 2,5 cm). El frasco se burbujeé con CO- con
una sobrepresion de aproximadamente 0,8 bar. Después de 8 h de incubacion se inoculé el fermentador con 50 ml
para iniciar el cultivo en el fermentador que contenia 1 | de medio de cultivo que se gased con CO, para asegurar
condiciones sin oxigeno. La temperatura de cultivo se mantuvo a 37 °C y el pH a 6,5 sin adicion de bases excepto el
tampon MgCOs en el medio. La corriente de gas CO- se ajusté hasta 0,2 vvm. La velocidad del agitador se ajusté a
300 rpm. Se midieron el consumo de maltosa y glicerol y la formacion de AS y subproductos mediante HPLC, como
se ha descrito en el ejemplo 1. Las células se cultivaron a 37 °C y la biomasa se determiné tomando una muestra y
disolviendo el MgCOs; residual mediante la adicion de HCI 1M. Después de disolver MgCOs, las células se lavaron con
agua y se secaron por liofilizacién. La biomasa seca se determiné mediante pesada.

Resultados:

Los resultados se resumen en la tabla 20. A las 16 h de inoculacién se han consumido 36,5 g/l de glicerol y 11,2 g/l
de maltosa y se han formado 57,54 g/l de acido succinico, 3,41 g/l de acido acético y 3,7 g/l de acido férmico por DD1.
El rendimiento espacio-temporal obtenido con DD1 para el acido succinico es 3,4 g/(l h), que es claramente superior
al publicado previamente para la cepa MBELS5E y Anaerobiospirillum succiniciproducens y es superior al de otras
cepas descritas en la bibliografia (Lee y col, 2002b, Lee y col, 2001, Song and Lee, 2006).

El rendimiento de acido succinico se determind como 1,2 g de acido succinico por g de fuente de carbono para la
suma de glicerol y maltosa. Este rendimiento también es superior al de las cepas descritas en la bibliografia (Lee y
col, 2002b, Lee y col, 2001, Song and Lee, 2006).

El rendimiento espacio-temporal de 3,7 g/(I h) de acido succinico es superior al de las cepas descritas en la bibliografia
(Song y col, 2006).

Ademas se observé que la productividad especifica del acido succinico de 0,77 [g g DCW-'h"']" era superior a la de
las cepas descritas en la bibliografia (Song y col, 2006).

Tabla 20: Resultados del ejemplo 15

Glicerol y maltosa como fuentes de carbono

tc [h]P 16
Biomasa BTM [g/l] 4,7
A CGlicerol [g/I]d '36,5
A CAcido succinico [g/I]e 57,54
A C Maltosa [g/I]d '1 1 ,2
A cia [g/]° 3.7
A caa [9/1]° 3,41
STY [g/(Ih)]f 3,4
Rendimiento de succinato [g/g]? 1,2
Productividad especifica de AS [g g DCW-'h-"]" 0,77

b tiempo de cultivo

¢ biomasa seca determinada por solubilizacién de MgCO:s.

4 consumo de glicerol o maltosa

¢ formacion de acido succinico, férmico y acético

f rendimiento espacio-temporal g de acido succinico por (I *h)

9 rendimiento en g de acido succinico por g de sustrato (suma de maltosa y glicerol)

h Productividad especifica: g de acido succinico por g de biomasa (peso celular seco) por h

Resumen de los experimentos
1. La cepa DD1 tiene caracteristicas muy prometedoras:

Parametros de productividad atractivos para glicerol (titulo de AS: hasta 57 g/l, rendimiento espacio-temporal de
3,4 g/(1 h) de acido succinico, una productividad especifica de acido succinico de 0,77 g/(g DCW h) y un rendimiento
de carbono de hasta 1,24 g/g de carbono consumido.

- Se toleran niveles de glucosa y glicerol de al menos 75 g/l y 70 g/l respectivamente.

- La D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa se convierten eficientemente en AS, lo que indica su
idoneidad para la produccion de AS en una estrategia de bio-refineria

- El glicerol, especialmente el material no purificado de las plantas de biodiésel, también se usa de manera eficaz
para la produccion de AS; Los rendimientos, los rendimientos espacio-temporales y las productividades especificas
y las proporciones de producto/subproducto son sustancialmente mayores y mejores que con D- glucosa y otros
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azucares.

Se tolera el NH3/NH4OH para el control de pH, por lo tanto es posible la produccion de acido succinico y/o sales
de amonio de acido succinico

La D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa se convierten eficientemente en AS, lo que indica su
idoneidad para la produccion de AS en una estrategia de bio-refineria

El glicerol, especialmente el material no purificado de las plantas de biodiésel, también se usa de manera eficaz
para la produccion de AS; Los rendimientos y las proporciones de producto/subproducto son sustancialmente
mayores que con D-glucosa y otros azucares.

La combinacion de fuentes de carbono diferentes se convierte de manera eficaz en acido succinico

El crecimiento celular aerobio es posible, lo que es una clara ventaja para el manejo general de la cepa en el
laboratorio, especialmente para el desarrollo posterior de la cepa

Se mejoro sustancialmente el medio de cultivo sin pérdidas de productividad.

Conclusiones:

1. La cepa tiene un excelente potencial para la produccion de acido succinico y/o de sales de acido succinico, por
ejemplo, sales de amonio, que pueden convertirse en THF/BDO/GBL vy pirrolidonas.

2. La produccion de acido succinico para aplicaciones en mondmeros es otra opcién atractiva.
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<130> M/47282
<160> 2

<170> PatentIn versién 3.3

<210>1
<211> 1517
<212> ADN

<213> Pasteurella sp.

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1517)
<223> ADNr 16S

<400> 1
tttgatcctg

gcgggaggaa
atctggetta
ggattaaagg
agttggtggg
gccacactgg
cacaatgggg
aaagttcttt
cacagaagaa
gttaatcgga
gcececeggget
ggtagaattc
ggcagccect
agataccctg
gtgctegtag
caaatgaatt
cgaagaacct
gggagctctg
aagtcccgea

aaggagactg

gctcagattg
agcttgettt
tggaggggga
gtgggacttt
gtaaaggect
aactgagaca
ggaaccctga
cggtgacgag
gcaccggcta
ataactgggce
taacctggga
cacgtgtage
tgggaagata
gtagteccacg
ctaacgtgat
gacgggggcc
tacctactct
agacaggtgce
acgagcgcaa

ccggtgacaa

ES 2764410713

aacgctggeg
ctttgeegac
taacgacggg
cgggccaccee
accaageccga
cggtccagac
tgcagccatg
gaaggtgttt
actecegtgec
gtaaagggca
attgecattte
ggtgaaatgce
ctgacgeteca
cggtaaacge
aaatcgaccg
cgcacaagcg
tgacatccag
tgcatggctg
cccttatect

accggaggaa

gcaggcttaa
gagtggcgga
aaactgtecge
gccataagat
cgatctctag
tcctacggga
ccgegtgaat
gttttaatag
agcagcecgeg
tgcaggegga
agactgggag
gtagagatgt
tatgcgaaag
tgtcgatttg
cctggggagt
gtggagcatg
agaatcctgt
tcgtcagete
ttgttgeccag

ggtggggatg

36

cacatgcaag
cgggtgagta
taatacecgeg
gagcccaagt
ctggtctgag
ggcagcagtg
gaagaaggcc
gacaagcaat
gtaatacgga
cttttaagtg
tctagagtac
ggaggaatac
cgtggggage
gggattggge
acggccgcaa
tggtttaatt
agagatacgg
gtgttgtgaa
catgtaaaga

acgtcaagtce

tcgaacggta
atgcttgggg
taatatecttce
gggattaggt
aggatgacca
gggaatattg
ttegggttgt
tgacgttaat
gggtgcgage
agatgtgaaa
tttagggagg
cgaaggcgaa
aaacaggatt
tttaggecctg
ggttaaaact
cgatgcaacg
gagtgectte
atgttgggtt
tgggaactca

atcatggcce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200
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ttacgagtag ggctacacac gtgctacaat

gtagagcgaa tctcagaaag tgcategtag

gaagtcggaa tcgetagtaa tecgcaaatca

tgtacacacc gccegtcaca ccatgggagt

tcgggggggyg cgtttaccac ggtatgatte

cgtaggggaa cctgegg

<210> 2

<211> 3008

<212> ADN

<213> Pasteurella sp.

<220>

<221> misc-feature
<222> (1)..(3008)
<223> ADNr 23S

<400> 2

agtaataacg
gtacaaggtg
ttgggtgagt
gaagaatcta
acatctaagt
agcgtaagag
gcacagggtg
gggcgggaca
cctgattgac
ggagtgaaat
gcegtaccettt
ggagccgaag
ccggtgatct
actaatgttg
gagatagctg
gtagagcact
taccgaagag
aacaacccag
aggcttagac

ctcactagtc

aacgacacag
gatgccttgg
tgataagaag
ctatcaataa
accccgagga
ccggcaagtg
atagccceegt
cgagaaatce
cgatagtgaa
agaacctgaa
tgtataatgg
ggaaaccgag
agccatggge
aaaaattagce
gttcteceeg
gtttcggeta
taatgcatag
accgecaget
agctaggatg

gagteggect

gtataagaat
caatcagagg
cgtctaacce
ccgaatccat
aaagaaatca
atagcatgag
acttgaaaat
tgtttgaaga
ccagtactgt
accttgtacg
gtcagcgact
tcttaactgg
aggttgaagg
ggatgacctg
aaatctattt
gggggccatc
gagacacacg
aaggtcccaa
ttggcttaga

gcgeggaaga

ggtgcataca
tccggattgg
gaatgttgeg
gggttgtace

atgactgggg

acttgaggtt
cgaagaagga
aagatatccg
aggttattga
accgagatta
gattagagga
cattgtgtgg
aggggggacc
gaaggaaagg
tacaagcagt
tatattatgt
gcgtcecgagtt
ttgggtaaca
tggctggggg
aggtagagce
ccggettace
gegggtgeta
agtttatatt
agcagccatc

tgtaacgggg
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gagggeggcg
agtctgcaac
gtgaatacgt
agaagtagat

tgaagtcgta

gtatggttaa
cgtgctaate
aatggggcaa
ggcaaaccgg
cgtcagtage
atcggctggg
tactgagcectt
atcctccaag
cgaaaagaac
gggagcccge
agcgaggtta
gcatgatata
ctaactggag
tgaaaggcca
ttatgtgaat
aacccgatge
acgttegteg
aagtgggaaa
atttaaagaa

ctcaaatata

ataccgcgag
tcgactcecat
tcecegggect
agcttaacct

acaaggtaac

gtgactaage
tgcgaaaage
cccagtagat
gagaactgaa
ggcgagcgaa
aagccgggcg
gcgagaagta
gctaaatact
ccecggtgagg
gagggtgact
accgaatagg
gacccgaaac
gaccgaaccg
atcaaaccgg
accttcgggg
aaactgcgaa
tggagaggga
cgaagtggga
agcgtaatag

gcaccgaage

1260

1320

1380

1440

1500

1517

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200



tgcggcatca
tcgagaggge
gtgaaaaacc
gagtcggcce
gtacttgtta
ggtcgtttaa
gatgatgacg
taagcgtcag
ctcaggcget
agaaggtgcg
acccgetgge
atagggtgtg
cgcctgateg
ttecttgteg
cccgagacte
aagaccccegt
aggtgggagg
ctttaacgtt
gtagtttgac
tgacggtcegg
caagtcgage
tecgetcaacg
tcgacggegg
ccaagggtat
gacagtttgg
gagaggaccg
gtagctacat
tgagttctece
ggtgtgtaag
atacaacgcet

aatcggcet

ggcgtaagece
tgctggacgt
cgttcegeegg
ctaaggcgag
taattgcgat
gttggtaggt
aggcgctaag
attataataa
tgagagaact
ccggegtaga
tgcaactgtt
atgcctgecce
aagccccagt
ggtaagttce
agtgaaattg
gaacctttac
ctttgaagcg
tgatgttcta
tggggcggtce
acatcgtcag
aggtgcgaaa
gataaaaggt
tgtttggcac
ggctgttege
tcectatetg
gagtggacgc
gcggaagaga
cagtatttaa
cgttgcgaga

caagtgtttt

ES 2764410713

tgttgggtag
atcacgagtg
aagaccaagg
gctgaagage
gtggggacgg
ggagcgttta
gtgccgaagt
accgtactat
cgggtgaagg
ttgtagaggt
tattaaaaac
ggtgctggaa
aaacggcggce
gacctgcacg
aaatcgcegt
tatagcttga
gtaacgccag
acgaagtgcce
tcctcccaaa
gttagtgcaa
gcaggtcata
actccgggga
ctcgatgtcg
catttaaagt
ccgtgggegt
atcactggtg
taagtgctga
tactgtaagg
cgttgageta

tggtagtgaa

gggagcgtceg
cgaatgctga
gttectgtce
gtagtcgatg
agtaggttag
ggcaaatceg
aaccgatacce
aaaccgacac
aactaggcaa
atacccttga
acagcactct
ggttaattga
cgtaactata
aatggcataa
gaagatgcgg
cactgaacct
ttatcgtgga
cggaacgggt
gagtaacgga
tggtataage
gtgatccggt
taacaggctg
gctcatcaca
ggtacgcgag
tggagaattg
ttececggttgt
aagcatctaa
gttgttggag
accggtacta

agttattacg

38

tgtaagcgga
cataagtaac
aacgttaatc
ggaaacgggt
gttatcgace
gacgcttate
acacttccag
aggtggtcag
aatagcaccg
aggttgaacc
gcaaacacga
tggcgttate
acggtcctaa
tgatggceccag
tgtacccgeg
tgaattttga
gccatccttg
actcggacag
ggagcacgaa
aagcttaact
ggttctgaat
ataccgececa
tectgggget
ctgggtttaa
agaggggctg
gtecgecagac
gcacgaaact
acgacgacgt
attgccecgag

gaataagtaa

agaaggtggt
gataaaacgg
ggggcagggt
taatattcce
tgttggaaaa
aacaccgaga
gaaaagccac
gtagagaata
taacttcggg
ggtcgaagtg
aagtggacgt
gcaagagaag
ggtagcgaaa
gctgtcecteca
gctagacgga
tgtgtaggat
aaataccacc
tgtctggtag
ggtttgctaa
gcgagacgga
ggaagggeca
agagttcata
gaagtaggtc
aacgtcgtga
ctecctagtac
gcattgecgg
tgcctegaga
agataggccg
aggcttagece

gtagtcaggg

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3008
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa mutante de una cepa bacteriana DD1 como la depositada en el DSMZ que tiene el numero de depésito
DSM 18541, que tiene la capacidad de producir acido succinico a partir de glicerol y en la que dicha cepa mutante
tiene un ADNr 16S de SEQ ID NO: 1; o una secuencia, que muestra una homologia de secuencia de al menos 99,9 %
con la SEQ ID NO: 1.

2. La cepa de la reivindicacion 1 que convierte glicerol en acido succinico con un coeficiente de rendimiento YP/S de
al menos 0,5 g/g.

3. La cepa de una de las reivindicaciones precedentes, que tiene un ADNr 23S de SEQ ID NO: 2; o una secuencia,
que muestra una homologia de secuencia de al menos 95, 96, 97, 98, 99 0 99,9 % con la SEQ ID NO: 2 y que retiene
la capacidad de utilizar glicerol.

4. La cepa de una de las reivindicaciones precedentes, que muestra al menos una de las siguientes caracteristicas
metabdlicas adicionales:

a) produccion de acido succinico a partir de sacarosa;

b) produccién de acido succinico a partir de maltosa

c) produccioén de acido succinico a partir de D-fructosa;

d) produccion de acido succinico a partir de D-galactosa;

e) produccion de acido succinico a partir de D-manosa;

f) produccién de acido succinico a partir de D-glucosa;

g) produccion de acido succinico a partir de D-xilosa;

h) produccién de acido succinico a partir de L-arabinosa;

i) ninguna utilizacién de xilitol, inositol, sorbitol;

j) crecimiento tanto en condiciones aerobias como anaerobias;

k) crecimiento con concentraciones iniciales de glucosa de 75 g/l o mas
1) crecimiento con concentraciones iniciales de glicerol de 70 g/l o mas
m) tolerancia al amoniaco.

5. La cepa de una de las reivindicaciones precedentes, que convierte sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-
xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa y/o glicerol en acido succinico con un coeficiente de rendimiento YP/S de
al menos 0,5 g/g.

6. La cepa de una de las reivindicaciones precedentes, que tiene al menos una de las siguientes caracteristicas

a) convertir al menos 28 g/l de glicerol en al menos 28,1 g/l de acido succinico, con un coeficiente de rendimiento
YP/S de al menos 1,0 g/g;

b) convertir al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa,
L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol en acido succinico con un rendimiento de productividad
especifica de al menos 0,6 g g DCW-' h! de acido succinico;

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

d) convertir al menos 28 g/l de al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-
glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol en acido succinico con un rendimiento espacio-
temporal para el acido succinico de al menos 2,2 g/(l h);

e) convertir al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-xilosa,
L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol en acido succinico con un rendimiento de productividad
especifica de al menos 0,6 g g DCW-" h! de acido succinico y un rendimiento espacio-temporal para el acido
succinico de al menos 2,2 g/(l h).

7. Un procedimiento para la produccion fermentativa de un acido organico o una sal o un derivado del mismo,
procedimiento que comprende las etapas de:

a) incubar una cepa bacteriana como se define en una de las reivindicaciones precedentes en un medio que
contiene una fuente de carbono asimilable y cultivar dicha cepa en condiciones que favorecen la formacion del
acido organico deseado; y

b) obtener dicho acido organico o sal o derivado del mismo del medio.

8. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que la fermentacion se realiza a una temperatura en el intervalo de 10
a 60 °C a un pH de 5,0 a 9,0 en presencia de didéxido de carbono.

9. El procedimiento de la reivindicacion 7 u 8, en el que dicho acido organico es acido succinico.
10. El procedimiento de una de las reivindicaciones 7 a 9, en el que la fuente de carbono asimilable se selecciona de

glicerol, sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-galactosa, D-manosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, productos de
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descomposicion del almiddn, celulosa, hemicelulosa y lignocelulosa; y mezclas de los mismos.

11. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que la fuente de carbono es glicerol o una mezcla de glicerol y al
menos otra fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-galactosa, D-manosa, D-glucosa, D-
xilosa, y L-arabinosa.

12. El procedimiento de una de las reivindicaciones 7 a 11, en el que la concentracion de la fuente de carbono
asimilable se ajusta a un valor en un intervalo de 5 a 80 g/l.

13. Un procedimiento para la produccién fermentativa de acido succinico o una sal o un derivado del mismo,
procedimiento que comprende las etapas de:

a) incubar una cepa bacteriana mutante de la familia Pasteurellaceae como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones de 1 a 6 en un medio que contiene al menos una fuente de carbono asimilable y cultivar dicha
cepa en condiciones que favorecen la formacién del acido organico deseado;

b) obtener dicho acido organico o sal o derivado del mismo del medio; caracterizado adicionalmente por al menos
una de las siguientes caracteristicas:

c) la conversion de al menos 28 g/l de glicerol en al menos 28,1 g/l de acido succinico, con un coeficiente de
rendimiento YP/S de al menos 1,0 g/g;

d) la conversiéon de al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa,
D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol en acido succinico con un rendimiento de
productividad especifica de al menos 0,6 g g DCW-' h! de acido succinico;

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

f) la conversion de al menos 28 g/l de al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-
fructosa, D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol en acido succinico con un
rendimiento espacio-temporal para el acido succinico de al menos 2,2 g/(l h);

g) la conversiéon de al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa,
D-xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol en acido succinico con un rendimiento de
productividad especifica de al menos 0,6 g g DCW-' h*' de acido succinico y un rendimiento espacio-temporal
para el acido succinico de al menos 2,2 g/(I h).

14. Un procedimiento para la produccién fermentativa de acido succinico o una sal o un derivado del mismo,
procedimiento que comprende las etapas de:

a) incubar una cepa bacteriana mutante de la familia Pasteurellaceae como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones de 1 a 6 en un medio que contiene al menos una fuente de carbono asimilable y cultivar dicha
cepa en condiciones que favorecen la formacién del acido organico deseado;

b) obtener dicho acido organico o sal o derivado del mismo del medio; caracterizado adicionalmente por

c) la conversion de al menos una fuente de carbono seleccionada de sacarosa, maltosa, D-fructosa, D-glucosa, D-
xilosa, L-arabinosa, D-galactosa, D-manosa, y/o glicerol en acido succinico con un rendimiento espacio-temporal
para el acido succinico de al menos 2,2 g/(l h) de acido succinico, en particular al menos 2,5, 2,75, 3 0 3,25 g/(l h)
de acido succinico.

15. El procedimiento de una de las reivindicaciones 7 a 14, realizado de forma discontinua o continua.

16. Un procedimiento para la produccion de acido succinico y/o sales de amonio del acido succinico, procedimiento
que comprende la produccion fermentativa de acido succinico de acuerdo con una de las reivindicaciones 7 a 14 y el
control del pH con amoniaco o una solucion acuosa del mismo o NHsHCO3, (NH4)2CO3, NaOH, Na,CO3;, NaHCOs,
KOH, K2C03, KHCO3, Mg(OH)z, MgCO3, MgH(CO3)2, Ca(OH)z, CaCO3, Ca(H003)2, CaO, CHeNzOz, C2H7N Yy mezclas
de los mismos.

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

a) la produccion fermentativa de acido succinico y/o sales de acido succinico, como se define en la reivindicacion
16,y

b1) bien la hidrogenacién catalitica directa del acido libre obtenido en THF y/o BDO y/o GBL o

b2) la esterificacion quimica del acido succinico libre obtenido y/o las sales del acido succinico en su
correspondiente éster de di-alquilo inferior y la posterior hidrogenacion catalitica de dicho éster en THF y/o BDO
y/o GBL.

18. Un procedimiento para la produccién de pirrolidonas que comprende
a) la produccion fermentativa de sales de amonio del acido succinico como se define en la reivindicacion 16, y

b) la conversion quimica de las sales de amonio del acido succinico en pirrolidonas.
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19. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 18, en el que dicho glicerol, que se usa como
fuente de carbono asimilable, se obtiene por escision del éster de triacilglicéridos.

20. El procedimiento de la reivindicacién 19, en el que el glicerol es un producto residual como el que se obtiene a
partir de la fabricacién del biodiésel.

21. El uso de una cepa bacteriana como se define en una de las reivindicaciones 1 a 6 para la produccion fermentativa
de un producto de quimica organica fina.

22. El uso de la reivindicaciéon 21, en el que el producto de quimica organica fina es acido succinico o una sal o
derivado del mismo.

41



ES 2764410713

Pasteurella testudinis CCUG 19802’

Pasteurelia pneumotropica NCTC 8141'

Haemophilus influenzae ATCC 33391

e Pasteurella multocida ssp multocida NCTC 10322'

Pasteurella canis ATCC 43326’

Aislado DD1

e

Mannheimia ruminalis CCUG 38470'
‘{-'LMannheimia glucosida CCUG 38457
Mannheimia haemolytica NCTC 9380'

Mannheimia granulomatis ATCC 49244’

“Mannheimia succiniciproducens” MBEL 55E

Mannheimia varigena CCUG 38462’

Pasteurella bettyae CCUG 2042’

Haemophilus parahaemolyticus NCTC 8479

Actinobacillus minor CCUG 38923'

Pasteurella frehalosiNCTC 10641’

Actinobacillus capsulatus CCUG 12396'

Pasteurella aerogenes ATCC 27883’

Pasteurella langaaensis ATCC 43328’

Pasteurella anatis ATCC 43329'

Pasteurella gallinarum NCTC 11188

Escherichia coli K-12

1%
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121,
181
241
301
361
421
481
541
601
66l
721
781
841
901
961

1021,
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
.50 .

tttgateactyg
gcgggaggaa
atctggctta
ggattaaagg
agttggtggg
gccacactgg
cacaatgggg
aaagttcttt
cacagaagaa
gttaatcgga
gcccecggget
ggtagaattc
ggcagccoot
agataccctg
gtgctcgtag
caaatgaatt
cgaagaacct
gggagctctyg
aagtcccgea
aaggagactqg
ttacgagtag
gtagagcgaa
gaagtcggaa
tgtacacacc
tcgggggggy
cgtaggggaa
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gctcagattg
agcttgcecttt
tggaggggga
gtgggacttt
gtaaaggcct
aactgagaca
ggaaccctga
cggtgacgag
gcaccggcta
ataactgggce
taacctggga
cacgtgtagc
tgggaagata
gtagtccacg
ctaacgtgat
gacgggggcec
tacctactct
agacaggtgc
acgagcgcaa
ccggtgacaa
ggctacacac
tctcagaaag
tcgctagtaa
gocccgtoaca

cgtttaccac

CETgogy

aacgctggcecg
ctttgcecgac
taacgacggg
cgggccaccc
accaagccga
cggtccagac
tgcagccatg
gaaggtgttt
actaegtgoe
gtaaagggca
attgeattice
ggtgaaatgc
ctgacgctca
cggtaaacgc
aaatcgaccg
cgcacaagcg
tgacatccag
tgcatggctg
cocttatoet
accggaggaa
gtgctacaat
tgcatcgtag
tcgcaaatca
ccatgggagt

ggtatgattc

Fig.2
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gcaggcttaa
gagtggcgga
aaactgtegce
gccataagat
cgatctctag
tecctacggga
ccgegtgaat
gttttaatag
agcagcegceg
tgcaggcgga
agactgggag
gtagagatgt
tatgcgaaag
tgtecgatttyg
cctggggagt
gtggagcaty
agaatcctgt
tcgtcagcectc
ttgttgccag
ggtggggatg
ggtgcataca
tceggattygy
gaatgttgcg
gggttgtacc

atgactgggg

cacatgcaag
cgggtgagta
taataccgcg
gagcccaagt
ctggtctgag
ggcagcagtg
gaagaaggcc
gacaagcaat
gtaatacgga
cttttaagtyg
tctagagtac
ggaggaatac
cgtggggagce
gggattgggce
acggccgcaa
tggtttaatt
agagatacgg
gtgttgtgaa
catgtaaaga
acgtcaagte
gagggcggeg
agtctgcaac
gtgaatacgt
agaagtagat

tgaagtcgta

tcgaacggta

atgcttgggg
taatatcttc

gggattaggt
aggatgacca
gggaatattg
ttcgggttgt
tgacgttaat
gggtgcgage
agatgtgaaa
tttagggagg
cgaaggcgaa
aaacaggatt
tttaggcctg
ggttaaaact
cgatgcaacg
gagtgectte
atgttgggtt
tgggaactca
atcatggccce
ataccgcgag
tegactocat
tceogggoet
agcttaacct

acaaggtaac



agtaataacg
gtacaaggtg
ttgggtgagt
gaagaatcta
acatctaagt
agcgtaagag
gcacagggtyg
gggegggaca
cctgattgac
ggagtgaaat
gegtacettt
ggagccgaag
ccggtgatet
actaatgttg
gagatagotyg
gtagagcact
taccgaagag
aacaacccag
aggcttagac
ctcactagte
tgcggcatca
tcgagagggce
gtgaaaaacc
gagtcggccc
gtacttgtta
ggtcgtttaa
gatgatgacg
taagcgtcag
ctcaggcgcet
agaaggtgcg
accecgctgge
atagggtgty
cgcctgatcg
bhoctbgtey
cccgagacte
aagaccccgt
aggtgggagyg
ctttaacgtt
gtagtttgac
tgacggtcgg
caagtcgagc
tcgectcaacg
tecgacggegy
ccaagggtat
gacagtttgg
gagaggaccg
gtagctacat
tgagttctce
ggtgtgtaag
atacaacgcet
aatcggct

aacgacacag
gatgccttgg
tgataagaag
ctatcaataa
accccgagga
ccggcaagtg
atagcccegt
cgagaaatcc
cgatagtgaa
agaacctgaa
tgtataatgg
ggaaaccgag
agccatggge
aaaaattagc
gttetecceg
gtttcggcta
taatgcatag
accgccagct
agctaggatg
gagtecggect
ggcgtaagcec
tgctggacgt
cgttegeegg
ctaaggcgag
taattgcgat
gttggtaggt
aggcgctaag
attataataa
tgagagaact
ccggcgtaga
tgcaactgtt
atgcectgece
aagccccagt
ggtaagttcce
agtgaaattg
gaacctttac
ctttgaagcg
tgatgttcta
tggggcggte
acatcgtcag
aggtgcgaaa
gataaaaggt
tgtttggcac
ggctgttege
tccctatctg
gagtggacgc
gcggaagaga
cagtatttaa
cgttgcgaga
caagtgtttt
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gtataagaat
caatcagagg
cgtctaaccc
ccgaatccat
aaagaaatca
atagcatgag
acttgaaaat
tgtttgaaga
ccagtactgt
accttgtacg
gtcagcgact
tcttaactgg
aggttgaagyg
ggatgacctg
aaatctattt
gggggccatc
gagacacacg
aaggtcccaa
ttggcttaga
gegcecggaaga
tgttgggtag
atcacgagtg
aagaccaagg
gctgaagagc
gtggggacgg
ggagcgttta
gtgccgaagt
accgtactat
cgggtgaagg
ttgtagaggt
tattaaaaac
ggtgctggaa
aaacggcgge
gacctgcacqg
aaatcgcegt
tatagcttga
gtaacgccag
acgaagtgcce
tccteccaaa
gttagtgcaa
gcaggtcata
actccgggga
ctcgatgtcg
catttaaagt
ccgtgggegt
atcactggtg
taagtgctga
tactgtaagg
cgttgagcta
tggtagtgaa

acttgaggtt
cgaagaagga
aagatatccg
aggttattga
accgagatta
gattagagga
cattgtgtgg
aggggggacc
gaaggaaagg
tacaagcagt
tatattatgt
gegtegagtt
ttgggtaaca
tggctggggg
aggtagagcec
ccggcttacc
gcgggtgcta
agtttatatt
agcagccatc
tgtaacgggy
gggagcgtey
cgaatgctga
ghtectgbee
gtagtcgatg
agtaggttag
ggcaaatccg
aaccgatacc
aaaccgacac
aactaggcaa
atacccttga
acagcactct
ggttaattga
cgtaactata
aatggcataa
gaagatgcgg
cactgaacct
ttatcgtgga
cggaacgggt
gagtaacgga
tggtataagce
gtgatccggt
taacaggctg
gctcatcaca
ggtacgcgag
tggagaattg
ttccggttgt
aagcatctaa
gttgttggag
accggtacta
agttattacy

gtatggttaa
cgtgctaate
aatggggcaa
ggcaaaccgg
cgtcagtagce
atcggctggg
tactgagctt
atcctccaag
cgaaaagaac
gggagcecge
agcgaggtta
gcatgatata
ctaactggag
tgaaaggcca
ttatgtgaat
aacccgatgce
acgttcgtcg
aagtgggaaa
atttaaagaa
ctcaaatata
tgtaagcgga
cataagtaac
aacgttaatc
ggaaacgggt
gttatcgacc
gacgcttatc
acacttccag
aggtggtcag
aatagcaccg
aggttgaacc
gcaaacacga
tggcgttate
acggtcctaa
tgatggccag
tgtacccgeg
tgaattttga
gccatccttg
actcggacag
ggagcacgaa
aagcttaact
ggttctgaat
ataccgccca
tcctgggget
ctgggtttaa
agaggggctyg
gtcgeccagac
gcacgaaact
acgacgacgt
attgcccgag
gaataagtaa

Fig.3
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gtgactaagc
tgcgaaaagc
cccagtagat
gagaactgaa
ggcgagcegaa
aagccgggcg
gcgagaagta
gctaaatact
cceggtgagy
gagggtgact
accgaatagg
gacccgaaac
gaccgaaccg
atcaaaccgg
accttegggg
aaactgcgaa
tggagaggga
cgaagtggga
agcgtaatag
gcaccgaagc
agaaggtggt
gataaaacgg
ggggcagggt
taatattccc
tgttggaaaa
aacaccgaga
gaaaagccac
gtagagaata
taacttcggg
ggtcgaagtg
aagtggacgt
gcaagagaag
ggtagcgaaa
gctgteteca
gctagacgga
tgtgtaggat
aaataccacc
tgtctygtygg
ggtttgctaa
gcgagacgga
ggaagggecs,
agagttcata
gaagtaggtc
aacgtcgtga
ctecctagtac
gcattgccgg
tgcctegaga
agataggceg
aggcttagcc
gtagtcaggg
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