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DESCRIPCION
Biocatalizador para producir acido D-lactico
Campo técnico

La presente invencién se refiere a un microorganismo que produce acido D-lactico con alto rendimiento y con alta
selectividad, y un método para producir acido D-lactico usandolo. Especificamente, se refiere a un método para
producir acido D-lactico con alta pureza y buena eficacia, especialmente un método para producir eficazmente acido
D-lactico en el que una cantidad de acido piravico producida y acumulada es pequefia.

Ademas, la presente invencién se refiere a un método para producir acido D-lactico, en el que el método se
caracteriza por utilizar un microorganismo en el que la D-lactato deshidrogenasa dependiente de FAD esta
inactivada o reducida.

Ademas, la presente invencion se refiere a un microorganismo que produce acido D-lactico sin producir acido
succinico y acido fumarico que son impurezas, y un método para producir acido D-lactico usandolo.

Antecedentes de la técnica

El acido polilactico, que es un polimero biodegradable, atrae mucha atencion como producto que responde a la
sostenibilidad y LCA (evaluacién del ciclo vital) con actualizacién del problema de CO2 y se requiere un método de
produccion eficaz y econémico para acido lactico, que es una materia prima del mismo. Por otro lado, el acido
polilactico producido industrialmente en la actualidad es un polimero de acido L-lactico. Sin embargo, el acido lactico
incluye acido L-lactico y acido D-lactico. El acido D-lactico esta atrayendo atencion en afios recientes como una
materia prima para polimeros o intermedios de productos quimicos agricolas y medicinas. Sin embargo, se requiere
acido lactico como materia prima para tener una alta pureza 6ptica para cualquier uso.

En la naturaleza, existe un microorganismo que produce acido lactico con buena eficacia tal como de lactobacillus y
bacterias filamentosas, y algunos de los métodos para producir acido lactico usandolos ya han entrado en uso
practico. Por ejemplo, Lactobacillus delbrueckii o similares se conoce como un microorganismo que produce acido L-
lactico con buena eficacia, y microorganismos que pertenecen al género Sporolactobacillus o similares como
microorganismos que producen acido D-lactico con buena eficacia. En todos los casos, la cantidad de acido lactico
acumulada alcanza alto nivel, pero productos secundarios contenidos en la solucion de cultivo distintos de acido
lactico, por ejemplo, compuestos tales como acido acético, etanol, acetoina y acido piruvico, que no se retiran en el
proceso de purificacion, pueden conducir a reducciéon de la calidad de acido lactico, que se es el producto final.
Ademas, también es un problema critico que la contaminacién debida a isémeros épticos puede provocar reduccion
de la pureza éptica.

Para evitar dicha reduccion de la pureza del acido lactico, es un medio eficaz reducir la cantidad de productos
secundarios producidos por un microorganismo. Se ha hecho posible inhibir especificamente la produccion de los
productos secundarios dirigidos por alteracion de un cierto gen de un microorganismo usando una técnica de
recombinacion génica que se ha desarrollado en afios recientes. Sin embargo, no significa que el método de
alteracion génica pueda aplicarse facilmente a cualquier microorganismo en la realidad, y no es facil aplicarlo a un
microorganismo que pueda producir originalmente acido lactico con alto rendimiento tal como de lactobacillus o
bacterias filamentosas o similares. Esto se debe a que la informaciéon gendémica de estos microorganismos no puede
siempre conocerse lo suficiente, y ademas no se usan universalmente como un hospedador de recombinacién
génica.

Por el contrario, es posible realizar alteracion génica de forma relativamente sencilla para Escherichia coli, levadura,
cultivo de células humanas o similares, para los que hay abundante informacion genomica, y que tienen suficientes
registros como un hospedador de recombinacion génica. Especialmente, Escherichia coli se prefiere mas a la vista
de la baja tasa o facilidad de cultivo. Ademas, ya que Escherichia coli produce solamente isomeros D de acido
lactico, es un hospedador adecuado para el fin de obtener acido D-lactico con alta pureza optica. Sin embargo, el
tipo silvestre de Escherichia coli tiene baja productividad para acido D-lactico, y produce diversos acidos organicos
de productos secundarios ademas de acido D-lactico. Para resolver este problema, se ha intentado en el pasado
modificar la ruta metabélica de Escherichia coli por recombinacién génica, para producir selectivamente acido D-
lactico con alto rendimiento.

Chang, et al. (Chang, D.-E., et al., Appl. Environ. Microbiol., Vol. 65(4), pp 1384-1389 (1999)) fueron capaces de
producir 62,2 g/l de acido D-lactico en 60 horas, cultivando una doble variante de fosfotransacetilasa (en lo sucesivo
en el presente documento, se puede denominar simplemente pta) y fosfoenolpirivico carboxilasa (en lo sucesivo en
el presente documento, se puede denominar simplemente ppc) de Escherichia coli usando un método que contiene
glucosa al 5 % y aminoacidos y aumentando después la cantidad de masa microbiana cultivando de forma preliminar
con aireacion, el cultivo se realizé en condiciones anaerobias y cultivando adicionalmente y afiadiendo glucosa al
medio para mantener la concentracion de glucosa al 5 % o menos en el medio. En este caso, la tasa de conversion
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de glucosa a acido D-lactico fue del 76 %.

Zhou, et al. (Zhou, S., et al., Appl. Environ. Microbiol., Vol. 69(1), pp 399-407 (2003)) indicaron que se prepard
Escherichia coli con alteracion cuadruple de piruvato formiato-liasa (en lo sucesivo en el presente documento se
puede denominar simplemente pfl), fumarato reductasa (en lo sucesivo en el presente documento se puede
denominar simplemente frd), alcohol/aldehido deshidrogenasa (en lo sucesivo en el presente documento se puede
denominar simplemente adeE) y acetato quinasa (en lo sucesivo en el presente documento se puede denominar
simplemente ackA) y se cultivd en un medio salino organico que contenia glucosa al 5 % en condiciones anaerobias
durante 168 horas para producir 48,5 g/l de acido D-lactico sin ningun producto secundario de acido férmico, acido
succinico, etanol y acido acético. Sin embargo, no puede decirse que este intento satisfaga tanto la tasa de
seleccion como la productividad debido a la baja productividad tal como 0,29 g/I’h aunque fue exitoso para producir
acido D-lactico con alta selectividad. Ademas, no hay ninguna mencién acerca de productos secundarios de acido
piravico, y los efectos de su reduccion no estan claros. Ya que el acido piravico es un sustrato de reaccion
metabdlica de acido D-lactico, es diferente de otros productos secundarios de acidos organicos, y si su produccion
se suprime inconscientemente, la produccion de acido D-lactico en si misma también se suprime. En ese momento,
no es facil suprimir la produccién secundaria de acido pirdvico a un minimo. En general, es un hecho bien conocido
para los expertos en la materia que cuando el acido pirtvico esta contenido como una impureza en una materia
prima para monoémero de acido lactico, se producen problemas no deseados tales como reduccion de la tasa de
polimerizacién de polimeros o similares. Por esta razén también, el acido pirivico es uno de los productos
secundarios que deberian reducirse por cualquier medio. Sin embargo, no ha habido ningun informe en el pasado de
que la produccién secundaria de acido pirtivico se suprima manteniendo al mismo tiempo alta productividad de acido
D-lactico con éxito.

En resumen, la cantidad maxima de acido D-lactico acumulado con Escherichia coli conocida hasta la fecha ha sido
de 62,2 g/l con un tiempo de produccion de 60 horas. Por otro lado, si se considera que la productividad de acido L-
lactico de lactobacillus o bacterias filamentosas, que se usa en la produccion industrial de acido L-lactico, no es
menor de 100 g/l en la cantidad acumulada y ademas el tiempo de produccion esta dentro de 24 horas, se tendria
que decir que la cantidad de acido D-lactico acumulado y el tiempo de produccion en el caso de Escherichia coli aun
estan a bajo nivel. No hubo ningun informe en el pasado acerca de que la Escherichia coli consiguiera productividad
de acido lactico tan alta como la de lactobacillus o bacterias filamentosas, y lejos de ello, no ha habido ningin dato
en el pasado que sugiera si el acido D-lactico puede acumularse y producirse o no en mas de 100 g/l usando
Escherichia coli.

Cuando se fermenta acido D-lactico usando Escherichia coli, se considera en general que la presencia de oxigeno
no es preferible. Esto se debe a que, si un aceptor de electrones tal como oxigeno esta presente, Escherichia coli
experimenta respiracion y no fermentaciéon. Solamente en ausencia de un aceptor de electrones tal como oxigeno,
Escherichia coli obtiene energia (ATP) solamente por fosforilacion en el nivel de sustrato, y produce acidos
organicos reductores tales como acido lactico usando potencia de reduccién (NADH) obtenida en la ruta glucolitica.
Por razones tales como estas, se lleva a cabo fermentacion de acido D-lactico convencional usando Escherichia coli
principalmente en cultivo anaerébico. En pocos casos, se lleva a cabo cultivo bifasico en el que la primera mitad del
cultivo es aireada y la segunda mitad del cultivo es anaerobia. Sin embargo, esto significa que la primera mitad se
realiza para el fin de asegurar una cantidad suficiente de masa microbiana, y la fermentacion de acido lactico final se
lleva a cabo en condiciones anaerobias como se esperaba. Sin embargo, cuando se presupone una produccion
industrial real, el agua de macerado de maiz (en lo sucesivo en el presente documento se puede denominar
simplemente CSL) o similares, que es una fuente de aminoacidos barata afiadida a un medio, contiene no solamente
acidos organicos que se convierten en impurezas, sino también isomero D e isébmero L de acido lactico. Sin
embargo, si se lleva a cabo cultivo anaerébico, el acido L-lactico no se asimila y permanece en el medio. La &cido L-
lactico deshidrogenasa (en lo sucesivo en el presente documento se puede denominar simplemente lld), que es una
enzima catalitica de la reaccion para producir acido piravico a partir de isébmero L, se sabe que se expresa en
condiciones aerobias. Por lo tanto, si hay un método para fermentar acido lactico con buena eficacia incluso en
condiciones aerobias, se espera que el método permita asimilar isémero L contenido en el medio en masa
microbiana, y producir isémero D con alta pureza 6ptica. Sin embargo, no ha habido ninguna técnica hasta la fecha
para realizarlo.

Antes del informe de Zhou, et al. acerca de la produccién de acido lactico usando una cepa con pfl alterado, ha
habido los siguientes informes. Especificamente, Contag, et al. (Contag, P. R., et al., Appl. Environ. Microbiol., Vol.
56(12), pp 3760-3765 (1990)) han mostrado que, aunque la cepa de Escherichia coli no variante de pfl produce
acido lactico 35 mM; una cepa variante de pfl produce acido lactico 45 mM debido a productividad mejorada del
acido lactico. Concretamente, ya se ha conocido por divulgaciéon de datos de Contag, et al. que la productividad de
acido D-lactico se mejora por inactivacion de actividad de pfl en Escherichia coli.

La D-lactato deshidrogenasa se clasifica en dependiente de NADH y dependiente de FAD de acuerdo con la
diferencia en la dependencia de una coenzima. La D lactato deshidrogenasa dependiente de NADH cataliza una
reaccion de acido piruvico a acido D-lactico en el cuerpo vivo. Especialmente, la D lactato deshidrogenasa
dependiente de NADH derivada de Escherichia coli se denomina Idha.
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Yang, et al. (Yang, Y. T., et al., Metab. Eng., Vol. 1(2), pp 141-152 (1999)) han indicado que, introduciendo un vector
de expresion incorporado con el gen IdhA en Escherichia coli, la cantidad de acido D-lactico acumulado mejora,
aunque poco, hasta aproximadamente 8 g/l. Es decir, se sabe a partir de datos desvelados por Yang, et al. que la
productividad de acido D-lactico mejora por el refuerzo de la actividad de IdhA en Escherichia coli.

Por otro lado, de acuerdo con Bunch, et al. [Bunch, PK., Microbiology, Vol. 143(Pt 1), 187-195 (1997)], se ha
indicado que Escherichia coli, en la que se introduce un vector de expresion de gen de IdhA derivado de Escherichia
coli tiene crecimiento inhibido por el vector de expresién introducido.

Ademds, los ejemplos de sobreexpresion en Escherichia coli de D lactato deshidrogenasa (en lo sucesivo en el
presente documento, se puede denominar Idh) derivada de bacterias distintas de Escherichia coli, incluyen la
expresion de Idh derivada de Lactobacillus helveticus indicada por Kochhar, et al. [Kochhar, S., Eur. J. Biochem.,
(1992) 208, 799-805], y la expresion de Idh derivada de Lactobacillus bulgaricus presentada por Kochhar, et al.
[Kochhar, S., Biochem. Biophys. Res. Commun., (1992) 185, 705-712]. Sin embargo, en cualquiera de los informes,
no hay ninguna mencién acerca de la cantidad de isdmero D o de acido piravico acumulado, ya que estos informes
se refieren a la investigacion sobre propiedades fisicoquimicas de las enzimas expresadas.

Sin embargo, la productividad de acido D-lactico de un microorganismo que se inactiva o cuya actividad de pfl se
reduce, y con actividad IdhA reforzada adicionalmente aun no se conoce bien.

Con un método para reforzar un gen usando un vector de expresion, pueden aparecer problemas generales tales
como pérdida del vector que provoca reduccion en la cantidad de un gen deseado expresado, y reduccion adicional
de la productividad de una sustancia deseada. A partir de estos hallazgos, el método para reforzar un gen de Idh
usando un vector de expresién tiene varios problemas por resolver en la aplicacién a la produccion industrial de
acido D-lactico, y se desea un método para reforzar un gen que lo reemplace. Sin embargo, no se ha realizado
ningun informe acerca de dicho enfoque.

Como un método para reforzar un gen en lugar de usar un vector de expresion, existe un método para reforzar el
gen en el que la regiébn promotora génica en el genoma se sustituye por un promotor arbitrario como se indica en
Solem, et al. (Solem, C., et al., Appl. Environ. Microbiol., Vol. 68(5), pp 2397-2403 (2002)). Sin embargo, si se
considera un caso en el que esta técnica se aplica a la producciéon de acido D-lactico en el que el gen de IdhA
anteriormente mencionado se usa, el gen de IdhA reforzado con este método es solamente 1 copia del gen en el
genoma. Por lo tanto, se predice que la mejora de actividad de IdhA es pequefia en comparacion con un método de
refuerzo por un vector de expresion que expresa muchas copias del gen, de modo que ha sido dificil incluso para un
experto en la materia anticipar que la productividad de acido D-lactico mejore en comparacion con el caso del uso
del vector de expresion.

Por otro lado, se han desvelado por andlisis de enzima purificada a partir de Escherichia coli que la D-lactato
deshidrogenasa dependiente de FAD (en lo sucesivo en el presente documento, se puede denominar simplemente
did) cataliza principalmente la reaccién inversa de D-lactato deshidrogenasa dependiente de NADH, es decir, la
reaccion de acido D-lactico a acido piravico. Shaw, et al. adquirieron en el pasado cepas de Escherichia coli JS150 y
JS151, en las que dId estaba alterada. Sin embargo, no hubo ninguna mencioén acerca de la productividad de acido
D-lactico o productividad de acido pirdvico en esas cepas (Shaw, L., et al., J. Bacteriol., Vol. 121(3), pp 1047-1055
(1975)). Ademas, Barnes, et al. han indicado que did esta implicada en la incorporacion de diversos aminoacidos o
sacaridos (Barnes, E. M., et al., J. Biol. Chem., Vol. 246(17), pp 5518-5522 (1971)]. Sin embargo, no hubo ninguna
mencién acerca de la produccién de acido D-lactico o &cido pirtvico.

Ademas, si se realiza una busqueda de la doble variante de did y pfl con la base de datos del centro de reserva
genética de E. coli (CGSC) afiliado con la universidad de Yale, que es una de las autoridades para suministro de una
cepa de Escherichia coli, aparece un articulo de Mat-Jan, et al., (Mat-Jan, F., et al., J. Bacteriol., Vol. 171(1), pp 342-
348 (1989)] como el articulo correspondiente. Sin embargo, como resultado de un examen minucioso, no hubo
ninguna descripcién acerca de rotura de doble cadena de did y pfl en este articulo.

Como se ha descrito anteriormente, no ha habido ningun informe de acido D-lactico que indique la obtencién de
productividad y selectividad al mismo tiempo correspondiente a nivel industrial por produccién de fermentacion
usando un microorganismo, y tampoco ningun ejemplo previo en el que, por ejemplo, se redujera acido succinico o
acido fumarico, que es un acido organico producto secundario principal, manteniendo al mismo tiempo alta
productividad de acido D-lactico.

Por lo tanto, se ha estudiado intensivamente para suprimir la producciéon de acido succinico sin reducir la
productividad de acido D-lactico, y como resultado se ha descubierto que, por alteracion del gen de la malato
deshidrogenasa (en lo sucesivo en el presente documento, se puede denominar mdh), que es una enzima que
cataliza una reaccion de acido oxaloacético a acido mdlico en condiciones anaerobias, es posible suprimir
completamente la produccion de acido succinico sin reducir la productividad de acido D-lactico. Sin embargo, ya que
aun se produjo acido fumarico como producto secundario, también se ha descubierto que es posible reducir la
cantidad de producto secundario de acido fumarico por alteracién del gen de la aspartato amoniaco-liasa (en lo
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sucesivo en el presente documento, se puede denominar aspA).

Se ha desvelado un efecto de inactivacion de la actividad de mdh en el articulo de Courtright, ef al. en 1970
(Courtright, J. B. et al., J. Bacteriol., Vol. 102(3), pp 722-728 (1970)). Los hallazgos desvelados indican que, con
Escherichia coli en la que esta inactivada la actividad de mdh, aunque no hay ninguna reactividad de acido
oxalacético a acido malico en condiciones anaerobias, la reactividad de acido aspartico a acido fumarico, por el
contrario, se mejora. Es decir, esto explica que hay dos rutas para producir acido succinico en condiciones
anaerobias, es decir, una ruta que conduce a acido fumarico y acido succinico a través de acido malico de acido
oxalacético, y una ruta que conduce a acido fumarico y acido succinico mediante acido aspartico a partir de acido
oxalacético, y que si la actividad de mdh esta inactivada, la primera ruta se detiene, pero la segunda ruta por el
contrario se activa. Por lo tanto, el articulo de Courtright, et al. no es una divulgacion que muestre que el acido
succinico no se produzca por inactivaciéon de la actividad de mdh.

Otra técnica anterior sobre los efectos de inactivacion de la actividad de mdh se refiere a levadura en la que el gen
de mdh esta alterado (JP-A n.° 11-056361). Esta patente se refiere al cambio de la cantidad de acido malico
producido por alteracion del gen de mdh de la levadura, pero no tiene ninguna mencién sobre cémo dichos
resultados afectan a la cantidad de acido succinico producida.

En resumen, ha sido dificil incluso para un experto en la materia suponer a partir de los hallazgos pasados que la
produccién de acido succinico puede suprimirse completamente por inactivacion de mdh de un microorganismo.

Ademas, con respecto al efecto de inactivacion de la actividad de aspA, solamente se han desvelado en el pasado
hallazgos sobre Yersinia pestis (Dreyfus, L. A., et al., J. Bacteriol., Vol. 136(2), pp 757-764 (1978)). Sin embargo, lo
esencial del presente articulo es que el acido aspartico o glutamina se hace menos susceptible a descomposicion en
la célula por inactivacion de actividad de aspA, y no hay ningun analisis acerca de la cantidad de acido fumarico
producida.

Documento de patente 1: JP-A n.° 11-056361

Documento no de patente 1: Chang, D.-E., et al., Appl. Environ. Microbiol., Vol. 65(4), pp 1384-1389 (1999)
Documento no de patente 2: Zhou, S., et al., Appl. Environ. Microbiol., Vol. 69(1), pp 399-407 (2003)
Documento no de patente 3: Contag, P. R., et al., Appl. Environ. Microbiol., Vol. 56(12), pp 3760-3765 (1990)
Documento no de patente 4: Yang, Y. T., et al., Metab. Eng., Vol. 1(2), pp 141-152 (1999)

Documento no de patente 5: Bunch, P.K., et al., Microbiology, Vol. 143(Pt 1), pp 187-195 (1997)

Documento no de patente 6: Kochhar, S., et al., Eur. J. Biochem., Vol. 208(3), pp 799-805 (1992)
Documento no de patente 7: Kochhar, S., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., Vol. 185(2), pp 705-712
(1992)

Documento no de patente 8: Solem, C., et al., Appl. Environ. Microbiol., Vol. 68(5), pp 2397-2403 (2002)
Documento no de patente 9: Shaw, L., et al., J. Bacteriol., Vol. 121(3), pp 1047-1055 (1975)

Documento no de patente 10: Barnes, E. M., et al., J. Biol. Chem., Vol. 246(17), pp 5518-5522 (1971)
Documento no de patente 11: Mat-Jan, F., et al., J. Bacteriol., Vol. 171(1), pp 342-348 (1989)

Documento no de patente 12: Courtright, J. B. et al., J. Bacteriol., Vol. 102(3), pp 722-728 (1970)
Documento no de patente 13: Dreyfus, L. A., et al., J. Bacteriol., Vol. 136(2), pp 757-764 (1978)

Divulgacion de la invencion

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar un método para alta produccion de acido D-lactico, y otro
objeto de la invencién es proporcionar un método para producir acido D-lactico con alta selectividad, en el que la
pureza optica es alta y un acido organico producto secundario es pequefio.

Otro objetivo de la invencidn es proporcionar un método para producir acido D-lactico con una cantidad reducida de
acido piravico acumulada, en el que el acido pirivico es una impureza de acido organico y no se ha retirado
simplemente de forma convencional del medio en el que se produce acido lactico y se acumula por un
microorganismo.

Otro objetivo de la invencion es proporcionar un método para producir acido lactico, que comprende producir acido
lactico eficazmente usando bacterias con heterofermentacién de acido lactico. Otro objetivo de la invencion es
proporcionar un método para producir acido lactico, que comprende producir acido lactico eficazmente con alta
pureza oOptica usando bacterias con heterofermentacion de acido lactico.

Otro objetivo de la invencion es proporcionar un método para producir acido D-lactico, en el que la produccion de
acido succinico y/o acido fumarico, que es un producto secundario, se suprime sin reducir la productividad de la
sustancia deseada.

Otro objetivo de la invencién es proporcionar un método para reforzar el gen de la D-lactato deshidrogenasa estable
en lugar de un método para reforzar usando un vector de expresion, y un método para producir acido D-lactico en
alto rendimiento.
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Los presentes inventores han estudiado intensivamente para resolver los objetivos anteriormente mencionados vy,
como resultado, han descubierto que una bacteria, en la que la actividad de piruvato formiato-liasa (pfl) esta
inactivada o reducida, y la actividad de D-lactato deshidrogenasa (IdhA) dependiente de NADH derivada de
Escherichia coli esta potenciada, produce acido D-lactico en un tiempo mas corto que una convencional, y consigue
una alta capacidad de acumulaciéon que no ha sido posible hasta la fecha. Especialmente, con respecto a un método
para potenciar la actividad de IdhA, se ha descubierto que es posible introducir una cantidad notable de acido D-
lactico en un tiempo mas corto usando un microorganismo que expresa un gen que codifica [dhA en el genoma
uniendo con un promotor de un gen que controla la expresion de una proteina implicada en una ruta glucolitica, una
ruta de biosintesis de acido nucleico o una ruta de biosintesis de aminoacidos, en comparacion con el método para
potenciar la expresion génica usando el vector de expresion. En el método que usa el vector de expresion, el nivel
de expresion de D-lactato deshidrogenasa en una célula es mayor que en el método de la presente invencion, pero
esta cantidad alta de la enzima no esta directamente relacionada con alta produccién de acido D-lactico por alguna
razén. Por el contrario, es muy sorprendente que la productividad de acido D-lactico en la presente invencién mejora
con el tiempo drasticamente aunque el nivel de expresion de la enzima en una célula no sea tan alto.

A continuacioén, los inventores han descubierto que una parte de acido pirtivico presente en una solucién de cultivo
de microorganismos se produce de hecho por did de acido D-lactico y ademas han descubierto que, criando y
cultivando un microorganismo en el que el gen de dld esta sustancialmente inactivado o reducido, el crecimiento del
microorganismo no se suprime en comparacion con el hospedador, y que se obtiene una solucién de cultivo que
contiene acido D-lactico de alta calidad, en el que la concentracion de acido piruvico contenido en el medio se
reduce. Ademas, han descubierto que, criando y cultivando un microorganismo en el que la actividad de pfl esta
inactivada o reducida, y/o la actividad de IdhA esta potenciada, y ademas el gen de dld estd sustancialmente
inactivado o reducido, se obtiene acido D-lactico de alta calidad con acido piruvico reducido en el medio.

Ademas, los inventores han conseguido la presente invencion descubriendo que el microorganismo anteriormente
mencionado que tiene un ciclo de TCA, en el que la actividad de malato deshidrogenasa (mdh) esta inactivada o
reducida, y ademas la actividad aspartato amoniaco liasa (aspA) esta inactivada o reducida, suprime la produccion
secundaria de acido succinico y acido fumarico manteniendo al mismo tiempo la alta productividad de acido D-
lactico.

Especificamente, la presente invencioén es la siguiente.

[1]1 Un método para producir acido lactico, que comprende cultivar una bacteria de heterofermentacion de acido
lactico, en el que la actividad de piruvato formiato-liasa (pfl) esta inactivada o reducida, en un medio al que se
afaden dos o mas tipos de aminoacidos, y recuperar acido lactico del cultivo obtenido.

[2] EI método para producir acido lactico como se describe en [1], en el que la bacteria de heterofermentacion de
acido lactico es Escherichia coli.

[3] El método para producir acido lactico como se describe en [2], en el que Escherichia coli es de la cepa MT-
10934 (FERM BP-10057).

[4] Un método para producir acido D-lactico, que comprende cultivar una bacteria, en la que la actividad de D-
lactato deshidrogenasa (IdhA) dependiente de NADH derivada de Escherichia coli esta potenciada y la actividad
de piruvato formiato-liasa (pfl) esta inactivada o reducida, y recuperar acido D-lactico del cultivo obtenido.

[5] EI método para producir acido D-lactico como se ha descrito en [4], en el que la bacteria es Escherichia coli.
[6] EI método para producir acido D-lactico como se ha descrito en [4] o [5], en el que el cultivo se lleva a cabo en
un medio al que se afiaden dos o mas tipos de aminoécidos.

[7] Un microorganismo en el que la actividad de D-lactato deshidrogenasa (dld) dependiente de FAD inherente en
el microorganismo esta inactivada o reducida, la actividad de piruvato formiato-liasa (pfl) estd inactivada o
reducida, y/o la actividad de D-lactato deshidrogenasa (IdhA) dependiente de NADH derivada de Escherichia coli
esta potenciada.

[8] EI microorganismo como se describe en [7], en el que el microorganismo es una bacteria.

[9] El microorganismo como se describe en [8], en el que la bacteria es Escherichia coli.

[10] Un método para producir acido D-lactico, que comprende cultivar el microorganismo como se ha descrito en
uno cualquiera de [7] a [9] en un medio liquido, en el que se produce, se acumula y se aisla &cido D-lactico del
medio liquido.

[11] El método para producir acido D-lactico como se ha descrito en [10], en el que se lleva a cabo cultivo en un
medio al que se afiaden dos o mas tipos de aminoécidos.

[12] Un método para producir acido D-lactico, que comprende cultivar un microorganismo en el que la actividad
de D-lactato deshidrogenasa (dld) dependiente de FAD esta inactivada o reducida, en un medio liquido, en el que
se produce, acumula y aisla acido D-lactico del medio liquido.

[13] EI método como se ha descrito en [12], en el que el microorganismo es una bacteria.

[14] EI método como se ha descrito en [13], en el que la bacteria es Escherichia coli.

[15] Un microorganismo, en el que un gen que codifica D-lactato deshidrogenasa dependiente de NADH derivada
de Escherichia coli (IdhA) expresa la D-lactato deshidrogenasa dependiente de NADH (IdhA) en el genoma del
microorganismo usando un promotor de un gen que controla la expresién de una proteina implicada en una ruta
glucolitica, una ruta de biosintesis de acido nucleico o una ruta de biosintesis de aminoacidos.

[16] El microorganismo como se ha descrito en [15], en el que el microorganismo es Escherichia coli.
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[17] El microorganismo como se ha descrito en [15] o [16], en el que la actividad de piruvato formiato-liasa (pfl)
inherente en el microorganismo esta inactivada o reducida, y/o la actividad de D-lactato deshidrogenasa
dependiente de FAD (dId) esta inactivada o reducida.

[18] Escherichia coli, que expresa D-lactato deshidrogenasa (IdhA) dependiente de NADH derivada de
Escherichia coli en el genoma de Escherichia coli usando un promotor de un gen derivado de Escherichia coli
que controla la expresién de una proteina implicada en una ruta glucolitica, una ruta de biosintesis de acido
nucleico o una ruta de biosintesis de aminoacidos, en lugar de usar un promotor de un gen que codifica la D-
lactato deshidrogenasa dependiente de NADH (IdhA).

[19] Escherichia coli como se ha descrito en [18], en la que el promotor del gen de Escherichia coli, que controla
la expresion de la proteina implicada en la ruta de glucolisis, la ruta de biosintesis de acido nucleico o la ruta de
biosintesis de aminoacidos es un promotor de un gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa derivado de
Escherichia coli.

[20] Escherichia coli como se ha descrito en [18] o [19], en el que la actividad de piruvato formiato-liasa (pfl)
inherente en la Escherichia coli esta inactivada o reducida, y/o la actividad de D-lactato deshidrogenasa
dependiente de FAD (dId) esta inactivada o reducida.

[21] Un método para producir acido D-lactico, que comprende cultivar el microorganismo como se ha descrito en
una cualquiera de [15] a [20] usando un medio.

[22] Un microorganismo que tiene un ciclo de TCA, en el que la actividad de malato deshidrogenasa (mdh) esta
inactivada o reducida, la actividad de piruvato formiato-liasa (pfl) esta inactivada o reducida, y/o la actividad de D-
lactato deshidrogenasa dependiente de FAD (dld) esta inactivada o reducida.

[23] El microorganismo como se ha descrito en [22], en el que la actividad de aspartato amoniaco-liasa (aspA)
inherente en el microorganismo esta inactivada o reducida.

[24] EI microorganismo como se ha descrito en [22] o [23], en el que el microorganismo es una bacteria.

[25] EI microorganismo como se ha descrito en [24], en el que la bacteria es Escherichia coli.

[26] ElI microorganismo como se ha descrito en [25], en el que la actividad de D-lactato deshidrogenasa
dependiente de NADH derivada de Escherichia coli (IdhA) esta potenciada.

[27] Un método para producir un compuesto distinto de acido organico formado en un ciclo de TCA, que
comprende cultivar el microorganismo como se ha descrito en una cualquiera de [22] a [26] usando un medio.
[28] El método como se ha descrito en [27], en el que el compuesto distinto del acido organico es acido D-lactico.
[29] El método para producir acido lactico como se ha descrito en una cualquiera de [1] a [6], [10] a [14], [21] ¥
[28], en el que se lleva a cabo un cultivo en condiciones aerobias.

[30] El método para producir acido lactico como se ha descrito en [29], en el que las condiciones aerobias
permiten un aporte de oxigeno que satisface un requisito de un coeficiente de transferencia de oxigeno no menor
de KLa de 1 h”' y no mas de 400 h-' a presion normal usando agua a una temperatura de 30 °C.

[31] El método para producir acido lactico como se ha descrito en una cualquiera de [1] a [6], [10] a [14], [21] ¥
[28] a [30], en el que el pH del cultivo es de 6 a 8.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un microorganismo que tiene alta productividad de acido D-
lactico y selectividad de acido D-lactico. Por lo tanto, cultivando el microorganismo preparado por la invencion para
producir acido D-lactico, es posible producir acido D-lactico con alta pureza mas econémicamente, en comparacion
con el método convencional.

Ademas, de acuerdo con la presente invencioén, se proporciona una bacteria que produce acido D-lactico, en el que
la cantidad de acido piruvico producida es pequefia. Por lo tanto, cultivando la cepa preparada por la invencién para
producir acido D-lactico, es posible producir acido D-lactico con alta pureza quimica y alta pureza 6ptica mas
econ6micamente, en comparacion con el método convencional.

Ademas, produciendo acido D-lactico mediante el uso de masa microbiana preparada de acuerdo con la presente
invencion, se hace posible producir solucién de fermentacion de acido D-lactico con alta calidad y menos carga de
purificacién, en el que el contenido de acido pirtvico, que es una impureza, se reduce en comparaciéon con el
método convencional.

Ademés, de acuerdo con la presente invenciéon, se hace posible suprimir la produccién secundaria de acido
succinico y/o acido fumarico sin provocar reduccién en la productividad de un compuesto distinto de acidos
organicos producidos en un ciclo de TCA. Especialmente, en el caso en el que el fin sea producir de forma industrial
un compuesto distinto de los acidos organicos producidos en el ciclo de TCA, es posible reducir el coste de
purificacién de la sustancia deseada reduciendo el tipo y la cantidad de productos secundarios.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una grafica que muestra el ciclo temporal de una cantidad de acido D-lactico acumulada en la
solucién de cultivo en el Ejemplo 20. En la figura, el triangulo muestra los resultados de la cepa MG1655ApflAdIid
(Ejemplo 15), el cuadrado muestra los resultados de la cepa MG1655ApflAdId/pGAPIdhA (Ejemplo 18) y el
circulo muestra los resultados de la cepa insertada en el genoma MG1655ApflAdId/GAPpldh (Ejemplo 19).

La Fig. 2 es una grafica que muestra el ciclo temporal de la concentracién de acido lactico acumulado en la
solucion de cultivo en el Ejemplo 24. En la figura, la cruz muestra los resultados de la cepa ApflAdid, el circulo
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muestra los resultados de la cepa ApflAdidAmdh, el triangulo muestra los resultados de la cepa ApflAdidAppc y el
cuadrado muestra los resultados de la cepa ApflAdidAfrd.

La Fig. 3 es una grafica que muestra el ciclo temporal de la concentracion de acido succinico acumulado en la
solucién de cultivo en el Ejemplo 24. En la figura, la cruz muestra los resultados de la cepa ApflAdid, el circulo
muestra los resultados de la cepa ApflAdiIdAmdh, el tridangulo muestra los resultados de la cepa ApflAdidAppc y el
cuadrado muestra los resultados de la cepa ApflAdIdAfrd.

La Fig. 4 es una grafica que muestra el ciclo temporal de la concentracién de acido lactico acumulado en la
solucion de cultivo en el Ejemplo 25. En la figura, el circulo muestra los resultados de la cepa
ApflAdidArndhAasp, el triangulo muestra los resultados de la cepa con insercibn en el genoma
ApflAdidArndhAasp/GAPIdhA y el cuadrado muestra los resultados de la cepa ApflAdidAmdh.

La Fig. 5 es una gréafica que muestra el ciclo temporal de la concentracion de acido fumarico acumulado en la
solucion de cultivo en el Ejemplo 25. En la figura, el circulo muestra los resultados de la cepa
ApflAdidArndhAasp, el triangulo muestra los resultados de la cepa con insercion en el genoma
ApflAdIdArndhAasp/GAPIdhA y el cuadrado muestra los resultados de la cepa ApflAdidAmdh.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion
En lo sucesivo en este documento, se explicara en detalle la presente invencién.

La piruvato formiato-liasa (pfl) en la presente invenciéon es una enzima clasificada en el nimero de enzima 2.3.1.54
basado en el informe del comité de enzimas de la Unién de bioquimica internacional (I.U.B.), que también se
denomina formiato acetil transferasa. La presente enzima se refiere a un nombre genérico de una enzima que
cataliza de forma reversible una reaccién para producir acido férmico a partir de acido piravico.

La inactivacion en la presente invencion se refiere a un estado en el que la actividad de la enzima anteriormente
mencionada medida por el sistema de medicion convencional esta por debajo del limite de deteccion.

Reduccion en la presente invencion se refiere a un estado en el que la actividad de la enzima anteriormente
mencionada se reduce significativamente debido a mutacién de un gen que codifica la enzima y/o recombinacion
genética anteriormente mencionada, en comparacion con el estado antes de realizar esos tratamientos.

La bacteria de heterofermentacion en la presente invencion se refiere a una bacteria capaz de producir al menos uno
0 mas tipos de sustancias seleccionados de acido férmico, acido acético, acido succinico y etanol ademas de acido
lactico descomponiendo sacaridos en fermentacion. Especificamente, como la bacteria de heterofermentacion de la
presente invencion, es adecuada Escherichia coli. Como bacteria de heterofermentaciéon en la que la actividad de
piruvato formiato-liasa (pfl) esta inactivada o reducida, puede ejemplificarse una cepa con gen de pfl alterado de
cualquier cepa silvestre de Escherichia coli o Escherichia coli MT-10934, que puede prepararse en el método
mostrado de acuerdo con los ejemplos de la presente invencién o similares.

La MT-10934 anteriormente mencionada es una cepa en la que se confirma que la actividad de pfl ya esta reducida,
de modo que es posible realizar la presente invencién facilmente. La presente cepa se ha depositado el 8 de
noviembre de 2002, como el numero de depédsito FERM BP-10057 en el Depositario de Organismos de Patente
Internacional, Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, del Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia
Industrial Avanzada, basado en el tratado de Budapest sobre el reconocimiento internacional del depésito de
microorganismos para fines de procedimientos de patente.

Ademas, con respecto a la cepa variante sencilla de pfl, ya que MT-10934 tiene propiedades de HfrC, se mezcla con
una cepa silvestre que tiene propiedades F arbitrarias, por ejemplo, MG1655, W3110 o similares en un medio LB
durante 2 horas, y después se diluye para adquirir colonias individuales, de las que puede seleccionarse una cepa
variante individual de pfl para una cepa variante deseada. Ya que la cantidad de acido férmico producida esta
reducida en el cultivo anaerébico en comparaciéon con la cepa silvestre, la cepa variante de pfl también puede
adquirirse por seleccion usando esto como un indice.

El cultivo de la presente invencion se refiere a cultivar un microorganismo relacionado con la presente invencion
usando un medio. En este caso, el medio para usar no esta particularmente limitado si es un medio que contiene
trazas de componentes organicos, acidos nucleicos, vitaminas o similares, que el microorganismo requiere para
producir fuente de carbono, fuente de nitrégeno, ion inorganico y acido lactico.

El medio al que se afiaden dos o mas tipos de aminoacidos en la presente invencion significa un medio que contiene
al menos dos o mas tipos entre diversos aminoacidos en la naturaleza, e incluye un medio que contiene un producto
natural tal como extractos de levadura, casaminoacido, peptona, suero, melaza residual, agua de macerado de maiz
y similares o hidrolizados de extractos de productos naturales. Para obtener resultados mas preferibles, el medio
comprende preferentemente de 0,5 % a 20 %, y mas preferentemente de 2% a 15 % de al menos un tipo
seleccionado de extractos de levadura, peptona, suero, melaza residual y agua de macerado de maiz, o una mezcla
de los mismos. Especialmente, la adicion de agua de macerado de maiz proporciona un gran efecto, y en este caso,
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pueden obtenerse mejores resultados sin afiadir una sal tal como sulfato de amonio que de otro modo. El medio es
habitualmente medio liquido.

La condicién de cultivo varia dependiendo de la masa microbiana preparada y un aparato de cultivo. Por ejemplo,
cuando se reduce MT-10934 con actividad de pfl reducida, el cultivo se realiza en las siguientes condiciones en las
que la temperatura de cultivo es preferentemente de 20 °C a 40 °C, mas preferentemente de 25 °C a 35 °C, y el pH
se ajusta hasta preferentemente de 6,0 a 7,2, mas preferentemente de 6,5 a 6,9 con NaOH, NHs o similares. El
tiempo de cultivo no esta particularmente limitado, pero es un tiempo necesario para cultivar la masa microbiana
suficiente, y producir adicionalmente acido lactico.

Ademas, en el caso de usar cepa con gen de pfl alterado de la cepa silvestre de Escherichia coli MG1655 en la que
la actividad de pfl esta inactivada, el pH neutro o de neutro a un poco alcalino proporciona productividad maxima, y
el pH de cultivo es preferentemente de 6,9 a 7,4, y mas preferentemente de 7,1 a 7,3. Se permite que la temperatura
de cultivo sea mayor que la de MT-10934, y por lo tanto el cultivo a 33 °C hasta 42 °C puede proporcionar una
productividad maxima.

En el cultivo, se usa en general en cultivo un fermentador, que puede habitualmente controlar la temperatura, el pH,
las condiciones aerobias y la velocidad de agitacion, pero el cultivo de la presente invencion no esta limitado al uso
del fermentador. En el caso de cultivo usando el fermentador, si es necesario, se lleva a cabo cultivo de siembra
previamente como precultivo, y este puede inocularse en una cantidad necesaria en un medio en un fermentador
preparado previamente.

MT-10934 puede producir acido férmico en una region de pH 7 a 7,5, mientras que para la cepa con gen de pfl
alterado de MG 1655, no se encuentra produccién de acido formico en el método de cultivo de la presente invencion.
Por lo tanto, en el caso del uso de Escherichia coli como bacteria de heterofermentacion, puede obtenerse una
productividad maxima en las siguientes condiciones:

cuando se observa produccién de acido formico como en MT-10934 en caso de produccion de acido lactico con la
masa microbiana adoptada usando un medio de pH aproximadamente neutro, el pH del medio esta controlado de
neutro a algo acido en la produccion de acido lactico real y, cuando no se observa produccién de acido férmico como
en la cepa con el gen de pfl alterado de MG1655, el pH del medio esta controlado hasta el lado neutro o algo
alcalino en la produccion real de acido lactico.

El cultivo en la presente invencion se refiere a masa microbiana, una solucion de cultivo y un producto de
tratamiento de la misma, que se produce por el método descrito anteriormente.

Un método para recuperar acido lactico del cultivo tal como la soluciéon de cultivo obtenida anteriormente, por
ejemplo, incluye un método conocido convencionalmente si es de la soluciéon de cultivo, por ejemplo, un método de
destilacion directa después de acidificacion, un método de formacion y destilacion de lactida, un método de
destilacion después de la adicion de alcohol y catalizador para esterificacién, un método de extraccion en un
disolvente organico, un método de aislamiento con una columna de intercambio i6nico, un método de concentracion
y aislamiento por electrodialisis o similares o una combinacion de los mismos. Ademas, ya que la masa microbiana
producida por el método de la presente invencion produce un grupo enzimatico que es adecuado para produccion de
acido lactico, la produccién de acido lactico ademas mediante el uso del grupo enzimatico y recuperacion del acido
lactico producido también se considera una parte del método de recuperacion de acido lactico del cultivo.

La D-lactato deshidrogenasa dependiente de NADH (IdhA) derivada de Escherichia coli en la presente invencion es
una enzima derivada de Escherichia coli que produce acido D-lactico y NAD a partir de acido piravico y NADH, y se
ejemplifica especificamente por una enzima producida a partir de un gen adquirido por Bunch, et al. (Microbiology
143 (Pt 1), 187-195 (1997)), o un gen que tiene la secuencia contenida en los fragmentos de ADN amplificados por
PCR a partir de la Secuencia n.° 3 y Secuencia n.° 4 con el ADN genémico de Escherichia coli como molde.

La potenciacién de la actividad de IdhA en la presente invencion se refiere a un estado en el que la actividad de la
enzima producida a partir del gen que codifica IdhA aumenta mas significativamente por mutacion del gen que
codifica IdhA y/o recombinacion genética, que el estado antes de realizar esos tratamientos.

La bacteria en la presente invencion es en general un microorganismo de una célula procariota.

Como ejemplo de la bacteria en la presente invencion en la que la actividad de IdhA esta potenciada y ademas la
actividad de pfl esta inactivada o reducida, puede ejemplificarse MT-10934/pGlyldhA, que se describe en Ejemplos
de la invencioén. La presente cepa puede usarse convenientemente en el método para producir acido lactico como se
ha descrito en el [1] anteriormente mencionado, que comprende cultivar una bacteria de heterofermentacion de
acido lactico, en la que la actividad de piruvato formiato-liasa (pfl) esta inactivada o reducida, en un medio al que se
afaden dos o mas tipos de aminoacidos, y recuperar acido lactico del cultivo obtenido. Como una de las medidas
para potenciar la actividad de IdhA en la presente invencion, es eficaz un método en el que un gen que codifica IldhA
esta integrado en un plasmido de expresion unido a un promotor de un gen que controla la expresién de una
proteina implicada en una ruta glucolitica, una ruta de biosintesis de acido nucleico o una ruta de biosintesis de
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aminoacidos, y se introduce en una bacteria deseada. En este caso, el promotor del gen que controla la expresion
de la proteina implicada en la ruta glucolitica, la ruta de biosintesis de acido nucleico o la ruta de biosintesis de
aminoacidos se refiere a un fuerte promotor que actia constantemente en una bacteria, preferentemente en
Escherichia coli, y es menos susceptible a supresion de la expresion incluso en presencia de glucosa. Los ejemplos
especificos del mismo incluyen un promotor de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa o un promotor de serina
hidroximetiltransferasa (glyA). Las bacterias obtenidas de esta manera hacen posible mejorar la cantidad de acido D-
lactico acumulado, reducir la concentracion de acido pirivico que es una impureza, y mejorar la pureza oOptica de
acido D-lactico en la produccion de acido D-lactico en condiciones aerobias, en comparacién con en las que no se
potencia la expresion de IdhA.

La D-lactato deshidrogenasa dependiente de FAD (dId) en la presente invencion se refiere a un nombre genérico de
una enzima que cataliza una reaccién para producir acido piruvico a partir de acido D-lactico en presencia de
dinucledtido de flavina adenina oxidado, que es una coenzima.

El microorganismo en la presente invencion no esta particularmente limitado si el microorganismo es capaz de
producir acido D-lactico, y también incluye un microorganismo que se hace capaz de producir acido D-lactico por
cualquier modificacion aunque el microorganismo es inicialmente incapaz de producir acido D-lactico.

EI microorganismo en el que la actividad de did esta inactivada o reducida de acuerdo con la presente invencion y/o
la actividad de pfl esta inactivada o reducida, y/o la actividad de IdhA esta potenciada, puede ejemplificarse por una
cepa de Escherichia coli MT- 10994 (FERM BP-10058).

El promotor del gen que controla la expresion de la proteina implicada en la ruta glucolitica, la ruta de biosintesis de
acido nucleico o la ruta de biosintesis de aminoacidos en la presente invencién, es un promotor fuerte que actua
constantemente en un microorganismo, y es menos susceptible de supresion de la expresion incluso presencia de
glucosa. Los ejemplos especificos incluyen un promotor de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (en lo sucesivo
en el presente documento, puede denominarse GAPDH) o un promotor de serina hidroximetiltransferasa.

El promotor en la presente invencion se refiere a un sitio al que se une una ARN polimerasa que tiene un factor
sigma, e inicia la transcripcion. Por ejemplo, un promotor de GAPDH derivado de Escherichia coli se describe en los
nameros de base 397 a 440 en la informacion de secuencia de bases de nimero de referencia de GenBank X02662.

El microorganismo de acuerdo con la presente invencion en el que el gen codifica IdhA expresa la IdhA en el
genoma usando el promotor del gen que controla la expresion de la proteina implicada en la ruta glucolitica, la ruta
de biosintesis de acido nucleico o la ruta de biosintesis de aminoacidos, y en el que la actividad de pfl esta
inactivada o reducida, y/o la actividad de did esta inactivada o reducida, puede ejemplificarse por una cepa de
Escherichia coli MT-10994 (FERM BP-10058).

Ya que la cepa de Escherichia coli MT-10994 se expresa uniendo funcionalmente el gen de IdhA con el promotor de
GAPDH en el genoma, y pflB y dId se inactivan por alteracion génica, la presente invenciéon puede llevarse a cabo
facilmente usando esta cepa. La presente cepa se ha depositado el 1 de marzo de 2004 como el numero de
depdsito FERM BP- 10058 en el Depositario de Organismos de Patente Internacional, Tsukuba Central 6, 1-1-1
Higashi, Tsukuba, Ibaraki, del Instituto Nacional de Ciencia y Tecnologia Industrial Avanzada basado en el Tratado
de Budapest sobre el reconocimiento internacional del Depésito de Microrganismos para los fines de Procedimiento
de Patentes.

El ciclo de TCA en la presente invencién significa una ruta metabolica para experimentar con el tiempo oxidacion
completa de esqueletos de carbono tales como glucosa, acido graso y muchos aminoacidos, que también se
denomina un ciclo de acido citrico, un ciclo de acido tricarboxilico o un ciclo de Krebs.

La malato deshidrogenasa (mdh) en la presente invencién se clasifica en el numero de enzima 1.1.1.37, basandose
en el informe del comité de enzimas de la Unidn de Bioquimica Internacional (1.U.B.), y se refiere a un nombre
genérico de una enzima, que cataliza de forma reversible una reaccién para producir acido oxalacético a partir de
acido malico en presencia de dinucle6tido de nicotinamida adenina oxidada que es una coenzima.

El microorganismo en el que la actividad de mdh esta inactivada o reducida en la presente invencion, en el que la
actividad de pfl esta inactivada o reducida, y/o la actividad de did esta inactivada o reducida, puede ejemplificarse
por la cepa de Escherichia coli MT-10994. La presente cepa puede usarse convenientemente en el método para
producir acido lactico como se ha descrito en el [1] mencionado anteriormente, que comprende cultivar una bacteria
de heterofermentacion de acido lactico, en la que la actividad de piruvato formiato-liasa (pfl) esta inactivada o
reducida, en un medio al que se afiaden dos o mas tipos de aminoacidos y recuperar acido lactico del cultivo
obtenido.

La aspartato amoniaco liasa (aspA) de la presente invencién se clasifica en el nimero de enzima 4.3.1.1 basandose
en el informe del comité de enzimas de la Union de Biogquimica Internacional (1.U.B.), que también se denomina
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aspartasa. La presente enzima se refiere a un nombre genérico de una enzima que cataliza de forma reversible una
reaccion para producir acido fumarico a partir de acido L-aspartico.

Cuando se produce acido lactico cultivando el microorganismo obtenido en la presente invencién, puede llevarse a
cabo aireacion para obtener resultados mas preferibles aunque puede que la aireacion no sea necesaria en
absoluto. Las condiciones de aireacion del presente documento no siempre requieren que el aire pase a través de la
solucion de cultivo, sino que también incluyen aireacion de superficie dependiendo de la forma del fermentador, en el
que una capa de aire encima de la solucion de cultivo se ventila mientras que la solucion de cultivo se agita
moderadamente, y se refieren a hacer fluir un gas que contiene oxigeno al fermentador. En el caso de aireacién en
la solucién, ya que la concentracion de oxigeno disuelto cambia de acuerdo con combinaciones de presion interna,
localizacién de las aspas de agitacion, forma de las aspas de agitacion y velocidad de agitacién, pueden encontrarse
condiciones éptimas de la siguiente manera usando productividad de acido lactico, cantidad de &cidos organicos
distintos de acido lactico o similares como un indice. Por ejemplo, en el caso de cultivo de cepa de Escherichia coli
MT-10934 con un fermentador relativamente pequefio tal como BMJ-01, un aparato de cultivo fabricado por ABLE
Corporation, pueden obtenerse resultados preferibles en condiciones de aireacién que pueden conseguirse con la
velocidad de aireacion de 0,01 vvm a 1 vvm y la velocidad de agitacién de 50 rpom a 500 rpm a presion normal, mas
preferentemente, la velocidad de aireacion de 0,1 vvm a 0,5 vvm y la velocidad de agitacion de 100 rpm a 400 rpm a
presion normal cuando se usan 500 g de la solucion de cultivo. Esta condicion aerébica es una condicion que
permite un aporte de oxigeno que satisfaga un requisito de un coeficiente de transferencia de oxigeno Kia de no
menos de 1 h™' y no mas de 400 h™' a presion normal usando agua a una temperatura de 30 °C.

Ademas, otro indice de condicion de aireacion 6ptima es una condicién de aireacién obtenida por la velocidad de
aireacién y la velocidad de agitacion en las que acido férmico, acido acético, acido succinico y etanol, que se
producen por la cepa MT-10934 en cultivo anaerdbico, no es mas de 5,0 g/l, y mas preferentemente no mas de
1,0 g/l, y se produce ademas acido lactico.

Ademas, otro indice de condicion de aireacion optima es una condicion conseguida por la velocidad de aireacion y la
velocidad de agitacién en las que la concentracion de acido L-lactico se reduce hasta no mas de 0,02 % en 10 a 100
horas cuando la cepa MT-10934 se cultiva en un medio que contiene acido L-lactico 0,3 %, que es un isémero
optico.

No es necesario que la condicion de aireacion como se ha descrito anteriormente se lleve a cabo desde el inicio
hasta el final del cultivo, y llevar a cabo una parte del proceso de cultivo también puede proporcionar resultados
preferibles.

Ademas, realizando aireacion como se ha descrito anteriormente, puede mejorarse la productividad de acido lactico
y puede conseguirse reduccion del isomero 6ptico.

En lo sucesivo en el presente documento, un ejemplo de la presente invenciéon se muestra por Ejemplos, que no
limitan la presente invencion de ninguna manera.

[Ejemplo 1] Produccion de acido lactico por cepa MT-10934
La composicion de medio usado en cultivo se describe en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1
Composicion de medio
Glucosa 10 %
Agua de macerado de maiz (fabricado por NJHON SHOKUHIN 5 %
KAKO CO. LTD.)

Sulfato de amonio 0,5 %
Hidrogeno fosfato disédico 12-hidrato 0,3 %
Dihidrégeno fosfato potasico 0,15 %
Cloruro soédico 0,15 %
Sulfato de magnesio 7-hidrato 0,1%
Adecanol LG126 0,1%

El presente medio contiene 0,34 % de azucar reductor estimado como producto hidrolizado, 0,31 % de acido D-
lactico, 0,31 % de acido L-lactico, 0,33 % de aminoacidos libres y cantidades traza de diversos acidos organicos,
todos los cuales derivan de agua de macerado de maiz.

Se inoculd cepa de Escherichia coli MT-10934 en 25 ml de un caldo de cultivo LB, soluciéon de cultivo de Miller

(Difco244620) contenida en un matraz coénico, y se llevo a cabo cultivo con agitacion durante una noche a 120 rpm
como precultivo. Después, la cantidad completa se inoculé en 475 g del medio de la composicién anteriormente
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mencionada contenida en un fermentador de 11 (BMJ-01, aparato de cultivo fabricado por ABLE Corporation). Se
llevd a cabo cultivo en condiciones que incluian presion atmosférica, una velocidad de aireacion de 0,5 vwm, una
velocidad de agitacion de 150 rpm, una temperatura de cultivo de 31 °C y pH de 6,7 (ajustado con NaOH), hasta que
la glucosa se consumié completamente.

Después de completar el cultivo, el ensayo de los acidos organicos y la mediciéon de la pureza éptica de acido D-
lactico en la solucion de cultivo obtenida se realizaron con HPLC de acuerdo con un método establecido. Los
resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2

MG1655 (silvestre) MT-10934
Cantidad de acido D- 54.9 g/kg de 90,5 g/kg de
lactico acumulada solucion de cultivo cultivo
Cantidad recuperada de 5409 570¢g
solucién de cultivo
Peso de masa microbiana 3,5 g/l 2,249l
seca
Pureza optica de acido D- 99,9 %ee o mas 99,9 %ee 0 mas
lactico
Acido succinico 6,2 g/l N.D <0,2 g/l
Acido férmico 1,8 g/l N.D <0,1 g/l
Acido acético 2,4 g/l N.D <0,1 g/l
Etanol 0,8 g/ N.D <0,1 g/l
Cantidad de acido D- 46,5g/kg 58,2 g/kg
lactico acumulada
después de 50 h de inicio
de cultivo

N.D: No detectado

En los resultados, se considera que la razén por la que la cantidad total de acido lactico es mayor que la cantidad de
glucosa afadida al inicio del cultivo es que la fuente de carbono en el agua de macerado de maiz se ha usado. Sin
embargo, usando todo el azucar reductor, los acidos organicos y aminoacidos en agua de macerado de maiz, se
alcanzo la tasa de conversion del 90 % o mas. Ademas, aunque se us6 una solucién de cultivo que contenia acidos
organicos o isémeros Opticos de acido lactico presentes como impurezas en el medio, los acidos organicos como
impurezas se redujeron y se produjo acido lactico con alta pureza 6ptica.

Ademas, se obtuvo MG1655 como ATCC47076 de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC).
[Ejemplo 2] Construccion del vector de expresion de IdhA y bacterias productoras de acido lactico

Para adquirir un promotor de la serina hidroximetiltransferasa (glyA), se llevé a cabo amplificacion con un método de
PCR usando ADN genémico de Escherichia coli como un molde y la Secuencia N.° 1 y la Secuencia N.° 2 como
sondas, y la digestion del fragmento obtenido con una enzima de restriccién EcoRI produjo un fragmento que
codificaba un promotor de glyA de aproximadamente 850 pb. Ademas, para adquirir un gen estructural de Idha, se
llevé a cabo amplificacion con un método de PCR usando ADN del genoma de Escherichia coli como molde y la
Secuencia N.° 3 y la Secuencia N.° 4 como sondas, y la digestion del fragmento obtenido con enzimas de restriccién
EcoRI y Hindlll proporcioné un fragmento de gen estructural de IdhA de aproximadamente 1,0 kpb. Los dos
fragmentos anteriormente mencionados se mezclaron con el fragmento obtenido por digestiéon del plasmido pUC18
usando enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll, se ligaron usando una ADN ligasa y después se transformaron en
una Escherichia coli para proporcionar el plasmido pGlyldhA.

El plasmido obtenido pGlyldhA se transformé en una cepa de Escherichia coli MT-10934 para proporcionar una cepa
MT-10934/pGlyldhA, que es una bacteria productora de acido lactico.

Ademas, se obtuvo pUC18 mediante extraccion de acuerdo con un método establecido de ATCC37253, que esta
disponible de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo. Ademas, la cepa MT-10934 se ha depositado el 8 de
noviembre de 2002 con el numero de depdsito anteriormente mencionado en el Depositario de Organismos de
Patente Internacional, Tsukuba Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba, Ibaraki, del Instituto Nacional de Ciencia y
Tecnologia Industrial Avanzada
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[Ejemplo 3] Producciéon de acido lactico por bacterias productoras de acido lactico de cepa MT-10934/pGlyldhA

La cepa MT-10934/pGlyldhA, que es la bacteria productora de acido lactico obtenida en el Ejemplo 2, se inocul6 en
25 ml de caldo de cultivo LB, solucién de cultivo de Miller (Difco244620) contenida en un matraz cénico, y se llevé a
cabo cultivo como precultivo de la misma manera que se ha descrito en el Ejemplo 1. Después de completar el
cultivo, se realizaron ensayo de los acidos lacticos y medicién de la pureza éptica de los mismos con HPLC de
acuerdo con un método establecido. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
Cantidad de acido D-lactico 94 g/kg de solucidon de
acumulada cultivo

Cantidad recuperada de 570 g
solucion de cultivo

Peso de masa microbiana seca 2049
Pureza optica del acido D- 99,9 %ee o mas
lactico

Cantidad de acido D-lactico 65,2 g/kg
acumulada después de 50 h del
inicio del cultivo

En los resultados, se considera que la razén por la que la cantidad total de acido lactico es mayor que la cantidad de
glucosa afiadida al inicio del cultivo es que la fuente de carbono en el agua de macerado de maiz se ha usado. Sin
embargo, usando todo el azucar reductor, acidos organicos y aminoacidos en agua de macerado de maiz, se
consiguio la tasa de conversion del 90 % o mas.

[Ejemplo 4] Clonacién de una regién adyacente al gen de pfl de Escherichia coli

La secuencia de bases completa del ADN genémico de Escherichia coli se conoce (nimero de referencia de
GenBank: U00096), y la secuencia de bases de un gen que codifica piruvato formiato-liasa de Escherichia coli (en lo
sucesivo en el presente documento, puede denominarse pfl) también se ha indicado (nimero de referencia de
GenBank: AE000192). Para clonar la regiéon adyacente a la secuencia de bases de un gen que codifica pfl (2.283
pb), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotidicos mostrados en las Secuencias N.° 5, 6, 7 y 8. Los
cebadores de las Secuencias N.° 6 y 7 tienen sitio de reconocimiento Sphl en el extremo 5' terminal.

ElI ADN del genoma de la cepa de Escherichia coli MG1655 se prepard por el método descrito en Current Protocols
in Molecular Biology (JohnWiley & Sons). Usando combinaciones de 1 ug del ADN del genoma obtenido con el
cebador que tiene la secuencia de bases de Secuencia N.° 5 y el cebador que tiene la secuencia de bases de
Secuencia N.° 6, y con el cebador que tiene la secuencia de bases de Secuencia N.° 7 y el cebador que tiene la
secuencia de bases de Secuencia N.° 8, se realizé PCR en condiciones habituales usando 100 pmol de cada uno de
los ADN de cebadores anteriormente mencionados para amplificar fragmentos de ADN de aproximadamente 1,8 kpb
(en lo sucesivo en el presente documento, puede denominarse un fragmento pflB-L) y aproximadamente 1,3 kpb (en
lo sucesivo en el presente documento, puede denominarse un fragmento pfIB-R). Estos fragmentos de ADN se
aislaron por electroforesis en agarosa, se recuperaron y el fragmento de pfIB-L se digirié6 con Hindlll y Sphl, y el
fragmento de pfIB-R se digiri6 con Sphl y Pstl, respectivamente. Estos dos tipos de fragmentos digeridos y un
producto de digestion de plasmido sensible a temperatura pTH18cs1 (N.° de referencia de GenBank: AB019610)
(Hashimoto-Gotoh, T., et al., Gene, Vol. 241 (1), pp185-191 (2000)) con Hindlll y Pstl se hicieron reaccionar con
ADN ligasa T4, y después el producto se transformo en una célula competente de Escherichia coli DH5a (TAKARA
BIO INC.), para proporcionar un plasmido que contiene dos fragmentos, es decir, un fragmento adyacente cadena
arriba 5' y un fragmento adyacente cadena abajo 3' de un gen que codifica pfIB, que se designd pTHApfl.

[Ejemplo 5] Preparacion de cepa con gen de pfl alterado de la cepa de Escherichia coli MG1655

El plasmido pTHApfl obtenido en el Ejemplo 4 se transformé en la cepa de Escherichia coli MG1655, se cultivo
durante la noche en placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol a 30 °C, a la que la célula puede
mantener un plasmido sensible a temperatura, para proporcionar un transformante. El transformante obtenido se
cultivé en un medio LB a 30 °C durante 3 horas hasta una noche, y después se diluyd convenientemente con un
medio liquido LB o solucion salina, y se aplicé a una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol. Esta
placa de agar LB se cultivd a 42 °C, a la que el plasmido sensible a la temperatura no puede mantenerse, y el
transformante cultivado se obtuvo como una cepa en la que la longitud completa del plasmido esta integrada en el
genoma de Escherichia coli por recombinacion homéloga entre exogenoma y genoma.

A partir de esta cepa, se adquiri6 un ADN gendmico, y se realiz6 PCR usando este como molde. Se confirmé que ya
que el gen resistente al cloranfenicol contenido en pTH18cs1 esta presente en el genoma y que estan presentes
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regiones homologas de cada region adyacente 5' y regién adyacente 3' de un gen que codifica pfIB en el genoma, la
longitud completa del plasmido fue una cepa integrada en el genoma de Escherichia coli.

La cepa en la que la longitud completa del plasmido se integré en el genoma de Escherichia coli se inoculd en un
matraz con tabiques deflectores de 100 ml que contenia 20 ml de un medio liquido LB que no contenia cloranfenicol,
y este se cultivd con agitacion a 30 °C durante 4 horas. Esta solucién de cultivo se diluyé convenientemente en un
medio liquido LB que no contenia cloranfenicol, y se aplicé a un medio de agar LB que no contenia cloranfenicol.
Después de cultivar a 42 °C, se seleccionaron aleatoriamente 96 colonias del cultivo crecido, y se dejo crecer en un
medio de agar LB que no contenia cloranfenicol, y un medio de agar LB que contenia cloranfenicol,
respectivamente, y después se seleccionaron cepas sensibles al cloranfenicol.

Ademas, se adquiri6 un ADN gendmico de las cepas seleccionadas y se realiz6 PCR usando este como un molde
para seleccionar una cepa en la que un gen que codifica pfl es deficiente, que se designd cepa MG1655ApfIB.

[Ejemplo 6] Produccion de acido lactico por cepa MG1655Apfl usando casaminoacido

Se prepar6 una pluralidad de matraces coénicos, que contenian cada uno 25 g de caldo de cultivo LB, solucion de
cultivo de Miller (Difco244620), como un precultivo. En ellos, se inocularon por separado tres tipos de cepas, es
decir, bacterias productoras de acido lactico, MG1655, cepa MG1655Apfl y MGI6S5Apfl/pGlyldhA en las que el
plasmido pGlyldhA como se ha descrito en el Ejemplo 2 se recombiné con la cepa MG1655Apfl de acuerdo con un
método establecido. Se llevo a cabo cultivo con agitacién durante una noche a 30 °C con 120 rpm, y después la
cantidad completa se inocul6 por separado en un fermentador de 1 | (BMJ-01, aparato de cultivo fabricado por
ABLE) que contenia 475 g del medio mostrado en la Tabla 4. El cultivo se llevé a cabo en condiciones que incluian
presién atmosférica, una velocidad de aireacion de 0,5 vvm, una velocidad de agitacion de 200 rpm, una
temperatura de cultivo de 31 °C y pH de 6,7 (ajustado con NaOH) durante 50 horas. Después de completar el cultivo,
se realiz6 el ensayo de acido lactico y medicién de pureza éptica del mismo en la solucién de cultivo obtenida con
HPLC de acuerdo con un método establecido. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Tabla 4

Composicion de medio
Glucosa 100 g/l
Na2HPO4.12H20 6,0 g/l
(NH4)2S04 6,0 g/l
KH2PO4 3,049/
NaCl 3,09/
MgSO4-7aq 0,19/l
Extracto de levadura 0,5 g/l
Casaminoacido 5,09/

Tabla 5
MG1655 MG1655ApfIMG1655Apfl/pGlyldhA

Cantidad de acido D-lactico 28 g/l 58 g/l 63,7 g/l
acumulado

[Ejemplo 7] Produccion de acido lactico por MG1655Apfl usando agua de macerado de maiz

MG1655, MG1655Apfl y MG1655Apfl/pGlyldhA se inocularon por separado en 25 g de la solucion de cultivo
contenida en un matraz cénico, y se llevé a cabo cultivo con agitacion durante una noche a 30 °C con 120 rpm como
precultivo. Después, la cantidad completa se inoculd por separado cada uno en un fermentador de 1 | (BMJ-01,
aparato de cultivo fabricado por ABLE Corporation) que contenia 475 g del medio mostrado en la Tabla 6. Se llevé a
cabo cultivo en condiciones que incluian presion atmosférica, una velocidad de aireacién de 0,5 vvm, una velocidad
de agitacién de 300 rpm, una temperatura de cultivo de 35 °C, y un pH de 7,2 (ajustado con NaOH) durante 24
horas. Después de completar el cultivo, se realizaron mediciones de &cido lactico y el &cido pirtvico en la solucion
de cultivo obtenida con HPLC de acuerdo con un método establecido. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 6
Composicion de medio
Glucosa 10 %
Agua de macerado de maiz (fabricado por NJHON SHOKUHIN KAKO CO.
LTD.) 5%
Adecanol LG126 0,1 %

14



10

15

20

25

30

35

40

ES2619176T3

Tabla 7

MG1655 MG1655A pfl MG1655Apfl/pGly IdhA

Cantidad de acido D-lactico acumulada52 g/l 95 g/kg de solucion de cultivo 95 g/kg de solucién de
cultivo

Cantidad recuperada de solucion de 520 g 560 g 560 g
cultivo
E’eso de masa microbiana seca 2,54/ 2,54/l 2,54/l
Acido piravico 1,19/l 1,19/l 0,3 g/l
Tiempo de cultivo 24 horas 24 horas 24 horas

En los resultados, se considera que la razén por la que la cantidad total de acido lactico es mayor que la cantidad de
glucosa anadida al inicio del cultivo es que la fuente de carbono en agua de macerado de maiz se ha usado. Sin
embargo, usando todo el azucar reductor, acidos organicos y aminoacidos en el agua de macerado de maiz, se
consiguié una tasa de conversion del 90 % o mas.

[Ejemplo 8] Alta acumulacion y produccién de acido lactico por cepa MG1655Apfl con alta concentracion de glucosa

Se inocul6 MG1655Apfl en 25 g de la solucién de cultivo contenida en un matraz conico, y se llevo a cabo cultivo con
agitacion durante una noche con 120 rpm como precultivo. Después, la cantidad completa se inoculd en un
fermentador de BMJ-01, un aparato de cultivo fabricado por ABLE Corporation, que contenia 475 g del medio, que
tenia la concentracion de glucosa de 10 % a 15 % como se muestra en la Tabla 8. Se llevé a cabo cultivo en
condiciones que incluian presion atmosférica, una velocidad de aireaciéon de 0,5 vvm, una velocidad de agitacion de
300 rpm, una temperatura de cultivo de 35 °C, y un pH de 7,2 (ajustado con NaOH) hasta que se agoto la glucosa
completa. Después de completar el cultivo, se realizd medicion de acido lactico con HPLC de acuerdo con un
método establecido. Los resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 8
Composicion de medio
Glucosa 10 %, 12 %,
15 %
Agua de macerado de maiz (fabricado por NIHON SHOKUHIN KAKO 5 %
CO, LTD,)
Adecanol LG126 0,1%
Tabla 9
Concentracion de glucosa 10 % 12 % 15 %
Cantidad de acido D-lactico 95 g/kg de solucion de 112 g/kg de cultivo 130 g/kg de solucion de
acumulada cultivo cultivo
Cantidad recuperada de solucion 560 g 567 g 580 g
del cultivo
Peso de masa microbiana seca 2,5 g/l 2,549/ 2,549/

Se considera que la razén por la que la cantidad total de acido lactico es mayor que la cantidad de glucosa afadida
al inicio del cultivo es que la fuente de carbono de agua de macerado de maiz se ha usado. Sin embargo, usando
todo el azucar reductor, acidos organicos y aminoacidos en el agua de macerado de maiz, se alcanz6 la tasa de
conversion del 90 % o mas. Ademas, se consiguié alta cantidad de acumulacién de 130 g/l, lo que no habia sido
posible hasta la fecha.

[Ejemplo 9] Investigacién de la cantidad afiadida del agua de macerado de maiz usando cepa MG1655Apfl.

Se inoculé MG1655Apfl en 25 g de la solucion de cultivo contenida en un matraz conico, y se llevo a cabo el cultivo
con agitacion durante una noche con 120 rpm como precultivo. Después, la cantidad total se inoculé en un
fermentador de BMJ-01, un aparato de cultivo fabricado por ABLE Corporation, que contenia 475 g del medio,
variando la concentracion de agua de macerado de maiz de 1 a 10 % como se muestra en la Tabla 10. Se llevé a
cabo cultivo en condiciones que incluian presiéon atmosférica, una velocidad de aireacién de 0,5 vvm, una velocidad
de agitacion de 300 rpm, una temperatura de cultivo de 35 °C, y pH de 7,2 (ajustado con NaOH) durante 24 horas.
Después de completar el cultivo, se realizd medicién de acido lactico con HPLC de acuerdo con un método
establecido. Los resultados se muestran en la Tabla 11.
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Tabla 10
Composicion de medio
Glucosa 10 %
CSL (fabricado por NIHON SHOKUHIN KAKO CO, 1%,2,5%,5%,10 %
LTD.)
Adecanol LG126 0,1 %
Tabla 11
CSL 1% 25% 5% 10 %
Cantidad de acido D-lactico 55g/l 90 g/l 94 g/l 96 g/l
acumulada

En el grupo en el que se afadi6 agua de macerado de maiz 1 %, aunque se observd reduccion en la tasa de
produccion, la tasa de produccion a las 24 horas alcanzé la cantidad de 55 g/l, lo que no habia sido posible hasta la
fecha Ademas, la tasa de conversion de glucosa usada a acido lactico se mantuvo a 90 % o mas.

[Ejemplo 10] Efecto de las condiciones de aireacion en la tasa de glucélisis usando cepa MG1655Apfl

La cepa MG1655Apfl se inoculé en 25 g de la solucion de cultivo contenida en un matraz conico, y se llevé a cabo
cultivo con agitacion durante la noche con 120 rpm como precultivo. Después, la cantidad completa se inocul6é en un
fermentador de BMJ-01, un aparato de cultivo fabricado por ABLE Corporation, que contenia 475 g del medio como
se muestra en la Tabla 12. Se llevé a cabo cultivo en condiciones que incluian presion atmosférica y con las
condiciones de aireacion mostradas en la Tabla 13 con una temperatura de cultivo de 35 °C y pH de 7,2 (ajustado
con NaOH) durante 24 horas. La cantidad de glucosa residual se midi6 por el ensayo de glucosa Cll Wako (Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.).

Tabla 12
Composicion de medio
Glucosa 12%
CSL (fabricado por NJHON SHOKUHIN KAKO CO, 5%
LTD.)
Adecanol LG126 0,1 %
Tabla 13
Grupo experimental 1 2 3 4
Velocidad de aireacion 0 0,5 0,5 0,5
(vwm)
Velocidad de agitacion 200 200 400 600
(rpm)
Tabla 14
Grupo experimental 1 2 3 4

Cantidad de glucosa 59,4 394 21,7 67,9
residual (g/l)

Se descubrié por este experimento que la tasa de glucdlisis se mejoro de acuerdo con la mejora de las condiciones
de aireacion, pero la tasa de glucdlisis se redujo si las condiciones de aireacion mejoraron en exceso

[Ejemplo 11] Investigacion de la cantidad afadida de agua de macerado de maiz usando cepa
MG1655Apfl/pGlyldhA

Se inoculé MG1655ApfIB/pGlyldhA en 25 g de la solucién de cultivo contenida en un matraz conico, y se llevé a cabo
cultivo con agitacion durante una noche con 120 rpm como precultivo. Después, la cantidad completa se inoculé en
un fermentador de BMJ-01, un aparato de cultivo fabricado por ABLE Corporation, que contenia 475 g del medio,
variando la concentracion del agua de macerado de maiz del 1 al 10 % como se muestra en la Tabla 15. Se llevé a
cabo cultivo en condiciones que incluian presion atmosférica, una velocidad de aireacién de 0,5 vvm, una velocidad
de agitacion de 300 rpm, una temperatura de cultivo de 35 °C y pH de 7,2 (ajustado con NaOH) durante 24 horas.
Después de completar el cultivo, se realizé medicién del acido D-lactico con HPLC de acuerdo con un método
establecido. Los resultados se muestran en la Tabla 16.
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Tabla 15
Composicion de medio
Glucosa 10 %
CSL (fabricado por NIHON SHOKUHIN KAKO 1 %, 2,5 %, 5 %, 10 %
CO, LTD))
Adecanol LG126 0,1%
Tabla 16
CSL 1% 25% 5% 10%

Cantidad de acido D- 589/l 92g/l 96 g/l 97 g/l
lactico acumulada

El grupo en el que se afadi6 agua de macerado de maiz al 1 % tiene la menor productividad entre los grupos
ensayados, pero una tasa de produccion a las 24 horas con la cantidad de 58 g/l es una tasa de produccion que no
fue posible de forma convencional. Ademas, la tasa de conversion de la glucosa usada al acido D-lactico se mantuvo
a 90 % o mas.

[Ejemplo 12] Efecto de las condiciones de aireacion en la tasa de glucoélisis usando cepa MG1655Apfl/pGlyldhA

Se inoculé MG1655ApfIB/pGlyldhA en 25 g de la solucién de cultivo contenida en un matraz conico, y se llevé a cabo
cultivo con agitacion durante una noche con 120 rpm como precultivo. Después, la cantidad completa se inoculé en
un fermentador de BMJ-01, un aparato de cultivo fabricado por ABLE Corporation, que contenia 475 g del medio
mostrado en la Tabla 17. Se llevé a cabo cultivo con presion atmosférica y en las condiciones de aireacion
mostradas en la Tabla 18 con una temperatura de cultivo de 35 °C y pH de 7,2 (ajustado con NaOH) durante 24
horas. La cantidad de glucosa residual se midié por el ensayo de glucosa Cll Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

Tabla 17
Composicion de medio
Glucosa 12 %
CSL (fabricado por NIHON SHOKUHIN KAKO CO, LTD.) 5%
Adecanol LG126 0,1%
Tabla 18
Grupo experimental 1 2 3 4

Velocidad de aireacion (vvm) 0 0,5 0,5 0,5
Velocidad de agitacion (rpm) 200 200 400 600

Tabla 19
Grupo experimental 1 2 3 4

Cantidad de glucosa residual (g/l) 59,4 36,6 20,1 545

Se descubrid por este experimento que la tasa de glucélisis se mejoré de acuerdo con la mejora de las condiciones
de aireacion, pero la tasa de glucdlisis se redujo si la condicidén de aireacién se mejoré en exceso.

[Ejemplo 13] Preparacion de cepa de Escherichia coli MG1655 con el gen de did suprimido

Se llevd a cabo PCR usando CAACACCAAGCTTTCGCG (Secuencia N.° 9), TTCCACTCCTTGTGGTGGC
(Secuencia N.° 10), AACTGCAGAAATTACGGATGGCAGAG (Secuencia N.° 11) y TGTTCTAGAAAGTTCTTTGAC
(Secuencia N.° 12), que se prepararon basandose en la informacion génica de la region adyacente al gen de did del
ADN genoémico derivado de la cepa MG1655. El fragmento obtenido se digiri6 respectivamente con enzimas de
restriccion Hindlll y Pstl, y Pstl y Xbal, para proporcionar fragmentos de aproximadamente 1.140 pb,
respectivamente. Estos fragmentos se mezclaron con el fragmento que se obtuvo por digestion del plasmido
sensible a temperatura pTH18cs1 (Hashimoto-Gotoh, T., et al., Gene, Vol. 241 (1), pp185-191 (2000)) con Hindlll y
Xbal, se ligaron usando una ligasa, y después se transformaron en una cepa DH5a a 30 °C, y se cultivaron en una
placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol para proporcionar un transformante. La colonia obtenida se
cultivd en un medio liquido LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol a 30 °C durante una noche, y se recuper6 un
plasmido de la masa microbiana obtenida. Este plasmido se transformé en la cepa MG1655 a 30 °C, y se cultivo en
una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol para proporcionar un transformante. El transformante
obtenido se aplicé a una placa de agar, y se cultivo durante una noche a 30 °C. A continuacioén, para obtener masa
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microbiana cultivada, la masa microbiana cultivada se aplicdé a una placa de agar LB que contenia 10 yg/ml de
cloranfenicol para proporcionar colonias que crecian a 42 °C.

Ademas, la operacion se repiti6 de nuevo para obtener colonias individuales que crecian a 42 °C, y se seleccioné un
clon, en el que el plasmido completo se integré en el cromosoma por recombinacién homéloga. Se confirmé que el
presente clon no tenia el plasmido en el citoplasma.

A continuacion, el clon anteriormente mencionado se aplicd a una placa de agar LB, y se cultivé durante una noche
a 30 °C, y después se inocul6 en un medio liquido LB (3 ml/tubo de ensayo) y se cultivé con agitacion a 42 °C
durante 3 a 4 horas. Este se diluyd convenientemente (aproximadamente 102 a 10®) para obtener colonias
individuales, y la solucién diluida se aplicé a una placa de agar LB y se cultivdé durante una noche a 42 °C para
proporcionar colonias. A partir de las colonias cultivadas, se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una
de ellas se cultivé en una placa de agar LB y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol. Se
seleccionaron de ellas clones sensibles a cloranfenicol que crecian solamente en una placa de agar LB. Ademas, se
amplificé un fragmento de aproximadamente 2,0 kpb que contenia dild mediante PCR usando el ADN cromosémico
de estos clones deseados, y se selecciond una cepa en la que una region génica de did estaba suprimida. El clon
que satisfizo la descripcion anterior se eligi6 como la cepa con did suprimido, y la cepa obtenida se design6 cepa
MG1655Adld.

[Ejemplo 14] Produccién de acido D-lactico por la cepa MG1655AdId

La cepa MG1655 o cepa MG1655Adld se inoculé en 25 ml de caldo de cultivo LB, soluciéon de cultivo de Miller
(Difco244620) contenida en un matraz coénico, y se llevé a cabo cultivo con agitacion durante una noche con 120 rpm
como precultivo. La cantidad completa de cada soluciéon de precultivo se movié por separado a un fermentador de
BMJ-01, un aparato de cultivo fabricado por ABLE Corporation, que contenia 475 g del medio de la composicion
como se muestra en la Tabla 20, y se llevo a cabo cultivo. Se llevé a cabo cultivo en condiciones que incluian
presion atmosférica, una tasa de aireacion de 0,5 vvm, una velocidad de agitacion de 200 rpm, una temperatura de
cultivo de 31 °C, y pH de 6,7 (ajustado con NaOH) durante 96 horas. Después de 48 horas y después de completar
el cultivo, se realiz6 el ensayo de acido lactico, acido pirtivico, acido férmico y acido acético con HPLC de acuerdo
con un método establecido. Los resultados después de 48 horas se muestran en la Tabla 21, y los resultados
después de completar el cultivo se muestran en la Tabla 22, en la que la cepa MG1655 y la cepa MG1655AdId estan
representadas por Silvestre y Adld, respectivamente.

Tabla 20
Composicion de medio
Glucosa 100 g/l
NazHPO4-2H20 6,0 g/l
(NH4)2S04 6,0 g/l
KH2PO4 3,09/
NaCl 3,09/
MgSOa4-7aq 0,19/l
Extracto de levadura 0,549/
Casaminoacido 5,09/

Tabla 21

Resultados después de 48 horas

Silvestre Adld
26 g/l 22 g/l

Cantidad de acido D-lactico
acumulada

Cantidad de acido piruvico acumulada 4,5 g/l 1,19/
Cantidad de acido férmico acumulada 5,0 g/l 1,55 g/l

Cantidad de acido acético acumulada 14 g/l 9,59/l

Tabla 22
Resultados después de 96 horas

Silvestre  Adld

Cantidad de acido D-lactico

36 g/l 41 g/l
acumulada
Cantidad de acido piruvico acumulada 5,84 g/l 1,26 g/l
Cantidad de acido férmico acumulada 3,4 g/l 0gl/l
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Cantidad de acido acético acumulada 12 g/l 11 g/l

[Ejemplo 15] Preparacion de cepa de Escherichia coli MG1655 con los genes de pfl y did suprimidos

El plasmido pTHApfl obtenido en el Ejemplo 4 se transform6 en la cepa MG1655AdId y se cultivd en una placa de
agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol para proporcionar un transformante. El transformante obtenido se
aplicé a una placa de agar, y se cultivé durante una noche a 30 °C. A continuacién, para obtener masa microbiana
cultivada, el transformante cultivado se aplicé a una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol para
proporcionar colonias que crecieran a 42 °C.

Tratando el clon obtenido de la misma manera que en el Ejemplo 5, se adquiri6 cepa MG1655 con los genes de did
y pfl suprimidos, y se design6 cepa MG1655ApflAdId.

[Ejemplo 16] Introduccion del vector de expresion de IdhA en la cepa MG1655AdId y cepa MG1655ApflAdid

El plasmido pGlyldhA obtenido en el Ejemplo 2 se transformé en la cepa MG1655AdId y la cepa MG1655ApflAdid,
respectivamente, para proporcionar cepa MG1655AdId/pGlyldhA y cepa MG1655ApflAdId/pGlyldhA.

[Ejemplo 17] Produccién de acido D-lactico por cepa MG1655, cepa MG1655Adld, cepa MG1655Apfl, cepa
MG1655ApflAdld, cepa MG1655AdId/pGlyldhA y cepa MG1655ApflAdId/pGlyldhA

La cepa MG1655, cepa MG1655Adld, cepa MG1655Apfl, cepa MG1655ApflAdid, cepa MG1655AdId/pGlyldhA y
cepa MG1655ApflAdId/pGlyldhA se inocularon por separado cada una en 25 ml de caldo de cultivo LB, solucién de
cultivo de Miller contenida en un matraz cénico, y se llevdé a cabo cultivo con agitaciéon durante una noche con
120 rpm como precultivo. La cantidad completa de cada solucion de precultivo se movié por separado a un
fermentador de BMJ-01, un aparato de cultivo fabricado por ABLE Corporation, que contenia 475 g del medio de la
composicion como se muestra en la Tabla 20, y se llev6 a cabo cultivo. Se llevd a cabo cultivo en condiciones que
incluian presién atmosférica, una velocidad de aireacion de 0,5 vvm, una velocidad de agitacion de 200 rpm, una
temperatura de cultivo de 31 °C, y pH de 6,7 (ajustado con NaOH) durante 96 horas. Después de completar el
cultivo, se realizd ensayo de acido lactico, acido piravico, acido formico y acido acético con HPLC de acuerdo con el
método establecido. Los resultados después de 96 horas se muestran en la Tabla 23. Los nombres de las cepas se
representan por A, B, C, D, E y F, respectivamente.

Tabla 23
Concentraciones de diversos acidos organicos en la solucion de cultivo (las unidades del valor numérico en la tabla
estan todas en g/l)

A B C D E F
Cantidad de acido D-lactico acumulada 40 41,5 60 61 43 65
Cantidad de acido pirtvico acumulada 2,7 1,0 2,3 1,1 0,9 0,7
Cantidad de acido férmico acumulada 4,0 35 ND ND 35 ND
Cantidad de acido acético acumulada 11 7,3 44 4,3 7,0 42

[Ejemplo 18] Construccién del vector de expresion de IdhA y un transformante del vector de expresion de IdhA bajo
el control de promotor de GAPDH

La secuencia de bases del gen de IdhA de Escherichia coli ya se ha presentado (nimero de referencia de GenBank:
U36928). Para  adquirir  un promotor de  dliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa (GAPDH),
AACGAATTCTCGCAATGATTGACACGATTC (secuencia N.° 13) y ACAGAATTCGCTATTTGTTAGTGAATAAAAGG
(secuencia N.° 14) se amplificaron con un método de PCR usando el ADN genomico de la cepa de Escherichia coli
MG1655 como un molde. El fragmento de ADN obtenido se digiri6 con una enzima de restriccion EcoRI para
proporcionar un fragmento de aproximadamente 100 pb, que codifica un promotor de GAPDH. Ademas, para
adquirir un gen estructural de D-lactato deshidrogenasa (IdhA), GGAATTCCGGAGAAAGTCTTATGAAACT
(secuencia N.° 15) y CCCAAGCTTTTAAACCAGTTCGTTCGGGC (secuencia N.° 16) se amplificaron con un método
de PCR usando el ADN genémico de la cepa de Escherichia coli MG1655 como un molde. El fragmento de ADN
obtenido se digiri6 con enzimas de restriccion EcoRIl y Hindlll para proporcionar un fragmento de D-lactato
deshidrogenasa (Idh) de aproximadamente 1,0 kpb. Se mezclaron dos fragmentos de ADN mencionados
anteriormente con el fragmento obtenido con digestion del plasmido pUC18 usando enzimas de restriccion EcoRI y
Hindlll, se ligaron usando una ligasa y después se transformaron en una célula competente de Escherichia coli
DH5a (fabricada por TAKARA BIO INC.), para proporcionar un transformante que crece en una placa de agar LB
que contiene 50 pg/ml de ampicilina. La colonia obtenida se cultivd en un medio liquido LB que contenia 50 ug/ml de
ampicilina y en el medio LB a 30 °C durante una noche, y el plasmido pGAPIdhA se recuperd de la masa microbiana
obtenida. Este plasmido pGAPIdhA se transformé en la cepa MG1655ApflAdid, y se cultivo en una placa de agar LB
que contenia 1pug/ml de ampiciina a 37°C durante una noche para proporcionar la cepa
MG1655ApflAdId/pGAPIdhA.
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[Ejemplo 19] Sustitucién del promotor de IdhA en el genoma de la cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdid con
promotor de GAPDH

Se conoce la secuencia de bases completa del ADN gendmico de Escherichia coli (nimero de referencia de
GenBank: U00096), y también se ha indicado la secuencia de bases del gen de IdhA de Escherichia coli (nimero de
referencia de GenBank: U36928). Se realiz6 PCR usando AAGGTACCACCAGAGCGTTCTCAAGC (secuencia N.°
17) y GCTCTAGATTCTCCAGTGATGTTGAATCAC (secuencia N.° 18), que se prepararon basandose en la
informacién génica de la region adyacente 5 del gen de IdhA derivado de la cepa de Escherichia coli MG1655,
usando ADN genémico de Escherichia coli como un molde, para amplificar un fragmento de ADN de
aproximadamente 1000 pb.

Ademas, se realiz6 PCR usando GGTCTAGAGCAATGATTCACACGATTCG (secuencia N.° 19), que se preparo
basandose en la informacion de secuencia del promotor de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de
la cepa de Escherichia coli MG1655, y AACTGCAGGTTCGTTCTCATACACGTCC (secuencia N.° 20), que se
prepard basandose en la informacion de secuencia del gen de IdhA de la cepa de Escherichia coli MG1655, usando
el vector de expresion pGAPIdhA preparado en el Ejemplo 18 como un molde, para proporcionar un fragmento de
ADN de aproximadamente 850 pb que contiene un promotor de GAPDH y una region adyacente al codon de inicio
del gen de IdhA.

El fragmento obtenido anteriormente se digiri6 con enzimas de restriccion Kpnl y Xbal, y Xbal y Pstl,
respectivamente, y este fragmento se mezclé con el fragmento obtenido por digestion del plasmido sensible a
temperatura pTH18cs1 con Kpnl y Pstl, se ligé usando una ligasa y después se transform6 en una célula
competente DH5a (fabricada por TAKARA BIO INC.) a 30 °C, para proporcionar un transformante que crece en una
placa de agar LB que contiene 10 pg/ml de cloranfenicol. La colonia obtenida se cultivd en un medio liquido LB que
contenia 10 pg/ml de cloranfenicol a 30 °C durante una noche, el plasmido se recuper6 de la masa microbiana
obtenida, que se designé pTH-GAPIdhA. pTH-GAPIdhA se transformé en la cepa MG1655ApflAdid a 30 °C, se
cultivd en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol a 30 °C durante una noche, para
proporcionar un transformante. El transformante obtenido se inoculé en un medio liquido LB que contenia 10 pg/ml
de cloranfenicol, y se cultivé durante una noche a 30 °C. A continuacién, para obtener masa microbiana cultivada, el
transformante cultivado se aplicé a una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol para proporcionar
colonias que crecian a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron en un medio liquido LB que no contenia un
farmaco a 30 °C durante una noche, y después se aplicaron a una placa de agar LB que no contenia un farmaco
para proporcionar colonias que crecian a 42 °C.

A partir de las colonias cultivadas, se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una de ellas se cultivd en
una placa de agar LB que no contenia un farmaco y una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol,
para seleccionar clones sensibles a cloranfenicol. Ademas, se amplificé un fragmento de aproximadamente 800 pb
que contenia un promotor de GAPDH y un gen de IdhA por PCR usando el ADN cromosomico de estos clones
deseados, para seleccionar una cepa en la que la regiéon promotora de IdhA se sustituye con el promotor de GAPDH,
y el clon que satisface la descripcion anterior se design6 como cepa con insercion en el genoma
MG1655ApflAdId/GAPIdhA.

[Ejemplo 20] Produccion de acido D-lactico mediante cepa MG1655ApflAdld, cepa MG1655ApflAdId/pGAPIdhA 'y
cepa con insercion en el genoma MG1655ApflAdId/GAPIdhA

La cepa MG1655ApflAdid, cepa MG1655ApflIAdId/pGAPIdhA y cepa con insercion en el genoma
MG1655ApflAdId&pfIB/GAPIdhA se inocularon por separado cada una en 25 ml de caldo de cultivo LB, solucion de
cultivo de Miller (Difco244620) contenida en un matraz cénico, y se llevd a cabo cultivo con agitacién durante una
noche a 120 rpm como precultivo. La cantidad completa de cada solucién precultivada se movié a un fermentador de
11 (BMJ-01, aparato de cultivo fabricado por ABLE Corporation), que contenia 475 g de un medio que contenia
120 g/l de glucosa y agua de macerado de maiz 5 % (fabricado por NIHON SHOKUHIN KAKO CO. LTD.) y se llevé
a cabo cultivo. Se llevd a cabo cultivo en condiciones que incluian presién atmosférica, una velocidad de aireacién
de 0,5 vvm, una velocidad de agitacion de 200 rpm, una temperatura de cultivo de 35 °C y pH de 7,2 (ajustado con
NaOH) hasta que se agot6 la glucosa. Después de completar el cultivo, se midié la cantidad de acido D-lactico
acumulado en la solucién de cultivo obtenida con HPLC de acuerdo con un método establecido. Los resultados se
muestran en la Fig. 1. La acumulacién y produccién de acido D-lactico fue de 109,0 g/l para la cepa MG1655ApflAdid
48 horas, 115,6 g/l para la cepa MG1655ApflAdId/pGAPIdhA 48 horas y 113,5 g/l para la cepa con insercion en el
genoma MG1655ApflAdid/GAPIdhA 30 horas, respectivamente.

[Ejemplo 21] Preparacion de cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdldAmdh

Se conoce la secuencia de bases completa del ADN gendémico de Escherichia coli (nimero de referencia de
GenBank: U00096), y también se ha indicado la secuencia de bases del gen de mdh de Escherichia coli (nimero de
referencia de GenBank: AE000403). Para clonar la regiéon adyacente a la secuencia de bases de un gen que codifica
mdh (939 pb), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotidicos mostrados en los n.° de secuencia 21, 22,
23y 24. El cebador que tiene la secuencia de bases de la secuencia N.° 21 tiene un sitio de reconocimiento de Kpnl
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en el extremo 5’ terminal, los cebadores que tienen la secuencia de bases de las secuencias N.° 22 y 23 tienen un
sitio de reconocimiento de BamHI en el extremo 5 terminal, el cebador que tiene la secuencia de bases de la
secuencia N.° 24 tiene un sitio de reconocimiento de Xbal en el extremo 5’ terminal, respectivamente.

EI ADN genomico de la cepa de Escherichia coli MG 1655 se preparo de acuerdo con el método descrito en Current
Protocols in Molecular Biology (JohnWiley & Sons). Usando combinaciones de 1 ug del ADN gendmico obtenido con
la secuencia N.° 21 y la secuencia N.° 22, y con la secuencia N.° 23 y secuencia N.° 24, se realiz6 PCR usando
100 pmol de cada uno de los ADN de cebadores anteriormente mencionados en condiciones habituales para
amplificar fragmentos de ADN de aproximadamente 800 pb (en lo sucesivo en el presente documento, pueden
denominarse un fragmento de mdh-L) y aproximadamente 1000 pb (en lo sucesivo en el presente documento,
pueden denominarse un fragmento de mdh-R). Estos fragmentos de ADN se aislaron por electroforesis de agarosa,
se recuperaron y el fragmento de mdh-L se digirié6 con Kpnl y BamHI y el fragmento de mdh-R se digirié6 con BamHI
y Xbal, respectivamente. Estos dos tipos de fragmentos digeridos y un producto de digestion del plasmido sensible a
temperatura pTH18cs1 (numero de referencia de GenBank: AB019610) (Hashimoto-Gotoh, T., et al., Gene, Vol.
241(1), pp 185-191 (2000)) con Kpnl y Xbal se hicieron reaccionar con ADN ligasa T4, y después se transformaron
en una célula competente Escherichia coli DH5a (TAKARA BIO INC.), para proporcionar un plasmido que contenia
dos fragmentos, es decir, un fragmento adyacente cadena arriba 5’ y un fragmento adyacente cadena abajo 3’ de un
gen que codifica mdh, y el presente plasmido se design6 pTHAmdh.

El plasmido pTHAmdh se transformé en una cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdld, y se adquiri6 cepa
MG1655ApflAdld con el gen de mdh alterado de la misma manera que en el Ejemplo 5. La presente cepa se designo
cepa MG1655ApflAdildAmdh.

[Ejemplo Comparativo 1] Preparacion de cepa de Escherichia coli MG1655ApfIBAdIdAppc

Se conoce la secuencia de bases completa del ADN gendémico de Escherichia coli (nimero de referencia de
GenBank: U00096), y también se ha indicado la secuencia de bases del gen de ppc de Escherichia coli (nimero de
referencia de GenBank: AE000469). Para clonar la regiéon adyacente a la secuencia de bases de un gen que codifica
ppc (2.652 pb), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotidicos que tienen secuencias de bases
mostradas en las secuencias N.° 25, 26, 27 y 28. Los cebadores de las secuencias N.° 26 y 27 tienen un sitio de
reconocimiento de Xbal en el extremo &', y el cebador de la secuencia N.° 28 tiene un sitio de reconocimiento de
Sacl en el extremo 5’ terminal.

Usando combinaciones de 1 ug del ADN gendmico de la cepa de Escherichia coli MG1655 con la secuencia N.° 25y
secuencia N.° 26, y con la secuencia N.° 27 y secuencia N.° 28, se realiz6 PCR usando 100 pmol de cada uno de los
ADN de cebadores anteriormente mencionados en condiciones habituales para amplificar fragmentos de ADN de
aproximadamente 1.450 pb (en lo sucesivo en el presente documento, puede denominarse un fragmento ppc-L) y
aproximadamente 750 pb (en lo sucesivo en el presente documento, puede denominarse un fragmento ppc-R).
Estos fragmentos de ADN se aislaron por electroforesis en agarosa, se recuperaron y se digiri6 el fragmento ppc-L
con Hindlll y Xbal y el fragmento ppc-R se digiri6 con Xbal y Sacl, respectivamente. Estos dos tipos de fragmentos
digeridos y un producto de digestion del plasmido sensible a temperatura pTH18cs1 con Hindlll y Sacl se hicieron
reaccionar con ADN ligasa T4, y después se transformaron en una célula competente de Escherichia coli DH5a
(TAKARA BIO INC.), para proporcionar un plasmido que contiene dos fragmentos, es decir, un fragmento adyacente
cadena arriba 5" y un fragmento adyacente cadena abajo 3’ de un gen que codifica ppc, y este plasmido se designo
pTHAppc.

El plasmido pTHAppc se transformo6 en una cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdid, y finalmente se adquirio la
cepa MG1655ApflAdid con el gen de ppc alterado. La presente cepa se designdé cepa MG1655ApfIBAdIdAppc.
Ademas, los detalles del método para obtener la presente cepa estuvieron de acuerdo con el método descrito en el
Ejemplo 5.

[Ejemplo Comparativo 2] Preparacion de cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdIdAfrd

Se conoce la secuencia de bases completa del ADN gendmico de Escherichia coli (nimero de referencia de
GenBank: U00096), y también se ha indicado la secuencia de bases del gen de fdr de Escherichia coli (nimero de
referencia de GenBank: AE000487). El gen de frd, que se intenta suprimir en el presente ejemplo, es un gen que
contiene cuatro tipos de genes, es decir, un gen que codifica frdA (1.809 pb), un gen que codifica frdB (735 pb), un
gen que codifica frdC (396 pb) y un gen que codifica frdD (360 pb). Para clonar la regién adyacente a la secuencia
de bases del gen de frd, se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotidicos que tienen las secuencias de
bases mostradas en las secuencias N.° 29, 30, 31 y 32. El cebador de la secuencia N.° 29 tiene un sitio de
reconocimiento de EcoRlI en el extremo 5 terminal, los cebadores de las secuencias N.° 30 y 31 tienen un sitio de
reconocimiento BamHI en el extremo 5’ terminal y el cebador de la secuencia N.° 32 tiene un sitio de reconocimiento
de Hindlll dentro del mismo, respectivamente.

Usando combinaciones de 1 ug del ADN gendémico de la cepa de Escherichia coli MG1655 con la secuencia N.° 29 y
secuencia N.° 30, y con la secuencia N.° 31 y secuencia N.° 32, se realiz6 PCR usando 100 pmol de cada uno de los
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ADN de cebadores mencionados anteriormente en condiciones habituales para amplificar fragmentos de ADN de
aproximadamente 600 pb (en lo sucesivo en el presente documento, puede denominarse un fragmento frd-L) y
aproximadamente 800 pb (en lo sucesivo en el presente documento, puede denominarse un fragmento frd-R). Estos
fragmentos de ADN se aislaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Posteriormente, el fragmento frd-L
se digiri6 con EcoRIl y BamHI y el fragmento frd-R se digiri6 con BamHI y Hindlll, respectivamente. Estos dos tipos
de fragmentos digeridos y un producto de digestion del plasmido sensible a temperatura pTH18cs1 con EcoRI y
Hindlll se hicieron reaccionar con ADN ligasa T4, y después se transformaron en una célula competente de
Escherichia coli DH5a (TAKARA BIO INC.), para proporcionar un plasmido que contiene dos fragmentos, es decir,
un fragmento adyacente cadena arriba 5 y un fragmento adyacente cadena abajo 3’ de un gen que codifica frd, y
este plasmido se designo pTHAfrd.

El plasmido pTHAfrd se transformé en una cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdld, y finalmente se obtuvo una
cepa MG1655ApflAdid con el gen de frd alterado, que se designé cepa MG1655ApfIBAdIdAfrd. Los detalles del
método para obtener la presente cepa estuvieron de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 5.

[Ejemplo 22] Preparacion de cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdldAmdhAasp

Se conoce la secuencia de bases completa del ADN genémico de Escherichia coli (nimero de referencia de
GenBank: U00096), y también se ha indicado la secuencia de bases del gen de aspA de Escherichia coli (nimero de
referencia de GenBank: AE000486). Para clonar la regiéon adyacente a la secuencia de bases de un gen que codifica
aspA (1.482 pb), se sintetizaron cuatro tipos de cebadores oligonucleotidicos mostrados en las secuencias N.° 33,
34,35y 36.

Usando combinaciones de 1 ug del ADN gendmico de la cepa de Escherichia coli MG1655 con la secuencia N.° 33y
secuencia N.° 34, y con la secuencia N.° 35 y secuencia N.° 36, se realiz6 PCR usando 100 pmol de cada uno de los
ADN de cebadores anteriormente mencionados en condiciones habituales para amplificar fragmentos de ADN de
aproximadamente 910 pb (en lo sucesivo en el presente documento, pueden denominarse un fragmento aspA-L) y
aproximadamente 1.100 pb (en lo sucesivo en el presente documento, puede denominarse un fragmento aspA-R).
Estos fragmentos de ADN se aislaron por electroforesis en agarosa y se recuperaron. Ambos del fragmento AspA-L
y el fragmento AspA-R se alisaron en la parte final con un kit de formacién de extremos romos de ADN (TAKARA
BIO INC.), y después el extremo 5’ terminal se fosforilé usando polinucleétido quinasa T4 de acuerdo con un método
establecido. Por otro lado, se digiri6 el plasmido sensible a temperatura pTH18cs1 con Smal, y después se llevo a
cabo desfosforilacion mediante fosfatasa alcalina. Se hicieron reaccionar dos tipos de los fragmentos fosforilados y
el plasmido desfosforilado con ADN ligasa T4, y después se transformaron en una célula competente de Escherichia
coli DH5a (TAKARA BIO INC.), para proporcionar un plasmido que contiene dos fragmentos, es decir, un fragmento
adyacente cadena arriba 5 y un fragmento adyacente cadena abajo 3’ de un gen que codificaba aspA, y este
plasmido se designé pTHAasp.

El plasmido pTHAasp se transformé en una cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdldAmdh, y finalmente se obtuvo
la cepa MG1655ApflAdildAmdh con el gen de aspA alterado, que se design6 cepa MG1655ApfIBAdIdAmdhAasp. Los
detalles del método para obtener la presente cepa estuvieron de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 5.

[Ejemplo 23] Preparacion de Escherichia coli cepa MG1655ApflAdildAmdhAasp/cepa con insercion en el genoma
GAPIdhA

El plasmido pTH-GAPIdhA obtenido en el Ejemplo 19 se transformdé en una cepa de Escherichia coli
MG1655ApflAdidAmdhAasp a 30 °C, se cultivé en una placa de agar LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol a
30 °C durante una noche, para proporcionar un transformante. El transformante obtenido se inocul6 en un medio
liquido LB que contenia 10 ug/ml de cloranfenicol, y se cultivd durante una noche a 30 °C. A continuacién, para
obtener masa microbiana cultivada, el transformante cultivado se aplicé a una placa de agar LB que contenia
10 ug/ml de cloranfenicol para proporcionar colonias que crecian a 42 °C. Las colonias obtenidas se cultivaron en un
medio liquido LB que no contenia un farmaco a 30 °C durante una noche, y se aplicé adicionalmente a una placa de
agar LB que no contenia un farmaco para proporcionar colonias que crecian a 42 °C.

De las colonias cultivadas, se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias, y cada una de ellas se cultivd en una
placa de agar LB que no contenia un farmaco y una placa de agar LB que contenia 10 pg/ml de cloranfenicol, para
seleccionar clones sensibles a cloranfenicol. Ademas, se amplificé un fragmento de aproximadamente 800 pb que
contenia promotor de GAPDH y gen de IdhA mediante PCR usando el ADN cromosomico de estos clones deseados,
para seleccionar una cepa en la que la region promotora de IdhA esta sustituida con el promotor de GAPDH, y el
clon que satisface la descripcion anterior se designd cepa con insercion de genoma
MG1655ApflAdidAmdhAasp/GAPIdhA.

[Ejemplo 24] Produccion de acido D-lactico y acido succinico usando cepa de Escherichia coli
MG1655ApflAdiIdAmdh
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La cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdld obtenida en el Ejemplo 15, la cepa de Escherichia coli
MG1655ApflAdiIdAmdh obtenida en el Ejemplo 21, la cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdIdAppc obtenida en el
Ejemplo Comparativo 1 y la cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdIdAfrd obtenida en el Ejemplo Comparativo 2 se
inocularon por separado en cuatro matraces conicos que contenian cada uno 25 ml de caldo de cultivo LB, solucion
de cultivo de Miller (Difco244620) y se llevé a cabo cultivo con agitacion durante una noche a 30 °C con 120 rpm
como precultivo. Después, la cantidad completa del contenido de matraz anteriormente mencionado se inoculé por
separado en cuatro fermentadores de 1| de volumen (BMJ-01, aparato de cultivo fabricado por ABLE Corporation),
que contenia cada uno 475 g del medio mostrado en la Tabla 24. El cultivo se llevd a cabo en condiciones que
incluian presién atmosférica, una velocidad de aireacion de 0,5 vvm, una velocidad de agitacion de 200 rpm, una
temperatura de cultivo de 35 °C, y pH de 7,2 (ajustado con NaOH) durante 32 horas. Después de completar el
cultivo, se midieron las concentraciones de acido lactico y acido succinico en la solucion de cultivo obtenida con
HPLC de acuerdo con un método establecido. Los resultados de la acumulacién de acido lactico se muestran en la
Fig. 2, y los resultados de la acumulacién de &cido succinico se muestran en la Fig. 3.

Para acido lactico, la acumulaciéon usando la cepa ApflAdidAmdh mostré 89 g/l a las 32 horas, y mostr6 la misma
acumulacion que la cepa ApflAdld, mientras que la acumulacion usando la cepa ApflAdidAppc y la cepa ApflAdidAfrd
mostraron 56 g/l y 71 g/l, respectivamente.

Para acido succinico, la acumulacién usando la cepa ApflAdld mostro 3,8 g/l a las 32 horas, mientras que las otras
tres cepas restantes no mostraron ninguna acumulacién.

Tabla 24
Composicion de medio
Glucosa 12 %
Agua de macerado de maiz (fabricado por NIHON 5 %
SHOKUHIN KAKO CO. LTD.)
(Residuo: agua)

[Ejemplo 25] Produccion de acido D-lactico y acido fumarico por la cepa de Escherichia coli
MG1655ApflAdidAmdhAasp y la cepa con insercion en el genoma MG1655ApflAdildAmdhAasp/GAPIdhA

La cepa de Escherichia coli MG1655ApflAdldAmdhAasp obtenida en el Ejemplo 22, la cepa de Escherichia coli con
insercion en el genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAPIdhA obtenida en el Ejemplo 23 y la cepa ApflAdidAmdh
obtenida en el Ejemplo 21 se inocularon por separado en tres matraces conicos que contenia cada uno 25 ml de
caldo de cultivo LB, solucion de cultivo de Miller (Difco244620), y se llevo a cabo cultivo con agitacién durante una
noche a 30 °C con 120 rpm como precultivo. Después, la cantidad completa del contenido de matraz anteriormente
mencionado se inocul6 por separado en tres fermentadores de 1 | de volumen (BMJ-01, aparato de cultivo fabricado
por ABLE Corporation), que contenian cada uno 475 g del medio mostrado en la Tabla 24. Se llev6 a cabo cultivo en
condiciones que incluian presion atmosférica, una velocidad de aireacién de 0,5 vvm, una velocidad de agitacion de
200 rpm, una temperatura de cultivo de 35 °C, y pH de 7,2 (ajustado con NaOH) durante 48 horas. Después de
completar el cultivo, se midieron las concentraciones de acido lactico y acido fumarico en la solucion de cultivo
obtenida con HPLC de acuerdo con un método establecido. Los resultados de la acumulacion de acido lactico se
muestran en la Fig. 4, y los resultados de la acumulacion de acido fumarico se muestran en la Fig. 5.

Para acido lactico, la acumulacion usando la cepa ApflAdidAmdhAasp mostr6 91 g/l a las 48 horas y la cepa
ApflAdIdAmdh mostré6 una acumulacién similar de 90 g/l a las 48 horas, mientras que la cepa con insercién en el
genoma ApflAdildAmdhAasp/GAPIdhA mostré una acumulacion de 98 g/l a las 24 horas.
Para acido fumarico, la acumulaciéon usando la cepa ApflAdidAmdh mostré 0,037 g/l a las 48 horas, mientras que la
acumulacion usando cepa ApflAdidAmdhAasp y la cepa con insercion en el genoma ApflAdidAmdhAasp/GAPIdhA
mostraron 0,01 g/l a las 48 horas.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Mitsui Chemicals, Inc.

<120> Un biocatalizador para producir acido D-lactico

<130> F000364

<160> 36

<210>1

<211>34
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 1
ggaattcgte gaceggetec agttcgaage tggt 34

<210>2

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400>2
goaattctga ctcageotaac aatasaattt tt 32

<210> 3

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 3
ggaattcegg agaaagtctt atgaaact 28

<210>4

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 4
cccaagcttt tamaccagtt cgttcggge 29

<210>5

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 5
gcacgaaagc tttgattacg 20

<210>6

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400>6

ttattgcatg cttagatttg actgaaateg 30
<210>7

<211>30

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400>7
ttattgeatg ctiatttact gegtactteg 30

<210> 8

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 8
aaggcctacg aaaagetgea g 21

<210>9

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 9
caacaccaag cittcgeg 18

<210> 10

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 10
ttccactoct tgtggtoge 19

<210>11

<211>26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 11
aactgcagaa attacggatg gcagag 26

<210> 12

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 21

tottctagaa agttctttga c 21
<210>13

<211>30

<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 13
aacgaattct cgcaatgatt gacacgattc 30

<210> 14

<211>32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 14
acagaattcg ctatttgtta gtgaataaaa gg 32

<210>15

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 15
ggaattccgg agaaagtctt atgaaact 28

<210>16

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 16
cecaagettt taaaccagtt cattegggac 30

<210> 17

<211>26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 17
aaggtaccac cagagcgttc tcaage 26

<210>18

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 18
gctetagatt ctecagtgat gttgaatcac 30

<210>19
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<211>28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 19
ggtctagagc aatgattcac acgatteg 28

<210>20

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 20
aactgcagat tegttcteat acacgtee 28

<210>21

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 21
aaaggtacca gaataccttc tgctttgcee 30

<210> 22

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 22
aaaggatccec ctaaactect tattatattg 30

<210>23

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 23
aaaggatcca aaccggagca cagacteegg 30

<210>24

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 24
aaatctagaa tcagatcate gtegecttac 30
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<210>25

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 25
acggagcatg acggcaagce 19

<210> 26

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 26
aatctagaca ccccatctta tegtitg 27

<210>27

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 27
tttctagatc ttectottct gcaaacce 28

<210> 28

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 28
ctttgagete acgegaggec aggttate 28

<210>29

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 29
agtgaattct cacagccagt gcgeoga 27

<210>30

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador para PCR

<400> 30

agtggateee geategecaa tgtaaatee 29
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<210>31

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400>31
agtggatceg acattcctee agattgtttt t 31

<210> 32

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 32
ataacgcaag aaagetigtt ga 22

<210>33

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400>33
ttttgagetc gatcaggatt gegttgotgg 30

<210> 34

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 34
cgaacagtaa tegtacaggg 20

<210> 35

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 35
tacgattact gtteggeate gaccgaatac cegag 35

<210>36

<211>

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador para PCR

<400> 36
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante en el que la actividad de D-lactato deshidrogenasa dependiente de FAD (did)
inherente en el microorganismo recombinante esta inactivada o reducida, la actividad de piruvato formiato-liasa (pfl)
estd inactivada o reducida y la actividad de D-lactato deshidrogenasa dependiente de NADH derivada de
Escherichia coli (IdhA) esta potenciada.

2. El microorganismo recombinante de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que al menos una de la actividad de
malato deshidrogenasa (mdh) inherente en el microorganismo recombinante y la actividad de aspartato amoniaco
liasa (aspA) inherente en el microorganismo recombinante esta inactivada o reducida.

3. El microorganismo recombinante de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en donde el microorganismo es una
bacteria.

4. El microorganismo recombinante de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la bacteria es Escherichia coli.

5. Un método para producir acido D-lactico, que comprende cultivar el microorganismo recombinante de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en un medio liquido, en donde se produce, acumula y aisla del medio
liquido acido D-lactico.

6. El método para producir &cido D-lactico de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el cultivo se lleva a cabo en
un medio al que se afiaden dos o mas tipos de aminoécidos.

7. Un microorganismo recombinante, en el que la actividad de piruvato formiato liasa (pfl) inherente en el
microorganismo recombinante esta inactivada o reducida y la actividad de D-lactato deshidrogenasa dependiente de
FAD (did) esta inactivada o reducida y en el que un gen que codifica la D-lactato deshidrogenasa dependiente de
NADH derivada de Escherichia coli (Idha) expresa la D-lactato deshidrogenasa dependiente de NADH (Idha) en el
genoma del microorganismo usando un promotor de un gen que controla la expresiéon de una proteina implicada en
una ruta glucolitica, una ruta de biosintesis de &cidos nucleicos o una ruta de biosintesis de aminoacidos.

8. El microorganismo recombinante de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde el microorganismo recombinante
es Escherichia coli.

9. Escherichia coli, en la que la actividad de piruvato formiato liasa (pfl) inherente en la Escherichia coli esta
inactivada o reducida y/o la actividad de D-lactato deshidrogenasa dependiente de FAD (did) esta inactivada o
reducida y en la que la Escherichia coli expresa D-lactato deshidrogenasa dependiente de NADH derivada de
Escherichia coli (Idha) en el genoma de Escherichia coli usando un promotor de un gen derivado de Escherichia coli
que controla la expresiébn de una proteina implicada en una ruta glucolitica, una ruta de biosintesis de acidos
nucleicos o una ruta de biosintesis de aminoacidos, en lugar de usar un promotor de un gen que codifica la D-lactato
deshidrogenasa dependiente de NADH derivada de Escherichia coli (IdhA).

10. Escherichia coli de acuerdo con la reivindicacién 9, en la que el promotor del gen de Escherichia coli que
controla la expresion de la proteina implicada en la ruta glucolitica, la ruta de biosintesis de acidos nucleicos o la ruta
de biosintesis de aminoacidos, es un promotor de un gen de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa derivado de
Escherichia coli.

11. Un método para producir acido D-lactico, que comprende cultivar el microorganismo recombinante de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10 usando un medio.

12. La Escherichia coli de acuerdo con la reivindicacion 4, que tiene un ciclo de TCA y en la que la actividad de la
malato deshidrogenasa (mdh) esta inactivada o reducida, en la que, ademas, la actividad de piruvato formiato liasa
(pfl) esta inactivada o reducida y/o la actividad de D-lactato deshidrogenasa dependiente de FAD (did) esta
inactivada o reducida, en la que la actividad de D-lactato deshidrogenasa dependiente de NADH derivada de
Escherichia coli (Idha) esta potenciada y en la que la actividad de aspartato amoniaco liasa (aspA) inherente en la
Escherichia coli esta inactivada o reducida.

13. Un método para producir acido D-lactico cultivando la Escherichia coli de acuerdo con la reivindicaciéon 12
usando un medio.

14. El método para producir acido lactico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5, 6, 11y 13, en el
que el cultivo se lleva a cabo en condiciones aerobias.

15. El método para producir acido lactico de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que las condiciones aerobias

permiten aporte de oxigeno que satisface un requisito de un coeficiente de transferencia de oxigeno Kia de no
menos de 1 h”' y no mas de 400 h-' a presion normal usando agua a una temperatura de 30 °C.
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16. El método para producir acido lactico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5, 6, 11y 13 a 15,
en el que el pH del cultivo es de 6 a 8.
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Fig1
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Fig.2
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Fig4

o0

30

Tiempo de cultivo (h)

20

\

i

o o o o o o O
N O o © 9= o

— —

(1/6) epe|nwnoe 0o130.|-q OpIoe 8p pepnued

Fig.5

=
o
=
-—4
=
[&]
[}
o
o
o
e
@
T
l ©
—
. o
o (] o — O
= =) Q o
o (= o (=)

(1/6) epejnwnoe odlBWN) OPIOE 3p peplue)

35



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

