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DESCRIPCIÓN 
 
Levadura y procedimiento de producción de ácido L-láctico 
 
SECTOR TÉCNICO 5 
 
La presente invención se refiere a un procedimiento de producción de ácido L-láctico. La presente invención se 
refiere además a una levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa. La 
presente invención se refiere además a un procedimiento de producción de ácido L-láctico que comprende cultivar la 
levadura que tiene un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa. 10 
 
TÉCNICA ANTERIOR 
 
Dentro del actual creciente interés de la sociedad por la utilización y la reutilización eficaz de los recursos, están 
atrayendo especialmente la atención los polímeros producidos a partir de materias primas vegetales. En particular, 15 
se ha conocido recientemente que el ácido poliláctico, un producto de una materia prima de origen vegetal, tiene 
unas propiedades excelentes. 
 
El ácido láctico, la materia prima para el ácido poliláctico, se ha producido mediante el cultivo de un microorganismo, 
denominado generalmente como bacteria láctica. Entre los ejemplos típicos de las bacterias lácticas se incluyen 20 
especies de Lactobacillus y Lactococcus. Debido a que estas bacterias lácticas generalmente muestran un excelente 
rendimiento respecto al azúcar, pero son menos resistentes a los ácidos, para la acumulación de una sustancia 
ácida tal como ácido láctico en una gran cantidad, debe llevarse a cabo el cultivo a la vez que la solución de cultivo 
se neutraliza, por ejemplo, con un álcali tal como carbonato cálcico, hidróxido amónico o hidróxido sódico. 
 25 
Sin embargo, un proceso de este tipo da una sal de lactato, tal como lactato sódico o lactato cálcico por el proceso 
de neutralización con un álcali, lo que hace necesario un tratamiento para convertir la sal de lactato de nuevo en 
ácido láctico en la etapa de purificación posterior y, de este modo, provoca un coste adicional. 
 
De este modo, para la reducción del coste de neutralización, se ha propuesto la producción de ácido láctico 30 
mediante levadura resistente a los ácidos (véase los documentos de patente 1 a 5 y los documentos que no son 
patentes 1 a 3). Las levaduras no producen naturalmente ácido láctico y, por lo tanto, para la producción de ácido 
láctico por la levadura, se deben introducir un gen de codificación de una L-lactato deshidrogenasa, y una enzima de 
conversión de ácido pirúvico en ácido L-láctico, (a continuación, abreviado como gen L-ldh) en la levadura por una 
técnica de recombinación genética. 35 
 
Se han estudiado genes L-ldh bovinos, tal como el gen L-ldh para su introducción en la levadura (véase los 
documentos de patente 3 y 5, y los documentos que no son patentes 1 a 3), y se ha descrito que son más favorables 
que los genes L-ldh derivados de bacterias lácticas. Los genes L-ldh derivados de bovino tienen un rendimiento 
menor respecto al azúcar de ácido L-láctico y, de este modo, existía una necesidad de nuevas mejoras de 40 
rendimiento con respecto al azúcar (véase el documento no patente 3). Además, se ha estudiado también la mejora 
de la productividad de ácido L-láctico mediante mutación del gen derivado de la levadura. Sin embargo, la mutación 
del gen derivado de levadura dio lugar frecuentemente a desventajas tales como el alargamiento del periodo de 
fermentación y la disminución de la velocidad de consumo de azúcar (véase los documentos de patente 3 y 6). 
 45 
Tal como se ha descrito anteriormente, la producción de ácido L-láctico mediante levadura es un procedimiento útil. 
Sin embargo, existe una necesidad de una mejora adicional de la productividad. 
 
Documento de Patente 1: Solicitud de patente japonesa abierta a inspección pública (JP-A) Nº 2001-204.464 
Documento de Patente 2: JP-A N º 2001 - 204.468 50 
Documento de Patente 3: Solicitud de Patente Japonesa de Publicación Nacional (abierta a inspección pública) Nº 
2001 - 516584  
Documento de Patente 4: JP-A N º 2003-93060  
Documento de Patente 5: JP-A N º 2003-259878  
Documento de Patente 6: JP-A N º 2.006-006.271  55 
Documentos no de patente 1: Danilo Porro y otros, Biotechnol. Prog, 11: págs. 294-298 (1955) 
Documento no de patente 2: Danilo Porro y otros, Applied and Environmental Microbiology, 65 (9): p. 4211-4211 
(1999)  
Documento no de patente 3: Satoshi Saitoh y otros, Applied and Environmental Microbiology, 71 (5): p. 2789-2792 
(2005) 60 
 
Secuencias de ARNm de la lactato deshidrogenasa A1 de Xenopus laevis (ldha2) secuencia completa (1999-06-30), 
cadena M de lactato deshidrogenasa A1 de Xenopus laevis (LDH-A) secuencia completa (1999-07-01) y el clon de 
ADNc de lactato deshidrogenasa MGC:53139 IMAGE:5542650, secuencia completa (2003-01-30) son extraíbles de 
la base de datos EMBL. Se hace referencia además a H. Mannen y otros, Evidencia molecular para un clado de 65 
tortugas (”Molecular evidence for a clade in turtles”) Molecular Phylogenetic and evolution, volumen 13, 1999, págs. 
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144-148, y a S. L. Klein y otros, Herramientas genéticas y genómicas para la investigación en Xenopus: La iniciativa 
NIH Xenopus (“Genetic and genomic tools for Xenopus research: the NIH Xenopus initiative”), Developmental 
Dynamics 2002, volumen 225, págs. 384-391. 
 
Los siguientes documentos describen la producción de levadura recombinante mediante la inserción de ldh exógena 5 
(lactato deshidrogenasa) dentro de las células de levadura: documentos WO03/102152 A2, US 2003/0228671 A1, 
US 6429006 B1, US 2003/016611479 A1, US 6485947 B1. 
 
CARACTERÍSTICAS DE LA INVENCIÓN 
 10 
La presente invención es una levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato 
deshidrogenasa de Xenopus laevis tal como se define en la reivindicación 1. 
 
Otra realización preferente de la presente invención es 
 15 

(1) una levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa de Xenopus 
laevis tal como se define en la reivindicación 1, que tiene una alcohol deshidrogenasa variante tal como se 
define en la reivindicación 5, o 

(2) una levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa de Xenopus 
laevis tal como se define en la reivindicación 1, que carece del gen que codifica la piruvato descarboxilasa 1 20 
y tiene un gen de piruvato descarboxilasa 5 variante en el que parte de la secuencia de ADN del gen que 
codifica la piruvato descarboxilasa 5 de tipo salvaje se ha eliminado, insertado, sustituido y/o agregado. 

 
DESCRIPCIÓN BREVE DE LOS DIBUJOS  
 25 
La figura 1 es un gráfico esquemático que muestra un ejemplo del procedimiento para la preparación de un 
fragmento de PCR para la introducción del gen L-ldh en el cromosoma para su utilización en la presente invención.  
 
La figura 2 es un gráfico que muestra el plásmido pTRS11, un ejemplo del plásmido de expresión para su utilización 
en la presente invención. 30 
 
La figura 3 es un gráfico que muestra el plásmido pTRS57, un ejemplo del plásmido de expresión para su utilización 
en la presente invención. 
 
EXPLICACIÓN DE LOS NUMERALES 35 
 
1: Secuencia homóloga corriente arriba del lugar de introducción deseado (lugar de adición) 
2: Secuencia común 
3: gen marcador de selección de levadura  
4: Secuencia homóloga corriente arriba del lugar de introducción deseado (lugar de adición) 40 
5: Fragmento de PCR para la introducción del gen L-ldh en el cromosoma 
 
MEJOR MODO DE LLEVAR A CABO LA INVENCIÓN 
 
En la presente invención, el gen de L-ldh representa un gen que codifica la proteína que tiene una actividad de 45 
conversión de nicotinamida adenina dinucleótido reducida (NADH) y el ácido pirúvico en nicotinamida adenina 
dinucleótido (NAD+) oxidada y ácido L-láctico. El gen que codifica una L-lactato deshidrogenasa (gen L-ldh) para su 
utilización en la presente invención es un gen L-ldh de Xenopus laevis tal como se define en la reivindicación 1. 
 
Los tres tipos de isoformas del gen de codificación de L-lactato deshidrogenasa de Xenopus laevis (gen L-ldh), ldhA, 50 
ldhB, y ldhC, son conocidos, y cualquiera de ellos se pueden utilizar en la presente invención, pero preferentemente 
es el gen ldhA. 
 
Específicamente, el gen de codificación de L-lactato deshidrogenasa de Xenopus laevis (gen L-ldh) según la 
presente invención es preferentemente el gen L-ldh que tiene la secuencia de nucleótidos mostrada en la Id. Sec. Nº 55 
2. 
 
Los genes que codifican L-lactato deshidrogenasa (gen L-ldh) de Xenopus laevis según la presente invención 
incluyen polimorfismo genético generado mediante mutagénesis. En la presente descripción, el polimorfismo 
genético significa un cambio parcial en la secuencia de ADN de un gen causado por mutación natural. La 60 
mutagénesis es la introducción artificial de la mutación en un gen. La mutagénesis se lleva a cabo, por ejemplo, 
mediante un procedimiento de utilización de un kit de mutagénesis específica de lugar (Mutan-K, fabricado por 
Takara Bio Inc.) o un procedimiento de utilización de un kit de mutagénesis aleatoria (BD Diversify PCR Random 
Mutagenesis (fabricado por Clontech)). 
 65 
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La levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa (gen L-ldh) de Xenopus 
laevis según la presente invención, produce ácido L-láctico con un rendimiento elevado con respecto al azúcar. 
 
Preferentemente, el gen PDR13 de tipo salvaje usado en la presente invención es un gen que tiene la secuencia de 
ADN mostrada en la Id. Sec. Nº 64. Preferentemente, el gen PDR13 variante es una levadura que tiene el gen que 5 
tiene la secuencia de ADN mostrada en la Id. Sec. Nº 22. Además, parte de la proteína codificada en el gen PDR13 
de tipo salvaje o variante tiene preferentemente la secuencia primaria de aminoácidos mostrada en la Id. Sec. Nº 23. 
 
La levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa (gen L-ldh) de Xenopus 
laevis según la presente invención es preferentemente levadura que produce parcialmente la proteína PDR13. Las 10 
levaduras que producen parcialmente la proteína PDR13 tienen un gen PDR13 variante, es decir, un gen que 
codifica una proteína PDR13 variante. Entre los ejemplos de las mutaciones se incluyen la mutación (supresión) de 
una parte del ADN cromosómico de la levadura de codificación de la proteína PDR13, la mutación (supresión o 
sustitución) de uno o más aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de la proteína, y similares. 
 15 
Un ejemplo de la "supresión de parte del ADN cromosómico que codifica la proteína PDR13" en la presente 
invención es un ADN variante que tiene una mutación que prohíbe traducción de, como mínimo, 39 residuos de 
aminoácidos del extremo C-terminal en la secuencia de ADN del ADN cromosómico. La mutación de, como mínimo, 
39 aminoácidos del extremo C-terminal eliminados de la secuencia de aminoácidos de la proteína PDR13 se prepara 
mediante la introducción de la mutación en el ADN cromosómico que codifica la proteína PDR13 por el 20 
procedimiento de mutagénesis específica de lugar. 
 
La mutagénesis específica de lugar se puede realizar, por ejemplo, mediante la utilización del método de 
mutagénesis de un kit de mutagénesis específica de lugar (Mutan-K, fabricado por Takara Bio Inc.), pero el 
procedimiento de mutagénesis de la presente invención no se limita al mismo. 25 
 
La levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa (gen L-ldh) de Xenopus 
laevis según la presente invención tiene preferentemente una alcohol deshidrogenasa variante que tiene una 
secuencia de aminoácidos en la que parte de la secuencia de aminoácidos de la alcohol deshidrogenasa de tipo 
salvaje está sustituida, suprimida, insertada y/o añadida. 30 
 
La levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa (gen L-ldh) de Xenopus 
laevis según la presente invención es preferentemente una levadura que tiene una sensibilidad a la temperatura tal 
que la actividad intercelular de la alcohol deshidrogenasa de la alcohol deshidrogenasa de tipo salvaje desaparece o 
se reduce por el cambio en la temperatura de cultivo. 35 
 
En la presente invención, la alcohol deshidrogenasa es una proteína que tiene una actividad de conversión de 
acetaldehído en etanol. 
 
Una levadura tiene múltiples isogenes como genes que codifican una alcohol deshidrogenasa. En la presente 40 
invención, es preferente utilizar un gen de la alcohol deshidrogenasa que tiene la actividad más elevada de alcohol 
deshidrogenasa en las células de levadura para su utilización en la producción. 
 
Específicamente, entre los isogenes de alcohol deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae conocidos, 
registrados en la Base de Datos del Genoma Saccharomyces se incluyen ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, 45 
ADH6, ADH7, y otros. Entre ellos, es preferente la utilización del gen ADH1. 
 
La levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa (gen L-ldh) de Xenopus 
laevis según la presente invención es preferentemente una levadura que carece del gen que codifica la piruvato 
descarboxilasa 1 y que tiene un gen variante de la piruvato descarboxilasa 5, que tiene una secuencia de ADN en la 50 
que parte de la secuencia de ADN del gen que codifica la piruvato descarboxilasa 5 de tipo salvaje está eliminada 
insertada, sustituida y/o añadida. 
 
La levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa (gen L-ldh) de Xenopus 
laevis según la presente invención es preferentemente una levadura que carece de su gen PDC1. La supresión del 55 
gen PDC1 conduce a un deterioro en la actividad de la piruvato descarboxilasa, en comparación con el gen PDC1 de 
tipo salvaje. Es conocido que la supresión de ambos genes PDC1 y PDC5 conduce a un mayor deterioro en la 
actividad de la piruvato descarboxilasa y, además, a un crecimiento extremadamente lento en un medio que 
contiene glucosa. De este modo, en la presente invención, preferentemente, se hace posible reducir favorablemente 
la actividad de la piruvato descarboxilasa derivada del gen PDC5 y controlar la ruta metabólica de la levadura a 60 
etanol mediante la introducción de mutación en el gen PDC5. 
 
Específicamente, la levadura según la presente invención es preferentemente una levadura que, preferentemente, 
tiene una actividad específica de su piruvato descarboxilasa intercelular de un tercio de la actividad específica en la 
célula de levadura de tipo salvaje o menos. La supresión del gen PDC1 permite la reducción de la actividad 65 
específica de la piruvato descarboxilasa en células de levadura a un tercio de la actividad específica de la levadura 
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de tipo salvaje o menos. La actividad específica de la piruvato descarboxilasa en la célula de levadura puede ser 
determinada utilizando el procedimiento descrito a continuación. 
 
La levadura para utilización en la presente invención no está particularmente limitada, en tanto sea una levadura que 
permita la introducción del gen L-ldh de Xenopus laevis, y entre los ejemplos de la misma se incluyen levaduras que 5 
pertenecen a las especies Saccharomyces, Schizosaccharomyces y de Kluyveromyces. Preferentemente, es 
Saccharomyces cerevisiae, y específicamente, es preferente NBRC10505 o NBRC10506. 
 
A continuación, se describirá más específicamente el procedimiento de producción de la levadura según la presente 
invención, aunque la levadura según la presente invención se puede producir mediante una variedad de 10 
procedimientos. En primer lugar, se describirán varios procedimientos de producción de la levadura. 
 
Utilizado en la clonación de un gen deseado, existe un procedimiento de obtención de una región del gen deseado 
mediante el procedimiento de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) sobre la base de la información genética 
conocida, un procedimiento de clonación a partir de bibliotecas genómicas y de ADNc utilizando su homología o la 15 
actividad enzimática como indicador, y similares. Otros procedimientos incluyen procedimientos de preparación del 
clon por síntesis química o ingeniería genética sobre la base de la información conocida de la proteína. 
 
El plásmido en el que se introduce el gen clonado deseado puede ser uno cualquiera de los plásmidos utilizados 
generalmente en levaduras. Los plásmidos utilizados generalmente en levaduras tienen una secuencia necesaria 20 
para la replicación autónoma en las células de levadura, una secuencia necesaria para la replicación autónoma en 
células de E. Coli, un marcador de selección de levadura y un marcador de selección de E. Coli. Alternativamente, el 
plásmido de expresión para la expresión del gen deseado introducido tiene preferentemente las denominadas 
secuencias reguladoras, que regulan la expresión del gen deseado, tal como operador, promotor, terminador y 
potenciador. La secuencia necesaria para la replicación autónoma en células de levadura es, por ejemplo, un 25 
conjunto de origen de replicación autónoma de levadura (ARS1) y secuencia de centrómero o un origen de 
replicación de plásmido de 2 µm de levadura, mientras que la secuencia necesaria para la replicación autónoma en 
E. coli es, por ejemplo, origen de replicación ColE1 de E. coli. 
 
El marcador de selección de levadura es, por ejemplo, un gen auxótrofo complementario tal como URA3, LEU2, 30 
TRP1 o HIS3 o un gen resistente a fármacos tal como gen resistente a G418 o gen resistente a la neomicina. El 
marcador de selección de E. coli es, por ejemplo, un gen resistente a los antibióticos tal como el gen resistente a la 
ampicilina o el gen resistente a la kanamicina. 
 
La secuencia reguladora no está particularmente limitada, en tanto sea una secuencia que permita la expresión de 35 
un gen deseado, y entre los ejemplos de la misma se incluyen las regiones promotora y terminadora de los genes 
que codifican las proteínas altamente expresadas en la levadura, tales como alcohol deshidrogenasa (ADH), triosa 
fosfato deshidrogenasa (TDH), piruvato descarboxilasa (PDC), y citocromo C1 (CYC1). Sin embargo, el plásmido de 
expresión no está limitado a los mismos. 
 40 
Entre los procedimientos de introducción de un ADN tal como un plásmido, plásmido de expresión, plásmido 
linealizado, plásmido de expresión linealizado, o fragmento de PCR en levadura se incluyen la transformación, 
transducción, transfección, co-transfección y electroporación y similares y, específicamente, por ejemplo, se puede 
realizar por un procedimiento de transformación tal como un procedimiento de utilización de acetato de litio (Journal 
of Bacteriology, 1983, vol. 153, págs. 163-168) o un procedimiento de protoplastos (Satoshi Harashima y otros, 45 
Molecular Cell Biology, 1984, vol. 4, págs. 771-778). Alternativamente, se puede realizar mediante, por ejemplo, el 
KIT DE TRANSFORMACIÓN DE LEVADURA DE CATIÓN ALCALINO disponible de BIO101. Entre ellos, en la 
presente invención es preferente el procedimiento que utiliza de acetato de litio, pero sin que constituya limitación. 
 
Cualquiera de los procedimientos conocidos descritos, por ejemplo, en “Métodos en Genética de Levaduras” 50 
("Methods in Yeast Genetics”, 1990, M. D. Rose y otros, puede ser utilizado como el procedimiento de cultivo de la 
levadura transformada obtenida por el procedimiento de transformación. La selección del medio es arbitraria, en 
tanto se trate de un medio mínimo que no contenga nutrientes para el gen marcador utilizado como indicador de la 
introducción del plásmido, el plásmido de expresión, o fragmento de PCR. Es favorable en la presente invención un 
medio que tiene la siguiente composición: base de levadura nitrogenada sin aminoácidos (fabricada por Difco) 55 
0,67%, glucosa 2,0%, mezcla deficiente con el nutriente para el gen marcador eliminado (medio descrito en 
“Métodos en Genética de Levaduras”, citado), pero el medio no queda limitado por éste. 
 
La supresión del gen deseado puede llevarse a cabo por recombinación homóloga del locus del gen deseado con un 
marcador de selección, tal como un gen marcador auxótrofo o un gen resistente a los fármacos utilizado en 60 
levaduras de forma habitual. Entre los ejemplos de los mismos se incluyen, pero sin que constituyan limitación, 
genes marcadores auxótrofos tales como URA3, LEU2, TRP1, y HIS3 (Methods in Enzymology, vol. 101, págs. 
202-211, G-418) y genes resistentes a medicamentos (Gene, 1083, vol. 26, págs. 243-253). 
 
El procedimiento de introducción en la levadura del gen L-ldh de Xenopus laevis según la presente invención es, por 65 
ejemplo, un procedimiento de clonación del gen L-ldh de Xenopus laevis y la transformación de la levadura con un 
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plásmido de expresión que tiene el gen clonado incorporado, un procedimiento de inserción del gen clonado en una 
posición deseada del cromosoma por recombinación homóloga, o similares, pero sin que constituyan limitación. 
 
Un plásmido capaz de expresar el gen se obtiene mediante la introducción del gen L-ldh de Xenopus laevis en el 
plásmido de expresión descrito anteriormente en una posición corriente abajo del promotor. Es posible introducir el 5 
gen L-ldh de Xenopus laevis en la levadura mediante la transformación de la levadura con el plásmido que expresa 
el gen L-ldh de Xenopus laevis obtenido por el procedimiento descrito a continuación. 
 
Preferentemente, la levadura según la presente invención es una levadura que comprende el gen introducido que 
codifica una L-lactato deshidrogenasa para su expresión en una posición corriente abajo del promotor del gen de la 10 
piruvato descarboxilasa 1 en el cromosoma. 
 
El procedimiento de inserción del gen L-ldh de Xenopus laevis en una posición deseada en el cromosoma, 
preferentemente corriente abajo del promotor del gen de la piruvato descarboxilasa 1 (gen PDC1), mediante 
recombinación homóloga es, por ejemplo, un procedimiento de realización de PCR (Reacción en Cadena de la 15 
Polimerasa) utilizando un cebador diseñado para añadir regiones homólogas en las posiciones deseadas corriente 
arriba y corriente abajo del gen L-ldh de Xenopus laevis y transformación de los fragmentos de PCR obtenidos en la 
levadura por el procedimiento descrito a continuación, sin que constituya limitación. El fragmento de PCR tiene 
preferentemente un marcador de selección de levadura para facilitar la selección de la levadura transformada. 
 20 
El procedimiento de preparación del fragmento de PCR para su utilización se lleva a cabo, por ejemplo, en las 
siguientes tres etapas (1) a (3). Estas etapas se muestran en la figura 1. 
 
(1) Etapa 1: El fragmento que contiene un gen L-ldh de Xenopus laevis y un terminador corriente abajo del mismo se 
amplifica por PCR, utilizando un plásmido que tiene el gen L-ldh de Xenopus laevis y el terminador (utilizado como 25 
plantilla) y un conjunto de cebadores -1- y -2-. El cebador -1- está diseñado para añadir una secuencia homóloga de 
40 pares de bases o más a una posición corriente arriba de la posición deseada, mientras que el cebador -2- está 
diseñado en base a la secuencia derivada del plásmido corriente abajo del terminador. Preferentemente, la 
secuencia homóloga añadida al cebador que es homóloga a la de corriente arriba de la posición deseada, es 
preferentemente una secuencia homóloga a la secuencia corriente arriba del gen PDC1. 30 
 
(2) Etapa 2: Un fragmento que contiene un marcador de selección de levadura se amplifica mediante PCR, utilizando 
un plásmido que contiene un marcador de selección de levadura tal como pRS424 o pRS426 como plantilla y un 
conjunto de cebadores -3- y -4-. El cebador -3- está diseñado para añadir una secuencia de 30 pares de bases o 
más, que es homóloga a la secuencia corriente abajo del terminador del fragmento de PCR en la etapa 1, mientras 35 
que el cebador -4- está diseñado para añadir una secuencia de 40 pares de bases o más, que es homóloga 
corriente abajo a la posición deseada. Preferentemente, la secuencia añadida al cebador -4- que es homóloga a la 
secuencia corriente abajo de la posición deseada, es una secuencia homóloga corriente abajo al gen PDC1. 
 
(3) Etapa 3: La PCR de la mezcla de los fragmentos de PCR obtenidos en las etapas 1 y 2 como plantillas y un 40 
conjunto de cebadores -1- y -4- dieron fragmentos de PCR que contienen genes L-ldh de Xenopus laevis que 
contienen las secuencias homólogas corriente arriba y corriente abajo de la posición deseada añadidas en ambos 
extremos, terminadores y marcadores de selección de levadura. Preferentemente, los fragmentos de PCR son 
fragmentos de PCR que contienen genes L-ldh de Xenopus laevis que contienen secuencias homólogas corriente 
arriba y corriente abajo del gen PDC1 añadidas en ambos extremos, un terminador y un gen marcador. 45 
 
Cuando un marcador de selección de levadura se introduce mediante la introducción de un plásmido que expresa 
genes L-ldh de Xenopus laevis obtenidos de este modo o los fragmentos de PCR en levadura, es posible obtener la 
levadura transformada con el marcador como indicador. 
 50 
Es posible producir ácido L-láctico en el medio mediante el cultivo de la levadura que tiene un gen L-ldh de Xenopus 
laevis según la presente invención. Si el plásmido de expresión introducido es retenido en la levadura, es posible 
producir ácido L-láctico en el medio mediante el cultivo de la levadura transformada. En la presente invención, la 
actividad de la L-lactato deshidrogenasa es una actividad de conversión del ácido pirúvico y el NADH en ácido 
L-láctico y NAD+. Las actividades de la L-lactato deshidrogenasa se comparan a menudo en sus actividades 55 
específicas como indicador. Específicamente, las levaduras con el mismo procedimiento de introducción del gen 
L-ldh y mismos antecedentes genéticos son cultivadas bajo las mismas condiciones, y se determina el cambio en la 
absorbancia a 340 nm asociada con la disminución de NADH utilizando la proteína extraída del microorganismo de 
cultivo. Cuando una cantidad de enzima que reduce 1 µmol de NADH por minuto a temperatura ambiente se define 
como 1 unidad, la actividad específica de L-lactato deshidrogenasa se expresa por la Fórmula 1, en la que, ∆340 60 
representa la disminución en la absorbancia a 340 nm por minuto, y 6,22 es el coeficiente de absorción milimolar del 
NADH. 
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[Fórmula 1] 
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(Fórmula 1) 5 

 
A continuación, se describirá el procedimiento de preparación de la levadura que contiene un gen que codifica la 
proteína PDR13 parcialmente variante. 
 
Entre los ejemplos de los procedimientos de preparación se incluyen: 10 
 
[1] Un procedimiento de selección de una levadura que tiene una eficiencia de producción de ácido láctico mayor 
que la de la cepa parental de una biblioteca de levadura recombinante preparada mediante la inserción de un 
transposón en el ADN cromosómico de la levadura; 
 15 
[2] Un procedimiento de preparación de una levadura que contiene un gen de codificación de la proteína PDR13 
parcialmente deficiente, por ejemplo, por un procedimiento de recombinación homóloga; y 
 
[3] Un procedimiento de preparación de un microorganismo que tiene, en el cromosoma, un ADN que codifica una 
secuencia de aminoácidos variante que tiene una mutación tal como una supresión, sustitución o inserción, que 20 
impide la traducción de, como mínimo, 39 residuos de aminoácidos del extremo C-terminal de la secuencia de 
aminoácidos de la proteína PDR13, por ejemplo, mediante un procedimiento de recombinación homóloga u otros. 
 
La cepa parental que se describe en el procedimiento [1] es una cepa parental suministrada al proceso de 
mutagénesis, y la cepa parental puede ser levadura de tipo salvaje, una variante modificada de levadura 25 
industrialmente útil, levadura de fusión celular o una levadura de recombinación preparada mediante un 
procedimiento de ingeniería genética. 
 
La biblioteca de mutaciones del gen que se describe en [1] se prepara, por ejemplo, mediante un procedimiento de 
preparación de fragmentos de ADN con secuencias transposón insertadas por digestión con enzimas de restricción 30 
de la biblioteca de genomas de secuencias transposón insertadas proporcionada como Colección de Plásmidos de 
levadura mTn (fabricada por Open Biosystems) y la introducción de los fragmentos de ADN en el ADN cromosómico 
en dos procesos de recombinación homóloga. 
 
Es posible observar la influencia de la mutación de inserción en una región del gen claramente limitada en la 35 
eficiencia de producción de ácido láctico, mediante la identificación del lugar de inserción de la secuencia de 
transposón utilizando la biblioteca mutación genética como fuente de cribado. 
 
El procedimiento de selección de una levadura que tiene una eficiencia mejorada de producción de ácido láctico a 
partir de la biblioteca es, por ejemplo, un procedimiento de introducción de un plásmido de expresión del gen de 40 
codificación de la enzima productora de ácido láctico para cada cepa de la biblioteca, el cultivo de la levadura 
transformante obtenida, y la medición cuantitativa del ácido láctico generado. Un aumento en el ácido láctico 
acumulado a lo largo del período de cultivo indica una mayor producción de ácido láctico. 
 
La selección de la levadura con una eficiencia de producción de ácido láctico más elevada de la biblioteca se puede 45 
llevar a cabo mediante la utilización de una levadura con el gen L-ldh introducido como la cepa parental. El tipo 
introducido de L-ldh utilizado es un gen L-ldh de origen Xenopus laevis o de origen bovino (no forma parte de la 
presente invención) que tiene la secuencia de nucleótidos mostrada en las Id. Sec. Nº 2 ó 3. 
 
La figura 3 es un gráfico que muestra la estructura de un plásmido pTRS57 que expresa L-ldh de origen bovino que 50 
no forma parte de la presente invención, mientras que la figura 2 es un gráfico que muestra la estructura de un 
plásmido pTRS11 para su utilización en la presente invención. 
 
La forma de expresión del gen L-ldh, por ejemplo si éste se expresa tal como se introduce en el cromosoma o 
plásmido, no está particularmente limitada, en tanto el gen esté conectado bajo el control de un promotor que 55 
permita la expresión del gen. Entre los ejemplos de plásmidos de expresión se incluyen un plásmido pTRS57 de 
expresión multicopia preparado mediante la unión a una estructura del gen que contiene un gen de L-Ldh de origen 
bovino bajo el control del promotor del gen de alcohol deshidrogenasa 1 unido a pRS426, y un plásmido pTRS48 de 
expresión multicopia preparado mediante la inserción de un gen L-ldh derivado de homo sapiens a pTRS11.  
 60 
Es posible seleccionar una levadura que tiene una eficiencia mejorada de producción ácido láctico respecto a la 
cepa parental, mediante la preparación de levaduras transformadas mediante la introducción de pTRS57 en las 
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cepas en la biblioteca por un procedimiento ordinario, el cultivo de las levaduras transformadas y la cepa parental 
utilizada para la transformación, respectivamente, y la determinación de la cantidad de ácido láctico producido 
durante el cultivo. 
 
El procedimiento de cultivo de las levaduras transformadas que contienen pTRS57 no está particularmente limitado, 5 
en tanto sea un cultivo que permita la expresión de L-lactato deshidrogenasa, y se pueda llevar a cabo mediante un 
procedimiento de cultivo de la levadura transformada. 
 
La concentración de ácido láctico en la solución de cultivo se puede determinar cuantitativamente mediante un 
procedimiento que utiliza HPLC. Por ejemplo, el sobrenadante de la solución de cultivo se separa por centrifugación 10 
de la solución de cultivo; la concentración de ácido láctico en la solución de cultivo se determina utilizando el 
sobrenadante como una muestra analítica y la medición de la conductividad eléctrica del eluyente de la columna de 
intercambio aniónico para el ensayo de ácido láctico. 
 
Es posible obtener levaduras que tienen una eficiencia de producción de ácido láctico mayor que la de la cepa 15 
parental, mediante la selección de la levadura que muestra la productividad de ácido láctico más elevada que la 
cepa parental después de cultivo durante el mismo período. 
 
Un ejemplo de levadura obtenida por el procedimiento, con eficiencia de producción de ácido láctico más elevada es, 
por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae que tiene un fragmento de ADN transposón insertado en el gen de 20 
codificación de la proteína PDR13 (A continuación, denominado simplemente como gen PDR13) en el ADN 
cromosómico. 
 
[2] El procedimiento de producción de levadura que contiene un gen de codificación de la proteína PDR13 
parcialmente deficiente mediante un procedimiento de recombinación homóloga es, por ejemplo, un procedimiento 25 
de utilización de la levadura que permite la recombinación homóloga en el ADN cromosómico con un ADN de 
cadena lineal. Un ejemplo del ADN de cadena lineal es un ADN de cadena lineal emparejado con el ADN homólogo 
a la secuencia del gen PDR13 o similar a la secuencia del mismo en ambos extremos terminales del gen TRP1. 
 
Es posible preparar una levadura con el gen PDR13 parcialmente deficiente mediante la introducción del ADN de 30 
cadena lineal en una levadura que permite la recombinación homóloga del cromosoma con un ADN de cadena lineal 
por el procedimiento ordinario y la selección de una cepa que requiere triptófano. 
 
[3] El procedimiento de preparación de un microorganismo que tiene un ADN que codifica la secuencia de 
aminoácidos que tiene la mutación, tal como supresión, sustitución o inserción, que impide la traducción de, como 35 
mínimo, 39 residuos de aminoácidos del extremo C-terminal en la secuencia de aminoácidos de la proteína PDR13 
en el cromosoma, por ejemplo, mediante un procedimiento de recombinación homóloga es, por ejemplo, un 
procedimiento de preparación de un gen variante que codifica la secuencia de aminoácidos que tiene la mutación, 
tales como supresión, sustitución o inserción, que impide la traducción de, como mínimo, 39 residuos de 
aminoácidos en el extremo C-terminal en la secuencia de aminoácidos codificada en el gen mediante la introducción 40 
de la mutación específica de lugar en el gen PDR13 y la preparación de una levadura que tiene un ADN 
cromosómico con su gen PDR13 sustituido con un gen PDR13 variante mediante un procedimiento de 
recombinación homóloga. 
 
Mediante el procedimiento dado a conocer en [1], [2] o [3], es posible preparar una levadura que contiene un gen 45 
introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa de Xenopus laevis tal como se define en la reivindicación 1, 
que contiene un gen PDR13 variante, en el que parte del gen PDR13 de tipo salvaje se modifica por supresión, 
inserción o sustitución lo que permite la traducción de una parte de la proteína codificada en el gen. 
 
La levadura según la presente invención (es), preferentemente, una levadura que comprende una alcohol 50 
deshidrogenasa variante que tiene una secuencia de aminoácidos en la que parte de la secuencia de aminoácidos 
de la alcohol deshidrogenasa de tipo salvaje se modifica por sustitución, supresión, inserción y/o adición, en la que 
la alcohol deshidrogenasa variante muestra sensibilidad a la temperatura de modo que la actividad de la alcohol 
deshidrogenasa intercelular desaparece o se reduce de acuerdo con el cambio en la temperatura de cultivo. 
 55 
Más preferentemente, la levadura según la presente invención tiene una alcohol deshidrogenasa variante que tiene 
una secuencia de aminoácidos en la que uno o más aminoácidos en la parte de la secuencia de aminoácidos del 
alcohol deshidrogenasa de tipo salvaje están modificados por sustitución, supresión, inserción y/o adición. En la 
presente memoria descriptiva, la mutación por sustitución, supresión, inserción o adición puede ser una única 
mutación o una combinación de múltiples mutaciones. 60 
 
La alcohol deshidrogenasa variante es preferentemente una variante de la alcohol deshidrogenasa de tipo salvaje 
codificada en el gen ADH1, más preferentemente, una variante de la alcohol deshidrogenasa 1 de tipo salvaje  que 
comprende la secuencia de aminoácidos primaria mostrada en la Id. Sec. Nº 39. La variante de alcohol 
deshidrogenasa es más preferentemente una alcohol deshidrogenasa variante que comprende una secuencia de 65 
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aminoácidos en la que uno o más aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de la alcohol deshidrogenasa de tipo 
salvaje 1 que se muestra en la Id. Sec. Nº 39 están modificados por sustitución, supresión, inserción y/o adición. 
 
La alcohol deshidrogenasa variante favorable para la levadura según la presente invención es una alcohol 
deshidrogenasa variante que comprende una secuencia de aminoácidos mostrada en la Id. Sec. Nº 40, 41 o 42. 5 
 
La sensibilidad a la temperatura de la alcohol deshidrogenasa variante favorable para la levadura según la presente 
invención es tal que la levadura que contiene la alcohol deshidrogenasa variante, en comparación con una levadura 
que contiene la alcohol deshidrogenasa de tipo salvaje, tiene una actividad de alcohol deshidrogenasa similar a una 
temperatura de cultivo, pero pierde o tiene una reducción de la actividad de alcohol deshidrogenasa a una 10 
temperatura particular de cultivo o superior, cuando se cambia la temperatura de cultivo. La disminución de la 
actividad de la alcohol deshidrogenasa da como resultado el deterioro de la eficiencia de consumo de azúcar en las 
células de levadura y el retraso drástico en el crecimiento en medios que contienen azúcar y, de este modo, es 
posible determinar la presencia de sensibilidad mediante la observación de la velocidad de crecimiento en medios 
que contienen azúcar. La levadura según la presente invención, preferentemente la alcohol deshidrogenasa 15 
variante, se muestra sensible a la temperatura a una temperatura de cultivo de 30oC o superior, más 
preferentemente, de 32oC o superior y, aún más preferentemente, de 34oC o superior. 
 
A continuación, se describirá el procedimiento de producción de una levadura que contiene la alcohol 
deshidrogenasa variante sensible a la temperatura, tomando una levadura que tiene un gen ADH1 variante sensible 20 
a la temperatura como ejemplo, pero esto no significa que el gen variante quede limitado al gen ADH1 y, por lo tanto, 
el procedimiento de producción de la levadura tampoco queda limitado por el siguiente procedimiento. 
 
En primer lugar, se prepara la levadura que carece del gen ADH1 de tipo salvaje. La supresión se puede realizar 
mediante el procedimiento de supresión de un gen deseado que se ha descrito anteriormente. La supresión del gen 25 
ADH1, que es el responsable principal de la actividad de la alcohol deshidrogenasa en células de levadura, da como 
resultado el deterioro en la eficiencia de consumo de azúcar (incluyendo la glucosa) y la disminución drástica de la 
velocidad de crecimiento en medios que contienen azúcar. Es posible detectar el gen ADH1 sensible a la 
temperatura variante de entre los genes ADH1 mutados al azar mediante la utilización de las propiedades descritas 
anteriormente. Cuando se cultivan levaduras transformadas con genes ADH1 variantes introducidos al azar en un 30 
medio que contiene glucosa a la temperatura normal de cultivo (temperatura ambiente a 30oC), las levaduras que 
tienen un gen ADH1 inactivado mediante mutagénesis no crecen y, de este modo, es posible seleccionar solamente 
las levaduras que portan el gen ADH1, que retiene su actividad con la temperatura, mediante la observación de su 
crecimiento. Entonces, cuando levaduras seleccionadas se cultivan en un medio que contiene glucosa a una 
temperatura distinta de la temperatura de cultivo normal (30oC o superior, o temperatura ambiente o inferior), las 35 
levaduras que portan el gen ADH1 variante sensible a la temperatura no crecen y, de este modo, es posible llevar a 
cabo el cribado negativo de las levaduras que tienen introducido un gen ADH1 variante sensible a la temperatura. 
Específicamente, por ejemplo, es posible preparar levadura que muestra sensibilidad a cada temperatura mediante 
la observación del crecimiento de las levaduras transformadas que crecen mediante cultivo a 25oC en un medio que 
contiene glucosa a 30oC, 34oC y 37oC, pero la temperatura de cultivo no queda limitada por las mismas. 40 
 
Entre los procedimientos de preparación de una levadura variante sensible a la temperatura se incluyen la detección 
en la naturaleza, procedimientos mutacionales tales como tratamiento químico, por ejemplo, con nitroso-guanidina o 
metanosulfonato de etilo y la irradiación con UV, y la ingeniería genética, por ejemplo, por reacción de PCR. 
 45 
Entre los procedimientos de introducción de mutaciones en un gen particular por ingeniería genética se incluyen 
procedimientos de mutagénesis al azar y los procedimientos de mutagénesis específica de lugar. En el caso del 
procedimiento anterior de mutagénesis al azar, se prepara un gen variante, por ejemplo, utilizando un kit de 
mutagénesis aleatoria (BD Diversify PCR Random Mutagenesis (fabricado por Clontech)), y en el caso del 
procedimiento de mutagénesis específica de lugar, se prepara, por ejemplo, utilizando un kit de mutagénesis 50 
específica de lugar (Mutan-K (Takara Bio Inc.)). Entre los procedimientos anteriores, es preferente un procedimiento 
de preparación mediante ingeniería genética, pero el procedimiento de preparación no queda limitado por el mismo. 
 
El gen ADH1 variante obtenido de este modo se introduce por un procedimiento de reparación de hueco 
("Experimentos en Genética Molecular de Levaduras" (“Experiments in Yeast Molecular Genetics”), Editorial de las 55 
Sociedades Científicas de Japón, 1996), y específicamente. Cuando plásmidos de replicación autónoma que 
contienen los fragmentos de ADN del gen ADH1 variante y el gen ADH1 clonado que tiene la supresión en el gen 
ADH1 se linealizan y se introducen en células de levadura de forma simultánea, sigue la recombinación homóloga 
de los fragmentos de ADN del gen ADH1 variante con las secuencias de homología en ambos extremos terminales 
de la región suprimida, realizando la reparación de la región borrada y al mismo tiempo la restauración de la 60 
capacidad de replicación autónoma por el cierre del anillo de los plásmidos. Más específicamente, es posible 
obtener un plásmido cíclico que contiene un gen ADH1 variante clonado que tiene la mutación al azar en la región 
de mutagénesis dirigida, mediante la introducción de un plásmido sin una región de ADN de mutagénesis dirigida 
obtenido por escisión de un plásmido con el gen ADH1 clonado con un enzima de restricción adecuado y fragmentos 
amplificados con un cebador adecuado, a la vez que se introduce mutagénesis aleatoria en la región del gen ADH1, 65 
simultáneamente en una levadura con el ADH1 suprimido. 
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El plásmido para la mutagénesis por el procedimiento de reparación de hueco puede ser uno cualquiera de los 
plásmidos utilizados generalmente en levaduras. Preferentemente, se puede utilizar por ejemplo, un plásmido tal 
como YCp50, pRS315, pRS316, pAUR112 o pAUR123, que tiene un número limitado de copias en la célula de 
levadura, pero el plásmido no está limitado a los mismos. La región del gen ADH1 introducido a continuación, incluye 5 
preferentemente además las denominadas secuencias reguladoras, que regulan la expresión del gen de la presente 
invención corriente arriba y corriente abajo del gen tal como un operador, promotor, terminador y potenciador. Por lo 
tanto, es posible preparar un gen ADH1 clonado variante sensible a la temperatura en el plásmido. 
 
A continuación, se describirá el procedimiento de preparación de la levadura que tiene un gen ADH1 variante 10 
sensible a la temperatura. 
 
El plásmido que tiene el gen ADH1 clonado variante sensible a la temperatura se obtiene a partir de la levadura 
transformada. El procedimiento de preparación no está particularmente limitado y, por ejemplo, se puede utilizar un 
kit de recuperación de plásmidos de levadura disponibles comercialmente, tal como el kit de aislamiento de plásmido 15 
de levadura YEASTMAKER (Clontech). La transformación de la levadura con el adh1 suprimido preparado 
anteriormente con el plásmido obtenido se digiere con una enzima de restricción que no escinde la secuencia del 
gen ADH1 y los resultados linealizados posteriores en la recombinación de la secuencia de ADN cerca del locus del 
gen ADH1 y la región homóloga en la secuencia de ADN del plásmido linealizado y la sustitución del gen marcador 
utilizado durante la supresión del ADH1 con el gen ADH1 variante sensible a la temperatura, dando finalmente una 20 
levadura deseable que tiene un gen ADH1 variante sensible a la temperatura. La transformación puede llevarse a 
cabo según el "procedimiento pop-in/pop-out" (descrito en Methods in Enzymology, 1987, vol. 154, págs. 164-174). 
 
El procedimiento para confirmar la sensibilidad a la temperatura de la alcohol deshidrogenasa es, por ejemplo, un 
procedimiento de observar la reacción de oxidación de la alcohol deshidrogenasa a partir de etanol a acetaldehído 25 
con un homogeneizado de la célula de levadura cultivada a una temperatura sensible y confirmar la sensibilidad a la 
temperatura utilizando el hecho de que la actividad del homogeneizado de células de levadura que contiene genes 
variantes es menor en sensibilidad que las células de levadura que contienen el gen de tipo salvaje como un 
indicador. 
 30 
La actividad de la alcohol deshidrogenasa se puede determinar, teniendo en cuenta las condiciones de medición, 
tales como la temperatura y el pH, teniendo en cuenta el entorno de cada isoenzima de alcohol deshidrogenasa que 
cataliza la reacción y la medición de la afinidad por el sustrato en etanol en las condiciones. Por ejemplo, la actividad 
de la enzima de la alcohol deshidrogenasa codificada por el gen ADH1 de Saccharomyces cerevisiae a una 
temperatura de cultivo de 34oC se determina utilizando el homogeneizado del cultivo cultivado y recogido a una 35 
temperatura de cultivo de 34oC y el etanol sustrato en un entorno a un pH ajustado a 8,8 con una solución tampón 
de tris-ácido clorhídrico y una temperatura de reacción de 30oC. La actividad puede ser evaluada mediante la 
observación del cambio de absorbancia a una longitud de onda de 340 nm asociado con la reacción reductora de la 
nicotinamida dinucleótido oxidada (NAD+) a nicotinamida dinucleótido reducida (NADH), que se produce 
simultáneamente con la reacción de oxidación de etanol a acetaldehído. Si se define la cantidad de enzima que 40 
disminuye 1 µmol de NADH por minuto a temperatura ambiente como una unidad, la actividad específica de la 
alcohol deshidrogenasa se muestra por la fórmula (2), en la que ∆340 nm representa la disminución en la 
absorbancia a 340 nm por minuto, y 6,22 es el coeficiente de absorción milimolar del NADH. 
 

 45 
 
Es posible evaluar la sensibilidad a la temperatura de la alcohol deshidrogenasa variante a la temperatura de cultivo, 
mediante la medición de la actividad de la alcohol deshidrogenasa del homogeneizado de la célula de levadura 
variante según la presente invención y la célula de levadura de tipo salvaje cultivada a cada temperatura de cultivo 
en las mismas condiciones y efectuar la comparación de las actividades específicas calculadas de la alcohol 50 
deshidrogenasa. 
 
Es posible, por los procedimientos descritos anteriormente, preparar una levadura que tiene un gen introducido que 
codifica una L-lactato deshidrogenasa (gen L-ldh) de Xenopus laevis que tiene una alcohol deshidrogenasa variante 
que comprende una secuencia de aminoácidos en la que parte de la secuencia de aminoácidos de la alcohol 55 
deshidrogenasa de tipo salvaje se modifica por sustitución, supresión, inserción y/o adición, en la que la alcohol 
deshidrogenasa variante muestra sensibilidad a la temperatura de forma que la actividad de la alcohol 
deshidrogenasa intercelular desaparece o se reduce de acuerdo con el cambio en la temperatura de cultivo . 
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Hay tres clases de genes que codifican la piruvato descarboxilasa de levadura (PDC); gen de codificación de la 
piruvato descarboxilasa 1 (gen PDC1), gen de codificación de la piruvato descarboxilasa 5 (gen PDC5) y gen de 
codificación de la piruvato descarboxilasa 6 (gen PDC6). Entre ellos, los genes que tienen una función principal 
como la piruvato descarboxilasa son los genes PDC1 y PDC5. 
 5 
La levadura según la presente invención carece preferentemente del gen suprimido de PDC1, pero tiene un gen 
PDC5 variante que tiene una secuencia de ADN en la que parte de la secuencia de ADN del gen PDC5 de tipo 
salvaje se elimina, se inserta, sustituye y/o se añade. La mutación por supresión, inserción, sustitución y/o adición 
parcial de nucleótidos puede ser una única mutación o una combinación de múltiples mutaciones. 
 10 
Más preferentemente, la levadura según la presente invención es un gen en el que la secuencia de ADN del gen de 
codificación de la piruvato descarboxilasa 5 de tipo salvaje es el gen que tiene la secuencia de ADN mostrada en la 
Id. Sec. Nº 51. 
 
El gen PDC5 variante contenido en la levadura según la presente invención es preferentemente un mutante del gen 15 
PDC5 de tipo salvaje que tiene la secuencia de ADN mostrada en la Id. Sec. Nº 51. Más preferentemente, la 
levadura según la presente invención es un gen que tiene la secuencia de ADN en el que el gen de codificación de 
la piruvato descarboxilasa 5 variante es el gen se muestra en las Id. Sec. Nº 52 ó 53. 
 
En la presente memoria descriptiva, la piruvato descarboxilasa 5 variante contenida en la levadura según la presente 20 
invención es preferentemente sensible a la temperatura. Cuando la piruvato descarboxilasa 5 es sensible a la 
temperatura, la levadura que tiene la piruvato descarboxilasa 5 variante tiene una actividad de piruvato 
descarboxilasa similar a la de la levadura que tiene la piruvato descarboxilasa 5 de tipo salvaje a una cierta 
temperatura de cultivo, pero pierde la actividad de la piruvato descarboxilasa 5 o tiene la misma reducida a una 
temperatura particular de cultivo o superior, cuando se cambia la temperatura de cultivo. Debido a que la reducción 25 
de la actividad de la piruvato descarboxilasa en las células de levadura da como resultado la reducción de la 
eficiencia de consumo de azúcar y la disminución drástica de la velocidad de crecimiento en medios que contienen 
azúcar, es posible determinar la presencia o ausencia de sensibilidad mediante la observación de la velocidad de 
crecimiento en medios que contienen azúcar. En la presente invención, la piruvato descarboxilasa 5 variante es 
preferentemente una levadura sensible a la temperatura a 34oC o superior. 30 
 
La mutagénesis del gen PDC5 se realiza por modificación de la secuencia de ADN del gen PDC5 con un 
procedimiento que se lleva a cabo de forma habitual. De manera similar al procedimiento de modificación del gen 
ADH1, es posible obtener además levadura que tiene una actividad reducida de la enzima PDC5 mediante el 
procedimiento de preparación de variantes sensibles a la temperatura de las cepas que contienen el gen o los genes 35 
de PDC5 variantes de la misma. Las levaduras que no tiene actividad detectable de piruvato descarboxilasa crecen 
muy lentamente, cuando se cultivan en un medio que contiene glucosa como única fuente de carbono. Cuando se 
prepara una levadura que tiene una actividad reducida de piruvato descarboxilasa utilizando la propiedad anterior, 
ésta muestra una velocidad de crecimiento similar a la de la levadura de tipo salvaje bajo condiciones de 
temperatura permisiva, porque se conserva la actividad de la piruvato descarboxilasa. Es posible obtener un gen 40 
PDC5 variante sensible a la temperatura deseada mediante la preparación de una variante que tiene una velocidad 
de crecimiento que se reduce drásticamente en condiciones de temperatura no permisiva debido a la actividad 
reducida de la enzima. 
 
A continuación, se describirá más específicamente el procedimiento de preparación de la levadura que comprende 45 
un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa (gen L-ldh) de Xenopus laevis según la presente 
invención que carece de su gen PDC1 y tiene un gen PDC5 variante. En primer lugar para la detección del gen 
PDC5 variante según la presente invención, se prepara levadura  ∆pdc1∆pdc5 de doble supresión que carece tanto 
del gen PDC1 como del de PDC5. En este caso, el símbolo "∆" significa "supresión". 
 50 
El procedimiento de preparación de la levadura ∆pdc1∆pdc5 de doble supresión se puede llevar a cabo mediante el 
procedimiento de supresión de un gen deseado que se ha descrito anteriormente, pero sin que constituya limitación. 
Cuando la levadura utilizada es una levadura que pertenece a la especie Saccharomyces, se puede preparar una 
cepa de ∆pdc1 de una sola supresión y una cepa de ∆pdc5 de una sola supresión mediante el procedimiento 
anterior de supresión de un gen deseado y a continuación, la levadura ∆pdc1∆pdc5 de doble supresión puede 55 
prepararse además a partir de los diploides por el procedimiento de disección tétrada. 
 
A continuación, se describirá el procedimiento de preparación del gen PDC5 variante. El procedimiento de 
preparación puede llevarse a cabo mediante el procedimiento de preparación de la variante sensible a la 
temperatura anterior. Se describe a continuación un procedimiento de preparación mediante ingeniería genética 60 
utilizando la reacción de PCR, pero el procedimiento de preparación no queda limitado por la misma. El gen PDC5 
variante se puede obtener por un procedimiento de utilización de un kit de mutagénesis aleatoria BD Diversify PCR 
Random Mutagenesis Kit (fabricado por Clontech). 
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El gen PDC5 variante obtenido de este modo se puede introducir de manera similar por el procedimiento de 
reparación de hueco ("Experimentos en Genética Molecular de Levaduras" (“Experiments in Yeast Molecular 
Genetics”), Editorial de las Sociedades Científicas de Japón, 1996). Específicamente, se obtiene un plásmido cíclico 
que contiene el gen PDC5 variante que tiene una mutación aleatoria introducida en la región de mutagénesis 
dirigida, mediante la introducción de fragmentos de ADN del gen PDC5 variante y la replicación autónoma de los 5 
plásmidos que contienen el gen clonado PDC5 que carecen del gen PDC5 y se linealizan simultáneamente en la 
levadura ∆pdc1∆pdc5 de doble supresión. 
 
A continuación, se describirá el procedimiento de preparación de una levadura ∆pdc1 pdc5 modificado (que tiene un 
gen PCD5 variante y que carece del gen PDC1). Se cosecha el plásmido que tiene un gen PDC5 variante clonado 10 
obtenido de este modo a partir de una levadura transformada. El procedimiento de preparación no está 
particularmente limitado, y se puede utilizar un kit de recuperación de plásmido de levadura comercialmente 
disponible, por ejemplo, el Kit de aislamiento de plásmido de levadura YEASTMAKER (Clontech). Posteriormente, es 
posible obtener la levadura deseable ∆pdc1 pdc5 modificado, mediante la transformación de la levadura ∆pdc1 
∆pdc5 de doble supresión preparada de este modo con el plásmido anterior digerido con una enzima de restricción 15 
que no escinde la secuencia del gen PDC5 y su linealización utilizando el "procedimiento de pop-in/pop-out". 
 
A continuación, se describirá el procedimiento de selección de la levadura que tiene una actividad piruvato 
descarboxilasa intercelular cambiada mediante la introducción del gen PDC5 variante. 
 20 
El cambio en la actividad de la piruvato descarboxilasa puede ser confirmado mediante la medición de la actividad 
específica de la piruvato descarboxilasa del homogeneizado del cultivo de cada célula transformante obtenida 
mediante el procedimiento de reparación de hueco y la comparación de la actividad específica con la de la levadura 
que tiene el gen PDC5 de tipo salvaje. 
 25 
Células de levadura transformadas con un gen PDC5 variante que tiene una actividad específica de la piruvato 
descarboxilasa menor que la de la levadura que tiene el gen PDC5 de tipo salvaje se seleccionan mediante la 
medición de la actividad específica de la piruvato descarboxilasa de las levaduras que tienen el gen PDC5 variante y 
la selección de las células que tienen una actividad enzimática específica menor que la de la levadura que tiene el 
gen PDC5 de tipo salvaje. Además es posible seleccionar levaduras más favorables mediante la selección de 30 
levaduras transformadas con un gen PDC5 variante que muestra sensibilidad a la temperatura. 
 
A continuación, se describirá el procedimiento de preparación de una levadura ∆pdc1 pdc5 modificado que tiene un 
gen PCD5 variante y que carece del gen PDC1. 
 35 
Los plásmidos que tienen el gen PDC5 variante clonado obtenido de esta manera se recogen de la levadura 
transformada. El procedimiento de preparación no está particularmente limitado, y se puede utilizar un kit de 
recuperación de plásmido de levadura comercialmente disponible, por ejemplo, el Kit de aislamiento de plásmido de 
levadura YEASTMAKER (Clontech). La transformación de la levadura ∆pdc1∆pdc5 de doble supresión preparada 
anteriormente con el plásmido obtenido que se digiere previamente con una enzima de restricción que no escinde la 40 
secuencia del gen PDC5 y se linealiza da como resultado la recombinación de la secuencia de ADN cerca del locus 
del gen PDC5 con la región homóloga en la secuencia de ADN del plásmido linealizado con sustitución del gen 
marcador utilizado para la supresión del PDC5 con el gen PDC5 variante, proporcionando una levadura deseada 
∆pdc1 pdc5 modificado. El procesamiento se puede realizar además mediante el procedimiento de salto dentro/salto 
fuera (“pop-in/pop-out") (descrito en Methods in Enzymology, 1987, vol. 154, págs. 164-174). 45 
 
Se describirá el procedimiento de evaluación de la actividad de la piruvato descarboxilasa intercelular en la levadura 
seleccionada de este modo. La actividad de la enzima se puede determinar según el procedimiento de Pronk y otros, 
(Yeast, 1996, vol. 12, págs. 1607-1633), que se muestra brevemente a continuación como (1) a (3), con algunas 
modificaciones tal como es necesario. 50 
 
(1): Se genera acetaldehído a partir del sustrato de ácido pirúvico por la piruvato descarboxilasa. 
 
(2): El acetaldehído generado en (1) se reduce a etanol por la alcohol deshidrogenasa, mediante la utilización de la 
nicotinamida dinucleótido reducida (NADH) como coenzima. 55 
 
(3): Se mide la disminución de la cantidad de NADH durante la conversión de acetaldehído a etanol por la alcohol 
deshidrogenasa en (2). 
 
Si la disminución de la cantidad de acetaldehído en (2) es equivalente a la cantidad de acetaldehído generado en 60 
(1), la disminución de la cantidad de NADH medida en (3) es equivalente a la disminución de la cantidad de ácido 
pirúvico en (1). Por lo tanto, la actividad de la piruvato descarboxilasa en la célula de levadura puede ser 
determinada mediante la medición de la disminución de la cantidad de NADH en el sistema de reacción. 
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La actividad de la piruvato descarboxilasa en la célula de levadura se puede comparar mediante la utilización de su 
actividad específica como indicador. Específicamente, las proteínas se extraen a partir de levaduras cultivadas en 
las mismas condiciones, y se determina el cambio en la absorbancia a una longitud de onda de 340 nm asociado 
con la disminución de NADH mediante la utilización de cada extracto. Cuando la cantidad de la enzima que reduce 1 
µmol de NADH por minuto a 30oC se define como 1 unidad, la actividad específica de la piruvato descarboxilasa se 5 
puede expresar mediante la siguiente Fórmula 3, en la que, ∆340 representa la disminución en la absorbancia a 340 
nm por minuto, y 6,22 es el coeficiente de absorción milimolar del NADH. La actividad de la enzima se puede 
comparar mediante la medición de la absorbancia en las mismas condiciones y el cálculo de la actividad específica 
de la piruvato descarboxilasa. 
 10 
[Fórmula 3] 
 

[ ] (cm) óptico paso longitud6,22(ml) enzima desolución  devolumen (mg/ml)solución  laen  enzima deión concentrac
) (mlreacción  desolución  de cantidad x ∆340

(unid/mg)  PDC  de  específica  Actividad

×××

=

 
(Fórmula 3) 15 

 
Es posible, utilizando el procedimiento descrito anteriormente, preparar una levadura que contiene un gen 
introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa de Homo sapiens (no es parte de la presente invención) o 
Xenopus laevis que tiene una secuencia de ADN en el que se suprime el gen que codifica la piruvato descarboxilasa 
1 y se suprime parte de la secuencia de ADN del gen de codificación de la piruvato descarboxilasa 5 de tipo salvaje, 20 
se inserta, se sustituye y/o añade a la misma un gen  de piruvato descarboxilasa 5 variante. 
 
La presente invención se refiere a una levadura que contiene un gen introducido que codifica una L-lactato 
deshidrogenasa de Xenopus laevis tal como se define en la reivindicación 1, y entre los ejemplos de la misma se 
incluyen levaduras que tienen, como mínimo, dos o más de las siguientes características (1) a (3). 25 
 
(1) Una levadura que contiene un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa de Xenopus laevis, tal 
como se ha definido en la reivindicación 1, que tiene un gen PDR13 variante, en la que parte de la secuencia de 
ADN del gen PDR13 de tipo salvaje está modificado por supresión, inserción o sustitución lo que permite la 
traducción de una parte de la proteína codificada por el gen. 30 
 
(2) Una levadura que contiene un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa de Xenopus laevis tal 
como se define en la reivindicación 1, que tiene una alcohol deshidrogenasa variante que comprende una secuencia 
de aminoácidos en la que parte de la secuencia de aminoácidos de la alcohol deshidrogenasa de tipo salvaje se 
sustituye, se suprime, se inserta y/o se añade, en la que la alcohol deshidrogenasa variante muestra sensibilidad a 35 
la temperatura de forma que la actividad de la alcohol deshidrogenasa intercelular desaparece o se reduce de 
acuerdo con el cambio en la temperatura de cultivo, y 
 
(3) Una levadura que tiene un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa de Xenopus laevis tal como 
se define en la reivindicación 1, que carece del gen que codifica la piruvato descarboxilasa 1 y que tiene un gen de 40 
descarboxilasa piruvato 5 variante en el que parte de la secuencia de ADN del gen que codifica la piruvato 
descarboxilasa 5 de tipo salvaje comprende una secuencia de ADN eliminada, insertada, sustituida y/o añadida. 
 
Se describirá el procedimiento de preparación de la levadura que contiene, como mínimo, dos genes variantes que 
tienen una de las características (1) a (3). 45 
 
Específicamente, una levadura de esta complejidad se puede preparar por un procedimiento de utilización de una 
levadura que tiene un gen variante como la cepa parental y la adición de otro gen variante a la misma. Más 
específicamente, por ejemplo en la preparación de una levadura que tiene tanto el gen PDR13 variante como el gen 
ADH1 variante, es posible preparar una levadura que tiene el gen PDR13 variante y el gen ADH1 variante, mediante 50 
la preparación de una levadura que tiene adicionalmente un gen ADH1 variante mediante la utilización de una 
levadura que tiene un gen PDR13 variante como la cepa parental. Las levaduras que contienen otra combinación de 
genes variantes se pueden preparar de una manera similar. 
 
Cuando la levadura utilizada es una levadura perteneciente a las especies Saccharomyces, se puede preparar a 55 
partir de diploides de las levaduras que tienen cada una un gen variante por el procedimiento de disección tétrada. 
Específicamente, por ejemplo, en la preparación de la levadura que tiene tanto el gen PDR13 variante y el gen 
ADH1 variante, una levadura que tiene simultáneamente el gen PDR13 variante y el gen ADH1 variante se puede 
preparar a partir de un diploide en combinación con una levadura que tiene el gen PDR13 variante y una levadura 
que tiene el gen ADH1 variante mediante el procedimiento de disección tétrada. Además, se pueden preparar de 60 
manera similar levaduras con otra combinación de genes variantes. 
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La presente invención da a conocer adicionalmente un procedimiento eficiente de producción de ácido L-láctico. El 
procedimiento de producción de ácido L-láctico según la presente invención comprende preferentemente el cultivo 
de la levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa (gen L-ldh) de Xenopus 
laevis según la presente invención. 5 
 
En el procedimiento de producción de ácido L-láctico mediante el cultivo de la levadura según la presente invención, 
el medio para el cultivo de la levadura puede ser un medio natural o un medio sintético, en tanto se trate de un 
medio que contenga las fuentes de carbono y nitrógeno y sales inorgánicas para la levadura que permita el cultivo 
eficiente de la levadura.  10 
 
La fuente de carbono no está particularmente limitada, en tanto se consuma por la levadura, y entre los ejemplos de 
la misma se incluyen azúcares tales como glucosa, fructosa y sacarosa; jarabes que contengan estos azúcares y 
carbohidratos tales como almidón e hidrolizados de almidón. La fuente de carbono puede ser añadida de una vez 
cuando se inicia el cultivo, o dividida en porciones, o continuamente durante el cultivo, y se utiliza a una 15 
concentración de 10 g/l a 200 g/l. 
 
Entre los ejemplos de las fuentes de nitrógeno para su utilización se incluyen amoniaco, sales de amonio inorgánico 
y orgánico, tales como cloruro de amonio, sulfato de amonio, y acetato de amonio; peptona, extracto de carne, 
extracto de levadura, licor de maíz, hidrolizado de caseína, soja fermentada, hidrolizado de soja fermentada, 20 
digestiones de diversas fermentaciones de microorganismos y similares. 
 
Entre los ejemplos de las sales inorgánicas se incluyen fosfato de magnesio, sulfato de magnesio, cloruro sódico, 
fosfato monopotásico, fosfato dipotásico, sulfato ferroso, sulfato de manganeso, sulfato de cobre, carbonato cálcico, 
y similares. 25 
 
El cultivo puede realizarse, por ejemplo, por cultivo agitado o removido. Las condiciones de suministro de oxígeno no 
están limitadas particularmente, sino que el cultivo puede llevarse a cabo bajo condiciones aeróbicas o en 
condiciones microaeróbicas. La temperatura de cultivo es preferentemente de 25 a 35oC, y el período de cultivo es 
normalmente de 24 horas a 5 días. El pH de la solución de cultivo durante el cultivo se ajusta preferentemente de 2,5 30 
a 5,0, y el ajuste de pH puede llevarse a cabo mediante la utilización de una solución alcalina, amoniaco, carbonato 
cálcico, o similar. 
 
En la producción de ácido L-láctico, en primer lugar se precultiva la levadura según la presente invención; se 
produce ácido L-láctico en la solución de cultivo, momento en el que la solución de precultivo se transfiere a un 35 
nuevo medio y la mezcla se cultiva. La temperatura de cultivo no está particularmente limitada, en tanto la 
proliferación de la cepa no se inhiba sustancialmente y la temperatura esté dentro del intervalo que permita la 
producción de ácido láctico, pero preferentemente, en el intervalo de temperatura de 20 a 40oC, más 
preferentemente en el intervalo de 25 hasta 37oC, y aún más preferentemente de 30 a 34oC. El cultivo puede 
llevarse a cabo por cualquier procedimiento, por ejemplo, cultivo estático, agitado o removido. 40 
 
El cultivo en estas condiciones da ácido láctico en el medio en una cantidad del 1 al 20%. El procedimiento de 
medición de la concentración de ácido L-láctico obtenido no está limitado de forma particular, pero, por ejemplo, se 
puede utilizar un procedimiento de utilización de HPLC o un procedimiento de utilización de F-Kit (fabricado por 
Roche). 45 
 
El ácido láctico obtenido en la solución de cultivo puede purificarse mediante un procedimiento conocido. Entre los 
ejemplos de los mismos se incluyen un procedimiento de extracción de la solución de fermentación a un pH de 1 o 
inferior después de la supresión del microorganismo por centrifugación, por ejemplo, con éter dietílico o acetato de 
etilo, un procedimiento de adsorción y de limpieza sobre una resina de intercambio iónico y su elución desde la 50 
misma, un procedimiento de destilación de su éster después de la reacción con un alcohol en la presencia de un 
catalizador ácido, un procedimiento de cristalización del mismo como una sal cálcica o de litio, y similares. 
 
Según la presente invención, es posible producir ácido L-láctico por cultivo de la levadura que comprende un gen 
introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa de Xenopus laevis con un rendimiento respecto al azúcar más 55 
elevado que por cultivo de una levadura a la que se ha introducido el gen bovino que codifica una L-lactato 
deshidrogenasa convencional. Además, es posible también mejorar el rendimiento adicionalmente por mutagénesis 
de la levadura que contiene un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa de Xenopus laevis tal 
como se define en la reivindicación 1 y el cultivo de la cepa variante. 
 60 
EJEMPLOS 
 
A continuación, las realizaciones favorables de la presente invención se describirán con referencia a los ejemplos, 
pero debe entenderse que los siguientes son sólo ejemplos y no constituyen en ningún caso limitación de la 
presente invención. 65 
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Los procedimientos de la genética molecular utilizados en la presente memoria descriptiva en los siguientes 
ejemplos se llevaron a cabo según los procedimientos descritos en “Clonación molecular” ("Molecular Cloning), 3ª 
ed., 1991, (EE.UU.), “Métodos en Enzimología” ("Methods in Enzymology"), 1991, (EE.UU.), No. 194, y 
"Procedimiento de ingeniería genética de levaduras”, (“Methods in Yeast Genetics, 2000 Ed.”), Ed. 2000", 2000, 
(EE.UU.), a menos que se especifique de otro modo. 5 
 
Alternativamente, el procedimiento de PCR se llevó a cabo con KOD-Plus polimerase (fabricado por Toyobo) o 
LA-Taq (fabricada por Takara Shuzo) según el procedimiento adjunto con el reactivo, a menos que se especifique de 
otro modo. 
 10 
(Ejemplo 1: preparación de plásmido que expresa el gen L-ldh de Xenopus laevis) 
 
En la presente invención, se utilizó un gen de L-ldh de Xenopus laevis que tiene la secuencia de nucleótidos 
mostrada en la Id. Sec. Nº 2. La clonación del gen de L-ldh de Xenopus laevis se realizó mediante el procedimiento 
de PCR. En la PCR para la preparación de un gen L-ldh de Xenopus laevis, se utilizó como plantilla un ADN 15 
fagémido preparado a partir de una biblioteca de ADNc derivada de riñón de Xenopus laevis (fabricado por 
Stratagene). El ADN fagémido se preparó según el protocolo adjunto. 
 
Los cebadores de amplificación del gen L-ldh de Xenopus laevis (Id. Sec. Nº 6 y 7) se preparan de tal manera que se 
añade una secuencia de reconocimiento SaII al extremo 5-terminal y una secuencia de reconocimiento NotI al 20 
extremo 3-terminal. El fragmento de amplificación de PCR se purifica; el extremo terminal se fosforila mediante la 
polinucleótido quinasa T4 (fabricada por Takara Bio Inc.) y, a continuación, el fragmento se enlaza con un plásmido 
pUC118 (previamente escindido con las enzimas de restricción HincII y desfosforilado). El enlace se realizó 
utilizando el kit de enlace de ADN Ver.2 (fabricado por Takara Bio Inc.). Células competentes de E. coli DH5α  
(fabricada por Takara Bio Inc.) se transformaron en la solución de enlace, y la solución se inoculó y se cultivó 25 
durante toda la noche en un medio de placa LB que contiene 50 µg/ml de una ampicilina antibiótico. El ADN 
plásmido se recupera de las colonias resultantes y se escinde con las enzimas de restricción XhoI y NotI o SalI y 
NotI, y se seleccionaron los plásmidos que contienen el gen L-ldh de Xenopus laevis insertado. La serie de 
operaciones se ejecutaron según el protocolo adjunto.  
 30 
El plásmido pUC118 que contiene un gen L-ldh derivado de Xenopus laevis se escindió con las enzimas de 
restricción SalI y NotI; los fragmentos de ADN se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa; y el 
fragmento que contiene el gen L-ldh de Xenopus laevis se purificó por un procedimiento ordinario. El fragmento que 
contiene el gen L-ldh obtenido de este modo se ligó con el lugar de corte de XhoI/NotI del plásmido de expresión 
pTRS11 que se muestra en la figura 2; el ADN del plásmido se recuperó de manera similar y se digirió con las 35 
enzimas de restricción XhoI y NotI; y se seleccionaron los plásmidos de expresión que contienen un gen insertado 
L-ldh de Xenopus laevis. A continuación, se hace referencia al plásmido de expresión preparado de este modo que 
contiene el gen L-ldh de Xenopus laevis, como pTRS102. 
 
(Ejemplo Comparativo 1: Preparación del plásmido que expresa el gen L-ldh de origen bovino) Como una muestra 40 
comparativa, se preparó de levadura que tiene un gen de L-ldh introducido de origen bovino. 
 
La clonación del gen L-ldh de origen bovino (Id. Sec. Nº 3) se realizó mediante el procedimiento de PCR. En la PCR, 
se utilizó como plantilla un ADN de fagémido preparado a partir de una biblioteca de ADNc derivado de músculo 
esquelético bovino (fabricado por Stratagene) de acuerdo con el protocolo que se adjunta, de manera similar al 45 
ejemplo 1. Los cebadores de amplificación de genes (Id. Sec. Nº 8 y 9) se prepararon de una manera tal que se 
añadió una secuencia de reconocimiento de XhoI en el extremo 5-terminal y una secuencia de reconocimiento de 
NotI en el extremo 3-terminal. 
 
Se preparó un plásmido de expresión que tiene un gen L-ldh de origen bovino insertado de una manera similar a la 50 
del plásmido de expresión que tiene incorporado un gen L-ldh derivado de homo sapiens del ejemplo 1. Se hará 
referencia al plásmido de expresión preparado que contiene un gen L-ldh de origen bovino insertado de este modo 
como pTRS49. 
 
(Ejemplo 2: Preparación de una cepa con un gen pdc1 deficiente) 55 
 
Se preparó Saccharomyces cerevisiae NBRC10505 en el que el gen PDC1 en el ADN genómico está sustituido con 
el gen TRP1 (A continuación, abreviado como cepa de ∆pdc1) mediante el procedimiento de recombinación 
homóloga. La cepa de ∆pdc1 se preparó de la siguiente manera: Se amplificó un fragmento de ADN que tiene una 
secuencia insertada que se muestra en la Id. Sec. Nº 12 en el extremo 5' corriente arriba del gen TRP1 y una 60 
secuencia insertada que se muestra en la Id. Sec. Nº 13 en el extremo 3’ corriente abajo del mismo, en la PCR 
utilizando el plásmido pRS424 como plantilla y los ADN mostrados en la Id. Sec. Nº 10 y 11 como un conjunto de 
cebadores. Los fragmentos de ADN amplificados se purificaron, y la cepa NBRC10505 se transformó con 1 µg de 
ADN en una cepa que no requiere triptófano. El transformante obtenido se designó como cepa SW029. 
 65 
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(Ejemplo 3: Introducción del plásmido que expresa el gen L-ldh de Xenopus laevis en levadura) 
 
La cepa SW029 se transformó en una cepa que no requiere uracilo con pTRS102 obtenido en el ejemplo 1. Se 
introdujo el plásmido que expresa el gen L-ldh de Xenopus laevis en el transformante obtenido de este modo, y la 
introducción se confirmó mediante la extracción del genoma del transformante y por análisis de PCR utilizándolo 5 
como plantilla. Los cebadores de confirmación utilizados fueron los cebadores utilizados en la clonación de cada gen 
L-ldh (gen L-ldh de Xenopus laevis: Id. Sec. Nº 6 y 7). Como resultado, se encontró que el transformante con 
pTRS102 tenía un gen L-ldh de Xenopus laevis introducido. A continuación, el transformante que tiene el pTRS102 
insertado se designó como la cepa SW029/pTRS102. 
 10 
(Ejemplo Comparativo 2: Introducción del plásmido que expresa el gen L-ldh de origen bovino en levadura) 
 
El SW029 se transformó en una cepa que no requiere uracilo utilizando pTRS49 obtenido en el ejemplo comparativo 
1. La introducción del plásmido que expresa el gen L-ldh de origen bovino se confirmó por un procedimiento similar 
al del ejemplo 3, y los oligonucleótidos mostrados en las Id. Sec. Nos. 8 y 9 se utilizaron como cebadores. A 15 
continuación, se hará referencia al transformante que contiene el pTRS49 introducido como cepa SW029/pTRS49. 
 
(Ejemplo 4: Introducción de un gen L-ldh derivado de Xenopus laevis en el cromosoma de levadura) 
 
Un fragmento de ADN de aproximadamente 1,3 Kb que incluye el gen L-ldh de Xenops laevis y la secuencia de 20 
terminación GAPDH se amplificó en PCR utilizando el pTRS102 obtenido en el ejemplo 1 como plantilla de 
amplificación y los oligonucleótidos (gen L-ldh derivado de Xenopus laevis: Id. Sec. Nº 15 y 16) como el conjunto de 
cebadores (correspondiente a la etapa 1 en la figura 1). Los oligonucleótidos de la Id. Sec. Nº 15 se diseñaron de 
manera que se insertó una secuencia de 60 pares de bases corriente arriba del gen PDC1 que se muestra en la Id. 
Sec. Nº 17. 25 
 
A continuación, un fragmento de ADN de aproximadamente 1,2 Kb que incluye el gen TRP1 marcador de selección 
de levadura se amplificó en PCR utilizando el plásmido pRS424 como plantilla de amplificación y los oligonucleótidos 
(Id. Sec. Nº 18 y 19) como un conjunto de cebadores, (que corresponde a la etapa 2 en figura 1). El oligonucleótido 
de Id. Sec. Nº 19 fue diseñado de manera que se añade una secuencia de 60 pares de bases corriente abajo del 30 
gen PDC1 que se muestra en la Id. Sec. Nº 20. 
 
En este momento, se purificó cada fragmento de ADN; se mezclaron el fragmento obtenido de 1,3 Kb que incluye el 
gen L-ldh y el fragmento de 1,2 Kb que incluye el gen TRP1; se amplificó un fragmento de ADN de 
aproximadamente 2,5 Kb que incluye el gen L-ldh de Xenops laevis, el terminador GAPDH y el gen TRP1 que 35 
estaban conectados el uno al otro en PCR utilizando la mezcla como plantilla de amplificación y los oligonucleótidos 
(gen L-ldh de Xenopus laevis: Id. Sec. Nº 15 y 19) como el conjunto de cebadores (correspondiente a la etapa 3 en 
la figura 1). 
 
Se transformó la cepa NBRC10505 con el fragmento de ADN de aproximadamente 2,5 Kb purificado; el 40 
transformante se cultivó en un medio deficiente en triptófano y se seleccionó el transformante que contiene el gen 
L-ldh de Xenopus laevis introducido corriente abajo del promotor del gen PDC1 en el cromosoma. 
 
El hecho de que el transformante obtenido de este modo fuera una levadura que contiene un gen L-ldh de Xenopus 
laevis introducido corriente abajo del promotor del gen PDC1 en el cromosoma se confirmó de la siguiente manera: 45 
En primer lugar, se confirmó que después de que se extrajera el genoma del transformante, se obtuvo un fragmento 
de ADN de amplificación de aproximadamente 2,8 Kb, en PCR utilizando el extracto como plantilla de amplificación y 
oligonucleótidos (gen L-ldh derivado de Xenopus laevis: Id. Sec. Nº 15 y 21) como el conjunto de cebadores. El no 
transformante da un fragmento de ADN de amplificación de aproximadamente 2,1 Kb mediante la misma PCR. A 
continuación, se hará referencia al transformante que tiene el gen L-ldh de Xenopus laevis introducido corriente 50 
abajo del promotor del gen PDC1 en el cromosoma, como cepa B2. 
 
(Ejemplo 5 y ejemplo comparativo 3: prueba de fermentación de ácido L-láctico 1) 
 
Se realizaron pruebas de productividad de ácido L-láctico con la cepa SW029/pTRS102 y la cepa SW029/pTRS49 55 
obtenida tal como en el ejemplo 3 y el ejemplo comparativo 2. 
 
Se colocaron 10 ml del medio con la composición mostrada en la tabla 1 (A continuación, abreviado como medio de 
fermentación de ácido láctico) con exclusión de uracilo en un tubo de ensayo; se inoculó al mismo una pequeña 
cantidad de cepa SW029/pTRS102 o cepa SW029/pTRS49, respectivamente, y se cultivaron a 30oC durante toda la 60 
noche (precultivo previo). Posteriormente, se colocaron 100 ml del medio de fermentación de ácido láctico fresco con 
exclusión de uracilo en un matraz erlenmeyer de 500 ml, se inoculó la cantidad total de cada solución de precultivo 
previo y el medio se cultivó con agitación a 30oC durante 24 horas (precultivo). Posteriormente, se inoculó toda la 
cantidad de cada una de las soluciones de precultivo después del precultivo durante 24 h en 1 litro del medio de 
fermentación de ácido láctico con exclusión de uracilo colocado en un fermentador de tipo mini-frasco (“mini-jar”) 65 
(fabricado por Marubishi, capacidad: 5 l), y la mezcla se cultivó en condiciones de velocidad de agitación de 120 
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rpm, velocidad de ventilación de 0,1 l/min, temperatura de 30oC, y pH de 5 (cultivo). La solución de cultivo después 
del cultivo durante 40 horas se centrifugó; el sobrenadante obtenido se filtró a través de una membrana; y la 
cantidad de ácido L-láctico se determinó por HPLC en las siguientes condiciones. 
 
Columna: Shim-pack SPR-H (fabricado por Shimadzu Corporation) 5 
Fase móvil: 5 mM de ácido p-toluenosulfónico (caudal: 0,8 ml/min) 
Solución de reacción: 5 mM de ácido p-toluenosulfónico, 20 mM Bis Tris, 0,1 mM de EDTA·2Na (caudal: 0,8 ml/min) 
Procedimiento de detección: conductividad eléctrica 
Temperatura: 45°C. 
Se utilizó para la medición de la concentración de glucosa el ensayo Glucosa Test Wako C (Wako Pure Chemical 10 
Industries). 
 
Los rendimientos de ácido L-láctico con respecto al azúcar, calculados a partir de los resultados de la medición, se 
resumen en la Tabla 2. 
 15 
   [Tabla 1] 

Glucosa 100 g 
Base nitrogenada de levadura sin aminoácidos (Difco) 6,7 g 
19 aminoácidos estándar excluyendo leucina 152 mg 
leucina 760 mg 
inositol 152 mg 
ácido p-aminobenzoico 16 mg 
Adenina 40 mg 
Uracilo 152 mg 
 Unidad (1/Litro) 

 
[Tabla 2] 

 Cepa de levadura Rendimiento respecto a azúcar (%) 
Ejemplo 5 SW029/pTRS102 40 

Ejemplo comparativo 3 29-1B/pTRS49 33 
 
Los resultados de la Tabla 2 mostraron que era posible producir ácido L-láctico mediante cultivo de la levadura que 20 
tiene un gen L-ldh introducido de Xenopus laevis con un rendimiento respecto a azúcar superior que mediante el 
cultivo de la levadura que tiene un gen L-ldh introducido de origen bovino. 
 
(Ejemplo 6: prueba 2 de fermentación del ácido L-láctico) 
 25 
Una prueba de productividad de ácido L-láctico se llevó a cabo de una manera similar a la del ejemplo 5, mediante la 
utilización de la cepa L5 obtenida, de manera similar al ejemplo 4. El medio utilizado fue el medio de fermentación de 
ácido láctico que se muestra en la tabla 1. 
 
Se colocaron 10 ml del medio de fermentación de ácido láctico en un tubo de ensayo, y se inoculó al mismo una 30 
pequeña cantidad de la cepa L5, y la mezcla se cultivó a 30oC durante toda la noche (precultivo previo). 
Posteriormente, se colocaron 100 ml del medio de fermentación de ácido láctico fresco con exclusión de uracilo en 
un matraz erlenmeyer de 500 ml, se inoculó la cantidad total de cada solución de precultivo previo y el medio se 
cultivó con agitación a 30oC durante 24 horas (precultivo). Posteriormente, se inoculó toda la cantidad de cada una 
de las soluciones de precultivo después del precultivo durante 24 h en 1 litro del medio de fermentación de ácido 35 
láctico con exclusión de uracilo colocado en un fermentador de tipo min-frasco (“mini-jar”) (fabricado por Marubishi, 
capacidad: 5 l), y la mezcla se cultivó en condiciones de velocidad de agitación de 120 rpm, velocidad de ventilación 
de 0,1 L/min, una temperatura de 30oC, y pH de 5 (cultivo). La solución de cultivo después del cultivo durante 40 
horas se centrifugó; el sobrenadante obtenido se filtró a través de una membrana; y la cantidad de ácido L-láctico se 
determinó por HPLC en condiciones similares a las del ejemplo 5. Los rendimientos de ácido L-láctico al azúcar, 40 
calculados a partir de los resultados de la medición, se resumen en la Tabla 3. 
 

[Tabla 3] 
 Cepa de levadura Rendimiento frente a azúcar (%) 
Ejemplo 6 L5 34 

 
Los resultados de las Tablas 2 y 3 mostraron que era posible producir ácido L-láctico por cultivo de la levadura que 45 
tiene un gen L-ldh introducido de Xenopus laevis con un rendimiento respecto al azúcar no menor que mediante el 
cultivo de la levadura que tiene un gen L-ldh introducido de origen bovino. 
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(Ejemplo 7, ejemplo comparativo 4: Actividad de la L-lactato deshidrogenasa) 
 
Se comparó la actividad de la L-lactato deshidrogenasa de Xenops laevis y la actividad de la L-lactato 
deshidrogenasa de origen bovino a pH 5 a 7 mediante la utilización de la cepa SW029/pTRS102 y la cepa 
SW029/pTRS49 obtenida en el ejemplo 3 y en el ejemplo comparativo 2. 5 
 
(a) Extracción de proteína a partir de microorganismo 
 
Se colocaron 10 ml de medio SC-Ura en un tubo de ensayo; se inoculó una pequeña cantidad de cepa 
SW029/pTRS102 o cepa SW029/pTRS49 y la mezcla se cultivó a 30oC durante toda la noche (precultivo). A 10 
continuación, se colocaron 20 ml del medio SC-Ura en un matraz Sakaguchi de 100 ml; la solución de precultivo se 
inoculó a una concentración de 2% y la mezcla se cultivó con agitación durante 24 horas (cultivo). Se centrifugaron 
10 ml de la solución de cultivo; las células recogidas se lavaron con 10 ml de tampón de fosfato y se suspendieron 
en 1 ml de tampón fosfato. La suspensión de microorganismos se colocó en un tubo Eppendorf; Se añadió una 
cantidad igual de perlas de vidrio (diámetro de 0,6 mm fabricada por Sigma) y el microorganismo se homogeneizó en 15 
un mezclador de microtubos (fabricado por TOMY) a 4oC. Después de la homogeneización del microorganismo tal 
como se describe anteriormente, la mezcla se centrifugó, y el sobrenadante obtenido se utilizó como una solución de 
L-lactato deshidrogenasa (a continuación, abreviado como solución de enzima L-ldh). 
 
(b) Medición de la actividad de la L-lactato deshidrogenasa 20 
 
La concentración de la solución de enzima L-Ldh obtenida en (a) se determinó mediante el utilización del kit BCA de 
ensayo de proteína (fabricado por PIERCE), con referencia a una curva de calibración preparada mediante la 
utilización de IgG bovina (1,38 mg/ml, fabricada por BIO-RAD) como un estándar, y la solución de enzima L-Ldh se 
diluyó con agua estéril a una concentración de 0,5 mg/ml. A continuación, se pipetearon las mezclas líquidas (con 25 
exclusión de solución de enzima L-ldh y NADH) a 6 niveles, tal como se muestra en la tabla 4 respectivamente en 
semi microcubetas, se añadieron una solución de enzima L-ldh y NADH y se mezclaron inmediatamente antes de la 
iniciación de la medición. El tampón 2xBR es una solución tamponada de 0,08 M de ácido acético, ácido fosfórico, y 
una solución de ácido bórico que se ajusta con NaOH 5 N a pH 5, 6, ó 7. 
 30 

[Tabla 4] 
  Concentración de 

 piruvato sódico 0,5 mM 
Concentración de 
 piruvato sódico 1 mM 

Solución de enzima L-ldh (0,5 mg/ml) 100 µL 100 µL 
2xBR tampón (pH 5.6,7) 250 µL 250 µL 
15 mM de NADH 25 µL  

(concentración final 0,375 mM) 
25 µL  
(concentración final 0,375 mM) 

 Piruvato sódico 200 mM 2,5 µL 5 µL 
 Agua purificada 622,5 µL 620 µL 
 Total 1000 µL 1000 µL 

 
La disminución de la absorbancia a 340 nm en cada nivel se midió mediante un espectrofotómetro 
(Ultrospec3300Pro, fabricado por Amercham), y la actividad específica se calculó a partir del valor ∆340 obtenido, 
según la Fórmula (1). La medición se realizó en tres niveles a pH 5, 6, y 7. En la medición anterior, si la actividad 35 
específica de L-lactato deshidrogenasa para la comparación es más elevada que la actividad específica de la 
L-lactato deshidrogenasa derivada de bovino en dos o más niveles entre los tres niveles de pH, la comparativa de 
L-lactato deshidrogenasa se considera que tiene una actividad mayor que la de la L-lactato deshidrogenasa de 
origen bovino a pH 5 a 7. Los resultados de cálculo se resumen en la Tabla 5. 
 40 
 [Tabla 5] 

 Cepa de levadura pH Concentración de 
piruvato sódico 0,5 mM 

Concentración de 
piruvato sódico 1 mM 

Ejemplo 7 SW029/pTRS102 5 5,67 6,56 
Ejemplo 7 SW029/pTRS102 6 8,20 7,73 
Ejemplo 7 SW029/pTRS102 7 7,72 8,74 
Ejemplo Comparativo 4 SW029/pTRS49 5 1,75 2,16 
Ejemplo Comparativo 4 SW029/pTRS49 6 6,52 6,46 
Ejemplo Comparativo 4 SW029/pTRS49 7 5,64 6,6 

 
Los resultados mostraron que la actividad de la L-lactato deshidrogenasa de Xenopus laevis fue mayor que la 
actividad de la L-lactato deshidrogenasa de origen bovino a pH 5 a 7. Además, los resultados en la tabla 2 indicaron 
que era posible producir ácido L-láctico mediante el cultivo de la levadura que tiene el gen L-ldh de Xenopus laevis 45 
según la presente invención con un rendimiento respecto al azúcar más elevado que mediante cultivo de la levadura 
que tiene un gen de L-ldh introducido de origen bovino. 
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Los resultados de las tablas 2 y 5 indicaron que era posible producir ácido L-láctico mediante el cultivo de la 
levadura que contiene un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa que tiene una actividad de 
L-lactato deshidrogenasa a un pH de 5 a 7 con un rendimiento respecto a azúcar mayor que mediante el cultivo de la 
levadura que contiene un gen de L-ldh introducido de origen bovino. 
 5 
(Ejemplo 8: Preparación de una levadura que tiene un gen ADH1 variante sensible a la temperatura) 
 
Se preparó una cepa de levadura NBRC10505 en la que el gen ADH1 en el ADN genómico está sustituido con el 
gen URA3 mediante recombinación homóloga. Un fragmento de ADN que tiene una secuencia añadida que se 
muestra en la Id. Sec. Nº 45 en el extremo 5' corriente arriba y una secuencia añadida que se muestra en la Id. Sec. 10 
Nº 46 en el extremo 3' corriente abajo del gen HIS3 se amplificó por PCR utilizando el plásmido pRS313 como la 
plantilla y ADN que comprendían las secuencias de ADN mostradas en Id. Sec. Nº 43 y 44 como el conjunto de 
cebadores. El fragmento de ADN amplificado se purificó, y una cepa NBRC10505 se transformó en una cepa que no 
requiere uracilo con 1 µg del ADN. El transformante obtenido se designó como cepa ∆adh1. 
 15 
A continuación, utilizando el ADN genómico de la cepa NBRC10505 como la plantilla y los cebadores mostrados en 
las Id. Sec. Nº 47 y 48, se amplificó un fragmento de ADN que incluye de 700 pares de bases corriente arriba de la 
región del gen ADH1, el gen estructural de ADH1, y 200 pares de bases de la región corriente abajo. Los cebadores 
de amplificación de gen (Id. Sec. Nº 47 y 48) fueron preparados de manera que se añadió una secuencia de 
reconocimiento SacI al extremo 5-terminal y una secuencia de reconocimiento SmaI en el extremo 3-terminal. El 20 
fragmento amplificado se ligó con el fragmento procesado con BAP/HincII de pUC118. El plásmido deseable 
pUC118_ADH1 se obtuvo por un procedimiento ordinario. 
 
A continuación, pUC118_ADH1 se digirió con las enzimas de restricción SacI y SmaI, y la solución de reacción se 
sometió a electroforesis en agarosa. Se separó un fragmento de aproximadamente 2 Kb, y el fragmento de ADN se 25 
extrajo del gel separado. El fragmento de ADN extraído se insertó en pRS316 por reacción de enlace, para dar un 
plásmido pRS316_ADH1 deseado. 
 
A continuación, para la introducción de la mutación en el gen ADH1 en el plásmido mediante el procedimiento de 
reparación de hueco, se digirió pRS316_ADH1 con las enzimas de restricción BalI y PflFI, para dar un plásmido de 30 
anillo abierto que carece del gen estructural ADH1. Se separaron fragmentos de aproximadamente 7 Kb de la 
solución de reacción de enzima de restricción por electroforesis en agarosa, y el fragmento de ADN deseado se 
extrajo del gel obtenido. Además, el fragmento de ADN se precipitó con etanol según un procedimiento ordinario. 
 
Posteriormente, se preparó un fragmento del gen ADH1 mutagénico para la mutagénesis mediante el procedimiento 35 
de reparación de hueco. El fragmento se preparó utilizando los cebadores mostrados en las Id. Sec. Nº 49 y 50 y un 
kit de mutagénesis aleatoria Diversify PCR BD Mutagenesis Random Kit (fabricado por Clontech). La operación se 
realizó según las instrucciones adjuntas. El fragmento obtenido se precipitó con etanol según un procedimiento 
ordinario y se concentró a 200 ng/µl. 
 40 
Se transformó la cepa ∆adh1 en una cepa que no requiere uracilo con 500 ng del plásmido de anillo abierto 
obtenidos y 1 micro-g del fragmento del gen ADH1 mutagénico. La cepa anfitrión ∆adh1, que es una cepa que tiene 
una eficiencia más baja en consumo de azúcar, no crece rápidamente en medios que contienen glucosa. Por lo tanto 
después de la transformación, se eligieron las cepas que forman colonias en el medio SC-Ura en dos días como las 
cepas en las que el gen ADH1 variante en el ADN pRS316_ADH1 introducido tenía actividad de alcohol 45 
deshidrogenasa a la temperatura de cultivo. 
 
El transformante que contiene pRS316_ADH1 elegido se extendió sobre el medio SC-Ura a una concentración de 
aproximadamente 100 colonias por placa, y se cultivaron en el mismo a 25oC durante 48 horas, las colonias se 
replican en cuatro nuevos medios de placa SC-Ura, y las placas se cultivaron a 25oC, 30oC, 34oC y 37oC para la 50 
comparación del estado de crecimiento. Las colonias que no crecen a una temperatura de cultivo de 30oC, 34oC o 
37oC fueron consideradas como las cepas en las que la ADH1 en el plásmido se volvió sensible a la temperatura, y 
se recolectaron. De entre ellas, se recolectaron las cepas de levadura que se convirtieron en sensibles a la 
temperatura de 34oC, pADHlts-1, pADHlts-2 y pADHlts-3. 
 55 
Los plásmidos se extrajeron, respectivamente, de las tres cepas de pADHlts sensibles a la temperatura obtenidas. 
Se transformó E. coli DH5α con cada plásmido extraído, y el plásmido se obtuvo a partir de la solución de cultivo 
según un procedimiento ordinario. Los plásmidos obtenidos se digirieron con las enzimas de restricción SacI y SmaI, 
y la cepa ∆ADH1 se transformó con la solución de escisión. La solución de cultivo obtenida se extendió sobre una 
placa de medio YPAD y se cultivó a 25oC durante 48 horas. Debido a que la cepa ∆adh1 no crece sobre una placa 60 
que contiene glucosa, se consideró que en las colonias que crecieron el locus génico ∆adh1 se recombina con un 
gen ADH1 sensible a la temperatura, y se considera como una levadura que tiene el gen ADH1 sensible a la 
temperatura integrado en el cromosoma (ADH1ts-1, ADH1ts-2, o ADHlts-3). 
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Se determinaron las secuencias de ADN de los loci de gen ADHlts sensibles a la temperatura contenidos en las 
levaduras sensibles a la temperatura obtenidas, ADH1ts-1, ADH1ts-2, y ADH1ts-3 y las secuencias de aminoácidos 
de los mismos se determinaron a partir de las secuencias, que muestran que tenían respectivamente las secuencias 
de aminoácidos primarias que se muestran en las Id. Sec. Nº 40, 41 y 42. 
 5 
(Ejemplo 9: Medición de la actividad de la alcohol deshidrogenasa de levaduras que tienen un gen ADH1 variante 
sensible a la temperatura) 
 
Se determinó la actividad de la alcohol deshidrogenasa de las levaduras que tienen el gen ADH1 variante sensible a 
la temperatura obtenidas en el ejemplo 8, ADH1ts-1, ADH1ts-2 y ADH1ts-3. Cada cepa se inoculó en 20 ml de un 10 
medio líquido YPD y se cultivó a 30oC durante 20 horas. Se recolectaron las colonias, y se añadieron 200 µl de 
solución tampón de fosfato de potasio 50 mM (pH 7,0) y 0,2 g de perlas de vidrio (fabricadas por Sigma, diámetro: 
0,6 mm); y la mezcla se agitó en vórtice a 4oC durante 30 minutos. Después de la agitación en vórtice, la suspensión 
se centrifugó, y se recogió el sobrenadante. La concentración de proteínas de cada sobrenadante homogeneizado 
se determinó mediante la utilización del kit BCA de ensayo de proteína (fabricado por Pierce), según una curva de 15 
calibración preparada utilizando IgG bovina (1,38 mg/ml, fabricada por Bio-Rad) como estándar. 
 
A continuación, se determinó la actividad de la alcohol deshidrogenasa de cada cepa. La actividad se determinó, al 
añadir 10 µl del sobrenadante obtenido a 190 µl de una solución de reacción que contiene solución tampón de 
fosfato de potasio 53 mM (pH 7,0), piruvato sódico 20 mM, 0,19 mM de nicotinamida dinucleótido reducida (NADH), 20 
0,21 mM de pirofosfato de tiamina, y cloruro de magnesio 5,3 mM, y se monitorizó el cambio en la absorbancia a una 
longitud de onda de 340 m después de la adición con un espectrofotómetro (Ultraspec3300Pro, fabricado por 
Amercham Biosciences). El cambio en la absorbancia obtenida se sustituye en la ∆340 nm en la fórmula (2) anterior, 
y se calculó la actividad específica de cada alcohol deshidrogenasa, dividiendo la actividad de la alcohol 
deshidrogenasa por la concentración de cada proteína. Los resultados se resumen en la Tabla 6. 25 
 
(Ejemplo Comparativo 5: Medición de la actividad de la alcohol deshidrogenasa de levadura de tipo salvaje) 
Adicionalmente, se determinó la actividad de la alcohol deshidrogenasa de NBRC10505, de manera similar a la del 
ejemplo 9. Los resultados se resumen en la Tabla 6. 
 30 
   [Tabla 6] 

  Cepa Actividad específica 
 de la alcohol deshidrogenasa (mmol/min/µg proteína) 

Ejemplo 9 ADH1ts-1 0,0068 
Ejemplo 9 ADH1ts-2 0,0294 
Ejemplo 9 ADH1ts-3 0,007 
Ejemplo comparativo 5 NBRC10505 0,1431 

 
Los resultados del ejemplo 9 y el ejemplo comparativo 5 que se muestran en la Tabla 6 indican que las levaduras 
que tienen un gen ADH1 variante sensible a la temperatura (ADH1ts-1, ADH1ts-2 o ADH1ts-3 cepas) obtenidos en el 
ejemplo 13 tienen una actividad de alcohol deshidrogenasa a 30oC más baja que la de la cepa de tipo salvaje (cepa 35 
NBRC10505). 
 
(Ejemplo 10: Preparación de ∆pdc1 y ∆pdc5 doble cepa deficiente) 
 
Se preparó una levadura que carece del gen PDC5 en el ADN genómico de la cepa NBRC10506 de la siguiente 40 
manera: Un fragmento de ADN del gen URA3 de 1,3 Kb se amplificó en PCR utilizando el plásmido pRS406 como 
plantilla de amplificación y los oligonucleótidos (Id. Sec. Nº 54 y 55) como el conjunto de cebadores. El fragmento de 
ADN amplificado se purificó, y la cepa NBRC10506 se transformó en una cepa que no requiere uracilo con el 
fragmento de ADN. La célula transformante obtenida debe ser una cepa ∆pdc5 deficiente en la que el gen PDC5 en 
el ADN genómico se sustituyó con el gen URA3. Para la confirmación, los productos de amplificación obtenidos en la 45 
PCR utilizando el ADN genómico como plantilla de amplificación y los oligonucleótidos mostrados en las Id. Sec. Nº 
56 y 57 como el conjunto de cebadores se analizaron por electroforesis en agarosa. Cuando el gen PDC5 en el ADN 
genómico está sustituido con el gen URA3, se obtiene un producto de amplificación de 1,2 Kb. Por otra parte, 
cuando no está sustituido, se obtiene un producto de amplificación de 1,9 Kb. Debido a que se aisló el producto de 
1,2 Kb, el transformante se considera la cepa SW011 es la que carece del gen PDC5. La cepa ∆pdc1∆pdc5 doble 50 
deficiente se preparó de la siguiente manera: Se aparearon la cepa SW011 obtenida anteriormente y la cepa SW029 
obtenida en el ejemplo 2, para dar una célula diploide. Se formaron asci de la célula diploide en un medio de 
esporulación. El ascus se diseccionó con un micromanipulador, y cada una de las esporas se cultivó en medio 
YPAG, para dar cada célula haploide. Se analizó la auxotrofia de la célula haploide obtenida. La cepa ∆pdc1∆pdc5 
doble deficiente deseada probablemente no requiere ni uracilo ni triptófano. Después de determinar la auxotrofia, la 55 
cepa no requiere ni uracilo ni triptófano. La supresión de los genes de PDC1 y PDC5 se confirmó en la PCR 
utilizando el ADN genómico de la cepa que no requiere uracilo/triptófano obtenida como la plantilla de amplificación y 
los oligonucleótidos mostrados en las Id. Sec. Nº 58 y 59, y los oligonucleótidos que se muestran en Id. Sec. Nº 56 y 
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57 como conjunto de cebadores. La cepa ∆pdc1∆pdc5 doble deficiente fue designada como la cepa SWO12. Se 
encontró que la cepa SW012 no crece en glucosa como única fuente de carbono. 
 
Además, se amplificó un fragmento de ADN de gen HIS3 de 1,3 Kb, en la PCR utilizando el plásmido pRS403 como 
plantilla de amplificación y los oligonucleótidos mostrados en las Id. Sec. Nº 54 y 55 como el conjunto de cebadores. 5 
El fragmento de ADN amplificado se purificó, y la cepa NBRC10506 se transformó en una cepa que no requiere 
histidina con el fragmento de ADN. El transformante obtenido debe ser una cepa deficiente ∆pdc5 en la que el gen 
PDC5 en el ADN genómico está sustituido con el gen HIS3. Para la confirmación, los productos de amplificación 
obtenidos en la PCR utilizando el ADN genómico como plantilla de amplificación y los oligonucleótidos mostrados en 
las Id. Sec. Nº 56 y 57 como el conjunto de cebadores se analizaron por electroforesis en agarosa. Cuando el gen 10 
PDC5 en el ADN genómico está sustituido con el gen HIS3, se obtiene un producto de amplificación de 1,3 Kb. Por 
otra parte, cuando no está sustituido, se obtiene un producto de amplificación de 1,9 Kb. Debido a que se aisló el 
producto de 1,3 Kb, el transformante se considera que es la cepa SW013 que carece del gen pdc5. La cepa 
∆pdc1∆pdc5 doble deficiente se preparó de la siguiente manera: Se aparearon la cepa SW011 obtenida 
anteriormente y la cepa SW029 obtenida en el ejemplo 2, para dar una célula diploide. Se formaron asci de la célula 15 
diploide en un medio de esporulación. El ascus se diseccionó con un micromanipulador, y cada una de las esporas 
se cultivó en medio YPAG, para dar cada célula haploide. Se analizó la auxotrofia de la célula haploide obtenida. La 
cepa doble deficiente ∆pdc1∆pdc5 deseado probablemente no requiere ni histidina ni triptófano. Después de estudiar 
la auxotrofia, la supresión de los genes de PDC1 y PDC5 se confirmó en la PCR utilizando el ADN genómico de la 
cepa que no requiere histidina/triptófano obtenida como plantilla de amplificación y los oligonucleótidos mostrados en 20 
las Id. Sec. Nº 58 y 59, y los oligonucleótidos que se muestran en Id. Sec. Nº 56 y 57 como conjunto de cebadores. 
La cepa doble deficiente ∆pdc1∆pdc5 fue designada como la cepa SW014. Se encontró que la cepa SW014 no 
crece en glucosa como única fuente de carbono  
 
(Ejemplo 11: Preparación del gen variante pdc5 sensible a la temperatura) 25 
 
Se obtuvo un fragmento de ADN de amplificación de 2,7 Kb que contiene el gen PDC5, en la PCR utilizando el ADN 
genómico de la cepa BY4741 como plantilla y los oligonucleótidos mostrados en las Id. Sec. Nº 60 y 61 como 
conjunto de cebadores. El fragmento se digirió con NotI y, a continuación, se insertó en el lugar de escisión NotI del 
plásmido pRS316 previamente digerido con NotI. La cepa SW013 se transformó en una cepa que no requiere uracilo 30 
con el plásmido pRS316-PDC5 obtenido. Se confirmó que el transformante recuperaba el crecimiento en glucosa 
como única fuente de carbono y una velocidad de crecimiento favorable en 37oC. El plásmido pRS316-PDC5 se 
recuperó del transformante por un procedimiento ordinario, y la secuencia de ADN de 2,7 Kb insertada en pRS316 
se identificó por un procedimiento ordinario, que muestra que el pRS316-PDC5 contenía el gen PDC5. 
 35 
Posteriormente, se obtuvo un fragmento de ADN de amplificación de 1,7 Kb de codificación de la PDC5, en la PCR 
utilizando el plásmido pRS316-PDC5 como plantilla de amplificación y el oligonucleótido mostrado en la Id. Sec. Nº 
62 y 63 como el conjunto de cebadores y utilizando un Diversify PCR BD Random Mutagenesis Kit (fabricado por 
Clontech). La PCR utilizando el kit eleva la probabilidad mutagenética durante la amplificación de ADN y, por lo 
tanto, el fragmento de 1,7 Kb obtenido es más probable que contenga un fragmento variante, en comparación con el 40 
fragmento obtenido por PCR normal. La cepa SW014 se transformó en una cepa que no requiere uracilo con el 
fragmento de 1,7 Kb obtenido y un fragmento de plásmido obtenido por digestión del plásmido pRS316-PDC5 con 
enzimas de restricción Van91I y Bpu1102I y posterior linealización, y se seleccionó un transformante que crece en 
un medio SC-Ura cuando se calienta a 25oC. El fragmento de 1,7 Kb y el plásmido linealizado se conectaron entre sí 
mediante recombinación homóloga por un procedimiento de reparación de hueco, y sólo crecieron las células que 45 
contienen el plásmido ciclado. Los transformantes obtenidos se replicaron en un medio SC-Ura fresco, y se 
calentaron a 34oC. Entre los transformantes replicados, se seleccionaron dos transformantes que no crecen a 34oC, 
y se designaron como variantes pdc5 sensibles a la temperatura, pdc5ts-9 y pdc5ts-11. Los plásmidos se 
recuperaron a partir de los transformantes por un procedimiento ordinario, y las secuencias del fragmento de ADN 
de amplificación de 1,7 Kb se secuenciaron. Como resultado, el pdc5ts-9 era una mutación de sustitución de un solo 50 
nucleótido de C a T en el nucleótido 1397º en el ADN del gen estructural que se muestra en la Id. Sec. Nº 52, y el 
pdc5ts-11 era una mutación de sustitución de un solo nucleótido de C a T en el nucleótido 701º en el ADN del gen 
estructural que se muestra en la Id. Sec. Nº 53. Los plásmidos se designaron respectivamente como 
pRS316-pdc5ts9 y pRS316-pdc5ts11 con un alelo mutación pdc5 sensible a la temperatura. 
 55 
(Ejemplo 12: Preparación de variante pdc5ts) 
 
Se digirieron plásmidos pRS316-pdc5ts9 y pRS316-pdc5ts11 con NotI, para dar un fragmento de 2,7 Kb que 
contiene genes variantes pdc5ts9 y pdc5ts11. La cepa SW012 se transformó en una cepa que requiere uracilo con el 
fragmento, y se seleccionaron los transformantes que crecen en el medio 5-FOA cuando se calientan a 25oC. Los 60 
transformantes obtenidos se replicaron en un medio SC fresco y se calentaron a 34oC. Entre los transformantes 
replicados, se seleccionaron los transformantes que no crecen a 34oC y se designaron como cepa SW015 variante 
pdc5ts9 sensible a la temperatura y cepa SW016 variante pdc5ts11 sensible a la temperatura. 
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(Ejemplo 13: Propiedades de la variante pdc5tS) 
 
Se determinó la actividad de PDC de la cepa PDC de tipo salvaje, de la cepa deficiente ∆PDC1 y de la cepa ∆pdc1 
pdc5 sensible a la temperatura. 
 5 
(a) Extracción de proteína a partir de microorganismos, 
 
Se obtuvieron pequeñas cantidades de las cepas NBRC10505, SW029, SW015 y SW016 respectivamente de un 
medio de agar, y se inocularon en 3 ml de un medio YPD líquido y se cultivaron durante toda la noche (precultivo). 
La solución de precultivo se inoculó en 20 ml de nuevo medio YPD líquido a una concentración de 1%, y se 10 
cultivaron con agitación en un matraz Sakaguchi de 100 ml a una temperatura de 30oC durante 24 horas (cultivo). Se 
centrifugaron 10 ml de la solución de cultivo para recoger las células, que se lavaron con 10 ml de un tampón de 
fosfato y se suspendieron en 1 ml del tampón de fosfato. La suspensión de microorganismos se transfirió a un tubo 
Eppendorf, se añadió la cantidad igual de perlas de vidrio (fabricadas por Sigma, diámetro: 0,6 mm), y el 
microorganismo se homogeneizó en un mezclador de microtubos (fabricado por Tomy) a 4oC. El microorganismo 15 
homogeneizado de este modo se centrifugó, y el sobrenadante obtenido se utilizó como una solución de enzima de 
PDC. 
 
(B) Medición de la actividad de PDC 
 20 
La concentración de la solución de enzima de PDC obtenida en (a) se determinó mediante la utilización de un kit 
BCA de ensayo de proteína (fabricado por Pierce) según una curva de calibración preparada utilizando IgG bovina 
(1,38 mg/ml, fabricado por Bio-Rad) como estándar, y cada solución de enzima de PDC se diluyó con agua estéril a 
una concentración de 2 mg/ml. A continuación, se pipeteó una mezcla líquida que excluye la solución de enzima de 
PDC y NADH en una semi microcubeta en la cantidad mostrada en la tabla 13, se añadieron una solución de enzima 25 
de PDC y NADH y se mezclaron inmediatamente antes de la medición. 
 

[Tabla 7] 
Muestra 100 µL (2 mg/ml) 
Solución tampón (20 mM Bis-Tris, 50 mM de KCl, pH 6) 425 µL 
50 mM MgCl2 200 µL (5 mM final) 
2 mM pirofosfato de tiamina 200 µL (0,2 mM final) 
10 mM de NADH 30 µL (0,3 mM final) 
22 U/µL ADH 20 µL  
200 mM piruvato Na 25 µL (5 mM final) 

 
Se determinó la disminución de la absorbancia a 340 nm de cada solución de enzima de PDC mediante un 30 
espectrofotómetro (Ultrospec3300Pro, fabricado por Amercham), y se calculó la actividad específica de cada PDC 
en 5 mM de piruvato sódico mediante la aplicación del valor ∆ obtenido en la Fórmula (1). Los resultados se resumen 
en la Tabla 8. 
 
 [Tabla 8] 35 

Cepa de levadura NBRC10505 SW029 SW015 SW016 
 Gen PDC1 Tipo salvaje Ausente Ausente Ausente 
 Gen PDC5 Tipo salvaje Tipo salvaje Variante Variante 
 Actividad específica de la enzima PDC (mU) 3290 1630 1040 670 

 
Los resultados mostraron que la actividad de PDC específica de la cepa SW015 variante pdc5ts9 sensible a la 
temperatura y la cepa SW016 variante pdc5ts11 sensible a la temperatura que tiene el gen variante PDC5 fue de 1/3 
o menos que la de la cepa NBRC10505 y más baja que la de la cepa SW029, y por lo tanto, era posible obtener una 
levadura que tiene una actividad de PDC específica más baja mediante la obtención de una levadura con un gen 40 
PDC5 variante sensible a la temperatura. 
 
(Ejemplo de referencia 14: prueba de fermentación de ácido láctico con la variante pdc5 sensible a la temperatura 
(Nº 1)) 
 45 
Se llevó a cabo una prueba de fermentación del ácido láctico utilizando la variante pdc5 sensible a la temperatura 
obtenido de este modo. El gen L-ldh derivado de Homo sapiens se introdujo en la variante pdc5 sensible a la 
temperatura, mediante la transformación de las cepas SW015 y SW016 en cepas que no requieren uracilo con el 
plásmido que expresa el gen L-ldh- pTRS48 derivado de Homo sapiens obtenido en el ejemplo 1. Se utilizó el medio 
de fermentación de ácido láctico que se muestra en la tabla 1 en la prueba de fermentación de ácido láctico. 50 
 
La concentración del ácido láctico producto se evaluó mediante el procedimiento de HPLC descrito en el ejemplo 5. 
 
La pureza óptica del ácido L-láctico se determinó por un procedimiento de HPLC en las siguientes condiciones: 
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Columna: TSK-gel de enantio L1 (fabricado por Toso Corporation) 
Fase móvil: solución de sulfato de cobre acuoso 1 mM 
Caudal: 1,0 ml/min 
Procedimiento de detección: UV 254 nm 5 
Temperatura: 30°C. 
 
La pureza óptica del ácido L-láctico se calcula según la siguiente fórmula: 
 
Pureza óptica (%) = 100 x (L-D) / (L+D) 10 
 
En la que L representa la concentración de ácido L-láctico, y D representa la concentración de ácido D-láctico. 
 
Se utilizó el ensayo Glucosa Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries) para la medición de la concentración de 
glucosa. 15 
 
Las condiciones para la prueba de la fermentación del ácido láctico se muestran a continuación. 
 
Fermentador: Bioneer-N (fabricado por Marubishi) 
Medio: 1 litro de medio de fermentación de ácido láctico 20 
Temperatura de cultivo: 30oC 
Velocidad de aireación: 100 ml/min 
Velocidad de agitación: 200 l/min 
pH: 5,0 
Agente neutralizante: solución 1 N de NaOH. 25 
 
En primer lugar, las cepas SW015 y SW016 transformadas con pTRS48 se cultivaron con agitación, 
respectivamente, en 5 ml de medio de fermentación de ácido láctico en un tubo de ensayo durante toda la noche 
(precultivo previo). La solución de precultivo previo se inoculó en 100 ml de medio de fermentación de ácido láctico 
fresco, y la mezcla se cultivó con agitación en un matraz Sakaguchi de 500 ml durante 24 horas (precultivo). La 30 
solución de precultivo se transfirió al fermentador para la prueba de fermentación del ácido láctico. Los resultados se 
resumen en la tabla 9. 
 
(Ejemplo 15: Prueba de fermentación de ácido láctico con la variante sensible a la temperatura pdc5 (N º 2)) 
 35 
Se llevó a cabo una prueba de fermentación del ácido láctico de la variante pdc5 sensible a la temperatura anterior. 
El gen L-ldh de Xenopus laevis se introdujo por transformación de las cepas SW015 y SW016 con el plásmido 
pTRS102 que expresa el gen L-ldh de Xenopus laevis obtenido en el ejemplo 1. El medio de fermentación de ácido 
láctico que se muestra en la tabla 1 esterilizado bajo vapor a presión elevada (121oC, 15 minutos) se utilizó en la 
prueba de fermentación de ácido láctico. 40 
 
La concentración del ácido láctico producto se evaluó mediante el procedimiento de HPLC descrito en el ejemplo 5. 
 
La pureza óptica del ácido L-láctico se determinó mediante el procedimiento de HPLC descrito en el ejemplo 14. 
 45 
En primer lugar, las cepas SW015 y SW016 transformadas con pTRS102 se cultivaron con agitación, 
respectivamente, en 5 ml de medio de fermentación de ácido láctico en un tubo de ensayo durante toda la noche 
(precultivo previo). La solución de precultivo previo se inoculó en 100 ml de medio de fermentación de ácido láctico 
fresco, y la mezcla se cultivó con agitación en un matraz Sakaguchi de 500 ml durante 24 horas (precultivo). La 
solución de precultivo se transfirió al fermentador para la prueba de fermentación del ácido láctico. Los resultados se 50 
resumen en la Tabla 9. 
 
(Ejemplo comparativo 6: Fermentación del ácido láctico utilizando la cepa PDC5 de tipo salvaje (Nº 1)) 
 
Se llevó a cabo además una prueba de fermentación de la PDC5 cepa de tipo salvaje en un ejemplo comparativo. La 55 
prueba de la fermentación se llevó a cabo utilizando SW029/pTRS48 obtenido en el ejemplo 3 en las mismas 
condiciones que cuando se utilizó la variante pdc5 sensible a la temperatura. Los resultados se resumen en la Tabla 
9. 
 
(Ejemplo comparativo 7: Fermentación del ácido láctico de la cepa PDC5 de tipo salvaje (Nº 2)) 60 
 
Además, se llevó a cabo una prueba de la fermentación de SW029/pTRS102 obtenido en el ejemplo 3 en las 
mismas condiciones que cuando se utilizó la variante pdc5 sensible a la temperatura. Los resultados se resumen en 
la Tabla 9. 
 65 
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[Tabla 9] 

 Cepa de 
levadura gen ldh Gen 

PDC5 

Período de 
fermentación 

(Horas) 

Rendimiento de ácido 
láctico al azúcar (%) 

Ejemplo de referencia 14 (no 
forma parte de la presente 

invención) 
SW015 Derivado de 

Homo sapiens Variante 65 39 

Ejemplo de referencia 14 (no 
forma parte de la presente 

invención) 
SW016 Derivado de 

Homo sapiens Variante 66 41 

Ejemplo Comparativo 8 SW029 Derivado de 
Homo sapiens 

Tipo 
salvaje 60 30 

Ejemplo 15 SW015 Derivado de 
Xenopus laevis Variante 65 48 

Ejemplo 15 SW016 Derivado de 
Xenopus laevis 

Variante 66 48 

Ejemplo Comparativo 9 SW029 Derivado de 
Xenopus laevis 

Tipo 
salvaje 60 41 

 
Los resultados mostraron que el rendimiento de ácido láctico respecto al azúcar se mejora cuando la fermentación 
del ácido láctico se lleva a cabo de una cepa SW015 variante pdc5ts9 sensible a la temperatura o una cepa SW016 
variante pdc5ts11 sensible a la temperatura que tienen introducido un gen L-ldh de Xenopus laevis, en comparación 5 
a cuando se lleva a cabo con la cepa SW029 con el gen deficiente PDC5. El hecho muestra que es posible producir 
ácido láctico de manera eficiente mediante la utilización de levadura con menor actividad específica que contiene el 
gen PDC5 variante según la presente invención. 
 
Aplicabilidad industrial 10 
 
La levadura según la presente invención y el ácido láctico producido por la levadura tienen múltiples aplicaciones, 
entre las que se incluyen productos de fermentación tales como sake, miso, salsa de soja, encurtidos, y productos 
lácteos, acidificantes sustituyendo el ácido cítrico y el ácido tartárico, bebidas frías, productos farmacéuticos y 
similares. Además, el ácido láctico, que además se utiliza favorablemente como la materia prima para el ácido 15 
poliláctico en el sector de las resinas, es una sustancia extremadamente útil. 
 
Es posible producir ácido láctico que tiene esta variedad de aplicaciones de forma eficiente y de forma más 
económica utilizando la levadura según la presente invención y el procedimiento de producción que utiliza la 
levadura. 20 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Levadura que comprende un gen introducido que codifica una L-lactato deshidrogenasa de Xenopus laevis, en la 
que el gen que codifica la L-lactato deshidrogenasa es un gen que codifica una L-lactato deshidrogenasa de 
Xenopus laevis IdhA, IdhB o IdhC. 5 
 
2. Levadura según la reivindicación 1, en la que el gen que codifica una L-lactato deshidrogenasa de Xenopus laevis 
es IdhA y tiene la secuencia de nucleótidos mostrada en la Id. Sec. Nº 2. 
 
3. Levadura, según las reivindicaciones 1 ó 2, en la que el gen que codifica una L-lactato deshidrogenasa está 10 
introducido en una posición corriente abajo de un promotor que permite la expresión del gen que codifica una 
L-lactato deshidrogenasa. 
 
4. Levadura, según las reivindicaciones 1 ó 2, en la que el gen que codifica una L-lactato deshidrogenasa está 
introducido en el cromosoma para su expresión en una posición corriente abajo del gen promotor de la piruvato 15 
descarboxilasa 1. 
 
5. Levadura según las reivindicaciones 1 ó 2, que comprende además una alcohol deshidrogenasa variante que 
tiene una secuencia de aminoácidos en la que parte de la secuencia de aminoácidos de la alcohol deshidrogenasa 
de tipo salvaje está sustituida, suprimida, insertada y/o añadida, y la alcohol deshidrogenasa variante muestra 20 
sensibilidad a la temperatura de forma que la actividad de la alcohol deshidrogenasa intercelular desaparece o se 
reduce según el cambio en la temperatura de cultivo, en la que la alcohol deshidrogenasa variante es una alcohol 
deshidrogenasa variante que comprende una secuencia de aminoácidos que se muestra en cualquiera de las Id. 
Sec. Nº 40, 41 y 42. 
 25 
6. Levadura, según la reivindicación 5, en la que la alcohol deshidrogenasa variante muestra sensibilidad a una 
temperatura de cultivo de 34oC o superior. 
 
7. Levadura, según la reivindicación 5, en la que la alcohol deshidrogenasa variante muestra sensibilidad a una 
temperatura de cultivo de 30oC o superior. 30 
 
8. Levadura, según la reivindicación 5, en la que la alcohol deshidrogenasa variante es una alcohol deshidrogenasa 
variante que comprende una secuencia de aminoácidos en la que uno o más aminoácidos en la secuencia de 
aminoácidos de la alcohol deshidrogenasa 1 de tipo salvaje que se muestra en la Id. Sec. Nº 39 están sustituidos, 
eliminados, insertados y/o añadidos. 35 
 
9. Levadura, según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la levadura pertenece al género 
Saccharomyces. 
 
10. Levadura, según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que la levadura pertenece al género 40 
Saccharomyces cerevisiae. 
 
11. Procedimiento de producción de ácido L-láctico, que comprende el cultivo de la levadura según cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 10. 
 45 
12. Procedimiento de producción de ácido L-láctico, que comprende el cultivo de la levadura, según cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 10, a 25 hasta 37oC. 
 
13. Procedimiento de producción de ácido L-láctico, que comprende el cultivo de la levadura, según cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 10, a 30 hasta 34oC.  50 

ES 2 527 980 T3

 



 

51 

 ES 2 527 980 T3

 



 

52 

 ES 2 527 980 T3

 



 

53 

 

 

ES 2 527 980 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

