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DESCRIPCION
Casete de expresion para lactasa deshidrogenasa, levadura transformada y método para producir acido lactico
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método de produccion de acido lactico que comprende cultivar una cepa de
levadura transformante, en donde se utiliza un casete que expresa lactato deshidrogenasa con una eficacia de acido
lactico superior, en particular, una cepa de levadura transformante que contiene el casete.

Técnica anterior

Recientemente, los polimeros que se preparan mediante el uso de biomasa tales como plantas en forma de materia
prima estan atrayendo la atencién en una tendencia hacia la creacidon de una sociedad de recursos circulantes. En
particular, se ha demostrado que el poli(acido lactico) (en adelante, referido como "PLA") tiene propiedades
favorables como polimero procedente de materia prima de biomasa.

El acido lactico, la materia prima para el PLA, se produce por fermentacion de microbios, generalmente
denominados bacterias lacticas, representados por las especies de Lactobacillus y las especies de Lactococcus. La
produccién de acido lactico mediante el uso de bacterias lacticas tiene un rendimiento superior a partir de la tasa de
produccion de azucar y acido lactico. Sin embargo, el acido lactico obtenido es una mezcla de acidos - y D-lactico.
Por lo tanto, hay un problema en la pureza 6ptica. Se necesita una elevada pureza 6ptica para la utilizacion de acido
lactico en la produccion de PLA.

Ha habido varios intentos de producir acido lactico de elevada pureza 6ptica. Por ejemplo, la produccién de acidos L-
y D-lacticos mediante el uso de una cepa de levadura transformante fue estudiada (por ejemplo, Documentos de
Patente 1 a 3 y Bibliografia que no son Patentes 1). Las levaduras no tienen capacidad de producir acido lactico
inherentemente. Se informo en estas bibliografias de que el acido lactico de elevada pureza 6ptica se podria obtener
a través de la introduccion de un gen que codifique la lactato deshidrogenasa, que convierte el acido pirtvico en
acido lactico, en levadura mediante tecnologia de recombinacion genética. Por otra parte, el rendimiento de acido
lactico y la tasa de produccion de acido lactico durante la produccion de acido lactico por la levadura son mas bajos,
en comparacion con los de las bacterias lacticas. Por lo tanto, es necesario mejorar tanto el rendimiento de acido
lactico como la tasa de produccion de acido lactico para la produccion de acido lactico mediante el uso de una
levadura de bajo coste.

Para la mejora del rendimiento de acido lactico y la tasa de produccion de acido lactico al mismo tiempo, se
desarrollé un método de cultivo de una cepa de levadura que tenia capacidad de producir acido lactico, mientras que
la solucion de fermentacion se filtraba a través de una membrana de separacion (véase, por ejemplo, el Documento
de Patente 4). Sin embargo, incluso si se utilizaba el método, éste causaba el problema de que tanto el rendimiento
de acido lactico como la tasa de produccion de acido lactico se reducian durante la fermentacion.

Documento de Patente 1: JP-A Nim. 2001-516584

Documento de Patente 2: JP-A Nim. 2003-93060

Documento de Patente 3: JP-A Nim. 2005-137306

Documento de Patente 4: folleto WO 2007/97260

Bibliografia no de Patente 1: Ishida, Takahashi et al., J. Biosci. Bioeng., 101 (2), p.172-177, (2006)

El documento JP 2006 288 318 se refiere a la produccién de acido L-lactico mediante la transformacién de
Saccharomyces cerevisiae con el gen de la deshidrogenasa L-lactica.

Los documentos JP 2003 265 177 y JP 2005 245 335 describen que el promotor de SED1 tiene una inducibilidad de
la expresion muy fuerte en condiciones de cultivo incluso en condiciones de estrés, en particular que el promotor de
SED1 esta muy influenciado por la fluctuacion de pH.

Compendio de la invencion
Problemas a resolver por la invencion

El objeto de la presente invencion, que se hizo para resolver los problemas anteriores, es proporcionar un método
como se define en la reivindicacion 1 en donde se utiliza un gen que expresa un casete que comprende un gen que
codifica lactato deshidrogenasa conectado a un sitio aguas debajo de un promotor del gen supresor de defecto
exponencial 1(gen SED1) que se necesita para la prevencion del deterioro en el rendimiento de acido lactico y la
tasa de produccién de acido lactico en cultivo continuo con filtraciéon simultanea de una cepa de levadura que tiene
una capacidad de producir acido lactico, que alcanza una pureza 6ptica alta, alta produccion de acido lactico y alta
tasa de produccién de acido lactico a la vez.
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Medios para resolver los problemas

Después de estudios intensivos para resolver los problemas anteriores, los autores de la presente invencién han
encontrado que era posible llevar a cabo el cultivo continuo de manera constante durante un periodo prolongado de
tiempo sin deterioro del rendimiento de acido lactico y la tasa de produccion de acido lactico, cultivando una cepa de
levadura que tiene un casete que expresa lactato deshidrogenasa que contiene un promotor de un gen SED1. Este
promotor muestra una cantidad de expresion del gen 5 veces o mas mas grande que la cantidad de expresion
relativa media de todos los genes después de 50 horas desde el inicio del cultivo mientras se filtra la levadura a
través de una membrana de separacion, en cultivo continuo con filtraciéon simultanea por medio de una membrana
de separacion de una cepa de levadura que tiene capacidad de produccion de acido lactico.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere a un método como se define en la reivindicacion 1.

Preferiblemente, el promotor utilizado tiene una secuencia de nucledtidos seleccionada entre las siguientes
secuencias (a) a (b):

(a) un promotor que tiene la secuencia de nucledtidos mostrada por el SEQ ID NO: 1;

(b) un promotor que tiene una secuencia de nucledtidos que hibrida con la secuencia de nucleétidos mostrada por
uno cualquiera de los SEQ ID NO: 1 o una secuencia de nucledtidos que tiene parte de ella bajo condiciones
rigurosas.

Por otra parte, se prefiere utilizar una levadura en la que al menos un gen supresor del defecto exponencial 1 (gen
SED1), e) esta sustituido con el casete que expresa la lactato deshidrogenasa.

La cepa de levadura transformante utilizada en el método reivindicado pertenece preferiblemente al género
Saccharomyces. La cepa de levadura transformante es mas preferiblemente Saccharomyces cerevisiae.

[0012] De acuerdo con la presente invencion, la etapa de cultivo es una fermentacion continua, preferiblemente una
fermentacion continua de filtraciéon de la solucién de cultivo a través de una membrana de separacion, recuperacion
del acido lactico a partir del producto filtrado, mantenimiento o retro-alimentacién de la soluciéon no filirada a la
solucion de cultivo, y adicion de medio a la solucién de cultivo.

Efectos ventajosos de la invencion

De acuerdo con la presente invencién, una cepa de levadura que tiene un casete de expresion de lactato
deshidrogenasa que contiene el promotor del gen SED1 que muestra una cantidad de expresion del gen 5 veces
mas grande o mas que la cantidad de expresion relativa media de todos los genes después de 50 horas desde el
inicio del cultivo es cultivada, mientras que la solucion de cultivo se filtra a través de una membrana de separacion,
en cultivo continuo con la filtracién simultanea de la cepa de levadura que tiene una capacidad de produccién de
acido lactico. Como resultado es posible producir acido lactico de alta pureza éptica con un alto rendimiento y una
alta tasa de produccion de manera constante durante un periodo prolongado de tiempo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una vista lateral esquematica que explica una realizacion del aparato de fermentacién continua de
membrana de separacién para su uso en la presente invencion.

La Figura 2 es una vista lateral esquematica que explica otra realizacion del aparato de fermentacién continua para
su uso en la invencién distinta de la membrana de separacion.

La Figura 3 es una vista en perspectiva esquematica que explica una realizacion del elemento de membrana de
separacion para su uso en la presente invencion.

La Figura 4 es una vista en perspectiva esquematica que explica otra realizacion del elemento de membrana de
separacion para su uso en la presente invencion.

La Figura 5 es un grafico que explica el vector de expresion pTRS11.
Explicacion de las referencias

1: Tanque de reaccion de fermentacion

2: Elemento de membrana de separacion de 2

3: Unidad de control de la diferencia de altura

4: Segunda secuencia etiqueta

5: Agitador
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6: Sensor de nivel
7: Bomba de suministro de medio
8: Bomba de suministro de la solucion de pH ajustado
9: Unidad de control del sensor de pH
10: Controlador de temperatura
11: Bomba de circulacion de la solucion de cultivo de fermentacién
12: Tanque de separacién con membrana
13: Placa de soporte
14: Material del canal
15: Membrana de separacion
16: Mella
17: Tubo colector de agua
18: Conjunto de membranas de separacion
19: Capa de sellado de resina superior
20: Capa de sellado de resina inferior
21: Marco de soporte
22: Tubo colector de agua
Mejor modo de llevar a cabo la invencién
[Casete de expresion de lactato deshidrogenasa]

El casete de expresion de la lactato deshidrogenasa de acuerdo con la presente invencion es un casete de
expresion de lactato deshidrogenasa (en adelante, referido como "LDH"), en el que un gen que codifica la lactato
deshidrogenasa (gen Idh) esta conectado a un sitio aguas abajo del promotor del mismo, en donde el promotor es un
promotor del gen SED1. El promotor del gen SED1 que tiene una cantidad de expresion del gen mas de 5 veces
mas grande o mas que la cantidad de expresion relativa media de todos los genes después de 50 horas desde el
inicio del cultivo, en cultivo continuo con una filtracién simultanea por membrana de separaciéon de una cepa de
levadura que tiene una capacidad de produccién de acido lactico.

El "gen de Idh" en la presente memoria descriptiva es un gen que codifica LDH que tiene una actividad para convertir
el dinucledtido de nicotinamida y adenina (NADH) reducido y el acido pirtvico en un dinucléotido de nicotinamida y
adenina (NAD+) oxidado y acido L-lactico o NAD+ y acido D-lactico.

El gen Idh para su uso en la presente invencién es un gen que codifica LDH que tiene la actividad descrita
anteriormente, pero es preferiblemente un gen Idh derivado de un microbio tal como una bacteria lactica o Bacillus
subtilis o un gen Idh derivado de un organismo eucariota, tal como ser humano, bdvido, rana o malaria. Son
particularmente favorables los genes derivados de microbios tales como Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus acidophilus, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc
lactis, Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici, Bacillus subtilis y Bacillus
stearothermophilus. Los ejemplos de los genes Idh derivados de organismos eucariotas utilizados favorablemente
incluyen los derivados de Rhizopus oryzae, Homo sapiens, Bos taurus, Xenopus laevis, Canis familiaris, Alligator
mississippiensis, Monodelphis domestica, Pelodiscus sinensis, Squalus acanthias, Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium marariae y Plasmodium ovale.

Los genes Idh para su uso en la presente invencion incluyen genes mutantes, por ejemplo, causados por
polimorfismo genético y mutagénesis. El polimorfismo genético, segun se utiliza en la presente memoria, es el
cambio parcial de la secuencia de nucleétidos de un gen causado por mutacion natural del gen. Alternativamente, la
mutagénesis es la mutacion artificial de un gen, y se lleva a cabo, por ejemplo, mediante un método de utilizacion de
un kit de mutacion especifica de sitio (Mutan-K (fabricado por Takara Bio Inc.)) o un método de utilizacién de un kit
de mutacion aleatoria (BD Diversify PCR Random Mutagenesis (fabricado por CLONTECH)).

El método de la clonacion del gen Idh para su uso en la presente invencion puede ser cualquier método conocido.
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Los ejemplos del mismo incluyen un método de amplificacion y obtencion de una region del gen deseado por PCR
(Reaccion en cadena de la Polimerasa), basandose en la informacion genética conocida, un método para clonarla
mediante el uso de la homologia y la actividad enzimatica en las bibliotecas del genoma vy las bibliotecas de ADNc
como indicadores, y similares . Alternativamente, se puede preparar por sintesis quimica o ingenieria genética,
basandose en la informacién de proteinas conocidas.

El casete de expresion de lactato deshidrogenasa (LDH) para su uso en la presente invencién comprende un gen
que codifica la lactato deshidrogenasa conectada a un sitio aguas debajo de un promotor del gen SED1. Por otra
parte la cepa de levadura transformante utilizada comprende al menos un casete de expresion de la deshidrogenasa
en el cromosoma.

La "cepa de levadura que tiene capacidad de produccion de acido lactico" para su uso en la presente invencion es
una levadura que puede producir acido lactico por el consumo de azlcares tales como glucosa, sacarosa, fructosa
etcétera, preferiblemente, una levadura que contiene un gen Idh introducido por recombinacién genética.

Mas adelante, se describira el método de introduccién de un gen Idh en la levadura. El gen Idh se introduce en
levadura, por ejemplo, por un método de transformacién de una levadura con un vector de expresion del gen Idh que
contiene un gen Idh recombinado en el vector de expresion, un método de insercién de un gen Idh en una posicion
deseada del cromosoma por recombinacion homéloga, o un método de insercion de un gen Idh en el cromosoma de
forma aleatoria por recombinacion heteréloga.

Los vectores de expresion utilizados cominmente en la levadura se pueden utilizar como vectores de expresion para
la recombinacion del gen Idh. El vector de expresién de uso comun en la levadura tiene una secuencia necesaria
para la replicacién auténoma en células de levadura, una secuencia necesaria para la replicaciéon autbnoma en
células de Escherichia coli, un marcador seleccionable de levadura y un marcador seleccionable de Escherichia coli,
y preferiblemente tiene, ademas, las denominadas secuencias reguladoras que regulan la expresion del gen Idh
recombinante por ejemplo como operador, promotor, terminador y potenciador.

La secuencia necesaria para la replicaciéon auténoma en células de levadura es, por ejemplo, la secuencia
combinada de una secuencia de levadura de replicacion auténoma (ARS1) y una secuencia de centrémero o la
secuencia del origen de replicacion del plasmido de 2 ym de levadura. La secuencia necesaria para la replicacion
auténoma en Escherichia coli es, por ejemplo, la secuencia del origen de replicacion ColE1 de Escherichia coli.
Alternativamente, los ejemplos de los marcadores seleccionables de levadura incluyen un gen complementario
auxotrofo tal como URA3 y TRP1 y genes de resistencia a farmacos tales como gen de resistencia a G418 y el gen
de resistencia a neomicina. Los ejemplos del marcador seleccionable de Escherichia coli incluyen genes de
resistencia a antibidticos, tales como gen de resistencia a ampicilina y el gen de resistencia a kanamicina. La
secuencia reguladora es preferiblemente una secuencia que puede expresar el gen Idh, y los ejemplos de la misma
incluyen secuencias promotoras tales como la del gen de la fosfatasa acida (PHOS5), los genes de la gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (TDH1, 2 y 3), los genes de la alcohol deshidrogenasa (ADH1, 2, 3, 4, 5, 6y 7), los genes
relacionados con el metabolismo de la galactosa (GAL1, 7 y 10), el gen del citocromo ¢ (CYC1), el gen de la
triosafosfato isomerasa (TPI1), el gen de la fosfoglicerato quinasa (PGK1), el gen de la fosfofructosa quinasa (PFK1),
los genes de la piruvato descarboxilasa (PDC1, 5y 6) y las secuencias de terminacion, tales como la del gen TDH3.

Es posible obtener un vector capaz de expresar un gen Idh mediante la introduccion del gen Idh en un sitio aguas
abajo del promotor del vector de expresion. Es posible introducir el gen Idh en levadura mediante la transformacion
de la levadura con el vector de expresion del gen Idh obtenido por el método descrito a continuacion.

También es posible introducir un gen Idh en levadura mediante la insercion del gen Idh en el cromosoma. El método
de insercion el gen Idh en el cromosoma por ejemplo, por un método de transformacion de levadura con un gen Idh
que contiene ADN mediante el método descrito a continuacion e insercion del gen Idh en una posicién aleatoria en el
cromosoma por recombinacion heteréloga o por un método de insercion de un gen Idh que contiene ADN en una
posicion deseable por recombinacion homologa. Preferiblemente el método es por recombinacion homaloga.

El método de insercion de un ADN que contiene el gen Idh en una posicion deseada en el cromosoma por
recombinacién homologa es, por ejemplo, un método de realizacion de PCR utilizando un cebador disefiado para
afadir una region homologa en las posiciones deseadas aguas arriba y aguas abajo del ADN que contiene el gen
Idh y transformacién de una levadura con los fragmentos de PCR obtenidos por el método descrito a continuacion,
pero no se limita a los mismos. Ademas, el fragmento de PCR contiene preferiblemente un marcador seleccionable
de levadura para facilitar la seleccion del transformante.

El fragmento de PCR para su uso se prepara, por ejemplo, en las etapas 1 a 3, como se muestra a continuacion en
los apartados (1) a (3). Aqui, se describira como ejemplo un método de introducciéon de un gen Idh en una posicion
aguas abajo del promotor del gen de la piruvato descarboxilasa 1 (gen PDC1).

(1) Etapa 1: Un fragmento que contiene un gen Idh y un terminador es amplificado por PCR, mediante el uso de un
molde de un plasmido que tiene un terminador conectado aguas abajo de un gen Idh como molde y un conjunto de
cebadores 1 y 2. Aqui, el cebador 1 esta disefiado para afiadir una secuencia homdloga de 40 pb o mas en una
posicion aguas arriba del gen de PDC1, mientras que el cebador 2 esta disefiado, basandose en la secuencia
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derivada del plasmido aguas abajo del terminador.

(2) Etapa 2: Un fragmento que contiene un marcador seleccionable de levadura es amplificado mediante PCR,
utilizando un plasmido que contiene un marcador seleccionable de levadura, tal como pRS424 o pRS426, como
molde y un conjunto de cebadores 3 y 4. Aqui, el cebador 3 esta disefiado para afiadir una secuencia de 30 pb o
mas, que es homodloga a la secuencia aguas abajo del terminador en el fragmento de PCR de la Etapa 1, mientras
que el cebador 4 esta disefiado para afiadir una secuencia de 40 pb o0 mas que es homéloga al lado aguas abajo del
gen PDC 1.

(3) Etapa 3: Se obtiene un fragmento de PCR que contiene un gen Idh, un terminador y un marcador seleccionable
de levadura, al que se afiaden las secuencias correspondientes a los lados de aguas arriba y aguas abajo del gen
PDCH1, llevando a cabo la PCR mediante el uso de una mezcla de los fragmentos de PCR obtenidos en las etapas 1
y 2 como molde y un conjunto de cebadores 1y 4.

Preferiblemente para la introduccion del casete de expresion de LDH en el cromosoma, se utiliza un plasmido que
lleva un promotor cualquiera, un gen Idh y un terminador como plasmido molde de PCR utilizado en la Etapa 1, y el
cebador 1 esta disefiado para afiadir una secuencia homdloga de 40 pb o mas en una posicién de introduccion
deseada para la amplificaciéon del promotor, el gen Idh y el terminador.

Se puede utilizar un método, por ejemplo, de transformacion, transduccion, transfeccion, cotransfeccion o
electroporacion para la introduccion del vector de expresion del gen Idh o el fragmento de PCR obtenido de este
modo en la levadura. Los ejemplos tipicos de los mismos incluyen un método de utilizacién de acetato de litio, un
método de protoplastos, y similares.

El transformante obtenido puede cultivarse por cualquier método conocido, por ejemplo por el método descrito en
"M. D. Rose et al., "Methods in Yeast Genetics", Cold Spring Harbor Laboratory Press (1990)". Se puede seleccionar
la levadura que lleva el vector de expresion del gen Idh o el fragmento de PCR introducido, basandose en el
marcador seleccionable de levadura contenido en el vector de expresion o el fragmento de PCR, cuando la levadura
se cultiva en un medio libre de nutrientes o un medio con farmaco afiadido.

El "cultivo continuo con filtracién simultanea" en la presente invencion significa un cultivo continuo en el que la
solucién de cultivo se filtra a través de una membrana de separacion, se recupera a partir del producto filtrado, la
solucion no filtrada se retiene o se envia de vuelta a la solucién de cultivo, y materiales de fermentacion en bruto se
afiaden a la solucion de cultivo. La membrana de separacion que se utiliza es preferiblemente una membrana porosa
que es resistente a la obstruccion por la levadura utilizada en los cultivos y por lo tanto proporciona un rendimiento
de filtracion favorable de manera constante durante un periodo prolongado de tiempo. El material para la membrana
de separacion que se utiliza en la presente invencién es un material ceramico o un polimero organico,
preferiblemente un polimero organico.

De aqui en adelante, se describira el "gen expresado en una cantidad de expresion génica 5 veces mas grande o
mas que la cantidad de expresion relativa media de todos los genes" en la presente invencion. La cantidad de
expresion de genes en la presente invencion representa la cantidad del RNA mensajero (ARNm) transcrita de un
gen, y la cantidad de expresion relativa media de todos los genes es la cantidad de expresion media preferiblemente
de todos los genes registrados en la Base de Datos del Genoma de Saccharomyces (http://www.yeastgenome.org/),
pero uno o mas genes pueden estar ausentes. Por lo tanto, el "gen expresado en una cantidad de expresion de
genes 5 veces mas grande o mas que la cantidad de expresion relativa media de todos los genes" representa un
gen que se transcribe a su ARNm en una cantidad 5 veces mayor o mas que la cantidad media de los ARNm de
todos los genes. Debido a que la presente invencion se caracteriza por el uso de un promotor de un gen SED1 que
tiene una cantidad de expresién de genes mas grande, por ejemplo 5 veces mayor o mas, preferiblemente 7 veces
mayor o mas, mas preferiblemente 10 veces mayor o mas, que la cantidad de expresion relativa media de todos los
genes.

Los ejemplos del método de determinacion de la cantidad de expresion relativa media de todos los genes en la
presente invencion incluyen método de transferencia Northern, el método de gPCR (PCR cuantitativa), el método de
PCR en tiempo real, el método de micromatrices de ADN y similares. Aunque los anteriores tres métodos son
métodos normalmente para medir las cantidades de expresion de genes individuales, el método de las micromatrices
de ADN es un método para medir la cantidad de expresion de todos los genes presentes en una matriz por medio de
la hibridacién de una sonda inmovilizada sobre la matriz con ARNm marcados fluorescentemente con anterioridad y
la medicion de la intensidad de fluorescencia con un escaner especial, y por esa razon, el uso del método de
micromatrices de ADN es preferible. Durante la mediciéon de la intensidad de fluorescencia con un escaner, es
deseable medirla a una intensidad de laser a la cual el nimero de los puntos que muestran la saturacion de la
intensidad de fluorescencia se puede reducir tanto como sea posible y toda la intensidad de la fluorescencia se
puede elevar. Tal intensidad del laser, que varia de acuerdo con la muestra de ensayo, se puede determinar
mediante un examen sencillo.

Es preferiblemente una micromatriz que lleva todos los genes de la levadura, y, por ejemplo, se pueden utilizar
favorablemente "GeneChip" fabricado por Affymetrix y "3D-Gen" fabricado por Toray Industries Inc. Es mas
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preferible "3D-Gen".

Aqui, cuando la intensidad de fluorescencia de todos los genes se determina mediante el uso de la micromatriz de
ADN, un gen que muestra una intensidad de fluorescencia 5 veces mas grande o mas que la media se define como
el "gen expresado en una cantidad de expresion de genes 5 veces mas grande o mas que la cantidad de expresion
relativa media de todos los genes". Un gen que muestra un valor 7 veces mas grande o mas se definira como el "gen
expresado en una cantidad de expresion de genes 7 veces mas grande o mas que la cantidad de expresion relativa
media de todos los genes". Ademas, un gen que muestra un valor 10 veces mas grande o mas se definira como el
"gen expresado en una cantidad de expresion de genes 10 veces mas grande o mas que la cantidad de expresion
relativa media de todos los genes".

En la presente invencion, el promotor del gen SED1 expresado en una cantidad de expresion de genes 5 veces mas
grande o mas, preferiblemente 7 veces o mas y mas preferiblemente 10 veces o mas que la cantidad de expresion
relativa media de todos los genes después de 50 horas desde el inicio del cultivo en cultivo continuo con filtracion
simultanea de una cepa de levadura que tiene una capacidad de producir acido lactico es el promotor de un gen
SED1 que puede ser determinado por mediciéon de micromatriz de ADN mediante el muestreo de la cepa de
levadura en un punto después de 50 horas desde el inicio del cultivo en cultivo continuo con filtraciéon simultanea de
una cepa de levadura que tiene una capacidad de produccion de acido lactico y que utiliza los ARN totales extraidos
de la levadura.

El "promotor" en la presente invencion representa una secuencia de nucleétidos implicada en el inicio de la
transcripcion de un gen SED1 a ARNm, y normalmente indica una secuencia del lado terminal 5' del gen presente en
el cromosoma. La longitud de la secuencia de nucleétidos del promotor es preferiblemente de 1 a 3000 pb, mas
preferiblemente de 1 a 1000 pb, pero no esta particularmente limitada, si es una secuencia de nucleétidos que puede
iniciar la transcripcion de su gen aguas abajo a ARNm. La mutacién y la operacion de mejora en la actividad de
transcripcion del promotor ya se conocen, y los promotores de acuerdo con la presente invencion también incluyen
promotores modificados por métodos conocidos.

Son mas preferibles los promotores que tienen una secuencia de nucledtidos seleccionada entre las siguientes
secuencias (a) a (b):

(a) Los promotores que tiene una secuencia de nucleotidos representada por los siguientes SEQ ID NO: 1; y

(b) Los promotores que tiene una secuencia de nucleétidos que puede hibridar con una secuencia de nucleétidos
representada por el SEQ ID NO: 1 o una secuencia de nucleétidos que tiene parte de ella bajo condiciones
rigurosas.

SEQ ID NO: 1: (gen SED1: derivado de Saccharomyces cerevisiae)

aggattttaa tctgttggag ttaaggtgaa tacgtttttc catattgggg tatgecagete
gaacctaaag tggtatgtac acatcccete aageacacce attaccctta taggattaat
gtaagcaaca gcttacacgg aattggaaat actattcaac gatccatgea tetgecagat
teggacatge atattecceca attggatata gaaaattaac gtaaggeagt atcttttecac
aatgtacttg caacgeggeg acttaaagtt gaagtacaac ctgcagcagc ggetttttgt
acggtacgce aaactgtcaa tggataatat tgegtagace gaaaaaggta atectcaaca
ctaccegtgg tggatgacct aaageagtaa tattggttgg aattatctee cagacggeac
cgtcteeeeg agaaagetta geecegaggt ctacctteca tacaccactg attgetecac
gtcatgegge cttetttega ggacaaaaag geatatatcg ctaaaattag ccatcagaac
cgttattgtt attatatttt cattacgaaa gaggagaggg cccagegege cagagceacac
acggtcattg attactttat ttggctaaag atecateeet tetegatgte atetetttee
attcttgtgt atttttgatt gaaaatgatt ttttgtecac taatttctaa aaataagaca
aaaagccttt aageagtttt tcatccattt tactacggta aaatgaatta gtacggtatg
geteecagte geattatttt tagattggee gtaggggetg gggtagaact agagtaagga
acattgctcet geectetttt gaactgtcat ataaatacct gacctatttt attctecatt
atcgtattat ctcacctete tttttctatt ctettgtaat tattgattta tagtegtaac

tacaaagaca agcaaaataa aatacgtteg ctctattaag
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Otros promotores que no estan en el alcance de la presente invenciéon pueden tener las siguientes secuencias de
nucledtidos:

SEQ ID NO: 2: (gen CWP2: derivado de Saccharomyces cerevisiae)

ctaatagaca aggtgctatg agtgaattge tagecteece tttttatttt gtgeggteac
cgcaagggac aaagcetttte ttagaaaacc gtectgagaag cataacgtac gecateccet
agacatatta ataatgctac agatactatg ctgetegtet ttttttgacg acccttttat
tgcaatgtge aactaatgge aaacaaccac atagtatcac agtattacat tgectecace
gatgeggatg ttagggegee aagtetgtea tgaageatgt tectgtecata atettgtatg
caaaataccg cgttctgege cactgatatg ctaggcagea gecaacctatg cagaagattg
ctttteccac gectgtttta cgtetecagg geacttgaaa caatgeageg ategeegeea
caacacgcca aagagaageg aaagtgggee tgggeggeet cagtttecgge agaggtaaac

aacacgaact gaactgcctt agctccgaag ggeaatteca caggeactee geggggececeg

gccaaggecc aaaaggegtg gaatatgege gttttgggge cataacacee agtaccacgg
ccggaacggg ccatataata agtttttcac tctcaagaat ggtaaacgta aataggaaca
tcccactace ctagaaattg cggaaattte gegettatea ttagaaaate tggaaccegte
ctttttecte tttettgeat tteeetttee gtattattge cattetttaa ctgeatttgg
ggaaccgtag accaaaagcc aaacagagaa atgtaacgtt ctaaaaaaaa aacaacgaaa
aaattgaaaa ataagataca ataatcgtat ataaatcagg cttettgtic atcattttca
attctettct tgecatecct tttectatet ttgttetttt cttctcataa tcaagaataa

ataacttcat cacattcget acacactaac aagaaaaaaa

SEQ ID NO: 3: (gen ENO1: derivado de Saccharomyces cerevisiae)

tagaaagcat actatactat tcgacacttc ctttcaatcc tggaattaac agtcactttt
aaaaaagaca tctaccgtga aggtgeegta gagtatcgeg ttaccatatc gccaaaaact
gatatacgce geggaaacca ggecaaacaat tgaaaagaaa aattttgagg aactctetge
atcgaageceg tctagagtta ccactagtca gatgecgegg geacttgage acctecatgea
cagcaataac acaacacaat ggttagtagc aacctgaatt cggtcattga tgcatgeatg
tgeegtgaag cgggacaacc agaaaagteg tctataaatg ceggeacgtg cgateategt
ggeggggttt taagagtgea tatcacaaat tgtegeatta cecgeggaace gecagatatt
cattacttga cgcaaaagceg tttgaaataa tgacgaaaaa gaaggaagaa aaaaaaagaa
aaataccgct tctaggeggg ttatctactg atcegagett ccactaggat agecacccaaa
cacctgeata tttggacgac ctttacttac accaccaaaa accacttteg cetetecege
ccctgataac gtecactaat tgagegatta cctgageggt cetettttgt ttgeageatg
agacttgcat actgcaaatc gtaagtagca acgtctcaag gtcaaaactg tatggaaacce
ttgtcaccte acttaattct agetagecta cectgecaagt caagaggtcet cegtgattee
tageccaccte aaggtatgece tetececeegga aactgtggece ttttetggea cacatgatet
ccacgatttc aacatataaa tagcttttga taatggcaat attaatcaaa tttattttaé
ttetttettg taacatctet cttgtaatee cttattectt ctagetattt ttcataaaaa
accaagcaac tgcttatcaa cacacaaaca ctaaatcaaa

Las "condiciones rigurosas" en la presente descripcion son unas condiciones en las que una sonda hibrida con su
secuencia diana en un grado mas alto que con ofras secuencias (p. €j., al menos dos veces mayor que el fondo).
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Las condiciones rigurosas dependen de la secuencia y varian de acuerdo con el entorno en el que se lleva a cabo la
hibridacién. Aqui, las condiciones rigurosas consisten en una temperatura de hibridacion de 37°C en presencia de
formamida al 50%, y unas condiciones mas severas consisten en una temperatura de aproximadamente 42°C. Unas
condiciones rigurosas adicionales consisten en una temperatura de hibridacion de aproximadamente 65°C en
presencia de formamida.

Otro casete de expresion de lactato deshidrogenasa que no esta dentro del alcance de la presente invencion
contiene un promotor seleccionado entre el siguiente grupo (a) y un gen que codifica lactato deshidrogenasa
seleccionado del grupo (b):

(a)
(1) Los promotores que tienen una secuencia de nucleétidos representada por uno cualquiera de los SEQ ID NO: 2-
3

(2) Los promotores que tienen una secuencia de nucleétidos que hibrida con una secuencia de nucledtidos
representada por uno cualquiera de los SEQ ID NO: 2 a 3 o una secuencia de nucleotidos que tiene parte de ella
bajo condiciones rigurosas; y

(3) Los promotores que tienen una secuencia de nucleétidos obtenida por delecién, sustitucion y/o adicion de una o
mas bases de la secuencia de nucleétidos representada por uno cualquiera de los siguientes SEQ ID NO: 2-3; y

(b)

(1) Los genes que codifican lactato deshidrogenasa que tiene una secuencia de nucleétidos representada por uno
cualquiera de los siguientes SEQ ID NO: 4-6;

(2) Los genes que codifican lactato deshidrogenasa que tiene una secuencia de nucleétidos que hibrida con una
secuencia de nucledtidos representada por uno cualquiera de los siguientes SEQ ID NO: 4-6 o una secuencia de
nucledtidos que tiene parte de ella bajo condiciones rigurosas; y

(3) Los genes que codifican lactato deshidrogenasa que tiene una secuencia de nucleétidos obtenida por delecion,
sustitucién y/o adicién de una o mas bases en las secuencias de nucleotidos representada por uno cualquiera de los
siguientes SEQ ID NO: 4-6.

SEQ ID NO: 4: derivado de Xenopus laevis

atggcaactg tgaaggataa actcatccac aatgtggtca aggaggagte getececcag
aacaaggtca ccattgtggg tgtgggggee gtgggeatgg cetgtgecat cagtgtectg
cagaaggatt tggcagatga gettgeactt gttgatgtga tagaagacaa actgaagggg
gaaatgatgg atctccagcea tggeagtcetg ttecttegta cecececcaagat tgtetcaggg
aaagattaca gegtecactge aaactccaag ctggtagttg tgacggeegg ggeeegteag
caggagggag agagtcegeet gaatctggtt cagegeaatg tcaacatett caaattcate

attcccaaca ttgtcaagta cagecccaac tgeaccetge teategtete caacceagtg

gacattctga catatgtgge ctggaagate agtggattee ccaaaaaccg tgtcattgge
ageggcetgea atttggacte tgeeegttte cgttacctea tggggeagaa gtttgggate
cacacccaga getgecacgg ttgggteatt ggggaacacg gagactegag tgtgecagtg
tggagtgggg tgaatgtgge tggegtetee ctgaaaacce tgecaccecga tattgggagt
gacgcagaca aggagaactg gaaggaggtg cacaagcagg ttgtggacag cgectatgaa
gtgatcaage tgaagggceta cacctectgg getattggee tgteegtage tgacetgtet
gagagtatce tgaagaacct cegecgagte cateccattt ccacaatggt caagggeatg
tacggegtga ataatgatgt tttectcagt gteecetgtg tgttgggeaa cttgggeate
acagacgtgg ttaacatgac getgaaggea gatgaagagg atcgettacg caagagegea
gacaccctgt gggecatcca gaaggagetg cagttctag
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SEQ ID NO 5: derivado de Homo sapiens

atggcaactc taaaggatca getgatttat aatcttctaa aggaagaaca gaccccccag
aataagatta cagttgttgg ggttgetect gttggeatgg cctgtgecat cagtatetta
atgaaggact tggcagatga acttgetett gttgatgtea tcgaagacaa attgaaggga
gagatgatgg atctccaaca tggeagecett ttecttagaa caccaaagat tgtetetgge
aaagactata atgtaactgc aaactccaag ctggtcatta tcacggetgg ggeacgteag
caagagggag aaagcegtet taatttggte cagegtaacg tgaacatatt taaattcate
attcctaatg ttgtaaaata cagecegaac tgecaagttge ttattgttte aaatecagtg
gatatcttga cctacgtgge ttggaagata agtggttttc ccaaaaacceg tgttattgga
agtggttgea atctggatte agecegatte cgttacetga tgggggaaag getgggagtt
cacccattaa getgtcatgg gtgggteett ggggaacatg gagattecag tgtgectgta
tggagtggaa tgaatgttge tggtgtetet ctgaagacte tgeacccaga tttagggact
gataaagata aggaacagtg gaaagaggtt cacaagcagg tggttgagag tgcttatgag
gtgatcaaac tcaaaggcta cacatectgg getattggac tetetgtage agatttggea
gagagtataa tgaagaatct taggegggtg cacccagttt ccaccatgat taagggtcett
tacggaataa aggatgatgt cttcettagt gttecttgea ttttgggaca gaatggaate
tcagaccttg tgaaggtgac tetgacttet gaggaagagg ceegtttgaa gaagagtgea
gatacacttt gggggatcca aaaggagetg caattttaa

SEQ ID NO: 6: derivado de Leuconostoc mesenteroides

atgaagattt ttgettacgg cattecgtgat gatgaaaage catcacttga agaatggaaa
geggetaace cagagattga agtggactac acacaagaat tattgacacce tgaaacagcet
aagttggetg agggatcaga ttcagetgtt gtttatcaac aattggacta tacacgtgaa
acattgacag ctttagctaa cgttggtgtt actaacttgt cattgegtaa cgttggtaca
gataacattg attttgatge agcacgtgaa tttaacttta acatttcaaa tgttectgtt

tattcaccaa atgctattge agaacactca atgcttcaat tatctegttt getacgtege
acgaaagcat tggatgecaa aattgetaag cgagacttge gttgggeace aacaactgga
cgtgaaatge gtatgecaaac agttggtgtt attggtacag gtecatattgg cegtgttget
attaacattt tgaaaggcett tggggecaag gttattgett atgacaagta cccaaatget
gaattacaag cagaaggttt gtacgttgac acattagacg aattatatge acaagetgat
gcaattteat tgtatgttee tggtgtacet gaaaaccate atctaatcaa tgecagatget
attgctaaga tgaaggatgg tgtggttate atgaacgetg cgegtggtaa tttgatggac
attgacgcta ttattgatgg tttgaattct ggtaagattt cagacttcgg tatggacgtt
tatgaaaatg aagttgettg ttcaatgaag attggtetgg taaagaatte cccagatget
aagattgctg acttgattge acgegaaaat gttatgatca ccccacacac ggetttctat
acaactaaag ctgttctaga aatggttcac caatcatttg atgecageagt tgetttegee
aagggtgaga agccagetat tgetgttgaa tattaa

[Cepa de levadura transformante]

La presente invencion se refiere a una cepa de levadura transformante que tiene al menos un casete de expresion
de lactato deshidrogenasa en el cromosoma. La cepa de levadura transformante de acuerdo con la presente
invencion puede tener el casete de expresion de lactato deshidrogenasa introducido en cualquier posicion del
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cromosoma en la que se pueda expresar la LDH desde el casete de expresion de lactato deshidrogenasa.
Preferiblemente, en la levadura al menos un gen SED1 esta sustituido por el casete de expresion de lactato
deshidrogenasa.

La levadura para su uso en la presente invencién se puede utilizar favorablemente, si es una levadura en la que se
puede introducir el casete de expresion de lactato deshidrogenasa. Un ejemplo de la misma es una levadura que
pertenece a las especies de Saccharomyces, las especies de Schizosaccharomyces, las especies de
Zygosaccharomyces, las especies de Kluyveromyces o las especies de Candida. Es preferiblemente una levadura
que pertenece a las especies de Saccharomyces. Es mas preferiblemente Saccharomyces cerevisiae.

[Método de produccién de acido lactico]

La presente invencion se refiere a un método de produccion de acido lactico, que comprende cultivar la cepa de
levadura transformante como se define en la reivindicacién 1. Es preferiblemente un cultivo continuo de filtracion de
la solucion de cultivo a través de una membrana de separacion, recuperacion de acido lactico a partir del producto
filtrado, mantenimiento o retro-alimentacion de la solucién no filtrada a la solucién de cultivo y reposicion del medio a
la solucién de cultivo.

Los materiales de fermentacién brutos para la levadura utilizada en la presente invencion son capaces de aceleran el
crecimiento de la levadura en el cultivo de fermentacion y el producto de fermentacion de acido lactico deseable se
produce de manera eficiente. Una materia prima de fermentacion favorable es un medio liquido que contiene fuentes
de carbono, fuentes de nitrégeno, sales inorganicas y, segun sea necesario, aminoacidos y nutrientes vestigiales
organicos, tales como vitaminas en cantidades adecuadas.

Los ejemplos de las fuentes de carbono que se van a utilizar incluyen azlcares tales como glucosa, sacarosa,
fructosa, galactosa y la lactosa; mezclas que contengan estos azucares tales como producto hidrolizado de almidon,
jarabe de batata, jarabe de remolacha, melazas Hi Test y extracto de cafia de azUcar; acidos organicos tales como
acido acético y acido fumarico; alcoholes tales como etanol; glicerol; y similares. Los azucares anteriores son
carbohidratos que tienen un grupo aldehido o un grupo cetona, que son los primeros productos de oxidacion de los
alcoholes polivalentes, y se agrupan en aldosas que tienen grupos aldehido y cetosas que tienen grupos cetona.

Los ejemplos de las fuentes de nitrégeno incluyen amoniaco gaseoso, agua amoniacal, sales de amonio, urea, sales
nitrato, otras fuentes de nitrdgeno organico utilizadas auxiliares (tales como tortas de aceite, producto hidrolizado de
haba de soja, productos de descomposicion de caseina, otros aminoacidos, vitaminas, aguas de infusién de maiz,
levadura o extracto de levadura, extractos de filete, péptidos tales como peptona, varios microbios de fermentacion y
los productos hidrolizados de los mismos) y similares.

Los ejemplos de las sales inorganicas afadidas, segun sea necesario incluyen sales fosfato, sales de magnesio,
sales de calcio, sales de hierro, sales de manganeso y similares.

Cuando se necesita un nutriente en particular para el crecimiento de la levadura que se utiliza en la presente
invencion, el nutriente se puede afiadir en forma de un reactivo convencional o un producto natural que contenga el
mismo. Ademas, se puede afadir un agente antiespumante si es necesario.

La solucion de cultivo de fermentacion, segun se utiliza en la presente invencion, representa una solucién obtenida
después del crecimiento de la cepa de levadura con las materias primas de fermentacién. La composicion de las
materias primas de fermentacién que se afiaden se puede alterar adecuadamente de acuerdo con la composicion de
las materias primas de fermentacion utilizadas cuando se inicia el cultivo. Si la composicion de las materias primas
de fermentacion afnadidas es diferente de la de la materia prima de fermentacion afadida al principio, es preferible
una modificaciéon que conduzca a un aumento de la productividad de acido lactico deseable. A menudo es posible
disminuir el coste de producciéon de acido lactico, es decir, aumentar la productividad de acido lactico en un sentido
amplio, por ejemplo disminuyendo los porcentajes en peso de la fuente de nitrégeno, las sales inorganicas, los
aminoacidos y los nutrientes organicos en cantidades vestigiales tales como vitaminas con respecto a la fuente de
carbono. Por ofra parte, puede ser posible mejorar la productividad de acido lactico, aumentando el porcentaje en
peso de fuente de nitrégeno, las sales inorganicas, los aminoacidos y los nutrientes organicos en cantidades
vestigiales, tales como vitaminas con respecto a la fuente de carbono.

En la presente invencién, las concentraciones de las materias primas de fermentacion tales como azlcar en la
solucion de cultivo de fermentacion se mantienen preferiblemente a 5 g/L o menos. Las concentraciones se
mantienen mas preferiblemente al 3 g/L o menos, mas preferiblemente a 1 g/L o menos. Tiene el objetivo de
minimizar la pérdida de las materias primas de fermentacion por la retirada de la solucion de cultivo de fermentacion.
Por lo tanto, las concentraciones de las materias primas de fermentacién en la solucién de cultivo de fermentacion
son deseablemente lo mas bajas posible.

El cultivo de fermentacion de levadura se lleva a cabo normalmente, con frecuencia a un pH de 3 a 8 y una
temperatura en el intervalo de 20 a 40°C. Debido a que el acido lactico producto es una sustancia acida, el pH de la
solucion de cultivo de fermentacion se ajusta a un valor predeterminado en el intervalo anterior con una sustancia
alcalina, urea, carbonato de calcio, gas amoniaco o similares.
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Si la tasa de suministro de oxigeno se aumenta deseablemente en el cultivo de fermentacién de levadura, puede ser
posible aumentar la tasa de suministro de oxigeno, por ejemplo, manteniendo la concentracion de oxigeno en 21% o
mas mediante adicion de oxigeno en el aire, presurizacion de la solucion de cultivo de fermentacion, el aumento de
la velocidad de agitacion o el aumento de la tasa de ventilacion. Alternativamente, si se necesita reducir la tasa de
suministro de oxigeno, puede ser también posible mezclar aire con un gas libre de oxigeno, tal como diéxido de
carbono, nitrégeno o argén y suministrar el gas mixto.

En la presente invencion, se puede iniciar un cultivo continuo (retirada) después de que la concentracion de levadura
se incremente en el cultivo por lotes o el cultivo de alimentacién en la fase temprana del cultivo, o alternativamente,
se puede iniciar el cultivo continuo de forma simultanea con el cultivo mediante la siembra de levadura a una
concentracion mas alta. Es posible suministrar la solucion de materia prima de fermentacion y retirar la solucion
cultivada simultaneamente desde un punto adecuado. El suministro de la materia prima de fermentacion y la retirada
de la disolucién cultivada no se pueden llevar a cabo al mismo tiempo. Alternativamente, el suministro de la materia
prima de fermentacion y la retirada de la solucion cultivada se pueden llevar a cabo de forma continua o intermitente.
Los nutrientes descritos anteriormente necesarios para el crecimiento de los microbios se afiaden preferiblemente a
la soluciéon de materia prima de fermentacién para el crecimiento continuo de los microbios.

Para una produccién mas eficaz, la concentracion de la levadura en la solucidon de cultivo de fermentacion se
mantiene preferiblemente elevada en el rango en el que el entorno de la solucion de cultivo de fermentaciéon no es
inadecuado para el crecimiento de la levadura y la tasa de mortalidad no se incrementa. Es posible, por ejemplo,
obtener una productividad mas favorable, manteniendo la concentracién de levadura, como peso en seco, en 5 g/L o
mas. La concentracion maxima de la levadura no esta particularmente limitada, si no causa problemas en el
funcionamiento del aparato de fermentacién continua o da lugar al deterioro de la productividad.

Cuando el cultivo continuo se lleva a cabo mediante el uso de microbios de nueva aportacién capaces susceptibles
de producir fermentacion, se lleva a cabo preferiblemente, de una manera normal en un solo tanque de reaccion de
fermentacion para el control del cultivo. Sin embargo, en el caso de un método de cultivo continuo de produccién de
acido lactico con crecimiento simultaneo de microbios, el nimero de tanques de reaccién de fermentacion es
arbitrario. Se pueden utilizar mdultiples tanques de reaccion de fermentacion, por ejemplo, debido a que la capacidad
de un tanque de reaccién de fermentacion es pequefia. Es posible, en tal caso, obtener el producto de fermentacion
a alta productividad, incluso si se lleva a cabo el cultivo continuo, ya que los multiples tanques de reaccion de
fermentacion estan conectados en paralelo o en serie entre si por tuberias.

El acido lactico contenido en la soluciéon de cultivo producido por el método de produccién de acido lactico de
acuerdo con la presente invencion se puede separar y purificar mediante una combinacién de métodos conocidos
tales como intercambio idnico, concentracion, destilacion y cristalizacion.

Por ejemplo, un aparato de fermentacion utilizado en el método de produccion de acido lactico de acuerdo con la
presente invencion esta configurado para que tenga principalmente un tanque de reaccion de fermentacion para la
produccion de acido lactico, que contenga la cepa de levadura transformante de acuerdo con la presente invencion
en el mismo, y un elemento de membrana de separacion que contenga una membrana porosa para la separacion de
la solucion de cultivo de la cepa de levadura transformante por filtracion. El elemento de membrana de separacion
puede ser instalado dentro o fuera del tanque de reaccion de fermentacion.

En el método de produccién de acido lactico por cultivo continuo por medio de la filtracion de la solucién de cultivo de
acuerdo con la presente invencién con una membrana de separacion, la recuperacion de acido lactico a partir del
producto filtrado, manteniendo o retroalimentando la solucién no filtrada a la solucién de cultivo y afiadiendo el medio
a la solucion de cultivo, es preferible utilizar una membrana porosa que tenga un diametro medio de microporo de
0,01 ym o mas y menos de 1 ym como membrana de separacion vy filtrar la solucion de cultivo a una presion de
filtracion, es decir, una diferencia de presién transmembrana, en el intervalo de 0,1 a 20 kPa. Debido a que no es
particularmente necesario presurizar el tanque de reaccion de fermentacién, no es necesario un medio de
accionamiento para la circulacién de la soluciéon de cultivo de fermentacion entre el aparato de separacion de la
filtracion y el tanque de reaccion de fermentacion, y por lo tanto, el elemento de membrana de separacion se puede
instalar en el tanque de reaccién de fermentacién para la reduccién del tamafio del aparato de cultivo de
fermentacion.

La configuracion de la membrana porosa utilizada favorablemente como membrana de separacion en la presente
invencion se describira a continuaciéon. La membrana porosa de acuerdo con la presente invencién es una
membrana que tiene una separabilidad y una permeabilidad al agua adecuadas de acuerdo con la calidad y la
aplicacion del agua tratada, y es preferiblemente una membrana porosa que tiene una capa de resina porosa, desde
los puntos de propiedades de separacion, tales como el funcionamiento de bloqueo, la permeabilidad al agua y la
resistencia a las manchas. Dicha membrana porosa tiene una capa de resina porosa que funciona como capa de
separacion funcional sobre la superficie del material de base poroso. El material de base poroso fortalece la
membrana de separacion soportando la capa de resina porosa.

El material para el material base poroso puede ser un material organico o inorganico, pero se utiliza de manera
favorable una fibra organica. Los ejemplos de materiales de base porosa favorables incluyen telas tejidas y telas no
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tejidas producidas mediante el uso de una fibra organica tal como fibra de celulosa, fibra de triacetato de celulosa,
fibra de poliéster, fibra de polipropileno o fibra de polietileno, y, entre los materiales anteriores, se utilizan de manera
favorable las telas no tejidas, que son baratas, se producen facilmente y permiten un control relativamente mas
sencillo de la densidad.

La capa de resina porosa funciona como una capa de separacion funcional, como se ha descrito anteriormente, y se
puede utilizar de manera favorable una membrana de polimero organico. Los ejemplos de los materiales para la
membrana de polimero organico incluyen resinas de polietileno, resinas de polipropileno, resinas de poli(cloruro de
vinilo), resinas de poli(fluoruro de vinilideno), resinas de polisulfona, resinas de poli(éter sulfona), resinas de
poliacrilonitrilo, resinas celuldsicas, resinas de triacetato de celulosa y similares. La membrana de polimero organico
puede ser una mezcla de resinas que contienen la resina como componente principal. El término "componente
principal”, segun se utiliza en la presente memoria, significa que el componente esta contenido en una cantidad de
50% en peso o mas, preferiblemente 60% en peso o mas. En particular, la materia prima que constituye la capa de
resina porosa es preferiblemente una resina que permite la formacion de membrana facil ya que su solucion es
superior en durabilidad fisica y resistencia quimica, tal como resina de poli(cloruro de vinilo), resina de poli(fluoruro
de vinilideno), resina de polisulfona, resina de poli(éter sulfona) o resina de poliacrilonitrilo, y se utiliza de manera
mas favorable una resina de poli(fluoruro de vinilideno) o una resina que lo contiene como componente principal.

La resina de poli(fluoruro de vinilideno) utilizada de manera favorable es un homopolimero de fluoruro de vinilideno,
pero también se utilizan de manera favorable copolimeros del mismo con un monémero copolimerizable de vinilo con
fluoruro de vinilideno. Los ejemplos de los monémeros de vinilo copolimerizables con fluoruro de vinilideno incluyen
tetrafluoroetileno, hexafluoropropileno, fluoruro de etileno tricloruro, y similares.

La membrana de separacion para su uso en la presente invencién puede ser una membrana plana o una membrana
de fibra hueca. En el caso de una membrana plana, el espesor medio se determina de acuerdo con la seleccion de
las aplicaciones, pero preferiblemente se selecciona en el intervalo de 20 ym o mas y 5.000 yum o menos, mas
preferiblemente 50 pm o mas y 2.000 ym o menos.

Como se describié anteriormente, la membrana de separacién para su uso en la presente invencion es
preferentemente una membrana porosa hecha de un material de base porosa y una capa de resina porosa. A
continuacion la capa de resina porosa puede penetrar o no en el material base poroso, y el grado se selecciona
segun la aplicacion. El espesor medio del material de base porosa se selecciona preferiblemente en el intervalo de
50 ym o mas y 3.000 um o menos. Cuando la membrana porosa es una membrana de fibra hueca, el diametro
interno de la fibra hueca se selecciona preferiblemente en el intervalo de 200 ym o mas y 5.000 um o menos, y el
espesor de la pelicula se selecciona preferiblemente en el intervalo de 20 ym o mas y 2000 pm o menos. La fibra
hueca puede contener un género tejido o de punto tubular de fibra organica o inorganica.

En primer lugar, se describira brevemente un método de produccién de una membrana plana, entre las membranas
porosas anteriores.

Se forma una pelicula de una solucién concentrada que contiene la resina y un disolvente sobre la superficie de un
material base porosa, mientras que se permite la impregnacion de la soluciéon concentrada en el material base
porosa. Posteriormente, sélo la superficie del lado de la pelicula del material de base porosa que porta la pelicula se
pone en contacto con un bafio de coagulacién que contiene una sustancia no disolvente, para la solidificacion de la
resina y la formacién de una capa de resina porosa sobre la superficie del material de base porosa. La solucion
concentrada se prepara disolviendo una resina en un disolvente. La solucién concentrada puede contener
adicionalmente un no disolvente. La temperatura de la solucidon concentrada se selecciona preferiblemente de
manera normal en el intervalo de 15 a 120°C, desde el punto de vista de la eficacia de formaciéon de membrana.

La solucién concentrada puede contener en ese caso un agente de formacién de poros, ademas. El agente formador
de poros tiene la actividad de hacer porosa la capa de resina, ya que se extrae de la pelicula recubierta cuando se
sumerge en el bafio de coagulacion. Se puede controlar el tamafio del diametro medio del microporo, mediante la
adicion del agente formador de poros. El agente formador de poros es preferentemente muy soluble en el bafio de
coagulacion. Los ejemplos de los agentes formadores de poros utilizados favorablemente incluyen sales inorganicas
tales como cloruro de calcio y carbonato de calcio. Alternativamente, se pueden utilizar un polioxialquileno tal como
polietilenglicol y polipropilenglicol; un compuesto polimérico soluble en agua tal como poli(alcohol vinilico),
polivinilbutiral y poli(acido acrilico); y glicerol como el agente formador de poros.

El disolvente es un compuesto que disuelve las resinas. El disolvente acelera la formacién de la capa de resina
porosa en la interaccion con la resina y el agente de formacion de poros. Los ejemplos de los disolventes que se van
a utilizar incluyen N-metilpirrolidinona (NMP), N,N-dimetilacetamida (DMAc), N,N-dimetilformamida (DMF),
dimetilsulfoxido (DMSO), N-metil-2-pirrolidona, metiletilcetona, tetrahidrofurano, tetrametilurea, fosfato de trimetilo,
ciclohexanona, isoforona, y-butilolactona, metilisoamilcetona, ftalato de dimetilo, metiléter de propilenglicol,
carbonato de propileno, alcohol de diacetona, triacetato de glicerol, acetona, metiletilcetona y similares. Entre ellos,
se utilizan favorablemente los disolventes en los que la resina es altamente soluble, tales como NMP, DMAc, DMF y
DMSO. Estos disolventes se pueden usar solos o como una mezcla de dos o mas. La solucién concentrada se
puede preparar disolviendo la resina anteriormente descrita en el disolvente descrito mas arriba, preferiblemente a
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una concentracion de 5% en peso o mas y de 60% en peso o0 menos.

Por ejemplo, se pueden anadir al disolvente componentes que no sean disolventes tales como polietilenglicol,
poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona y glicerol. El no disolvente es un liquido que no disuelve las resinas. El no
disolvente controla la velocidad de solidificacion de la resina y por lo tanto el tamafio del microporo. Se pueden
utilizar como no disolvente agua o un alcohol tal como metanol o etanol. En particular, el agua y el metanol son
preferibles desde el punto de vista del precio. El no disolvente puede ser una mezcla de estos disolventes.

En lo sucesivo, se describira brevemente el método de producciéon de una membrana de fibra hueca, entre las
membranas porosas.

La membrana de fibra hueca se puede preparar por extrusién de una soluciéon concentrada que contiene una resina
y un disolvente fuera de la tuberia externa de un troquel de doble tubo y un fluido de formacién de hueco fuera de la
tuberia interna del troquel de doble tubo y solidificacion de la solucién por refrigeracion en un bafio de refrigeracion.

La solucién concentrada se puede preparar disolviendo la resina descrita en el método de produccién de una
membrana plana en el disolvente descrito en el método de producciéon de una membrana plana preferiblemente a
una concentracion de 20% en peso o mas a 60% en peso o menos. El fluido de formacion de hueco que se va a
utilizar es normalmente gas o liquido. Ademas, una capa de resina porosa adicional puede aplicarse como
recubrimiento (laminada) sobre la superficie mas externa de la membrana de fibra hueca obtenida. La laminacién se
puede llevar a cabo, por ejemplo, para la modificacion de las propiedades de la membrana de fibra hueca, tales
como el caracter hidréfobo-hidréfilo y el diametro del microporo, a las propiedades deseadas. El laminado de la capa
de resina porosa adicional se puede preparar poniendo en contacto la solucién concentrada que contiene una resina
disuelta en un disolvente con un bafio de coagulacién que contiene una sustancia no disolvente y solidificando de
ese modo la resina. Por ejemplo, se pueden utilizar de manera favorable materiales similares a los de la membrana
de polimero organico descrita anteriormente como los materiales de la resina. En cuanto al método de laminacion, la
membrana de fibra hueca se puede sumergir en la solucién concentrada o se puede aplicar la solucién concentrada
sobre la superficie de la membrana de fibra hueca, y la cantidad de laminacion se puede ajustar después de la
laminacion exprimiendo una parte de la solucién concentrada adherida o purgando a fondo la solucién concentrada
con un cuchillo de aire.

La membrana de separacién para su uso en la presente invencidon proporciona un elemento de membrana
separacion combinado con un miembro de soporte. Un elemento de membrana de separacion que tiene una placa
de soporte utilizada como miembro de soporte y una membrana de separacion para su uso en la presente invencion
formada al menos sobre una cara de la placa de soporte es una realizacién favorable del elemento de membrana de
separacion que tiene la membrana de separacién para su uso en la presente invencion. Si es dificil aumentar el area
de la membrana en su conformacion, es preferible formar una membrana de separacion sobre ambas caras de la
placa de soporte para el aumento de la permeabilidad al agua.

Cuando la membrana porosa usada como membrana de separacion tiene un diametro de microporo medio en el
intervalo de 0,01 um o mas y menos de 1 ym, como se ha descrito anteriormente, la membrana muestra tanto una
alta tasa de exclusiéon que impide las fugas de microbios y de lodo como una elevada permeabilidad al agua al
mismo tiempo, y puede conservar una permeabilidad al agua favorable sin obstruccion durante un periodo
prolongado de tiempo con una mayor precision y reproducibilidad. Si se utilizan microbios, el diametro medio de los
microporos de la membrana porosa es preferiblemente de 0,4 pm o menos, y la membrana puede ser utilizada de
manera mas favorable, si su diametro medio de microporo es de menos de 0,2 ym. La permeabilidad al agua puede
disminuir cuando el diametro medio de microporo es excesivamente pequefio, y por lo tanto en la presente
invencion, el diametro medio de microporo es de 0,01 ym o mas, preferiblemente de 0,02 pum o mas y aun mas
preferiblemente de 0,04 ym o mas.

El diametro medio de microporo se puede determinar mediante la medicion de los diametros de todos los microporos
observables en el intervalo de 9,2 ym x 10.4 pm por observacion bajo microscopio electrénico de barrido con un
aumento de 10.000 veces y promediando los diametros obtenidos de este modo.

La desviacion tipica ¢ del diametro medio de microporo es preferiblemente de 0,1 ym o menos. Ademas, se puede
obtener una fraccion que penetra homogénea, cuando la desviacion tipica del diametro medio de microporo es
pequefa, es decir, cuando el diametro de los microporos es de un tamafio uniforme. La desviacion tipica del
diametro medio de microporo es deseablemente tan pequeiia como sea posible, porque es mas facil para controlar
la operacién de fermentacion.

Cuando el numero de microporos observado en el intervalo de 9,2 um x 10.4 ym descrito anteriormente se designa
como N, cada diametro medido como Xk y el promedio del diametro de microporo como X(promedio), la desviacion
tipica o del diametro medio de microporo se calcula de acuerdo con la siguiente Férmula 1:
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[Formula 1]

Z (Xk - X{promedio))

g =1/ -+ -+ (Férmula1)

N

N
k=

La permeabilidad de la solucion de cultivo de fermentacion es una de las propiedades importantes de la membrana
de separacion para su uso en la presente invencion, y se puede utilizar el coeficiente de permeabilidad del agua pura
de la membrana de separacién antes de su uso como indicador de permeabilidad. En la presente invencion, el
coeficiente de permeabilidad del agua pura de la membrana de separacion, tal como se determina mediante el uso
de agua purificada por medio de una membrana de 6smosis inversa a una temperatura de 25°C y una diferencia de
altura de 1 m, es preferiblemente de 2 x 10° m®(m?s.Pa). Se puede obtener una permeabllldad en agua suf|C|ente
enla practlca cuando el coeficiente de permeabilidad del agua pura es de 2 x 10°m /(m s'Pa) o masgl de 6 x 10
3/(m s‘Pa) o menos. Mas preferible, el coeficiente de permeabilidad del agua pura es de 2 x 10° m*/(m?s.Pa)

mas y de 1 x 107 m*/(m?-s-Pa) o menos.

La rugosidad de la superficie de membrana de la membrana de separacién para su uso en la presente invencion es
un factor que ejerce una influencia en la obstruccion de la membrana de separacion. Se puede disminuir el
coeficiente de exfoliacion y la resistencia de la pelicula de la membrana de separacion favorablemente y llevar a
cabo la fermentacion continua a una menor diferencia de presion transmembrana, cuando la rugosidad de la
superficie de la membrana es preferentemente de 0,1 ym o menos. Esto, por lo tanto, conduce a la prevencion de la
obstruccion y a la fermentacion continua estabilizada, y por esa razon, la rugosidad de la superficie es
preferiblemente tan baja como sea posible.

Ademas, seria posible, mediante la reduccion de la rugosidad de la superficie de membrana de la membrana de
separacion, reducir la fuerza de cizallamiento generada sobre la superficie de la membrana durante la filtracion de
los microbios, conduciendo de ese modo a la supresion de la descomposicion de los microbios y la obstruccion de la
membrana de separacion, y a una filtracion estabilizada continua durante un periodo prolongado de tiempo.

La rugosidad de la superficie de la membrana se puede determinar utilizando el siguiente aparato de microscopia de
fuerza atomica (AFM) y el aparato siguiente en las condiciones de mas abajo. El aparato de microscopia de fuerza
atomica (AFM) utilizado es preferiblemente un aparato con una calidad equivalente a o mayor que el aparato
siguiente.

. Aparato: aparato de microscopia de fuerza atomica (Nanoscope llla, fabricado por Digital Instruments Co.,
Ltd.)
. Condiciones: Sonda: Voladizo SiN (fabricado por Digital Instruments Co., Ltd.))

: Modo de exploracion: modo de contacto (medicion de fase gaseosa)
modo de descarga bajo el agua (medida bajo el agua)
: Intervalo de barrido: 10 um, 25 ym cuadrados (medicion de fase gaseosa)
5 pm, 10 ym cuadrado (medicion bajo el agua)
: Definicion de barrido: 512 x 512
° Preparacién de la muestra:

En la medicion, la muestra de membrana se sumergié en etanol a temperatura ambiente durante
15 minutos y luego en agua RO durante 24 horas y después se seco al aire antes de su uso. El
agua RO es el agua de la que se han eliminado las impurezas tales como iones y sales con una
membrana de ésmosis inversa (membrana RO), una especie de membrana de filtracion. El tamafo
de los poros en la membrana RO es de aproximadamente 2 nm o menos.

La rugosidad de la superficie de la membrana (dwgosa) S€ calcula a partir de la altura de cada punto en la direccién
del eje Z observado bajo el AFM de acuerdo con la siguiente Férmula 2:
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[Férmula 2]

N A
dt?ugosa} = Z'—J- .-+« (Formula 2)
n=| N

Drugosa : Rugosidad de la superficie (um)

Zn : Altura en el eje Z (um)

Z : Altura media en el intervalo de barrido (um)
N : Numero de muestras medidas

En la presente invencion, la diferencia de presiéon transmembrana cuando los microbios se filtran a través de la
membrana de separacion es preferiblemente una condicidon que evita la obstruccion facil por los microbios y los
componentes del medio, pero es importante para llevar a cabo el tratamiento de filtraciéon a una diferencia de presion
transmembrana en el intervalo de 0,1 kPa o mas y 20 kPa o menos. La diferencia de presion transmembrana esta
preferiblemente en el intervalo de 0,1 kPa o mas y 10 kPa o menos, mas preferiblemente en el intervalo de 0,1 kPa o
mas y 5 kPa. La desviacion del intervalo de la diferencia de presion transmembrana puede dar lugar a una rapida
obstruccién por los microbios y los componentes del medio, que posiblemente conduzca a una disminucién de la
cantidad de agua que ha penetrado y a problemas en el funcionamiento de la fermentacion continua.

En cuanto a la fuerza motriz para la filtracion, la diferencia de presion transmembrana se puede generar en la
membrana de separacion por el principio del sifon de la utilizacién de la diferencia de nivel de liquido (diferencia de
carga hidraulica) entre la solucidn de cultivo de fermentacion y el agua tratada separada por la membrana. Para la
fuerza motriz de filtracién, se puede instalar una bomba de succion en el lado del agua tratada separada por la
membrana o se puede instalar una bomba de presurizacion en el lado de la solucién de cultivo de fermentacion de la
membrana de separacién. La diferencia de presion transmembrana se puede controlar mediante la modificaciéon de
la diferencia de nivel de liquido entre la solucion de cultivo de fermentacion y el agua tratada separada por la
membrana. Cuando se usa una bomba para la generacion de diferencia de presion transmembrana, la diferencia de
presién transmembrana se puede controlar por la fuerza de presion de succion y la diferencia de presion
transmembrana se puede controlar por la presidon de gas o liquido para la presurizacién del lado de la solucion de
cultivo de fermentacion. Si se necesita tal control de la presion, es posible controlar la diferencia de presion
transmembrana, mediante el uso de la diferencia de presién entre la presién del lado de la solucion de cultivo de
fermentacion y la presion del lado del agua tratada separada por la membrana como la diferencia de presion
transmembrana.

Ademas, la membrana de separacion utilizada en la presente invencion preferiblemente muestra un rendimiento que
permite el tratamiento de filtracién a una diferencia de presion transmembrana durante el tratamiento de filtracién en
el intervalo de 0,1 kPa o mas y 20 kPa o menos. Como se describié anteriormente, la membrana de separacion para
su uso en la presente invencion tiene preferiblemente un coeficiente de permeabilidad al agua pura antes de su uso,
tal como se calcula a partir de la permeabilidad al agua que se determina mediante el uso de agua purificada con
membrana de ésmosis inversa a una temperatura de 25°C y a una diferencia de altura de 1 m, preferiblemente en el
intervalo de 2 x 10® m%(m?s-Pa) o mas, mas preferiblemente en el intervalo de 2 x 109 m%(m*s-Pa) omas y 6 x 10"
" m*m?s-Pa) o menos.

Un ejemplo tipico del aparato de fermentacion continua utilizado en el método de produccion de acido lactico de
acuerdo con la presente invencién, en el que un elemento de membrana de separacién se instala en el tanque de
reaccion de fermentacion, se muestra en la Figura 1. La Figura 1 es una vista lateral esquematica que explica la
realizacion del aparato de fermentacién continua con membrana de separacion para su uso en la presente invencion.
En la Figura 1, el aparato de fermentacién continua con membrana de separacion tiene esencialmente un tanque de
reaccion de fermentacion 1 para el cultivo de fermentacion de levadura y una unidad de control de la diferencia de
altura 3 para el control de la cantidad de la solucidon de cultivo de fermentacién en el tanque de reaccion de
fermentacion 1. Un elemento de membrana de separacién 2 esta instalado en el tanque de reaccion de fermentacion
1y el elemento de membrana de separacion 2 tiene una membrana porosa incorporada en el mismo. Los ejemplos
de las membranas porosas que se van a utilizar incluyen la membrana de separacion y el elemento de membrana de
separacion se describe en el folleto del documento WO 2002/064240.

En lo sucesivo, se describiran las realizaciones favorables de la fermentacién continua por medio del aparato de
fermentacion continua con membrana de separacion mostradas en la Figura 1. El medio se introduce en el tanque
de reaccioén de fermentacion 1 de manera continua o intermitente mediante una bomba de suministro de medio 7. El
medio puede ser desinfectado segin sea necesario mediante esterilizacién por calentamiento, desinfeccion por
calentamiento o tratamiento de esterilizacion del filtro antes del suministro al tanque de reaccién de fermentacioén 1.
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Durante la produccion de la fermentacion, la solucion de fermentacion del tanque de reaccién de fermentacion 1 se
puede agitar segun sea necesario por medio de un agitador 5 en el tanque de reaccién de fermentacion 1. Se puede
suministrar un gas deseado, segun sea necesario, al tanque de reaccién de fermentacion 1 mediante un aparato de
suministro de gas 4. El gas suministrado a continuacion, puede ser recuperado y reciclado de nuevo al aparato de
suministro de gas 4. Ademas, el pH de la solucion de fermentacion en el tanque de reaccion de fermentacion 1 se
puede ajustar, segun sea necesario, por una unidad de control-sensora del pH 9 y una bomba de suministro de
solucion de pH ajustado 8. La produccion de fermentacion de alta productividad también se puede realizar mediante
la regulacion, segun sea necesario, de la temperatura de la solucion de cultivo de fermentacion en el tanque de
reaccion de fermentacion 1 por medio de un controlador de temperatura 10.

La regulacion del pH y la temperatura se ilustré aqui para la regulacion de las condiciones fisicas y quimicas de la
solucion de cultivo de fermentacion mediante la unidad de control de instrumentacion, pero la regulacion también se
puede realizar, segun sea necesario, mediante una medicion del oxigeno disuelto u ORP (potencial de oxidacion-
reduccion), y las condiciones fisicas y quimicas se pueden regular mediante el uso de la concentracién de acido
lactico en la solucién de cultivo de fermentaciéon, como se determina por medio de un analizador tal como un sensor
quimico en linea, como indicador. El método de suministro del medio de forma continua o intermitentemente se lleva
a cabo de manera que la cantidad y velocidad de suministro del medio puede ser regulada adecuadamente mediante
el uso de los valores de medida de los entornos fisicos y quimicos de la solucién de cultivo de fermentacion
obtenidos por el aparato de la instrumentacion.

La solucién de cultivo de fermentacion se filtra y se separa en la levadura y los productos de fermentacion por medio
del elemento de membrana de separacion 2 instalado en el tanque de reaccion de fermentacion 1 y los productos de
fermentacion se descargan desde el sistema de aparatos. La levadura filirada y separada permanece en el sistema
de aparatos, ya que la concentracion de la levadura en el sistema de aparatos se mantiene alta, permitiendo de este
modo la produccion de una fermentacion de alta productividad. La filiracion y la separacion por el elemento de
membrana de separacion 2 se llevan a cabo, impulsadas por la diferencia de presion principal con la superficie del
agua en el tanque de reaccion de fermentacion 1, y no exigen una fuerza motriz adicional especial. La velocidad de
filtracion-separacion del elemento de membrana de separacion 2 y la cantidad de la solucién de fermentacion en el
tanque de reaccion de fermentacion 1 pueden ser reguladas, segun sea necesario, correctamente con un sensor de
nivel 6 y una unidad de control de la diferencia de presion principal 3. Aunque la filtracion y la separacién por el
elemento de membrana de separacion de 2 realizadas por diferencia de presién principal se muestran como la
realizacion anterior, la filtracion y la separacion se pueden realizar, segun sea necesario, mediante una bomba o
mediante filtracion por succion, por ejemplo, por presurizaciéon con gas o liquido del sistema de aparatos.

De aqui en adelante, se muestra en la vista esquematica de la Figura 2 un ejemplo tipico de los aparatos de
fermentacion utilizados en el método de produccion de acido lactico de acuerdo con la presente invencién, en el que
esta instalado el elemento de membrana de separacion fuera del tanque de reaccion de fermentacion. La Figura 2 es
una vista lateral esquematica que explica otra realizacion del aparato de fermentacién continua de membrana de
separacion para su uso en la invencion.

En la Figura 2, el aparato de fermentacion continua con membrana de separacion tiene esencialmente un tanque de
reaccion de fermentacién 1 para el cultivo de fermentacién de la levadura, un tanque de separaciéon con membrana
12 que tiene un elemento de membrana de separacién 2 en el mismo que esta conectado al tanque de reaccién de
fermentacion 1 a través de una bomba de circulacion de solucion del cultivo de fermentacion 11 y una unidad de
control de diferencia de altura 3 para la regulacion de la cantidad de solucion de cultivo de fermentacion en el tanque
de reaccién de fermentacion 1. El elemento de membrana de separacion 2 tiene una membrana porosa incorporada
en el mismo. Los ejemplos de las membranas porosas para su uso incluyen la membrana de separacion y el
elemento de membrana de separacion descritos en el folleto del documento WO 2002/064240.

En la Figura 2, el medio puede ser introducido en el tanque de reaccion de fermentacion 1 mediante una bomba de
suministro de medio 7 y la solucion de cultivo de fermentacion en el tanque de reaccion de fermentacion 1 se puede
agitar, segun sea necesario, con un agitador 5. También se puede introducir un gas deseado en el mismo, segun
sea necesario, mediante un aparato de suministro de gas 4. El gas suministrado puede recuperarse después y
reciclarse de nuevo al aparato de suministro de gas 4. El pH de la solucién de cultivo de fermentacion se puede
ajustar, segun sea necesario, con una unidad de control-sensora de pH 9 y una bomba de suministro de solucién de
pH ajustado 8. Ademas, la temperatura de la solucién de cultivo de fermentacion se puede ajustar, segun sea
necesario, por medio de un controlador de temperatura 10 para la produccion de fermentacién de alta productividad.
Ademas, la solucién de cultivo de fermentacién en el aparato se hace circular entre el tanque de reaccion de
fermentacion 1 y el tanque de separacién con membrana 12 por medio de una bomba de circulacion de solucion de
cultivo de fermentacion 11. La solucién de cultivo de fermentacion que contiene los productos de fermentacion se
filtra y se separa en levadura y productos de fermentacion por medio del elemento de membrana de separacién 2 y
por lo tanto, el acido lactico producto de fermentacion se puede descargar fuera del sistema de aparatos.

La levadura filtrada y separada permanece en el sistema de aparatos, ya que la concentracion de la levadura en el
sistema de aparatos se mantiene alta, permitiendo de este modo la produccién de la fermentacién de alta
productividad. La filtracion y la separacion por medio del elemento de membrana de separacion de 2 podran ser
realizadas por la diferencia de presion principal de la superficie del agua del tanque de separacion con membrana 12
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y no exige una potencia especial adicional. La velocidad de filtracion de la separacion del elemento de membrana de
separacion 2 y la cantidad de la solucién de cultivo de fermentacion en el sistema de aparatos puede ser regulada,
segun sea necesario, adecuadamente por un sensor de nivel 6 y una unidad de control de la diferencia de presion
principal 3. Se puede suministrar un gas deseado, segun sea necesario, en el tanque de separacion con membrana
12 por el aparato de suministro de gas 4.

Aunque la filtracion y la separacion por medio del elemento de membrana de separacion de 2 realizado por
diferencia de presion principal se mostraron como la realizacion anterior, la filtracion y la separacién se pueden
realizar, segun sea necesario, mediante una bomba o mediante filtracion por succion, por ejemplo, por medio de
presurizacion de gas o liquido del sistema de aparatos. La diferencia de presion transmembrana se puede ajustar y
controlar por los medios anteriores.

En lo sucesivo, la membrana de separacion y el elemento de membrana de separacion descritos en el folleto del
documento WO 2002/064240, una realizaciéon favorable del elemento de membrana de separacion para su uso en la
presente invencion, se describira brevemente con referencia a un dibujo. La Figura 3 es una vista en perspectiva
esquematica que explica una realizacion del elemento de membrana de separacién para su uso en el elemento de la
presente invencion.

El elemento de membrana de separacion, como se muestra en la Figura 3, tiene una placa rigida de soporte 13 y un
material de canal 14 y la membrana de separacion 15 descrita anteriormente formado en ese orden sobre ambas
caras del mismo. La placa de soporte 13 tiene muescas 16 en ambas caras. La membrana de separacién 15 permite
la filtracién de la solucién de cultivo de fermentacion. El material de canal 14 es un material para el transporte del
producto filtrado desde la membrana de separacion 15 de manera eficiente a la placa de soporte 13. El producto
filtrado introducido en la placa de soporte 13 avanza a través de la muesca 16 de la placa de soporte 13 al tubo de
recogida de agua 17 y después se descarga fuera del aparato de fermentacion continua. Se puede utilizar un
método tal como una diferencia de presién principal, una bomba, una filtracién por succion, por ejemplo, con liquido
0 gas, 0 una presurizacion del sistema de aparatos como energia para el producto del filtrado.

La Figura 4 es una vista en perspectiva esquematica que explica otra realizacion del elemento de membrana de
separacion para su uso en la presente invencion. El elemento de membrana de separacién, como se muestra en la
Figura 4, tiene principalmente un haz de membranas de separacion de fibra hueca 18 (membranas porosas), una
capa superior de resina de sellado 19 y una capa inferior de resina de sellado 20. Las membranas de separacién 18
se adhieren y se fijan entre si en forma de haz por la capa superior de resina de sellado 19 y la capa inferior de
resina de sellado 20. Las regiones huecas de las membranas de fibras huecas (membranas porosas) del haz de
membranas de separacion 18 se sellan con la capa inferior de resina de sellado 20 por adhesion vy fijacién en una
estructura de prevencion de fugas de la solucién de cultivo. Por otro lado, la capa superior de resina de sellado 19 no
sella los poros internos de las membranas de fibra hueca (membranas porosas) del haz de membranas de
separacion 18, ya que forma en una estructura que permite el flujo del producto filtrado al tubo colector de agua 22.
El elemento de membrana de separacion puede ser instalado en el aparato de fermentacién continua a través del
bastidor de soporte 21. El producto filtrado que contiene el producto de fermentacion filirado a través del haz de
membranas de separacion 18 avanza a través de la regién hueca de las membranas de fibra hueca y el tubo
colector de agua 22 y se descarga fuera del aparato de fermentacion continua. Se puede utilizar un método tal como
una diferencia de presion principal, una bomba, una filtracién por succién, por ejemplo, con liquido o gas o la
presurizacion del sistema de aparatos como energia para la descarga del producto filtrado.

El miembro para el elemento de membrana de separacion del aparato de fermentacion continua utilizado en el
método de produccion de acido lactico de acuerdo con la presente invencion es preferiblemente un miembro
resistente a la operacion de esterilizacion con vapor agua de alta presion. Si el aparato de fermentacion continua es
esterilizable internamente, se hace posible evitar el riesgo de contaminacién microbiana no deseada durante la
fermentacion continua y llevar a cabo una fermentacion continua mas estabilizada. EI miembro que constituye el
elemento de membrana de separacion es preferiblemente resistente a las condiciones de la operacién de
esterilizacion con vapor de agua a alta presion, especificamente a 121°C durante 15 minutos. Por ejemplo, se puede
seleccionar un metal tal como acero inoxidable o aluminio o una resina tal como resina de poliamida, resina de fltor,
resina de policarbonato, resina de poliacetal, resina de poli(tereftalato de butileno), PVDF, resina de polifenilenéter
modificado o resina de polisulfona favorablemente para el miembro del elemento de membrana de separacion.

En el aparato de fermentacién continua utilizado en el método de produccién de acido lactico de acuerdo con la
presente invencién, el elemento de membrana de separacién puede ser instalado en el tanque de reaccion de
fermentacién, como se muestra en la Figura 1, o fuera del tanque de reaccion de fermentacion, como se muestra en
la Figura 2. Si el elemento de membrana de separacion esta instalado fuera del tanque de reaccién de fermentacion,
se puede instalar un tanque de separaciéon con membrana por separado y el elemento de membrana de separacion
instalado en el mismo, y la solucion de cultivo puede ser filirada de manera continua a través del elemento de
membrana de separacion, ya que la solucion de cultivo se hace circular entre el tanque de reaccion de fermentacion
y el tanque de separacion con membrana.

En el aparato de fermentaciéon continua utilizado en el método de produccién de acido lactico de acuerdo con la
presente invencion, el tanque de separacion con membrana es deseablemente esterilizable con vapor de agua a alta
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presion. Si el tanque de separacion con membrana es esterilizable con vapor de agua a alta presion, la
contaminacioén por bacterias no deseadas puede ser evitada facilmente.

La fermentacién continua, si se lleva a cabo por el método de produccién de acido lactico por fermentacién continua
de acuerdo con la presente invencion, proporciona una mayor tasa de produccion volumétrica y permite una
produccién de fermentacién extremadamente eficaz, en comparacion con la fermentaciéon por lotes. La tasa de
produccion de fermentacion por cultivo continuo se puede calcular de acuerdo con la siguiente Férmula 3:

Tasa de produccion de fermentacion (g/L/hr) = Concentracion de producto en la solucion
descargada (g/L) x Cantidad de descarga de la solucion de cultivo de fermentacion (L/hr) / Cantidad
de solucion operacional en el aparato (L)......(Férmula 3)

La tasa de produccién de fermentacion por cultivo por lotes se puede calcular dividiendo la cantidad de producto
generado cuando la fuente de carbono en bruto es consumida totalmente (g) por el tiempo necesario para el
consumo de la fuente de carbono (h) y el volumen de la solucion de cultivo de fermentacion en el momento (L).

La presente invencion se caracteriza porque el cultivo continuo se lleva a cabo, a medida que se estabiliza, sin
deterioro en el rendimiento y la tasa de produccion de acido lactico durante un periodo prolongado de tiempo,
mediante el cultivo de una levadura que tiene un casete de expresion de lactato deshidrogenasa que contiene el
promotor del gen SED1.EI promotor del gen SED1 muestra una cantidad de expresion de genes 5 veces mas grande
0 mas, preferiblemente 7 veces o mas y mas preferiblemente 10 veces o mas, que la cantidad promedio de
expresion relativa de los genes después de 50 horas desde el inicio del cultivo, mientras se filtra la levadura a través
de una membrana de separacion, y por lo tanto, el cultivo continuo se continda preferiblemente al menos durante
100 horas o mas, preferiblemente durante 200 horas o mas, y mas preferiblemente durante 300 horas o mas.

En la presente invencion, se pueden proporcionar acidos lacticos tanto D como L.

El acido lactico obtenido por el método de produccion de acido lactico de acuerdo con la presente invencion se
puede proporcionar principalmente como materia prima para el poli(acido lactico).

Ejemplos
(Ejemplo de Referencia 1) Preparacion de cepa de levadura que tiene capacidad de producir acido lactico

En la presente invencion, se utilizo una levadura que contiene el gen Idh derivado de Xenopus laevis que tiene la
secuencia de nucledtidos mostrada por el SEQ ID NO: 4 en un sitio aguas abajo del promotor PDC1 como la cepa
de levadura que tiene la capacidad de producir acido lactico. El gen Idh derivado de Xenopus laevis se cloné por el
método de PCR. Se utilizé un ADN de fagémido preparado a partir de una biblioteca de ADNc derivada de rifidn de
Xenopus laevis (fabricada por Stratagene) de acuerdo con el protocolo adjunto como molde en la PCR.

Se utilizé polimerasa KOD-Plus (fabricada por Toyobo) para la reaccion de amplificacién de PCR, y el tampén de
reaccion, la mezcla de dNTP y otros utilizados fueron los adjuntados con el kit. Se prepararon 50 uL de un sistema
de reaccién que contenia 50 ng/muestra del ADN de fagémido preparado de acuerdo con el protocolo adjunto como
se ha descrito anteriormente, 50 pmol/muestra de cebadores y 1 unidad/muestra de polimerasa KOD-Plus. La
solucién de reaccion se desnaturalizé a una temperatura de 94°C durante 5 minutos en un sistema de amplificaciéon
por PCR iCycler (fabricado por BIO-RAD), y después se sometié a 30 ciclos de desnaturalizacion por calor a 94°C
durante 30 segundos, el cebador se sometié a reasociacion a 55°C durante 30 segundos y a extension de la cadena
complementaria a 68°C durante 1 minuto, y después se enfri6 a una temperatura de 4°C. Los cebadores de
amplificacion del gen (SEQ ID NO: 7 y 8) se prepararon de modo que se afiadié una secuencia de reconocimiento
para Sall en el lado 5' terminal y una secuencia de reconocimiento para Notl en el lado 3' terminal.

SEQID NO: 7:
gtcgacatgg caactgtgaa ggataa

SEQ ID NO: 8:

geggeegect agaactgeag ctectt .
0s

fragmentos de amplificacion de PCR se purificaron, y los terminales de los mismos fueron fosforilados por la
polinucleétido quinasa de T4 (fabricada por Takara Bio Inc.) y a continuacion se ligaron al vector pUC118 (que se
habia escindido anteriormente con una enzima de restriccion Hincll y tenia la superficie de corte desfosforilada). La
ligacion se llevo a cabo utilizando un kit de ligacion de ADN Ver.2 (fabricado por Takara Bio Inc.). La solucién de
ligacion se transformé en células competentes de E. coli DH5a (fabricado por Takara Bio Inc.) y la mezcla se sembro
y se cultivd durante la noche en una placa de LB que contenia un antibiético ampicilina a una concentracion de 50
pg/mL. Los ADN plasmidicos de las colonias obtenidas se recogieron por medio de Miniprep y se escindieron con las
enzimas de restriccion Sall y Notl, y se seleccionaron los plasmidos que contenian el gen Idh derivado de Xenopus
laevis insertado. Todas las series de operaciones se llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo adjunto.

Los vectores pUC118 que contenian el gen Idh derivado de Xenopus laevis insertado se escindieron mediante las
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enzimas de restriccion Sall y Notl; los fragmentos de ADN se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%; y
los fragmentos que contenian el gen Idh derivado de Xenopus laevis se purificaron por un método comun. Los
fragmentos que contenian el gen Idh se ligaron a los sitios de escision Xhol/Notl del vector de expresion pTRS11
mostrado en la Figura 5; los ADN plasmidicos se recuperaron mediante un método similar al anterior; y un vector de
expresion que contenia el gen Idh derivado de Xenopus laevis insertado se selecciond mediante escision de los
vectores de expresion con las enzimas de restriccion Xhol y Notl. En lo sucesivo, el vector de expresion que
contiene el gen Idh derivado de Xenopus laevis insertado asi preparado se designara pTRS102.

Un fragmento de PCR de 1,3 kb que contenia el gen Idh derivado de Xenopus laevis y una secuencia terminadora
TDH3 se amplificaron mediante PCR utilizando pTRS102 como molde de amplificacion y los oligonucleétidos (SEQ
ID NO: 9 y 10) como conjunto de cebadores. El oligonucleétido del SEQ ID NO: 9 fue disefiado para que tuviera una
secuencia correspondiente a la secuencia de 60 pb aguas arriba del codoén de inicio del gen de PDCH1.

SEQID NO: 9:
tctcaattat tattttetac tcataacctc acgcaaaata acacagtcaa atcaatcaaa

atggcaactg tgaaggataa actca
SEQ ID NO: 10:

aggegtatca cgaggecctt
A continuacion, un fragmento de PCR de 1,2 kb que contenia un gen TRP1 marcador seleccionable de levadura se
amplificd mediante PCR utilizando el plasmido pRS424 como molde de amplificacion y los oligonucleétidos (SEQ ID

NO: 11 y 12) como conjunto de cebadores. El oligonucledtido del SEQ ID NO: 12 fue disefiado para que tuviera una
secuencia afiadida correspondiente a la secuencia de 60 pb aguas abajo del coddn de terminacion del gen de PDC1.

SEQ ID NO: 11:
gaattaattc ttgaagacga aagggcecteg tgatacgect agattgtact gagagtgeac

SEQ ID NO: 12:
tatttttegt tacataaaaa tgettataaa actttaacta ataattagag attaaatege

ctgtgeggta tttcacaccg Cada fragmento de ADN se aislo

por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificé de acuerdo con un método comun. Se amplificd por PCR
utilizando una mezcla del fragmento de 1,3 kb y el fragmento de 1,2 kb obtenido de este modo como moldes de
amplificacion y los oligonucledtidos (SEQ ID NO: 9 y 12) como conjunto de cebadores, un fragmento de PCR de
aproximadamente 2,5 kb que tenia secuencias equivalente a las secuencias de 60 pb aguas arriba y aguas abajo del
gen PDCH1, respectivamente, en los extremos 5 y 3 y que contenian el gen Idh derivado de Xenopus laevis, €l
terminador TDH3 y el gen TRP1 conectado a este.

Los fragmentos de PCR se aislaron por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificaron de acuerdo con un
método comun; se transforman en una cepa de levadura Saccharomyces cerevisiae NBRC10505; y se seleccion6 un
transformante que tenia el gen Idh derivado de Xenopus laevis introducido en el cromosoma en un sitio aguas abajo
del promotor del gen de PDC1 mediante cultivo en un medio libre de triptéfano.

El hecho de que el transformante obtenido de este modo sea una levadura que tiene un gen Idh derivado de
Xenopus laevis introducido en un sitio aguas abajo del promotor del gen de PDC1 en el cromosoma se confirmé de
la siguiente manera: En primer lugar, el ADN del genoma del transformante se prepard con un kit de extraccion de
ADN del genoma Gentorukun (fabricado por Takara Bio Inc.) y la producciéon de fragmento de ADN amplificado de
aproximadamente 2,8 kb se confirmé por PCR utilizando el ADN gendmico preparado del transformante como un
molde de amplificacion y los oligonucleétidos (SEQ ID NO: 12 y 13) como conjunto de cebadores. Por otro lado, los
no transformantes proporcionaron fragmentos de ADN amplificados de aproximadamente 2,1 kb mediante PCR. En
lo sucesivo, el transformante que tiene el gen Idh derivado de Xenopus laevis introducido en un sitio aguas abajo del
promotor del gen de PDC1 en el cromosoma se denominara cepa B2. Las secuencias aguas arriba y aguas abajo
del gen de PDC1 se pueden obtener de la base de datos del genoma de Saccharomyces (URL:hitp:
[lwww.yeastenome.org/).

SEQ ID NO: 13:
caaatatcgt ttgaatattt ttceg

Con posterioridad, la cepa de levadura SW015 descrita en el folleto del documento WO 2007/043253, en la que el
gen pdc1 esta sustituido por el marcador TRP1 y el gen pdc5 tiene una mutacion sensible a la temperatura, y la cepa
B2 obtenida anteriormente se conjugaron, para dar una célula diploide. Se hizo que la célula diploide formara un
asca en un medio de formacién de ascas. El asca se disecciond con un micromanipulador; se recogieron las
respectivas células haploides; y se estudiaron los requisitos nutricionales de las respectivas células haploides. Entre
las células haploides obtenidas se selecciond una cepa que tenia el gen Idh derivado de Xenopus laevis insertado en
el locus del gen pdc1 y que tenia una mutacién sensible a la temperatura en el gen pdc5 (no viable a 34°C). La cepa
de levadura se designé cepa SU014.
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El hecho de que la cepa SU014 tuviera capacidad de producir acido lactico se confirmé mediante la medicién del
acido lactico contenido en el sobrenadante del cultivo de las células transformantes en medio SC (Methods in Yeast
Genetics, 2000 Ed., CSHL Press) por medio de HPLC en las siguientes condiciones.

Columna: Shim-Pack SPR-H (fabricada por Shimadzu Corp.)

Fase movil: acido p-toluenosulfénico 5 mM (velocidad de flujo: 0,8 mL/min)

Solucién de reaccion: acido p-toluenosulfénico 5 mM, Bis-Tris 20 mM, EDTA-2Na 0,1 mM (velocidad de  flujo: 0,8
mL/min)

Método de deteccion: conductividad eléctrica

Temperatura: 45°C

La pureza optica del acido L-lactico se determind por medio de HPLC en las siguientes condiciones:

Columna: TSK-gel enantio LI (nombre comercial registrado: fabricado por Toso Corporation)
Fase movil: solucién acuosa de sulfato de cobre 1 mM

Velocidad de flujo: 1,0 ml/min

Método de deteccion: UV254 nm

Temperatura: 30°C

La pureza optica del acido L-lactico se calcula de acuerdo con la siguiente férmula:
Pureza optica (%) = 100 x (L-D) / (L+D)

En la presente memoria, L representa la concentracion de acido L-lactico, y D representa la concentracion de acido
D-lactico.

Se detectd acido L-lactico y se detectd acido D-lactico sélo en una cantidad menor que el limite de deteccién por
medio de andlisis de HPLC. Los resultados anteriores demuestran que la cepa SU014 tiene capacidad para producir
acido L-lactico.

(Ejemplo de Referencia 2) Método de preparacion de membrana de separacion En la presente invencion, se utilizd
una membrana porosa preparada por el siguiente método como membrana de separacion.

Se utilizé una resina de poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF) como resina, un polietilenglicol (PEG) con un peso
molecular de aproximadamente 20.000 como agente formador de poros, N,N-dimetilacetamida (DMAc) como
disolvente y agua pura como no disolvente, y estos componentes se mezclaron con agitacion cuidadosa a una
temperatura de 90°C, para dar una solucion concentrada en la siguiente composicion:

° PVDF: 13,0% en peso

° PEG: 5,5% en peso

° DMAc: 78,0% en peso

. Agua pura: 3,5% en peso

La solucion concentrada se enfrio a una temperatura de 25°C y a continuacion se aplic6 como recubrimiento sobre
un tejido de fibra no tejida de poliéster (material base poroso) que tenia una densidad de 0,48 g/cm® y un espesor de
220 pm, y el tejido no tejido resultante se sumergio, inmediatamente después de la aplicacion, en agua pura a una
temperatura de 25°C durante 5 minutos y tres veces en agua caliente a una temperatura de 80°C para el lavado de
DMAc y PEG, para dar una membrana porosa (membrana de separacion) que tenia una capa de resina porosa. Se
observo un intervalo de 9,2 um x 10.4 um sobre la superficie de la capa de resina porosa en el lado en el que se
aplicé como revestimiento la solucién concentrada para la membrana de separacion En un microscopio electrénico
de barrido con un aumento de 10.000 veces, para mostrar que el diametro medio de todos los microporos
observados era de 0,02 ym. La permeabilidad al agua pura de la membrana de separacion evaluada fue 2 x 10°
m%(m?'s.Pa). La permeabilidad al agua se determiné a una diferencia de altura de 1 m, mediante el uso de agua
purificada con membrana RO a una temperatura de 25°C. La desviacion tipica del diametro medio de microporo fue
de 0,0055 ym y la rugosidad de la superficie de la membrana fue de 0,1 pm.

(Ejemplo de Referencia 3) Cultivo continuo de filtracion de la cepa de levadura que tiene una capacidad de
produccion de acido lactico mediante la utilizaciéon de una membrana de separacion

En la presente invencién, se llevd a cabo un cultivo continuo de filtracion mediante el uso de la cepa SU014
preparada en el Ejemplo de Referencia 1 y el aparato de cultivo continuo se muestra en la Figura 1. Se utilizd un
medio de fermentacién de acido lactico en la composicién mostrada en la Tabla 1 como medio. El medio se esterilizd
con vapor de agua a alta presion (2 atm) a una temperatura de 121°C durante 15 minutos antes de su uso. Se
utilizaron acero inoxidable y un molde de resina de polisulfona para los miembros del elemento de membrana de
separacion y se utilizé la membrana porosa preparada en el Ejemplo de Referencia 2 como membrana de
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separacion. Las condiciones operativas en el presente ejemplo son las siguientes, a menos que se especifique lo
contrario:

Volumen del volumen del tanque de reaccion: 2 (L)

Volumen del tanque de reaccion de fermentacion: 1.5 (L)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de PVDF (preparada en el Ejemplo de Referencia 2)
Area de filtracion efectiva del elemento de separacién con membrana: 120 cm?

Temperatura ajustada a: 30 (°C)

Tasa de ventilacion del tanque de reaccion de fermentacion: aire: 0,01 (L/min), gas nitrégeno: 0,19 (L/min)
Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: se ajustd a pH 5 con NaOH 1N

Antiespumante: un antiespumante esterilizado PE-L (fabricado por Wako Pure Chemical Industries) afiadido en una
cantidad de 200 yL cada 3 horas.

Esterilizacion: el tanque de cultivo que contiene un elemento de membrana de separacion y el medio utilizado fueron
esterilizados con vapor de agua a alta presion en un autoclave a 121°C durante 20 min.

[Tabla 1]

Glucosa 100 g/L
Sulfato de amonio 1,05 g/L
Base nitrogenada de levadura sin aminoacidos y sulfato de amonio 1,07 g/L
(fabricada por Difco)

18 Aminoacidos convencionales con exclusion de leucina y triptéfano 152 mg/L
Leucina 760 mg/L
Inositol 152 mg/L
Acido p-aminobenzoico 16 mg/L
Adenina 40 mg/L
Uracilo 152 mg/L

En primer lugar, la cepa SU014 se cultivd con sacudimiento en un tubo de ensayo que contenia 10 ml de un medio
de fermentacion de acido lactico durante la noche (prepreprecultivo). La solucién de cultivo obtenida se transfirié a
100 ml de un medio de fermentacién de acido lactico de nueva aportacion y la mezcla se cultivd con sacudimiento en
un matraz de 500 ml Sakaguchi durante 24 horas a 30°C (preprecultivo). La solucion de preprecultivo se sembré en
1,5 L de un medio de fermentacion de acido lactico (concentracion de glucosa: 70 g/L) colocado en el aparato de
cultivo continuo mostrado en la Figura 1, y la mezcla se cultivé durante 24 horas, mientras el tanque de reaccién 1 se
agitaba con un agitador adjunto de 5 a 400 rpm, como tasa de ventilacion, la temperatura y el pH del tanque de
reaccion 1 se ajustaron (precultivo). Inmediatamente después del pre-cultivo, el medio de fermentacion de acido
lactico se suministro a este de forma continua, y el acido lactico se produjo por medio de cultivo continuo, mientras
que la cantidad de fraccidon que penetraba a través de la membrana se controlé para mantener la cantidad de
solucién de fermentacion en el aparato de cultivo continuo constante a 1,5 L. Las concentraciones de acido lactico
producido y de glucosa residual en la soluciéon de fermentacion que han atravesado la membrana se determinaron
cuando fue necesario. El rendimiento de acido lactico/azlcar y la tasa de produccion de acido lactico se calcularon a
partir de las cantidades de acido lactico generado y de glucosa prima suministrada que se calculd a partir de la
concentracion de glucosa. La concentracion de glucosa se determind mediante el uso de la "Prueba de Glucosa
Wako C" (nombre comercial registrado) (fabricada por Wako Pure Chemical Industries). Como resultado, se
encontré que, aunque el cultivo continuo prosiguié constantemente durante un periodo de hasta 200 horas, el
rendimiento de acido lactico/azicar y la tasa de produccion de acido lactico se redujeron después de
aproximadamente 200 horas, debido a la disminucién de la concentracion de acido lactico acumulado.

(Ejemplo 1) Fluctuacién de la expresion génica durante el cultivo continuo
Para la evaluacion de la fluctuacion en la expresion génica durante el cultivo continuo en el Ejemplo de Referencia 3,

las muestras de solucién de cultivo se obtuvieron después de 70 y 210 horas desde el inicio del cultivo continuo del
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Ejemplo de Referencia 3 y se extrajeron los ARN totales de la levadura. En la extraccion del ARN total, la levadura
obtenida se suspendié en 10 ml de una solucién tampén para la homogeneizacion (tratado con acetato de sodio 50
mM (pH 5,3), EDTA DEPC 10 mM) a una DOeq de 0,2 y la mezcla se transfirié a un tubo de 50 ml. Se afiadieron
adicionalmente a la misma 500 yL de SDS al 20%; 12 ml de fenol (saturado con solucion de tampon de
homogeneizacion) previamente calentado a 65°C; y la mezcla se agité con un mezclador Voltex durante 5 segundos.
La mezcla se mantuvo a 65°C durante 4 minutos y después se enfrié rapidamente a la temperatura ambiente en un
bafo de hielo seco/etanol. Se centrifugd a la temperatura ambiente (5 min. 12000 G); el sobrenadante acuoso se
transfirid a un tubo separado de 50 ml; y a esto se le afiadio PCI (pH 5,3) en la misma cantidad para la extraccion. El
sobrenadante acuoso se transfirid a un tubo de 50 ml separado; se afiadio acetato de sodio 3 M (pH 5,3) en una
cantidad 1/10; y la mezcla se sometio a precipitacion con etanol. Las bolitas resultantes obtenidas se lavaron dos
veces con etanol del 80%, se secaron hasta su solidificacion y se disolvieron en agua libre de ARN, para dar una
muestra de ARN total.

Se determind la concentracion de la muestra de ARN total obtenida con un absorciémetro y se utilizé 1 pug de la
muestra para el analisis de micromatriz de ADN. La micromatriz de ADN se llevé a cabo utilizando "3D-Gen"
fabricado por Toray Industries Inc. de acuerdo con el protocolo adjunto. El escaner utilizado fue ScanArray Express
(PerkinElmer), y el escaneado se llevo a cabo bajo las condiciones de Cyanine 5 (valor de PMT: 55%) (para la
medicion de la intensidad de fluorescencia media después de 210 horas de cultivo) o Cyanine 3 (valor de PMT: 70%)
(para la medicién de la intensidad de fluorescencia media después de 70 horas de cultivo), para proporcionar una
imagen. La intensidad de la fluorescencia de cada mancha en la imagen obtenida se digitalizé por medio del soporte
légico GenePix Pro 5.0 (Axon Instruments), y se calculd el valor de la mediana. A continuacion, se calcul6 la
intensidad de fluorescencia media de todos los puntos en cada muestra.

Como resultado, el gen CDC19, el gen IPP1, el gen ARF1, el gen CUPS5, el gen RPL28, el gen TRX2, el gen
HSP104, el gen AHP1, YMR122W-A, el gen CIT1, el gen RPS15, el gen ALD4, YPL225W, el gen HSP26, el gen
PGK1, SED1 gen, el gen MFA1, HYP2 gen, el gen HSP12, el gen QCRG, el gen HXK1, el gen TDH3, el gen ENO1,
el gen BGL2, YJL133C-A, el gen QCRS, el gen FBA1, el gen CWP2, el gen CCW12, el gen TMA10, el gen SIP18, el
gen HOR7 , CCW14 gen y el gen PIR3 se confirman en la muestra después de 70 horas de cultivo como genes que
tienen una mayor intensidad de fluorescencia de mas de 10 veces o mas que la intensidad media de fluorescencia, y
el gen Cys3, el gen CDC48, LYS20 gen, el gen HSP31, ARG5,6 gen, el gen RPS24A, el gen RPL29, el gen RPL24A,
el gen ADH4, el gen MUP1, el gen RPL11B, THI4 gen, el gen RPL24B, el gen RPSO0A, el gen RPL27A, el gen
RPL16A, el gen RPS21B, el gen RPS5, el gen HOMG, el gen PDC5, THI7 gen, el gen MET17, el gen ECM40, el gen
ARG1, el gen ZPS1, el gen IDH2, el gen CDC19, el gen IPP1, el gen ARF1, el gen RPL28, el gen TRX2, el gen
HSP104, el gen AHP1, el gen CIT1, el gen RPS15, el gen ALD4, YPL225X y el gen CCW12 se confirmaron en la
muestra después de 210 horas de cultivo como genes que tiene una intensidad de fluorescencia de mas de 10 veces
0 mas que la intensidad de fluorescencia media por medio de lo cual el resultado referente al gen SED1 esta de
acuerdo con la invencién reivindicada todos los demas resultados no estan en el alcance de la invencién
reivindicada. Los resultados se resumen en la Tabla 2.

[Tabla 2]

Intensidad de fluorescencia media Intensidad de fluorescencia media

Muestra 70 horas Muestra 210 horas

(Cyanine 3) = 2527 (Cyanine 5) = 2560
Nombre del gen Intensidad de fluorescencia Nombre del gen Intensidad de fluorescencia
CDC19 32744 CYS3 31699
IPP1 31010 CDC48 48387
ARF1 32791 LYS20 26967
CUP5 48692 HSP31 65535
RPL28 32227 ARGb5.6 25938
TRX2 27127 RPS24A 25954
HSP104 37404 RPL29 31691
AHP1 36389 RPL24A 27070
YMR122W-A 26689 ADH4 29111
CIT1 38065 MUP1 36322
RPS15 33355 RPL11B 42975
ALD4 25334 THI4 65535
YPL225W 33524 RPL24B 60397
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Intensidad de fluorescencia media Intensidad de fluorescencia media

Muestra 70 horas (Cyanine 3) = 2527 Muestra 210 horas (Cyanine 5) = 2560

Nombre del gen Intensidad de fluorescencia Nombre del gen Intensidad de fluorescencia
HSP26 65535 RPSOA 25985
PGK1 45002 RPL27A 26848
SED1 65535 RPL16A 30035
MFA1 52959 RPS21B 41105
HYP2 58791 RPS5 26324
HSP12 59804 HOM®6 46392
QCRG6 40818 PDC5 65535
HXK1 65535 THI7 37815
TDH3 44578 MET17 65535
ENO1 47131 ECM40 35308
BGL2 40588 ARG1 25772
YJL133C-A 53171 ZPS1 43968
QCRS8 65535 IDH2 34806
FBA1 56999 CDC19 31238
CWP2 65535 IPP1 36610
CCw12 65535 ARF1 27340
TMA10(reservado) |52672 RPL28 26537
SIPI8 57587 TRX2 26762
HOR7 50590 HSP104 35829
CCw14 27043 AHP1 29875
PIR3 40635 CIT1 34931
RPS15 38663
ALD4 26524
YPL225W 27404
CCw12 32536

Los resultados identificaron los genes que se expresan en una cantidad mayor de 10 veces o mas que la cantidad de
expresion relativa media de todos los genes después de 50 horas desde el inicio del cultivo en cultivo continuo con la
filtracién simultanea de una cepa de levadura que tiene una capacidad para producir acido lactico.

(Ejemplo 2) Introduccion del gen Idh en el locus SED1 de acuerdo con la presente invencion, asi como los loci de los
genes, CWP2 y ENO1 que no estan en el alcance de la invencion.

Basandose en los resultados obtenidos en el Ejemplo 1, el gen Idh mostrado por el SEQ ID NO: 4 se introdujo en los
loci del gen SED1, el gen CWP2 y el gen ENO1.

En la introduccion del mismo en el locus del gen SED1, se amplificé un fragmento de PCR de 1,3 kb que contenia el
gen Idh derivado de Xenopus laevis y la secuencia de terminacion TDH3 mediante PCR utilizando pTRS 102
preparado en el Ejemplo de Referencia 1 como molde de amplificacion y los oligonucleétidos (SEQ ID NO: 10 y 14)
como conjunto de cebadores. El oligonucledtido del SEQ ID NO: 14 fue disefiado para afadir una secuencia
correspondiente a la secuencia de 60 pb aguas arriba del coddn de iniciaciéon del gen SED 1.

SEQ ID NO: 14:
tattgattta tagtegtaac tacaaagaca agcaaaataa aatacgtteg ctetattaag

atggcaactg tgaaggataa actca
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A continuacion, se amplificé un fragmento de PCR de aproximadamente 1,3 kb que contenia un gen HIS3 marcador
seleccionable de levadura mediante PCR utilizando el plasmido pRS423 como molde de amplificaciéon y los
oligonucleétidos (SEQ ID NO: 11 y 15) como conjunto de cebadores. El oligonucledtido del SEQ ID NO: 15 fue
disefiado para afadir una secuencia correspondiente a la secuencia de 60 pb aguas abajo del codén de terminacion
del gen SED1.

SEQ ID NO: 15:
aaaaaataac ataatactga aagaaagcat taagaaggcg gatgtgtcaa acaccaccgt

ctgtgeggta tttcacaceg

Cada fragmento de ADN se separ6 por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purific6 mediante un método
comun. Un fragmento de PCR de aproximadamente 2,6 kb que tenia conectado el gen Idh derivado de Xenopus
laevis, el terminador TDH3 y el gen HIS3 que tenia afiadidas las secuencias correspondientes a las secuencias de
60 pb aguas arriba y aguas abajo del gen SED1 respectivamente en los extremos 5 y 3 se amplificé mediante PCR
utilizando una mezcla de dos clases de fragmentos de aproximadamente 1,3 kb obtenidos de este modo como
molde de amplificacion y los oligonucleétidos (SEQ ID NO: 14 y 15) como conjunto de cebadores.

El fragmento de PCR se separé por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificé por un método comun, y
luego se transformo en la cepa SUO14, y se seleccion6é un transformante que tenia el gen Idh derivado de Xenopus
laevis incorporado en un sitio aguas abajo del promotor del gen SED1 en el cromosoma por cultivo en un medio
exento de histidina.

El hecho de que el transformante obtenido de este modo sea una levadura que tiene el gen Idh derivado de Xenopus
laevis incorporado en un sitio aguas abajo del promotor del gen SED1 en el cromosoma se confirmo de la siguiente
manera: En primer lugar, el ADN del genoma del transformante se preparé mediante el uso de un kit de extraccion
de ADN de genoma Gentorukun (fabricado por Takara Bio Inc.) y la produccion de un fragmento de ADN de
amplificacion de aproximadamente 2,9 kb se confirmé mediante PCR utilizandolo como molde de amplificacion y los
oligonucleétidos (SEQ ID NO: 16 y 17) como conjunto de cebadores. Los no transformantes proporcionan un
fragmento de ADN de amplificacion de aproximadamente 1,4 kb por medio de PCR. En lo sucesivo, el transformante
que tiene el gen Idh derivado de Xenopus laevis incorporado en un sitio aguas abajo del promotor del gen SED1 en
el cromosoma sera referido como cepa SU015.

SEQ ID NO: 16:

tagattggec gtaggggetg
SEQ ID NO: 17:

cacgcaacge gtaagaaaca

Posteriormente, en la introduccion en el locus del gen CWP2 que no esta en el alcance de la presente invencion, se
amplifico el fragmento de PCR de 1,3 kb que contenia el gen Idh derivado de Xenopus laevis y la secuencia de
terminacion TDH3, mediante PCR utilizando el pTRS102 preparado en el Ejemplo de Referencia 1 como molde de
amplificacion y los oligonucleétidos (SEQ ID NO: 10 y 18) como conjunto de cebadores. El oligonucleétido del SEQ
ID NO: 21 fue disefiado para afadir una secuencia correspondiente a la secuencia de 60 pb aguas arriba del codon
de iniciacion del gen CWP2.

SEQ ID NO: 18:
cttctcataa tcaagaataa ataacttcat cacattcget acacactaac aagaaaaaaa

atggcaactg tgaaggataa actca

Posteriormente, el fragmento de la PCR de 1,3 kb que contenia un gen HIS3 marcador seleccionable de levadura se
amplificé mediante PCR utilizando el plasmido pRS423 como molde de amplificacion y los oligonucleétidos (SEQ ID
NO: 11 y 19) como conjunto de cebadores. El oligonucleétido del SEQ ID NO: 19 fue disefiado para afiadir una
secuencia correspondiente a la secuencia de 60 pb aguas abajo del codon de terminacion del gen CWP2.

SEQ ID NO: 19:
ctagtaaaac cgaaaatttt gaaaaaagcc atatagatat tataaaaaat cagagatttc

ctgtgeggta tttecacaceg

Cada fragmento de ADN se separ6 por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificé por un método comun. El
fragmento de PCR de aproximadamente 2,6 kb que tenia el gen Idh derivado de Xenopus laevis conectado, el
terminador TDH3 y el gen HIS3 que tenia secuencias afiadidas correspondientes a las secuencias de 60 pb aguas
arriba y aguas abajo del gen CWP2 respectivamente en los extremos 5 y 3 se amplificd por PCR utilizando una
mezcla de los dos tipos de fragmentos de aproximadamente 1,3 kb como molde de amplificacion y los
oligonucleétidos (SEQ ID NO: 18 y 19) como conjunto de cebadores.

El fragmento de PCR se separo por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificé por un método comun; se
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transformé en la cepa SU014; y una cepa transformante que tenia el gen Idh derivado de Xenopus laevis
incorporado en un sitio aguas abajo del promotor del gen CWP2 en el cromosoma fue seleccionado por cultivo en un
medio exento de histidina.

El hecho de que el transformante obtenido de este modo sea una levadura que tiene el gen Idh derivado de Xenopus
laevis incorporado en un sitio aguas abajo del promotor del gen CWP2 en el cromosoma se confirmé de la siguiente
manera: En primer lugar, se preparé el ADN del genoma del transformante mediante el uso de un kit de extraccion
de ADN del genoma Gentorukun (fabricado por Takara Bio Inc.), y se encontré por PCR, utilizandolo como un molde
de amplificacion y los oligonucledtidos (SEQ ID NO: 20 y 21) como conjunto de cebadores, que se habia obtenido un
fragmento de ADN de amplificacién de aproximadamente 2,9 kb. Los no transformantes proporcionan un fragmento
de ADN de amplificacién de aproximadamente 0,7 kb por medio de PCR. En lo sucesivo, el transformante que tiene
el gen Idh derivado de Xenopus laevis en un sitio aguas abajo del promotor del gen CWP2 en el cromosoma sera
referido como cepa SU016 que no esta en el alcance de la presente invencion.

SEQ ID NO: 20:

aaacagagaa atgtaacgtt
SEQ ID NO: 21:
cattcgaaga gaaatcacag

Posteriormente, en la introduccion en el locus del gen de ENO1 que no esta en el alcance de la presente invencion,
un fragmento de PCR de 1,3 kb que contenia el gen Idh derivado de Xenopus laevis y la secuencia de terminacion
TDH3 se amplific6 mediante PCR utilizando el pTRS102 preparado en el Ejemplo de Referencia 1 como molde de
amplificacion y los oligonucleétidos (SEQ ID NO: 10 y 22) como cebador. El oligonucleétido del SEQ ID NO: 22 fue
disefiado para afadir una secuencia correspondiente a la secuencia de 60 pb aguas arriba del codén de inicio del
gen ENO1.

SEQ ID NO: 22:
ctagctattt ttcataaaaa accaagcaac tgcttatcaa cacacaaaca ctaaatcaaa

atggcaactg tgaaggataa actca

Con posterioridad, se amplificé un fragmento de PCR de aproximadamente 1,3 kb que contenia un gen marcador
seleccionable URA3 de levadura mediante PCR utilizando el plasmido pRS426 como molde de amplificacion y los
oligonucleétidos (SEQ ID NO: 11 y 23) como conjunto de cebadores. El oligonucledtido del SEQ ID NO: 23 fue
disefiado para afadir una secuencia correspondiente a la secuencia de 60 pb aguas abajo del codén de terminacion
del gen ENO1.

SEQ ID NO 23:
gaaaatgaaa taaatgacaa aaaaacgtgt tttttggact agaaggctta atcaaaaget

ctgtgeggta tttcacaccg

Cada fragmento de ADN se separ6 por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificé por un método
comun. Un fragmento de PCR de aproximadamente 2,6 kb que tenia conectado el gen Idh derivado de Xenopus
laevis, el terminador TDH3 y el gen URA3 que tenia secuencias afiadidas correspondientes a las secuencias de 60
pb aguas arriba y aguas abajo del gen ENO1 respectivamente en los extremos 5 y 3, se amplifico por PCR utilizando
una mezcla de los dos tipos de fragmentos de 1,3 kb obtenidos como molde de amplificacion y los oligonucleétidos
(SEQ ID NO: 22 y 23) como conjunto de cebadores.

El fragmento de la PCR se separé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificd mediante un método
comun, y a continuacion se transformé en la cepa SU014, y se selecciond un transformante que tenia el gen Idh
derivado de Xenopus laevis incorporado en un sitio aguas abajo del promotor del gen ENO1 sobre el cromosoma
mediante cultivo en un medio libre de uracilo.

El hecho de que el transformante asi obtenido sea una levadura que tiene el gen Idh derivado de Xenopus laevis
incorporado en un sitio aguas abajo del promotor del gen ENO1 en el cromosoma se confirmd de la siguiente
manera: En primer lugar, se prepard el ADN del genoma del transformante utilizando un kit de extraccion de ADN del
genoma Gentorukun (fabricado por Takara Bio Inc.), y se encontré que se habia preparado un fragmento de ADN de
amplificacion de aproximadamente 2,9 kb mediante PCR utilizandolo como molde de ampilificacion y los
oligonucleétidos (SEQ ID NO: 24 y 25) como conjunto de cebadores. Los no transformantes proporcionan un
fragmento de ADN de amplificacion de aproximadamente 1,7 kb mediante PCR. En lo sucesivo, el transformante que
tenia el gen Idh derivado de Xenopus laevis incorporado en un sitio aguas abajo del gen ENO1 en el cromosoma
sera referido como cepa SU017 que no esta en el alcance de la presente invencion.

SEQ ID NO: 24:
aaggtatgce tcteecegga
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SEQ ID NO: 25:
cggatacacg cgtcaccaca

Con posterioridad, el gen Idh derivado de Xenopus laevis se introdujo en el locus del gen ENO1 de la cepa SU015.
La introduccion del gen Idh derivado de Xenopus laevis en el locus del gen ENO1 de la cepa SUO015 vy la
confirmacién de la misma se llevaron a cabo de una manera similar al método descrito anteriormente, para la
preparacion de la cepa SU017, excepto que la cepa SUO14 se remplazé por la cepa SU015. El transformante
obtenido sera referido como cepa SU018.

(Ejemplo 3) Preparacion de cepa 2 de levadura productora de acido lactico.

3-1 Clonacion de genes Idh derivados de ser humano y Leuconostoc mesenteroides. A continuacion, los genes Idh
derivados de ser humano y Leuconostoc mesenteroides mostrados en los SEQ ID NO: 5 y 6 fueron clonados. En
primer lugar, se describira a continuacion el método de clonacién del gen Idh derivado de ser humano:

Se cultivd una linea celular de cancer de mama (MCF-7) y se recuperd; el ARN total de la misma se extrajo
utilizando el reactivo TRIZOL (fabricado por Invitrogen); y los ADNc se prepararon en una reaccion de transcripcion
inversa utilizando SuperScript Choice System (fabricado por Invitrogen) utilizando el ARN total como molde. Estas
operaciones se llevaron a cabo de forma detallada respectivamente de acuerdo con los protocolos adjuntos. Los
ADNCc obtenidos se utilizaron como moldes de amplificacion en la siguiente PCR.

El gen Idh fue clonado mediante PCR con polimerasa KOD-Plus utilizando los ADNc obtenidos por las operaciones
como molde de amplificacion y los oligonucleétidos de los SEQ ID NO: 26 y 27 como conjunto de cebadores. Cada
fragmento de amplificaciéon de PCR se purifico; el extremo del mismo se fosforild6 por medio de polinucledtido
quinasa de T4 (fabricada por Takara Shuzo Co., Ltd.) y se ligé a un vector pUC118 (previamente escindido con la
enzima de restriccion Hindll y desfosforilado en la superficie del corte). La ligacion se llevo a cabo utilizando un kit de
ligacion de ADN Ver.2 (fabricado por Takara Shuzo Co., Ltd.). Se obtuvo un plasmido que contenia un gel Idh
derivado de ser humano subclonado (nimero de acceso; AY009108, SEQ ID NO: 5) transformando E. coli DH5a con
el plasmido ligado producto y recuperando el ADN plasmidico. El plasmido pUC118 que tenia el gen Idh obtenido
insertado en él fue digerido con las enzimas de restriccion Xhol y Notl, y cada fragmento de ADN obtenido fue
insertado en un vector de expresion de levadura pTRS11 en los sitios de escisién Xhol/Notl, para dar un plasmido
que expresaba el gen Idh derivado de ser humano pTRS48.

En lo sucesivo, se describira el método de clonacion del gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides.

El gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides se cloné mediante la sintesis total del gen al cual se aplica el
método de PCR, con referencia a la secuencia (SEQ ID NO: 6) descrita en Res. Microbiol, 146, 291-302 (1995). Se
afnadid la secuencia de reconocimiento de Xhol en el extremo terminal 5 y la secuencia de reconocimiento de Notl en
el extremo terminal 3 durante la sintesis total, y el fragmento de PCR se sometié a clonacién de TA en el vector
pTA2. La ligacion se llevo a cabo utilizando un kit de ligacién de ADN Ver.2 (fabricado por Takara Shuzo Co., Ltd.).
Se obtuvo un plasmido que tenia el gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides subclonado (SEQ ID NO: 6)
transformando E. coli DH5a con el plasmido de ligacion producto y recuperando el ADN plasmidico. El plasmido
pTA2 que contenia el gen Idh insertado obtenido se digirid con las enzimas de restriccion Xhol y Notl, y cada
fragmento de ADN obtenido se insertd en el vector de expresion de levadura pTRS11 en el sitio de escision
Xhol/Notl, para dar un plasmido pTRS152 que expresa el gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides.

3-2 Introduccion de genes Idh derivados de ser humano y Leuconostoc mesenteroides en el cromosoma

Con posterioridad, se introdujeron los genes Idh de los SEQ ID NO: 5y 6 en los loci del gen PDCH1, el gen SED1, el
gen CWP2 y el gen ENO1 por medio de lo cual el gen SED1 esta de acuerdo con la invencién reivindicada.

Por medio de una PCR en la que se utilizaban los plasmidos pTRS48 y pTRS152 como moldes de amplificacion y
los oligonucleétidos de los SEQ ID NO: 28 y 10 (pTRS48) y de los SEQ ID NO: 29 y 10 (pTRS152) como conjuntos
de cebadores, se amplificaron un fragmento de ADN que tenia las secuencias de terminacion del gen Idh derivado
de ser humano de 1,3 kb y el gen TDH3 derivado de Saccharomyces cerevisiae y un fragmento de ADN que
contenia las secuencias de terminacion del gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides y el gen TDH3 derivado
de Saccharomyces cerevisiae. También por medio de PCR, utilizando el plasmido pRS424 como molde de
amplificacion y los oligonucledtidos de los SEQ ID NO: 11 y 12 como conjunto de cebadores, se amplificé un
fragmento de ADN que contenia un gen TRP1 derivado de Saccharomyces cerevisiae de 1,2 kb. Cada fragmento de
ADN se separé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5% y se purificé mediante un método comun. Cada
uno de los productos obtenidos mediante PCR utilizando una mezcla del fragmento de 1,3 kb y el fragmento de 1,2
kb asi obtenido como molde de amplificacion y los oligonucleétidos de los SEQ ID NO: 28 y 12 y los SEQ ID NO: 29
y 12 como conjuntos de cebadores se separé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, y se produjeron un
fragmento de ADN de 2,5 kb que tenia un gen TRP1 conectado a un gen de LDH derivado de ser humano y un
fragmento de ADN de 2,5 kb que tenia el gen TRP1 conectado al gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides
mediante un método comun. Se transformo una cepa de levadura en gemacion NBRC 10505 con el fragmento de
ADN de 2,5 kb mediante un método comun, para que no requiriera triptéfano.
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El hecho de que el transformante asi obtenido sea una levadura que tiene el gen Idh derivado de ser humano o el
gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides introducido en un sitio aguas abajo del promotor del gen PDC1 en
el cromosoma que no esta en el alcance de la invencién reivindicada se confirmé mediante un método similar al
método del Ejemplo de Referencia 1.

A continuacién, mediante un método similar al del Ejemplo de Referencia 1, se prepar6 una cepa de levadura que
tenia un gen Idh derivado de ser humano o de Leuconostoc mesenteroides introducido en un sitio aguas abajo del
promotor del gen PDC1 en el cromosoma y que tenia una mutacion sensible a la temperatura en el gen pdc5. Seran
referidos respectivamente como cepas SU019 y SU024 que no estan en el alcance de la invencion reivindicada.

La introduccion en el locus SED 1 de acuerdo con la invencion, asi como los loci de los genes CWP2 y ENO1 que
no estan en el alcance de la mencion reivindicada se realizé mediante un método similar al descrito en el Ejemplo 2,
excepto que los cebadores se alteraron. Los cebadores alterados se describiran a continuacion.

Cebador para la introduccion en el locus del gen SED1

Se llevo a cabo la PCR, se utilizd el cebador mostrado por el SEQ ID NO: 30, remplazando el cebador mostrado por
el SEQ ID NO: 14 utilizado en el Ejemplo 2 en el caso del gen Idh derivado de ser humano, y se utilizé el cebador
mostrado por el SEQ ID NO: 33 en el caso del gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides, y las cepas SU019
y SU024 se transformaron, utilizando el fragmento de PCR obtenido, respectivamente para que no requiriera
histidina. Los transformantes obtenidos seran referidos respectivamente como cepa SU020 (que contenia el gen Idh
derivado de ser humano introducido) y la cepa SU025 (que contenia el gen Idh derivado de Leuconostoc
mesenteroides introducido).

Cebador para la introduccion en el locus del gen CWP2 que no esta en el alcance de la mencion reivindicada

Se llevo a cabo la PCR, se utilizd el cebador mostrado por el SEQ ID NO: 31, remplazando el cebador mostrado por
el SEQ ID NO: 18 utilizado en el Ejemplo 2 en el caso del gen Idh derivado de ser humano y se utilizé el cebador
mostrado por el SEQ ID NO: 34 en el caso del gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides, y las cepas SU019
y SU024 se transformaron, utilizando el fragmento de PCR obtenido, respectivamente para que no requiriera
histidina. Los transformantes obtenidos seran referidos respectivamente como cepa SU021 (que contenia el gen Idh
derivado de ser humano introducido) y la cepa SU026 (que contenia el gen Idh derivado de Leuconostoc
mesenteroides introducido).

Cebador para la introduccion en el locus del gen ENO1 que no esta en el alcance de la invencion reivindicada

Se llevo a cabo la PCR, se utilizd el cebador mostrado por el SEQ ID NO: 32, remplazando el cebador mostrado por
el SEQ ID NO: 22 utilizado en el Ejemplo 2 en el caso del gen Idh derivado de ser humano y se utilizé el cebador
mostrado por el SEQ ID NO: 35 en el caso del gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides, y las cepas SU019
y SU024 se transformaron, utilizando el fragmento de PCR obtenido, respectivamente para que no requiriera uracilo.
Los transformantes obtenidos seran referidos respectivamente como cepa SU022 (que contenia el gen Idh derivado
de ser humano introducido) y la cepa SU027 (que contenia el gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides
introducido). Ademas, las cepas SU020 y SU025 se transformaron de una manera similar para que no requiriera
uracilo, para dar respectivamente la cepa SU023 (que contenia el gen Idh derivado de ser humano introducido) y la
cepa SU028 (que contenia el gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides introducido).

(Ejemplo 4) Ensayo de fermentacion de acido lactico mediante cultivo por lotes que no esta en el alcance de la
invencion reivindicada

Los ensayos de fermentacion de acido lactico se llevaron a cabo por medio de cultivo por lotes, mediante el uso de
la cepa obtenida en el Ejemplo de Referencia 1 (SU014) y las cepas SU015 a SU028 obtenidas en los Ejemplos 2 y
3. El medio de fermentacion de acido lactico mostrado en la Tabla 1 se colocé en un tubo de ensayo de 10 mL, y
cada una de las cepas SU014 a SU028 en pequefia cantidad se inoculd alli, y la mezcla se cultivé durante la noche
a 30°C (preprecultivo). A continuacion, se colocaron 100 m del medio de fermentacion de acido lactico de nueva
aportacion mostrado en la Tabla 1 en un matraz Erlenmeyer de 500 mL, y cada solucién de preprecultivo se sembré
alli en la cantidad total, y la mezcla se cultivé con agitacion a 30°C durante 24 horas (precultivo). Posteriormente,
cada una de las soluciones de precultivo después de precultivo durante 24 horas, se afiadié en la cantidad completa
en un fermentador de mini-jarra (fabricado por Marubishi Bioengineering, volumen: 5L) que contenia 1 L del medio
de fermentacion de acido lactico mostrado en la Tabla 1, y la mezcla se cultivd a una velocidad de agitacion
constante (120 rpm), velocidad de ventilacion (0,1 L/min), temperatura (30°C) y pH (pH 5) (cultivo principal). La
solucion se neutralizé con NaOH 1 N, y la velocidad de alimentacion se controlé midiendo el cambio de peso con
una balanza. La solucién de cultivo después del cultivo principal durante 40 horas se centrifugo, y el sobrenadante
obtenido se filtr6 a través de la membrana, la concentracién de acido lactico acumulado se calculd por el método
descrito en el Ejemplo de Referencia 1. La concentracion de glucosa se determiné mediante el uso del "Ensayo de
Glucosa Wako C" (nhombre comercial registrado, fabricado por Wako Pure Chemical Industries).

Los rendimientos de acido lactico/azucar calculados a partir de los resultados de medicion se muestran en la Tabla
3. La pureza optica del acido lactico se determiné por el método descrito en el Ejemplo de Referencia 1, que muestra
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que solamente se detecta acido L-lactico y el acido D-lactico estaba contenido en una cantidad menor que el limite
de deteccion en el caso de las cepas SU014 a SU023, mientras que solamente se detectd acido D-lactico y el acido
L-lactico estaba contenido en una cantidad menor que el limite de deteccion en el caso de cepas SU024 a SU028;
por medio de lo cual las cepas SU015, SU018, SU020 y SU025 estan en de acuerdo con la invencion reivindicada

[Tabla 3]

Nombre de la cepa | SU014 | SUO15 | SUO16 | SUO17 | SU018 | SUO19 | SU020 | SU021
Rendimiento de

e e o 53 58 57 61 62 40 45 43
acido lactico (%)
Nombre de la cepa | SU022 | SU023 | SU024 | SU025 | SU026 | SU027 | SU028
- 47 49 38 42 40 44 45

Los resultados confirmaron que, en cultivo continuo de acuerdo con la invencién reivindicada, con filtracion
simultanea de una cepa de levadura que tiene una capacidad de producir acido lactico, el acido lactico se obtiene
con un rendimiento superior en las cepas SU015 a SU018 que estan de acuerdo con la invencion reivindicada ,pero
también por las cepas SU017 que no estan en el alcance de la invencion reivindicada (cepas con el gen Idh derivado
de Xenopus laevis introducido), las cepas SU020 a 024 (cepas con el gen Idh derivado de ser humano introducido) y
las cepas SU025 a 028 (cepas con el gen Idh derivado de Leuconostoc mesenteroides introducido), es decir,
levaduras que tienen un casete que expresa lactato deshidrogenasa introducido que tiene un gen Idh en un sitio
aguas abajo del promotor de un gen que tiene una cantidad expresion mayor en 10 veces o mas que la cantidad de
expresion relativa media de todos los genes después de 50 horas desde el inicio del cultivo, que las cepas SU014,
SU019 y SU024, por medio del cual las cepas SU015, SU018, SU020 y SU025 estan de acuerdo con la invencion
reivindicada.

(Ejemplo 5) Ensayo de fermentacion de acido lactico mediante cultivo continuo

El cultivo continuo de filtracién se llevé a cabo en el aparato de cultivo continuo se muestra en la Figura 1, mediante
el uso de cepas de levadura transformantes SU015 a SU028 obtenidas en los Ejemplos 2 y 3. El medio usado era un
medio de fermentacion de acido lactico en la composicion mostrada en la Tabla 1, cuya concentracion de glucosa se
cambio a 70 g/L. El medio se esterilizé6 por medio de vapor de agua a alta presion (2 atm.) a una temperatura de
121°C durante 15 minutos antes de su uso. Se utilizaron acero inoxidable y un molde de resina de polisulfona para
los miembros de elemento de membrana de separacion. La membrana de separacion utilizada fue la membrana
porosa preparada en el Ejemplo de Referencia 2. La condicion operativa en el presente ejemplo es la siguiente, a
menos que se especifique lo contrario:

Volumen del tanque de reaccion: 2 (L)

Volumen del tanque de reaccion de fermentacion: 1,5 (L)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion PVDF (preparada en el Ejemplo de Referencia 2)
Area de filtracion efectiva del elemento de separacién con membrana: 120 cm?

Temperatura ajustada a: 30 (°C)

Velocidad de ventilacion del tanque de reaccion de fermentacion: aire: 0,01 (L/min), gas nitrogeno: 0,19
(L/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 800 (rpm)
Ajuste del pH: se ajustd a pH 5 con hidréxido de calcio 5N

Antiespumante: se afiadié un antiespumante esterilizado PE-L (fabricado por Wako Pure Chemical Industries)
en una cantidad de 200 pL cada 3 horas

Esterilizacion: el tanque de cultivo que incluia elementos de membrana de separacion y el medio utilizado
fueron todos esterilizados bajo vapor de agua a alta presién en un autoclave a 121°C durante 20 min.

En primer lugar, se cultivé cada una de las cepas SU015 a SU028 durante la noche en un tubo de ensayo que
contenia 10 ml del medio de fermentacién de acido lactico mostrado en la Tabla 1 (prepreprecultivo). La solucion de
cultivo obtenida se sembré en la cantidad completa a 100 ml de medio de fermentaciéon de acido lactico de nueva
aportacion mostrado en la Tabla 1 y la mezcla se cultivd con agitacion en un matraz de 500 ml Sakaguchi durante 24
horas a 30°C (preprecultivo). La solucidon de preprecultivo se afiadié a 1,5 L del medio de fermentacién de acido
lactico en el aparato de cultivo continuo mostrado en la Figura 1, y la mezcla se cultivé durante 24 horas, mientras
que el tanque de reaccion 1 se agitaba por un agitador adjunto de 5 a 400 rpm y la velocidad de ventilacion, la
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temperatura y el pH del tanque de reaccion 1 se ajustaron (precultivo). Inmediatamente después del pre-cultivo, €l
medio de fermentacion del acido lactico se suministré continuamente al mismo, y el acido lactico fue producido
mediante cultivo continuo, mientras se controlaba la cantidad de penetracion de membrana para hacer que el
volumen de la solucién de fermentacion en el aparato de cultivo continuo se mantuviera constante a 1,5 L. Las
concentraciones de acido lactico producido y de glucosa residual en la solucién de fermentacion que penetra a
través de la membrana se verificaron segun fue necesario. La concentracion de acido lactico acumulado se
determiné por el método descrito en el Ejemplo de Referencia 1 y la concentracion de glucosa se determind
mediante el uso del "Ensayo de Glucosa Wako C" (nombre comercial registrado, fabricado por Wako Pure Chemical
Industries).

El rendimiento de acido lactico/azlcar y la tasa de produccion de acido lactico, tal como se calcula a partir del acido
lactico y de la glucosa suministrados, calculada a partir de la concentracion de glucosa, se resumen en las Tablas 4
y 5, junto con los resultados obtenidos en el Ejemplo de Referencia 1, por medio de lo cual SU015, SU018, SU020 y
SU025 estan de acuerdo con la invencion reivindicada. El calculo se hizo de acuerdo con la Férmula 3, y el tiempo
en la Tabla es el tiempo transcurrido después del comienzo del cultivo.

[Tabla 4]
Nombre de |Rendimiento de &cido lactico (%)
12 8P 50-100 horas | 100-150 horas | 150-200 horas | 200-250 horas | 250-300 horas
Ejemplo de referencia 1 |SU014 65 75 66 45 20
SuU015 68 73 72 70 67
SuUo16 67 74 72 69 65
SuUo17 70 73 75 73 70
Suo18 75 80 82 82 79
SuU019 51 63 57 38 18
SuU020 54 65 63 60 62
Ejemplo 4 SuU021 53 62 62 58 56
Su022 57 66 68 65 63
Su023 60 70 68 68 70
SuU024 45 54 50 33 15
SuU025 48 58 55 54 56
SuU026 48 57 55 53 52
Suo027 50 60 59 59 57
Su028 52 63 64 61 62
[Tabla 5]
Nombre de | Velocidad de produccion de acido lactico (g/L/h)
la cepa 50 horas [100 horas |150 horas |200 horas |250 horas |300 horas
Ejemplo de referencia 1 SuU014 2,5 3.1 3.1 2,6 1,7 0,8
SuU015 2,9 3,1 3 3 2,8 2,5
SuUo16 2,9 3 3 3 2,8 2,5
SuUo017 2,9 3,1 3,1 3,1 3 2,9
Ejemplo 4 Suo18 3,1 3,3 3,4 3,4 3,4 3,2
SuU019 1,8 2,0 2,3 2,1 1,4 0,5
SuU020 1,9 2,2 2,5 2,4 2,3 2,4
SuU021 2,0 2,2 2,3 2,2 2,0 1,9
Su022 2,1 2,4 2,6 2,5 2,4 2,4
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Nombre de | Velocidad de produccion de acido lactico (g/L/h)

la cepa 50 horas |100 horas |150 horas |200 horas |250 horas |300 horas
SuU023 2,2 2,6 2,7 2,7 2,6 2,7
SuU024 1,4 1,6 1,8 1,7 1,2 0,5
SuU025 1,6 2,0 2,1 1,9 1,8 1,9
SU026 1,6 1,8 1,9 1,9 1,8 1,8
Su027 1,7 2,1 2,2 2,0 2,0 1,9
SuU028 1,8 2,3 2,4 2,3 2,2 2,2

Los resultados mostraron que, en cultivo continuo con filtraciéon simultanea de una cepa de levadura que tiene una
capacidad de producir acido lactico, el acido lactico puede ser producido con un alto rendimiento y una alta velocidad
de produccion constante durante un maximo de 300 horas por las cepas SU015 a SU018, las cepas SU020 a SU023
y las cepas SU025 a SU028, es decir, levaduras que tiene un casete que expresa lactato deshidrogenasa
introducido que tiene un gen Idh en un sitio aguas abajo del promotor de un gen que tiene una cantidad de expresion
10 veces mayor o mas que la cantidad de expresion relativa media de todos los genes después de 50 horas desde el
inicio del cultivo, por medio de lo cual SU015,SU018,SU020 y SU025 estan de acuerdo con la invencion
reivindicada. Por otra parte, el rendimiento y la velocidad de produccién de acido lactico disminuyeron rapidamente
después de 200 horas, cuando se utilizé la cepa del Ejemplo de Referencia 1 (SU014) o una cepa SU019 o SU024.
Ademas, la medicion de la pureza o6ptica de cada muestra por el método descrito en el Ejemplo de Referencia 1
mostré que solamente se detecta acido L-lactico y el acido D-lactico esta presente en una cantidad menor que el
limite de deteccién en el caso de cepas SU014 a SU023, mientras que solamente se detecta acido D-lactico y el
acido L-lactico esta presente en una cantidad menor que el limite de deteccién en el caso de cepas SU024 a SU028,
por medio de lo cual SU025 esta de acurdo con la invencion reivindicada.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110 Toray Industries, Inc.

=120= Casete de expresion para Lactato Deshidrogenasa, Levadura Transformada

v Método para Producir Acido Lactico

<130> 08089
<160> 33

<170> Patentln version 3.1

<210= 1

<211> 1000

<212> ADN.

<213> Saccharomyces cerevisiae

=<400=> 1

aggatittaa totpttprap ttaaggtgaa tacgtttite catattgggy tatgeagete 60
gpancetanap tegtatgtae acateccete aageacacce attaccctta taggattaat 120
gtoageaaca pettacacgg aattyganat actattcaac gatcoatgea tetgecagat 180
tegpgacatge atatteceoa attgpgatata gaaaattaac gtaagpeagt atcttttcac 240
aatptactty cancgeggeg acttaaagtt gaagtacaac clgcageage ggetttttgt 300
acggtacgee aaactgicaa tggataatal tgoeglagace gaaaanggta atccteaaca 360
ctacecgtze tgzatgacet anageagtaa tattggttgg aattatetee cagacggeac 420
cgtetecocg agaaagetta gocccgaget ctacctteea tacaccacty attgotecac 480
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gteatgegee ctictttepa ggacaaaaag geatatateg ctasaating cecatcagane 540
cpttattgtt attatattit cattacgaaa FREEZREARER cccagogege cagageacae 600
acpgteattg attactttat ttpgetanag atecntocet totogatpte atetetttoe 660
attettgtet atttttpatt gaaaatgatt tittetecae tantttctan anataagaca 720
aaaapgccttt aageagtitt teatecattt tactacyeta aaatgaatta gtacggtatg 730
goteceagte goattattit tagattggee gtaggggety gggtagaact agagtaagga 840
acattgotet gooctettit gaactgteat ataaatacct gacetattit attetecatt 900
ategtattat cteacctebe tetttctatt ctettgtaat tattgattta tagtegtaac 960
tacasagaca agcaaaataa aatacgtteg ctetattaag 1000

<210> 2

<211=> 1000

<212> ADH

<213> Saccharomyces cerevisiae

=400> 2

ctaatagaca aggtgetaty agtgaatige tagectecee titttatttt gtgegpteac 60
cgcaagegac aaagettttc ttagraaace gtetgagang cataacgtac geeateecet 120
apacatatts ataatpetac agatactatp ctoctegtot ttttttgacy accettttat 120
tgcaatgtpe aactaatgpe aaacaaccac atagtateac agtattacat tgectecace 240
Fatecppatp ttagpzopee aagtototen tpaagoatgt teotgteata atetbgtatg 300
caaaataccg cpttotgope cactpataty ctaggeagea geaacctatg cagaagattg 360
cttttoocae goctgttita cptotecagy geacttgana caatgeageg ategeogeea 420
cascacgoea angagasgep anagtgggee tgggeggect cagtitegge agaggtaaac 480
aacacgaact gaactgectt agoteegang gpeaattcea caggeactee geggggeceg 540
gocaappece aaaaggegty gaatatpege gttttgggee cataacacer agtaccacgg 600
coggaacgpg ccatataata agtttttcac tetcaagaat ggtaaacgta aataggaaca 660
teccactace ctagaaattg cggaaatttc gogettatea ttagaaaate tggaaccgte 720
etttticcte ritettgeat ttoeotttoe gtattattge catictitaa ctgeatttgg 780
gEadccgtag accagaages anacagagaa atgtaacgtt ctaaaassas ascascgaaa 840
aaattgaaaa ataagataca ataatcgtat ataaatcagg cticttgtic atcattitea 900
attetettct tgocateoct ttboctatet thgtbottit cttcteataa teaagaataa 960
ataacttcat cacattoget acacactaac aagaaaaaaa 1000

<210= 3
<211= 1000
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<2]1%> ADH

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400 3

tagaaageat actatactat tegacactte ctitcaatee tggaattaac agteactitt 60
aapaaagaca tetaccgtga aggtgecgta gagtategeg ttaccatate gecaaaaact 120
gatatacges gogganacca ggcaaacaat tgaanagaaa aattttgage anctetetge 180
atcgaapeeg totagagtta ceactagten gatgecpegg goacttgage accteatpea 240
capcaatanc acaacacaat grttagtage aacctzaatt cggteattga tgeatgeatg 300
tgccgtgaag cEggacance aganaagteg totataaaty cocggeacygty cpatcategt 360
gEcgegettt tangagtpea tateacanat tgtegeatta cogeggaace gecagatatt 420
cattacttga cgeamaagep titganatan tpacpaaans gasggangaa anaaaaagaa 480
aaataceget tetapgegeg ttatetactg atcegagett coactaggat ageacecaan 540
cacctgeata tttggacgac ctitacttiac accacenana accactitog cetetoccge GO0
coctgataac gtecactaat tgagegatta cotgageggt cetettitgt Ugeageatg 660
agacttgcat actgcaaate gtaagtagea acgtetcang glenanaclyg tatggaaace T20
ttpteaccte acttaattet agctageeta coctgeaagt caagagetet cogtgatice 780
tageeaccte aagptatgoe totecccgEa aactgtggee ttttetggea cacatgatet 840
coacgattte aacatataaa tagettttga taatggeaat attaateaaa titattttac 900
ttctttotty taacatctot cttgtaatee cttatteett ctagetattt ttcatanaaa 960

accaageaac tpettatcaa cacacaaaca ctaaateaaa 1000

=210> 4

=211= 9949

<Z1Z2> ADNH

=213> Xenopus lasvis

<400 4

atggcanscty tgaappataa actcatecac aatptgptea appaggagte gotoccocag 60
ancaaggtea ccattgtggy tetEgEEECe gtgggcatgy cotgtgeeat cagtgtecty 120
cagaaggatt tggeagatga getigeactt gitgatgtga tagaagacas actgangegg 180
gaaatgatgy atctecagen tpgeagtety ttoctiepta cocccaapgat tgtetcagpe 240
anagattaca gegteactge aaacteeaag ctgptagtty tgacgpecpy ggcccgteag 300
capraggpag agapgtegect paatotggtt cagegeaaty teaacatett caaattcate 360
attcccaaca ttptcaagta cagecccanc tgenceetge teategtete cancecagty 420
gacattctga catatgtgge ctggaagate agtggattee ccaaaaaceg tgtcattgee 450
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agcggetgea atttggactes tgcoopttte cettacctea tgggecagaa giitggzate 540
CACACCcagH pelgetacgy tigegteatt gggpancacy gagactogag tetgocagte 600
tggagigeee tRaatgtyge tegegtatoe clgaaancee tgcacceoga tattggeagt 660
Bacgragaca aggagaactg gaaggaggts cacaageagg ttgtpgacag cgectatgan T20
glgatcaage tgaaggpeta cacctectgy getattggee tgtcegtage tgacotatet TAO
gapagtates tgaagaacet cogecgagie catcocattt coacaatget caagegpcatg 840
tacggegtgn ataatgatgt titoctcagt ghecoctate tgttpggcan cttgpeoate 900
acagacgtEg ttaacatgac getgaaggea gatgaagagg atcgettacy cangagegea 960
gacaccetgt gggreateca gaaggagetg cagttetag 999

<210 5

=211> 544

212> ADH

<213> Homo sapiens

<4 5

atggeaacte taaagpatea getgatttat aatettctas ARgaagaaca gacccoccag GO
aataagatia cagttgites gettggtact gtiggeatay cotgtpecat cagtatctta 120
atgasggact tggeagatga actigetett gttgatgtea tegangacaa attgaaggga 180
gagatgatgy atetecanca tggcagectt ticcttagaa caccanagat tptetetgpe 240
aaagactata atgtaactge aaactecaag ctggteatta teacggetze pgeacgteag 300
CRagagegag asapocgict taatttggte cagegtaneg tgaacatatt taaaticate 360
attcetaaty tigtaanata cagecogaac tgeaaghtge ttattgttte aaatceagty 420
gatatctiga cotacgtgge tiggaagata aptegtitte ccaaaaaceg tgitattgga 480
agtggttgea atetggattc ageeegatte egttacciga tgzggganag gotgggagtt 540
cacccattaa getgteatge gtgggtectt gegenacatg Eagattecag tetgectgta 600
tggagtggaa tgaatgtige tggtptetot ctgaagacte tgcacccaga tttagggact G660
gatanagats aggaacaghy gaaagagglt cacaageagy tggttgagag tpettatgag 720
gtgatcaaac tcamagpcta cacatcctgg getattggac tetetgtage agatttggea 780
eagaglataa tgasgaatet tagoeggety cacceagttt coaccatgat taagggtott 540
tacggaatas aggatgatgt cttecttagt gttectigea titlgggaca gaatggaate 900
tcagacetty tgaaggtgac tetgacttct gaggaagagy cocgtitgan gaagagtyca 960
gRtavactit gggepateea aaaggagety caattttan 999

<210= &
<211= 99§
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<=212= ADH
<213> Leuconostoc mesentervides

<400= 6

atgaagattt ttgettacgy cattegtpat gatganaage cateacttga agaatggaaa 60
gogRctaace cagagattga agtggactac acacaagaat tattgacace tgaaacaget 120
aagttpgcty agggatcaga ttcagetgtt gtttateaac aattggacta tacacgtzaa 150
acattgacag ctttagetaa cgttpptett actaactigt cattgegtaa cettgptaca 240
gataacattg attttgatge ageacptgaa tttaacttta acatttcana tgttectgtt 300
tattcaccaa atgoetattge agaacactca atgetteaat tatetogttt gotacgtege 360
acgaaageat tggatgocaa aattgotaag cgagacttge gitgggeace ancaactyza 420
cegtgaaatge gtatgeaaac agttggigtt attgptacag gteatattey coptettact 480
attaacattt tgaaaggett tgpggecaag gttattgett atgacaagta cecanatget 540
gaattacaag cagaaggttt gtacgttgac acattagacy aattatatge acaagotgat 600
geaatrtcat tptatgttee tgptptacet gaasaccate atetaatean tgcagatget 660
attpctaaga tpaapgratgy tetpettate atgascgety cgegtgptan titgatggac 720
attpacpcta ttattoatoe tttgaattet getaapattt cagacttegy tatggacgit 780
tatpasaatyg aagttgctty ttcaatgaap attpptotgs tanagaatte cecagatget 840
aagattgotg acttgattge acpegaaant gttatgatea coceacacne ggetttetat B00
acaactaaag ctgttctaga satgpttcac caateattty atgeageagt tgetttegee 960
aaggetEaga apecagctat tgctpttzan tattan 996

<2107

<211> 26
<212 ADH
<213> Artificial

=2 2
<223» cebador

<4 7
gtegacatep caactptpaa ppataa 26

<210=> 8§
<211> 26
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<212> ADH
=213> Artificial

<32
223> cebador

<400= 8
gcggoecgect agaactgcag ctoctt 26

<2109

<211> 85
<21%2= ADH
<213> Artificial

< PR
<223> ¢cebador

=400= 9
teteaattat tattttetac teataaccte acgcaaaata acacagteaa ateaatcaaa 60
atppeaacty tpaspgatas actea &5

<210> 10
<211= 20}
<212= ADH
<213> Artificial

<=
<%%3% cebador

=400> 10
aggogtatea cgaggecett 20

<210= 11

<211> 60
<Z12> ADH

37



ES 2616428 T3

<213> Artificial

<390
<223 cebador

<400=> 11
gaattaatte ttgaagacga aagggecteg tgatacgect agattgtact gagagtgeae 60

<210> 12
<211> 30
<212> ADH
213> Artificial

=320
<223> cebador

=400> 12
tatttttogt tacataanaa tgottatana actttaacta ataattagag attaaatege 60

ctgtgepgta ttteacaceg 80

<210 13
«<211> 25
<212> ADH
213> Artificial

At
<223> cebador

<400 13
caaatategt ttgaatattt tteeg 25

<210 14
<Z211> 85
=212> ADH
=213> Artificial
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=320
283> cebador

=400> 14
tattgattta tagtcgtaac tacaaagaca ageaaaatan aatacgtteg ctetattaag 60
atggeaacty tgaaggataa actea 36

<210 15
<211> B0
<212~ ADH
<213= Artificial

=220
<233 cebador

<400=> 15
anpnantaac ataatactga aagaaapgeat tasgaapggeg gatgtgtcaa acaccaccgt 60
ctgtpeggta thtcacaccg 50

=210 16
=211= 20
=212> ADH
=213> Artificial

<220
=283> cebador

=400= 16

tagattggee gtagggectg 20
<210= 17

<Z11= 20

<E12> ADH

<213> Artificial

<2230>
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<233> cebador

=d00= 17

cacgcaacge gtaagaaaca 20
<210> 13

<211> BS

=212> ADH.

<2 13> Artificial

S T
<22 3> cebador

<400> 18
chticicataa tcaagaataa ataacticat cacaticpet acacactaac aagagaaaaa 60
atggcaactg (gaaggalaa actca B

<Z10= 19
<211= B0
<212> ANN
=213> Artificial

=20 {j
<223> cebador

<400 19
ctaptaaaac cpaaaatttt paanasapee atatagatat tatanaanat cagagattte 60
ctptgpeggta thteacaces B0

<210> 20
<211> 20
<212> ADH
<213> Artificial

<2 20
223> cebador
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< (I} 20
aaacagagaa atgtaacgtt 20

<210= 21
<211> 20
<212> ADH
<213> Artificial

AR
<223> cebador

<d0= 21
cattcgaaga gaaatcacag 20

<210=22
<Z11> &5
<Z1%= ADH
<213> Artificial

<>
<223> cebador

<400> 22
ctagotattt ttcatanaas accaageaac tgettatcaa cacacaaaca ctaaatcaaa G0
atggcaactg tgaaggataa actca 85

<B10> 23
<211= 80
<212Z> ADH
«<213> Artificial

Sty
<223 cebador

<4 00> 23
gaaaatpaaa taaatgacas anaaacstet titttggact agaagpetta atcasaapet 60
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ctgtgcggta ttteacaceg 80

<210=> 24
211> 20
<21%= ADN
213> Artificial

S
<222 cebador

<400= 24
aaggtatgee teteocegga 20

=210= 25
=211= 20
=212= ADH

=213> Artificial

<=
=225~ ¢cebador

<400> 25
cggatacacg cgtcaceaca 20

<210> 26
<211> 26
<212> ADH
<213> Artificial

<220=

<223> cebador

<400= 26
ctepagatee caactetaan gpatea 26

=210= 27
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<211> 28
=21%= ADH
<213 Artificial

=220
=223> cebador

== 27
goggecgott aaaattgeag ctoctttt 28

<210= 28
<211= 835
=212> ADH
<213=> Artificial

<220
=223> cebador

<400 28
tctcaattat tatbttetac teataacets acgeaaaata acacagtean atcaateana 60
atgppcaacte taaaggatea gotga 55

<210 29
<211~ 85
<212> ADH
<213 Artificial

<220
=<223> cebador

<400=> 29
tetecaanttat tattttetae teatancete acgeanaata acacagtoaa ateaateass (21
atgaagattt ttgettacgg cattc B5

<210> 30
<Z11= 85
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<212> ADH
=<313> Artificial

=220
<283> cebador

<400 30
tattgattta tagtegtaac tacaaagaca ageanaatas aatacgties ctotattaag 60
atggeaacte taaaggatea gotga 86

<Z10= 31
<Z11= &5
<212> ADH

<2 13> Artificial

220>
=223> cebador

<400~ 31
cttetcataa tcaapaatan ataacttcat cacattcget acacactaac aagaaaaasa 60
atgpeaacte taaaggatea gotga B

<210 32
<Z11= 85
<212> ADH
213> Artificial

<220
=23%~ cebador

<400 32
ctagetattt theatannaa accasgeaae tecttatean cacacaaaca ctaaateana 60
atggeaactc taaaggatca gotga 85

<210 33
=211> &5
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<212= ADH
<213= Artificial

Lt
<993 cebador

<400 33
atgaagattt ttgettacgy cattctattg atttatagte gtaactacaa agacaageaa 60
aataaaatac gttcgetota ttaag 86

<210= 34
=211> 85
=212> ADH
<213> Artificial

<200
=883> ¢cebador

<40 34
atgaagattt ttgettacge cattecttct catantcaag aatapatanc tteateacat 60
tcgetacaca ctaacaagaa aaaaa 35

=210= 35
<211> 85
<21Z> ADH
<213> Artificial

<2 (=
<223> cebador

<400= 335

atgaapgattt ttgcttacgg cattoctage tatttttcat anaanaccaa geaactgett 60
atcaacacac asacactasa tcaaa 85
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REIVINDICACIONES

1. Un método de produccién de acido lactico, que comprende una etapa de cultivo para cultivar la cepa de levadura
transfornante que comprende al menos un casete de expresion de lactato deshidrogenasa,

en donde dicho casete comprende un gen que codifica lactato deshidrogenasa conectado a un sitio aguas abajo de
un promotor del gen supresor de defecto exponencial 1 (gen SED1);

en donde la cepa de levadura transfomante comprende al menos un casete de expresion de lactato deshidrogenasa
en el cromosoma,

y la etapa de cultivo es una fermentacion continua.

2. El método de produccién de acido lactico de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el promotor es un promotor
que tiene una secuencia de nucledtidos seleccionada entre las siguientes secuencias (a) a (b):

(a) un promotor que tiene la secuencia de nucleétidos mostrada por el SEQ ID NO: 1; y

(b) un promotor que tiene una secuencia de nucleétidos que hibrida con la secuencia de nucleétidos mostrada por el
SEQ ID NO: 1 o una secuencia de nucleotidos que tiene parte de ella bajo condiciones rigurosas;

en donde las condiciones rigurosas consisten en una temperatura de hibridacion de 37°C en presencia de formamida
al 50%.

3. El método de produccion de acido lactico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde al
menos un gen de la cepa de levadura transformante es el gen supresor de defecto exponencial 1 (gen SED1) que
esta sustituido por el casete que expresa la lactato deshidrogenasa de acuerdo con la reivindicacion 1.

4. El método de produccién de acido lactico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde
la cepa de levadura transformante pertenece al género Saccharomyces.

5. El método de produccion de acido lactico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la
cepa de levadura transformante es Saccharomyces cerevisiae.

6. El método de produccion de acido lactico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la
fermentacion continua comprende la filtracién de la solucién de cultivo a través de una membrana de separacion, la
recuperacion del acido lactico a partir del producto filtrado, el mantenimiento o retro-alimentacién de la solucién no
filtrada a la solucién de cultivo, y la adicion de medio a la solucién de cultivo.
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[Fig. 1]
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[Fig.2]
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[Fig.a]

(Fraccion que penetra)

15 14

49



ES 2616428 T3

[Fig. 4]
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[Fig. 5]
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