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DESCRIPCION
Procedimiento de produccion de un producto quimico y aparato de fermentacion continua
Sector técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento de producciéon de un producto quimico y un aparato de
fermentacion continua.

Antecedentes técnicos

El procedimiento de fermentacién que es un procedimiento de produccion de una sustancia, que implica cultivar un
microorganismo o las células cultivadas, puede clasificarse aproximadamente en (1) un procedimiento de
fermentacion discontinua o un procedimiento de fermentacién discontinua alimentada y (2) un procedimiento de
fermentacion continua.

El procedimiento de fermentacion discontinua o discontinua alimentada tiene ventajas tales como instalaciones
simples y menos dafo por las bacterias contaminantes porque es un cultivo a corto plazo. Sin embargo, la
concentracién de un producto en un cultivo aumenta con el tiempo para reducir la productividad y el rendimiento
debido a la influencia de la presién osmética o la inhibicién por parte del producto. Por consiguiente, es dificil
mantener de forma estable un alto rendimiento y una alta productividad durante un tiempo prolongado.

El procedimiento de fermentaciéon continua se caracteriza por que se pueden mantener un alto rendimiento y una
alta productividad durante mucho tiempo al prevenir la acumulacion de una sustancia objetivo a una alta
concentracién en un fermentador. Se han dado a conocer procedimientos de fermentacion continua para la
fermentacion de acido L-glutdmico y L-lisina (documento no de patente 1). Sin embargo, en estos ejemplos, las
materias primas son alimentadas de forma continua a un cultivo mientras se retira un cultivo que contiene
microorganismos y células, de modo que los microorganismos y las células en el cultivo se diluyen y, por lo tanto, la
mejora en la eficiencia de produccién es limitada.

En el procedimiento de fermentacidén continua, se ha propuesto que los microorganismos y las células cultivadas se
filtran con una membrana de separacion para recuperar el producto a partir de un filirado, mientras que los
microorganismos y las células cultivadas filtrados se retienen en, un cultivo o se devuelven por reflujo al mismo,
manteniendo de este modo una alta densidad de los microorganismos y células cultivadas en el cultivo.

Por ejemplo, se han dado a conocer técnicas de fermentacion continua en un aparato de fermentacioén continua que
utiliza una membrana de ceramica (documentos de patente 1, 2 y 3). Sin embargo, las técnicas dadas a conocer
tienen un problema en la reduccion del caudal de filtracién y la eficiencia de filtracion causada por la obstruccion de
la membrana de ceramica, y para la prevencion de esta obstruccion, se lleva a cabo el lavado inverso o similar.

Se ha dado a conocer un proceso para producir acido succinico utilizando una membrana de separacién (documento
de patente 4). En esta técnica, se utiliza una alta presién de filtracion (aproximadamente 200 kPa) en la separacion
con membrana. Esta alta presion de filtracién no solo tiene desventajas en los costes sino que también causa dafnos
fisicos a los microorganismos y las células por la presién en el tratamiento de filtracion y, por lo tanto, no es
adecuada para la fermentacion continua en la que los microorganismos y las células se devuelven continuamente a
un cultivo.

El cultivo continuo convencional es un procedimiento de cultivo en el que se alimenta un medio fresco a un ritmo
constante a un fermentador, y un cultivo en la misma cantidad que se descarga el medio del fermentador,
manteniendo de este modo constante el volumen de fluido en el fermentador. En el cultivo discontinuo, el cultivo se
termina cuando se consume un sustrato inicial, mientras que en el cultivo continuo, el cultivo puede continuarse
tedricamente hasta el infinito. Es decir, la fermentacion infinita es tedricamente factible.

En el cultivo continuo convencional, por otra parte, se descargan los microorganismos junto con un cultivo de un
fermentador, por lo que la densidad de los microorganismos en el fermentador apenas se mantiene alta. Si los
microorganismos en fermentacion pueden mantenerse a una alta densidad en la produccién por fermentacién, se
puede mejorar la eficiencia de la produccion por fermentacién por volumen de fermentacién. Para este fin, los
microorganismos deben ser retenidos en un fermentador o devueltos por reflujo al mismo. El procedimiento en el
que los microorganismos son retenidos en un fermentador o son devueltos por reflujo al mismo, incluye un
procedimiento que implica la separacion sélido-liquido de un cultivo descargado por gravedad, por ejemplo, la
centrifugacién y la devoluciéon de microorganismos precipitados a un fermentador, y un procedimiento que implica la
filtraciébn para separar microorganismos como solidos y descargar un sobrenadante de cultivo solo de un
fermentador. Sin embargo, el procedimiento que utiliza centrifugacion no es practico debido al alto coste energético.
El procedimiento que utiliza filtracion requiere alta presion para la filtracién, tal como se ha descrito anteriormente y
se ha examinado principalmente a nivel de laboratorio.
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Tal como se ha descrito anteriormente, los procedimientos convencionales de fermentacion continua adolecen de
diversos problemas y apenas son aplicables industrialmente.

Es decir, aun es dificil en el procedimiento de fermentaciéon continua lograr una alta productividad de la sustancia
filtrando microorganismos y células con una membrana de separacién, recuperando de este modo un producto a
partir de un filtrado y, simultaneamente, devolviendo por reflujo los microorganismos y las células filtradas a un
cultivo para mejorar la densidad de los microorganismos y las células en el cultivo y para mantener su densidad alta.
Por lo tanto, ha habido demandas de innovaciones en las técnicas.

El documento de patente 5 da a conocer un procedimiento basado en membrana para la recuperacion de acido
lactico mediante la fermentacién de sustratos de hidratos de carbono que contienen azlcares que implica la
fermentacion y utilizacion de ultrafiltracién para separar las células MO del medio que contiene el producto. Se
describe que los poros de la membrana no son superiores a 0,375 um y se puede utilizar una presién de 445 a 790
kPa.

El documento no de patente 2 se refiere a una filtracion de membrana de flujo transversal de suspensiones de
levaduras y muestra una correlaciéon entre una presion de transmembrana inferior y un flujo superior cuando se
aumenta la concentracion de células.

Documento de patente 1: Solicitud de patente japonesa abierta a inspeccion publica (JP-A) No. 5-95778
Documento de patente 2: JP-A No. 62-138184

Documento de patente 3: JP-A No. 10-174594

Documento de patente 4: JP-A No. 2005-333886

Documento no de patente 1: Toshihiko Hirao y otros, Appl. Microbiol. Biotechnol., 32, 269-273 (1989)
Documento no de patente 2: P.N. Patel y otros, Journal of Biotechnology, 5 (1987), 1-16

Caracteristicas de la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccion de un producto quimico a través de fermentacion
continua que incluye filtrar un cultivo de un microorganismo o las células cultivadas con una membrana de
separacion para recuperar un producto a partir de un filtrado y retener simultaneamente un fluido no filtrado en el
cultivo, o devolverlo por reflujo al mismo, y afadir materiales de fermentacion al cultivo, en el que una membrana
porosa que tiene un tamano de poro promedio de 0,01 um o mas a menos de 1 um se utiliza como la membrana de
separacion y la filtracion se lleva a cabo con una diferencia de presion transmembrana en el intervalo de 0,1 a 20
kPa.

La presente invencién se refiere al procedimiento de produccién de un producto quimico, en el que el coeficiente de
permeabilidad al agua purificada de la membrana porosa es, preferentemente, de 2x10°° m*m?/s/pa o mas a 6x10”
m*/m?/s/pa o menos.

La presente invencion se refiere al procedimiento de produccién de un producto quimico, en el que el tamafo de
poro promedio de la membrana porosa es, preferentemente, de 0,01 um 0 mas a menos de 0,2 um, y la desviacion
estandar del tamafio de poro de la membrana porosa es, preferentemente, de 0,1 um o0 menos.

La presente invencion se refiere al procedimiento de produccion de un producto quimico, en el que la membrana
porosa es, preferentemente, una membrana porosa que tiene una rugosidad superficial de 0,1 um o menos.

La presente invencion se refiere al procedimiento de produccion de un producto quimico, en el que la membrana
porosa es, preferentemente, una membrana porosa que contiene una capa de resina porosa.

Un aparato de fermentacion continua de la presente invencion es un aparato para producir un producto quimico a
través de fermentacién continua que incluye filtrar un cultivo de fermentacion de un microorganismo o las células
cultivadas con una membrana de separacién para recuperar un producto a partir de un filtrado y retener
simultdneamente un fluido no filtrado en el cultivo de fermentacion, o devolverlo por reflujo al mismo, y afadir
materiales de fermentacion al cultivo de fermentacion, que incluye un tanque de reaccion de fermentacion para
cultivo de fermentacién de un microorganismo o las células cultivadas; un tanque de separacion por membrana para
filtracion del cultivo de fermentacion, que esta conectado mediante medios de circulacién del cultivo de fermentacion
al tanque de reaccion de fermentacion y dotado en su interior de una membrana de separacién; y medios para
regular la diferencia de presion transmembrana de la membrana de separacion en el intervalo de 0,1 a 20 kPa, en el
que la membrana de separacion es una membrana porosa que tiene un tamafo de poro promedio de 0,01 um o mas
a menos de 1 um.

Otro aparato de fermentacion continua de la presente invencién es un aparato para producir un producto quimico a

través de fermentacién continua que incluye filtrar un cultivo de fermentacion de un microorganismo o las células
cultivadas con una membrana de separacién para recuperar un producto a partir de un filtrado y retener
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simultaneamente un fluido no filirado en el cultivo de fermentacion, o devolverlo por reflujo al mismo, y afadir
materiales de fermentacion al cultivo de fermentacion, que incluye un tanque de reaccion de fermentacion para
cultivo de fermentacién de un microorganismo o las células cultivadas; un elemento de membrana de separacion
para filtracién del cultivo de fermentacion, que esta dispuesto en el interior del tanque de reaccién de fermentacion y
dotado en su interior de una membrana de separacion; medios para descargar un producto de fermentacion filtrado,
que estan conectados al elemento de membrana de separacién; y medios para regular la diferencia de presién
transmembrana de la membrana de separacion en el intervalo de 0,1 a 20 kPa, en el que la membrana de
separacion es una membrana porosa que tiene un tamano de poro promedio de 0,01 um o mas a menos de 1 um.

Descripcidn breve de los dibujos

La figura 1 es una vista lateral esquematica para mostrar un ejemplo del aparato de fermentacién continua de tipo de
separacion por membrana utilizado en la presente invencion.

La figura 2 es una vista lateral esquematica para mostrar otro ejemplo del aparato de fermentacién continua de tipo
de separacion por membrana utilizado en la presente invencién.

La figura 3 es una vista en perspectiva esquematica para mostrar un ejemplo del elemento de membrana de
separacion utilizado en la presente invencion.

La figura 4 es una vista de seccién transversal para mostrar otro ejemplo del elemento de membrana de separacion
utilizado en la presente invencion.

La figura 5 muestra un mapa fisico del vector de expresion de levadura pTRS11.

Descripcién de los nimeros de referencia

1 Tanque de reaccién de fermentacién

2 Elemento de membrana de separacién

3 Aparato de regulacién de la diferencia de carga hidrostatica
4 Aparato de alimentacién de gas

5 Agitador

6 Sensor de nivel

7 Bomba de alimentacion de medio

8 bomba de alimentacion de solucion reguladora del pH
9 sensor/regulador de pH

10 Regulador de temperatura

11 Bomba de circulacion de licor de fermentacion
12 Tanque de separaciéon por membrana

13 Placa de soporte

14 Material de pasaje

15 Membrana de separacién

16 Parte concava

17 Tuberia de recogida de agua

18 Haz de membrana de separacién

19 Capa de sellado de resina superior

20 Capa de sellado de resina inferior

21 Marco de soporte

22 Tuberia de recogida de agua.

Mejor modo para llevar a cabo la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccion de un producto quimico a través de fermentacion
continua que incluye filtrar un cultivo de un microorganismo o las células cultivadas con una membrana de
separacion para recuperar un producto a partir de un filtrado y retener, simultdneamente, un fluido no filtrado en el
cultivo, o devolverlo por reflujo al mismo, y afadir materiales de fermentacion al cultivo, en el que una membrana
porosa que tiene un tamano de poro promedio de 0,01 um o mas a menos de 1 um se utiliza como la membrana de
separacion y la filtracion se lleva a cabo con una diferencia de presién transmembrana en el intervalo de 0,1 a
20 kPa.

Se describe la membrana porosa utilizada como una membrana de separacién en la presente invencion.

Se describe la constitucién de la membrana porosa utilizada como una membrana de separacion en la presente
invencion. La membrana porosa en la presente invencién, preferentemente, tiene rendimiento de separacion y
rendimiento de permeacién de agua dependiendo de la utilizacion pretendida y la calidad del agua del agua a tratar.

La membrana porosa es, preferentemente, una membrana porosa que contiene una capa de resina porosa desde el
punto de vista del rendimiento de prevencion, el rendimiento de permeacion de agua y el rendimiento de separacion,
por ejemplo resistencia a la contaminacion.
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Preferentemente, la membrana porosa que contiene una capa de resina porosa tiene una capa de resina porosa que
desempefia un papel en una capa funcional de separacion en la superficie de un material de base poroso. El
material de base poroso soporta la capa de resina porosa para dotar de resistencia a la membrana de separacion.

La membrana porosa utilizada en la presente invencion tiene una capa de resina porosa, preferentemente, en la
superficie de un material de base poroso, la capa de resina porosa puede penetrar 0 no en el material de base
poroso, dependiendo de la utilizacion.

El grosor promedio del material de base poroso es, preferentemente, de 50 o0 méas a 3.000 um o menos.

El material del material de base poroso esta hecho de un material organico y/o un material inorganico, y de forma
deseable se utilizan fibras organicas. El material de base poroso es, preferentemente, una tela tejida o no tejida
preparada a partir de fibras organicas tales como fibras de celulosa, fibras de triacetato de celulosa, fibras de
poliéster, fibras de polipropileno y fibras de polietileno. Més preferentemente, de utiliza una tela no tejida de
fabricacién facil y econémica de densidad regulada de forma relativamente facil.

Como la capa de resina porosa, se puede utilizar, preferentemente, una membrana de polimero organico. El material
de la membrana de polimero organico incluye, por ejemplo, una resina de polietileno, resina de polipropileno, resina
de cloruro de polivinilo, resina de fluoruro de polivinilideno, resina de polisulfona, resina de poliéter sulfona, resina de
poliacrilononitrilo, resina de celulosa y resina de triacetato de celulosa. La membrana de polimero organico puede
ser una mezcla de resina que contiene estas resinas como el componente principal. EI componente principal
utilizado en el presente documento se refiere a un componente que esta contenido en una cantidad del 50 % en
peso o, mas preferentemente, el 60 % en peso o mas. El material de la membrana de polimero organico es una
resina que es excelente en cuanto a durabilidad fisica y resistencia quimica y cuya solucion se puede formar
facilmente en una membrana, tal como una resina de cloruro de polivinilo, resina de fluoruro de polivinilideno, resina
de polisulfona, resina de poliéter sulfona o resina de poliacrilonitrilo y una resina de polivinilideno o una resina que
contiene las mismas como componente principal son utilizadas de la forma mas preferente.

Como resina de fluoruro de polivinilideno, se utiliza, preferentemente, un homopolimero de fluoruro de vinilideno.
Como la resina de fluoruro de polivinilideno, también se puede utilizar, preferentemente, un copolimero de fluoruro
de vinilideno y un mondmero de vinilo copolimerizable con el mismo. El monémero de vinilo copolimerizable con
fluoruro de vinilideno se puede ejemplificar mediante tetrafluoroetileno, hexafluoropropileno y tricloruro de cloruro de
etileno.

Es importante que la membrana porosa utilizada en la presente invencién sea de 0,01 um o mas a menos de 1 um
de tamafo de poro promedio. Cuando el tamafio de poro promedio de la membrana porosa es de 0,01 um o mas a
menos de 1 um, la membrana porosa apenas se obstruye con los microorganismos utilizados en la fermentacién y
tiene un rendimiento de filtracion que dura de forma estable durante mucho tiempo. Ademas, cuando el tamano de
poro promedio de la membrana porosa es de 0,01 um o mas a menos de 1 um, se evita que se fugue una alta tasa
de exclusion en microorganismos o las células cultivadas, y la alta permeabilidad al agua se puede satisfacer
simultaneamente, y por lo tanto la permeabilidad el agua se puede mantener durante mucho tiempo con alta
precision y reproducibilidad.

El tamafio de poro promedio de la membrana porosa es menor de 1 um, porque cuando el tamafno de poro esta
cerca del tamafo de un microorganismo o célula cultivada, el poro puede estar directamente obstruido con el
microorganismo o célula cultivada. El tamafio de poro promedio de la membrana porosa es, preferentemente, no
demasiado grande en comparacion con el tamafio de un microorganismo o célula cultivada, para evitar la fuga del
microorganismo o célula cultivada, es decir, para evitar una desventaja de la reduccion en la tasa de exclusion.
Cuando el microorganismo o célula cultivada es una bacteria que tiene una célula pequefa, el tamafo de poro
promedio es, preferentemente, 0,4 um o menos, particularmente menos de 0,2 um para un funcionamiento mas
preferente.

Un microorganismo o las células cultivadas pueden producir sustancias distintas a un producto quimico objetivo, por
ejemplo sustancias facilmente agregadas, tales como proteinas y polisacaridos, y una parte de los microorganismos
o las células cultivadas en un cultivo pueden perecer para formar células rotas. Para prevenir la obstruccién de la
membrana porosa con dichas sustancias, el tamafo de poro promedio es, preferentemente, 0,1 um o menos.

Generalmente, el tamafno de poro promedio de la membrana porosa es, preferentemente, 0,4 um o menos, mas
preferentemente, menos de 0,2 um, o 0,1 um o0 menos.

Cuando el tamafo de poro promedio es demasiado pequefio, el rendimiento de permeacion de agua de la
membrana porosa se puede reducir, haciendo de este modo el funcionamiento eficiente inviable incluso si la
membrana no esta ensuciada. Por lo tanto, el tamafo de poro promedio de la membrana porosa en la presente
invencion es 0,01 um o mas, mas preferentemente, 0,02 um o mas, aun mas preferentemente, 0,04 um o mas.
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El tamano de poro promedio se puede determinar midiendo los diametros de todos los poros observables en un area
de 9,2 um x 10,4 um bajo observacién con un microscopio electrénico de barrido con un aumento de x10.000 y
promediando a continuaciéon los diametros medidos. Como alternativa, el tamafo de poro promedio se puede
determinar haciendo una foto de la superficie de la membrana con un microscopio electrénico de barrido con un
aumento de x 10.000, seleccionando a continuacién 10 o mas (preferentemente, 20 o0 mas) poros al azar, midiendo
los diametros de los poros seleccionados, y promediando en namero los diametros medidos. Cuando el poro no es
circular, el tamafio de poro promedio se puede determinar mediante un procedimiento para determinar un circulo
que tiene un area equivalente a la del poro con un procesador de imagenes o similar, y suponiendo que el diametro
del circulo equivalente es el diametro del poro, se determina el tamafno de poro promedio.

La derivacién estandar ¢ del tamafio de poro promedio de la membrana porosa utilizada en la presente invencién es,
preferentemente, 0,1 um o menos. La desviacion estandar del tamafo de poro promedio es de forma deseable
inferior. La desviacion estandar ¢ del tamafo de poro promedio se puede calcular utilizando la siguiente ecuacion

(1):

[Ecuacién 1]

2

Z (Xk - X(Drom))

o =1
N (1)

en la que N es el numero de poros observable en el area mencionada anteriormente de 9,2 umx10,4 um, Xk es el.
didametro de cada uno de los poros medidos, y X(prom) es el tamafio de poro promedio.

N
k=

Para la membrana porosa utilizada en la presente invencion, su permeabilidad a un cultivo es un rendimiento
importante. Como un indicador de la permeabilidad de la membrana porosa, se puede utilizar el coeficiente de
permeabilidad al agua purificada de la membrana porosa antes de la utilizacion. En la presente invencion, el
coeficiente de permeabilidad al agua purificada de la membrana porosa, como se calculé midiendo, a presion de
carga hidrostatica a 1 m, la cantidad de agua penetrada a 25 °C purificada previamente con una membrana de
6smosis inversa, es, preferentemente, no menos de 2x10° m*m?s/Pa. Cuando el coeficiente de permeabilidad al
agua purificada esta en el intervalo de 2x10° m%m?s/pa o mas a 6x10” m¥m?/s/pa o menos, se puede alcanzar
una cantidad de agua penetrada practicamente suficiente.

En la membrana porosa utilizada en la presente invencién, la rugosidad superficial es la altura promedio en una
direccion perpendicular a la superficie. La rugosidad superficial de la membrana es uno de los factores por los cuales
los microorganismos o las células cultivadas que se adhieren a la superficie de la membrana de separacion se
hacen facilmente eliminables por un efecto de lavado de la superficie de la membrana como resultado de un flujo de
liquido bajo agitacién o con una bomba de circulacién. La rugosidad superficial de la membrana porosa es,
preferentemente, 0,1 um o menos. Cuando la rugosidad superficial es 0,1 um o menos, los microorganismos o las
células cultivadas adheridas a la membrana son facilmente eliminables.

Se descubrié que una membrana porosa que tiene una rugosidad superficial de 0,1 um o menos, un tamario de poro
promedio de 0,01 um o mas a menos de 1 um, y un coeficiente de permeabilidad al agua purificada de no menos de
2x10"° m®¥m®/s/Pa se puede utilizar, mas preferentemente, para llevar a cabo el funcionamiento mas faciimente sin
requerir la potencia excesiva necesaria para lavar la superficie de la membrana. Cuando la rugosidad superficial de
la membrana porosa es 0,1 um o menos, la resistencia a la cizalladura generada en la superficie de la membrana
tras la filtracion de microorganismos o las células cultivadas puede reducirse y, por lo tanto, se puede evitar que los
microorganismos se rompan, y también se puede evitar que la membrana porosa se obstruya, lo que permite una
filtracion mas estable durante mucho tiempo. La rugosidad superficial de la membrana porosa es, preferentemente,
0,1 um o menos, de modo que la membrana permite la fermentaciéon continua con una menor diferencia de presion
transmembrana, e incluso en caso de obstruccidn, es excelente en la recuperacion por lavado en comparacion con
el caso de funcionamiento con una alta diferencia de presion transmembrana. Debido a que la fermentacion continua
estable se hace factible evitando la obstruccion, la rugosidad superficial de la membrana porosa es,
preferentemente, mas baja.

La rugosidad superficial de la membrana se midié con el siguiente microscopio de fuerza atémica (AFM) en las
siguientes condiciones:

Unidad: microscopio de fuerza atémica (Nanoscope llla fabricado por Digital Instruments)
Condiciones
Sonda: SiN cantilever (fabricada por Digital Instruments) Modo de exploracion: modo de contacto (medicion en aire)
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Modo de captacion subacuatica (medicién en agua)

Rango de exploracion: 10 um, 25 um en un lado (medicién en aire) 5 um, 10 um en un lado (medicidn en aire)
Resolucion de exploracion: 512x512

Preparacién de una muestra: una muestra de membrana se sumergié en etanol a temperaturas ordinarias durante
15 minutos, después se sumergié en agua RO durante 24 horas, se lavo y se sec6 al aire antes de la medicion.

Desde la altura en la direccion del eje Z en cada punto, se calcul6 la rugosidad superficial drugosidad de la de la
membrana con el microscopio de fuerza atémica (AFM) utilizando la siguiente ecuacion (2):

[Ecuacién 2]

Y| Zu—Z |
drugosidad"— ; N ceeenes (2)

Crugosidad: rugosidad superficial promedio
Zy: alturaenel eje Z
Z: altura promedio en el rango de exploracién

La membrana porosa utilizada en la presente invencién es, preferentemente, una membrana de lamina plana.
Cuando la membrana porosa es una membrana de lamina plana, el grosor promedio de la misma se selecciona
dependiendo del uso pretendido. Cuando la membrana porosa es una membrana de lamina plana, el grosor
promedio de la misma es, preferentemente, de 20 0 mas a 5.000 um o menos, mas preferentemente, de 50 o mas a
2.000 um o menos.

La membrana porosa utilizada en la presente invencion es, preferentemente, una membrana de fibras huecas.
Cuando la membrana porosa es una membrana de fibras huecas, el diametro interno de las fibras huecas es,
preferentemente, de 200 a 5.000 um, y el grosor de la membrana es, preferentemente, de 20 a 2.000 um. Una tela o
material textil hecho de fibras organicas o inorganicas cilindricas puede estar contenido en el interior de las fibras
huecas.

Un procedimiento de formacion de la membrana porosa utilizada en la presente invencién se describe con referencia
a un esbozo del procedimiento.

A continuacién, el procedimiento de formacién de una membrana de lamina plana de la membrana porosa se
describe brevemente.

Un revestimiento de una solucion madre que contiene una resina y un disolvente se forma en la superficie de un
material de base poroso, y simultdneamente el material de base poroso se impregna con la solucién madre.
Posteriormente, solo la superficie, en el lado del revestimiento, del material de base poroso se pone en contacto con
un bafio de coagulacién que contiene un no disolvente, coagulando de este modo la resina y formando
simultaneamente una capa de resina porosa en la superficie del material de base poroso.

La solucion madre se prepara disolviendo una resina en un disolvente. Desde el punto de vista de la propiedad de
fabricaciébn de membranas, generalmente es preferente que la temperatura de la solucion madre se seleccione en el
intervalo de 5 a 120 °C. El disolvente disuelve una resina y actia sobre la resina para promover la formacién de una
capa de resina porosa de la resina. El disolvente que se puede utilizar en el presente documento incluye
N-metilpirrolidinona (NMP), N,N-dimetilacetamida (DMAc), N,N-dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO),
N-metil-2-pirrolidona, metil etil cetona, tetrahidrofurano, tetrametilurea, trimetilfosfato, ciclohexanona, isoforona,
v-butirolactona, metil isoamil cetona, dimetilftalato, propilenglicol metil éter, carbonato de propileno, diacetona
alcohol, triacetato de glicerol, acetona, y metil etil cetona. Entre estos disolventes, se pueden utilizar,
preferentemente, N-metilpirrolidinona (NMP), N,N-dimetilacetamida (DMAc), N,N-dimetilformamida (DMF) y
dimetilsulfoxido (DMSO), que pueden disolver la resina en gran medida. Estos disolventes se pueden utilizar solos o
como una mezcla de dos o més de los mismos.

Por ejemplo, se pueden anadir al disolvente componentes distintos del disolvente, por ejemplo, polietilenglicol,
alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona y glicerina. También se puede afnadir un no disolvente al disolvente. El no
disolvente es un liquido que no disuelve la resina. El no disolvente actia como un regulador del tamafo de poro
regulando la velocidad de coagulacion de la resina. Como no disolvente, se pueden utilizar agua y alcoholes tales
como metanol y etanol. Particularmente, el no disolvente es, preferentemente, agua o metanol desde el punto de
vista del precio. El componente distinto del disolvente, y el no disolvente, también pueden ser una mezcla.
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También se puede afnadir un agente formador de poros a la solucién madre. El agente formador de poros tiene una
funcion tal que tras la inmersiéon en un bafo de coagulacion, se extrae de una capa de resina para hacer la capa de
resina porosa. Anadiendo el agente formador de poros, se puede regular el tamafo de poro promedio de la
membrana porosa. Preferentemente, el agente formador de poros es altamente soluble en el bafio de coagulacion.
Entre los ejemplos de los agentes formadores de poros utilizables se incluyen sales inorganicas, tales como cloruro
de calcio y carbonato de calcio. De forma alternativa, como agentes formadores de poros, se pueden utilizar
polioxialquilenos, por ejemplo, polietilenglicol y polipropilenglicol; polimeros solubles en agua, por ejemplo, alcohol
polivinilico, polivinil butiral y acidos poliacrilicos; y glicerina.

A continuacion, se describe brevemente el procedimiento de formacién de una membrana de fibras huecas como la
membrana porosa.

La membrana de fibras huecas se puede preparar descargando una solucién madre hecha de resina y disolvente a
través de una tuberia externa de una base de doble tuberia y descargando simultdneamente un fluido formador de
huecos a través de una tuberia interna de la base de doble tuberia y solidificandolos enfriando en un bafio de
enfriamiento.

La solucion madre se puede preparar disolviendo la resina descrita anteriormente en el procedimiento de
preparacion de una membrana de lamina plana, a una concentracion del 20 % o mas al 60 % 0 menos en peso, en
el disolvente descrito anteriormente en el procedimiento de preparacién de una membrana de lamina plana. El fluido
formador de huecos puede ser, generalmente, un gas o liquido. La superficie externa de la membrana de fibras
huecas resultante también se puede revestir (laminar) con una nueva capa de resina porosa. Se puede realizar la
laminacién para cambiar las propiedades (por ejemplo, hidrofilia/hidrofobia, tamafio de poro, etc.) de la membrana
de fibras huecas en las propiedades deseadas. La nueva capa de resina porosa a laminar sobre la misma puede
prepararse poniendo en contacto la solucion madre que tiene una resina disuelta en un disolvente con un bafo de
coagulacién que contiene no disolvente para coagular la resina. Como material de la resina, se puede utilizar, por
ejemplo, el mismo material que en la membrana de polimero organico. El procedimiento de laminacién no esta
particularmente limitado, y la membrana de fibras huecas se puede sumergir en la solucion madre o se le puede
revestir con la solucién madre, y después de la laminacién, una parte de la solucién madre adherida se puede raspar
0 soplar con una cuchilla de aire para regular la cantidad de laminado.

La membrana porosa utilizada en la presente invencién se puede formar en un elemento de membrana de
separacion uniendo/sellando un hueco de la membrana de fibras huecas con un miembro, tal como una resina y
disponiendo, a continuacion, la membrana sobre un soporte.

La membrana porosa utilizada en la presente invencion se puede combinar con un soporte para formar un elemento
de membrana de separacién. El elemento de membrana de separacién que tiene una placa de soporte como un
soporte en el que la membrana porosa utilizada en la presente invencion esta dispuesta, como minimo, en un lado
de la placa de soporte, es un modo preferente del elemento de membrana de separacién que tiene la membrana
porosa utilizada en la presente invencién. Un elemento de membrana de separacién que tiene la membrana porosa
en ambos lados de una placa de soporte para aumentar la cantidad de agua de penetracion es también un modo
preferente del elemento de membrana de separacion.

El procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la presente invencion, incluye filtracion con una
diferencia de presion transmembrana en el intervalo de 0,1 a 20 kPa. Cuando un cultivo de fermentacion se filtra con
una diferencia de presion transmembrana de mas de 20 kPa, se necesita energia eléctrica para aplicar presion,
reduciendo, de este modo, la eficacia econémica en la produccion de un producto quimico. Dada una diferencia de
presién transmembrana de mas de 20 kPa, un microorganismo o las células cultivadas se pueden romper para
reducir la capacidad de producir un producto quimico. En el procedimiento de produccién de un producto quimico,
segun la presente invencion, la diferencia de presion transmembrana, es decir, la presion de filtracion esta en el
intervalo de 0,1 a 20 kPa que se puede alcanzar mediante una diferencia de carga hidrostatica, y, por lo tanto, no es
necesario que el interior del fermentador se mantenga particularmente bajo presién, de modo que no se reduce la
capacidad de producir un producto quimico. Debido a que no es necesario que el interior del fermentador se
mantenga particularmente bajo presion, la membrana porosa puede disponerse dentro del fermentador, lo que
puede dar como resultado otra ventaja para reducir el tamafno del aparato de fermentacion. El procedimiento de
produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, incluye filtracién con una diferencia de presién
transmembrana, preferentemente, en el intervalo de 0,1 a 2 kPa.

En el procedimiento de obtencién de un producto quimico, segun la presente invencion, se utilizan materiales de
fermentacion. Los materiales de fermentacion utilizados en la presente invencién pueden ser cualquier material que
promueva el crecimiento de un microorganismo de cultivo para permitir que el microorganismo produzca
satisfactoriamente un producto de fermentacion objetivo como el producto quimico.

Los materiales de fermentacion utilizados en la presente invencion tienen forma, preferentemente, de un medio
liquido ordinario que contiene una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y sales inorganicas y que contienen
de forma adecuada micronutrientes organicos, tales como aminoacidos y vitaminas, segun sea necesario. La fuente
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de carbono que se puede utilizar en el presente documento incluye azucares, tales como glucosa, sacarosa,
fructosa, galactosa y lactosa, azucares de almidon que contienen estos azlcares, melazas de batata, melazas de
remolacha azucarera y melazas de alta resistencia, acidos orgéanicos, tales como acido acético, alcoholes, tales
como etanol y glicerina. La fuente de nitrégeno que se puede utilizar en el presente documento incluye amoniaco
gaseoso, agua amoniacal, sales de amonio, urea, nitratos y otras fuentes de nitrégeno organico utilizadas de manera
secundaria, por ejemplo tortas de aceite, hidrolizados de soja, digestion de caseina, otros aminoacidos, vitaminas,
licor de maceracién de maiz, levaduras o extracto de levadura, extracto de carne, péptidos tales como peptona y
diversos microorganismos de fermentacion y sus hidrolizados. Las sales inorganicas que se pueden afadir
adecuadamente incluyen fosfatos, sales de magnesio, sales de calcio, sales de hierro y sales de manganeso.

Cuando los microorganismos utilizados en la presente invencion requieren un nutriente especifico para su
crecimiento, el nutriente se aflade como una preparacion o como un producto natural que lo contiene. Se utiliza un
agente antiespumante si es necesario. El cultivo en la presente invencion se refiere a un liquido obtenido como
resultado del crecimiento de un microorganismo o las células cultivadas con los materiales de fermentacion. La
composicién de los materiales de fermentacion a afiadir puede cambiarse adecuadamente a partir de la composicién
de los materiales de fermentacion utilizados al inicio del cultivo.

En la presente invencion, la concentracion de azlcares en el cultivo se mantiene, preferentemente, a 5 g/l o menos.
La razén por la que la concentracion de azucares en el cultivo se mantiene, preferentemente, a 5 g/l o menos es que
el flujo de salida de azucares al retirar el cultivo se puede minimizar a esa concentracién.

El microorganismo se cultiva generalmente a pH 4 a 8 a una temperatura en el intervalo de 20 a 40 °C. El pH del
cultivo se ajusta a un valor predeterminado generalmente en el intervalo de pH 4 a 8 con un &cido inorganico u
organico, una sustancia alcalina, urea, carbonato de calcio, amoniaco gaseoso o similares. Cuando es necesario
aumentar la velocidad de suministro de oxigeno, es posible emplear medios para afadir oxigeno al aire para
mantener una concentracién de oxigeno no inferior al 21 % o medios para presurizar el cultivo o aumentar la
velocidad de agitacion, o mejorar la aireacion.

En el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente invencion, se puede llevar a cabo un
cultivo discontinuo o cultivo discontinuo alimentado en una fase inicial de cultivo para aumentar la densidad de
microorganismos, seguido por cultivo continuo (retirada). En el procedimiento de produccién de un producto quimico,
segun la presente invencion, la densidad de los microorganismos se puede aumentar, seguido por la siembra de una
alta densidad de microorganismos, iniciando de este modo el cultivo y al mismo tiempo llevando a cabo el cultivo
continuo. En el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, el suministro del
cultivo de partida y la retirada del cultivo se puede iniciar en una fase adecuada. El momento de iniciar el suministro
del cultivo de partida y el momento de iniciar la retirada del cultivo pueden no ser siempre los mismos. El suministro
del cultivo de partida y la retirada del cultivo se puede llevar a cabo de forma continua o intermitente.

Los nutrientes necesarios para el crecimiento del microorganismo se pueden afadir al cultivo de inicio para que el
microorganismo crezca de forma continua. Para lograr una productividad eficiente, la densidad de los
microorganismos o las células cultivadas en el cultivo se mantiene, preferentemente, alta en un intervalo en el que el
entorno del cultivo no es inadecuado para que el crecimiento de los microorganismos o las células cultivadas cause
una alta tasa de mortalidad. A modo de ejemplo, los microorganismos o las células cultivadas en el cultivo
mantenidas a una densidad no inferior a 5 g/l en peso seco han hecho posible, de este modo, una excelente
eficiencia de produccién.

En el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente invencion, los microorganismos o las
células cultivadas pueden retirarse del fermentador, segln sea necesario. Debido a que la membrana de separacion
se obstruye facilmente, por ejemplo, cuando la densidad de los microorganismos o las células cultivadas en el
fermentador se vuelve demasiado alta, se puede evitar dicha obstruccién mediante la retirada. El rendimiento de
produccion de un producto quimico puede variar segun la densidad de los microorganismos o las células cultivadas
en el fermentador, y el rendimiento productivo se puede mantener retirando los microorganismos o las células
cultivadas con el rendimiento productivo como indicador.

En el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente invencion, el nimero de
fermentadores no esta limitado, siempre que la operacién de cultivo continuo durante el cual se cultivan los
microorganismos frescos capaces de fermentar se realice mediante un procedimiento de cultivo continuo en el que
los microorganismos se cultivan y simultdneamente se forma un producto. En el procedimiento de produccion de un
producto quimico, segun la presente invencioén, es preferente para el control del cultivo que la operacion de cultivo
continuo se lleve a cabo generalmente en un solo fermentador. Sin embargo, se pueden utilizar una pluralidad de
fermentadores por razones tales como una pequena capacidad del fermentador. En este caso, una pluralidad de
fermentadores se pueden conectar en paralelo, o en serie, en fermentacién continua para lograr una alta
productividad del producto de fermentacion.

A continuacion, se describen los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en el procedimiento
de produccién de un producto quimico, segun la presente invencion. Los microorganismos o las células cultivadas
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que se pueden utilizar en el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, no
estan limitados. Los microorganismos o las células cultivadas utilizados en la presente invencion incluyen, por
ejemplo, levaduras tales como levadura de panaderia (Saccharomyces cerevisiae) utilizadas frecuentemente en la
industria de la fermentacion, bacterias, tales como Escherichia coli o bacterias corineformes, bacterias filamentosas,
micobacterias, células animales y células de insecto. Los microorganismos o células utilizados pueden ser los
aislados del entorno natural o los que tienen propiedades modificadas parcialmente por mutacién o recombinacion
genética.

El producto quimico producido mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente
invencion no esta limitado siempre que sea una sustancia producida en un cultivo por los microorganismos o células
descritos anteriormente. El producto quimico producido mediante el procedimiento de producciéon de un producto
quimico segun la presente invencidn incluye sustancias, tales como alcoholes, acidos organicos, aminoacidos y
acido nucleico que se producen en grandes cantidades en la industria de la fermentacion. Los ejemplos de dichos
productos quimicos incluyen alcoholes tales como etanol, 1,3-propanodiol, 1,4-butanodiol y glicerol, acidos organicos
tales como acido acético, acido lactico, acido pirtvico, acido succinico, acido malico, acido itacénico y acido citrico,
acidos nucleicos, por ejemplo nucledsidos, tales como inosina y guanosina y nucledétidos, tales como acido inosinico
y &cido guanilico, y compuestos de diamina tales como cadaverina. La presente invencion también se puede aplicar
a la produccion de sustancias tales como enzimas, antibiéticos y proteinas recombinantes.

A continuacion, se describen los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en el procedimiento
de produccion de un producto quimico, seglin la presente invencion, con referencia a productos quimicos
especificos.

En el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente invencion, los microorganismos o las
células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de acido L-lactico no estan particularmente limitados,
siempre que sean microorganismos capaces de producir acido L-lactico. En el procedimiento de producciéon de un
producto quimico, segun la presente invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar
en la produccion de &cido L-lactico son, preferentemente, bacterias del acido lactico. Las bacterias del acido lactico,
tal como se utilizan en el presente documento, pueden definirse como microorganismos procariotas que producen un
50 % o més de &cido lactico como rendimiento respecto a azucar (glucosa consumida). Entre los ejemplos
preferentes de bacterias del acido lactico se incluyen bacterias del acido lactico que pertenecen al género
Lactobacillus, género Pediococcus, género Tetragenococcus, género Carnobacterium, género Vagococcus, género
Leuconostoc, género QOenococcus, género Atopobium, género Streptococcus, género Enterococcus, género
Lactococcus y género Bacillus. Entre ellas, las bacterias del &cido lactico que tienen un alto rendimiento de &cido
lactico respecto a azucar pueden seleccionarse y utilizarse, preferentemente, en la produccion de acido lactico. En el
procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente invencion, las bacterias del acido lactico
que tienen un alto rendimiento de acido lactico, particularmente acido L-lactico, pueden seleccionarse y utilizarse,
preferentemente, en la produccion de acido lactico. El acido L-lactico es un tipo de isémero éptico del acido lactico y
se puede distinguir claramente de su enantidmero acido D-lactico. Entre los ejemplos de bacterias del acido lactico
que tienen un alto rendimiento de acido L-lactico respecto a azlcar se incluyen Lactobacillus yamanashiensis,
Lactobacillus animalis, Lactobacillus agilis, Lactobacillus aviaries, Lactobacillus casei, Lactobacillus delbruekii,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus ruminis, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
sharpeae, Pediococcus dextrinicus y Lactococcus lactis, y estos pueden seleccionarse para producir acido L-lactico.

Cuando el acido L-lactico se produce mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencion, se pueden utilizar los microorganismos o las células cultivadas que se dotaron artificialmente de
la capacidad de producir acido lactico o a los que se permiti6 mejorar la misma. Por ejemplo, se pueden utilizar
microorganismos o las células cultivadas en las que se introdujo un gen de L-lactato deshidrogenasa (en lo sucesivo,
a veces denominada L-LDH) para conferir o mejorar la capacidad de producir &cido L-lactico. El procedimiento para
conferir o mejorar la capacidad de producir acido L-lactico también puede ser un procedimiento de mutagénesis
quimica conocido en la técnica. El microorganismo es, preferentemente, un microorganismo recombinante cuya
capacidad para producir acido L-lactico se mejoré mediante la integracién de L-LDH. Cuando el &cido L-lactico se
produce mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente invencién, un huésped
de microorganismo recombinante es, preferentemente, Escherichia coli o una bacteria del acido lactico que es una
célula procariota o levadura que es una célula eucariota, de forma particularmente preferente una levadura. La
levadura es, preferentemente, una levadura perteneciente al género Saccharomyces, mas preferentemente,
Saccharomyces cerevisiae.

La L-LDH utilizada en la presente invencion no esta limitada siempre que codifique una proteina que tenga una
actividad de conversién de nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) reducido y acido piravico en nicotinamida
adenina dinucleotido oxidado (NAD*) y acido L-lactico. Por ejemplo, se puede utilizar L-LDH derivada de bacterias
del acido lactico que tienen un alto rendimiento de acido L-lactico respecto a azlcar., preferentemente, se puede
utilizar L-LDH derivada de mamifero. Particularmente se puede utilizar L-LDH derivada de Homo sapiens o rana. La
L-LDH derivada de rana que se puede utilizar en la presente invencion es particularmente preferente L-LDH derivada
de una rana que pertenece a la familia Pipidae, mas preferentemente, L-LDH derivada de Xenopus laevis que es
una rana que pertenece a la familia Pipidae.
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La L-LDH derivada de ser humano o de rana utilizada en la presente invencion incluye genes de tipo mutante
resultantes de polimorfismo genético, mutagénesis o similares. El polimorfismo genético se refiere a un cambio
parcial en una secuencia de nucleétidos de un gen por mutacién espontanea en el gen. La mutagénesis se refiere a
la introduccion artificial de una mutacién en un gen. La mutagénesis se puede lograr, por ejemplo, mediante un
procedimiento de utilizacion de un kit para mutagénesis dirigida (Mutan-K fabricado por Takara Bio) o un
procedimiento de utilizacién de un kit para mutagénesis aleatoria (BD Diversify PCR Random Mutagenesis fabricado
por CLONTECH). La L-LDH derivada de ser humano o de rana utilizada en la presente invencion puede tener una
delecion o insercién en una parte de su secuencia de nucleétidos, siempre que codifique una proteina que tenga una
actividad de conversion de NADH y &cido piravico en NAD+ y &cido L-lactico.

Cuando el acido L-lactico se produce mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencion, la separacién y purificacion del acido L-lactico contenido en el licor de fermentacion
filtrado/separado producido se puede llevar a cabo mediante una combinacién de procedimientos conocidos
convencionalmente, tales como concentracion, destilacion y cristalizacién. Entre sus ejemplos se incluyen un
procedimiento que implica bajar el pH del licor de fermentacion filtrado/separado a 1 0 menos y, a continuacién,
extraer acido L-lactico con dietil éter, acetato de etilo o similar, un procedimiento que implica adsorber el licor de
fermentacion en una resina de intercambio iénico, lavar la resina y eluir el acido L-lactico, un procedimiento que
implica hacer reaccionar acido L-lactico en el licor de fermentacién con un alcohol en presencia de un catalizador
acido para convertirlo en el éster correspondiente seguido de su destilacién, y un procedimiento que implica
cristalizar el acido L-lactico como una sal de calcio o una sal de litio. Preferentemente, una solucion de acido
L-lactico concentrado obtenida evaporando agua del licor de fermentacion filtrado/separado puede someterse a
destilacién. En la destilacién, la solucion original a destilar se somete a destilacién, preferentemente, mientras que
se alimenta agua a la misma de manera que la concentracion de agua de la solucién se mantiene constante. Una
soluciéon acuosa de acido L-lactico obtenida mediante destilacion se puede concentrar evaporando el agua de la
misma calentando para dar una concentracién objetivo de acido L-lactico purificado. Cuando se obtiene una solucion
acuosa de acido L-lactico que contiene componentes de bajo punto de ebullicion, tales como etanol y acido acético,
como un destilado, los componentes de bajo punto de ebullicion se eliminan, preferentemente, en una etapa de
concentracion de acido L-lactico. Después de la operacién de destilacion, el destilado también se puede purificar con
una resina de intercambio i6nico o carbdn activado, mediante separacion cromatografica o similar, segin sea
necesario para eliminar las impurezas, para dar acido L-lactico de mayor pureza.

Cuando el acido D-lactico se produce mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencién, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de acido
D-lactico no estan limitados siempre que puedan producir acido D-lactico. Los microorganismos o las células
cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de acido D-lactico incluyen, por ejemplo, microorganismos que
pertenecen a la cepa de tipo silvestre de los géneros Lactobacillus, Bacillus y Pediococcus que tienen capacidad de
sintetizar acido D-lactico.

Cuando se produce acido D-lactico mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la
presente invencion, los microorganismos o las células cultivadas utilizados son, preferentemente, aquellos en los
que la actividad enziméatica de la D-lactato deshidrogenasa (en lo sucesivo, a veces denominada D-LDH) de la cepa
de tipo silvestre se ha aumentado. El procedimiento de aumento de la actividad enzimatica también puede ser un
procedimiento de mutagénesis quimica conocido en la técnica. Mas preferentemente, el microorganismo es un
microorganismo recombinante en el que la actividad enzimatica de la D-lactato deshidrogenasa se ha aumentado
mediante la integracién de un gen que codifica D-lactato deshidrogenasa. Cuando se produce acido D-lactico
mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente invencién, una gran cantidad
del microorganismo recombinante es Escherichia coli o una bacteria del acido lactico que es una célula procariota o
levadura que es una célula eucarittica, de forma particularmente preferente, levadura.

Cuando se produce acido D-lactico mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la
presente invencién, el gen que codifica D-lactato deshidrogenasa es, preferentemente, un gen derivado de
Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici o Bacillus laevolacticus, mas preferentemente, un gen derivado de
Bacillus laevolacticus.

Cuando se produce acido D-lactico mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la
presente invencion, la separacién y purificacion de &acido D-lactico contenido en el licor de fermentacion
filtrado/separado se puede llevar a cabo mediante una combinacion de procedimientos conocidos de forma
convencional, tales como concentracion, destilacion y cristalizacién. Entre sus ejemplos se incluyen un
procedimiento que implica bajar el pH del licor de fermentacion filtrado/separado a 1 0 menos y, a continuacién,
extraer acido D-lactico con dietil éter, acetato de etilo o similar, un procedimiento que implica adsorber el licor de
fermentacion sobre una resina de intercambio iénico, lavar la resina y eluir acido D-lactico, un procedimiento que
implica hacer reaccionar &cido D-lactico en el licor de fermentacioén con un alcohol en presencia de un catalizador de
acido para convertirlo en el éster correspondiente seguido de su destilacién, y un procedimiento que implica
cristalizar el acido D-lactico como una sal de calcio o una sal de litio. Preferentemente, una solucién concentrada de
acido D-lactico obtenida por evaporacion de agua del licor de fermentacién filirado/separado puede someterse a
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destilacién cuando el acido D-lactico se produce mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico,
segun la presente invencion. En la destilacion, la solucién original a destilar se somete a destilacién,
preferentemente, mientras que se alimenta agua a la misma de modo que la concentracién de agua de la solucién
se mantiene constante. Una solucion acuosa de acido D-lactico obtenida por destilacion puede concentrarse
evaporando el agua de la misma calentando para obtener una concentracién objeto de acido D-lactico purificado.
Cuando se obtiene una solucién acuosa de acido D-lactico que contiene componentes de bajo punto de ebullicién
(etanol, acido acético, etc.) como destilado, los componentes de bajo punto de ebullicion se eliminan,
preferentemente, en una etapa de concentracion del acido D-lactico. Después de la operacion de destilacion, el
destilado también se puede purificar con una resina de intercambio i6nico o carbdn activado, mediante separacion
cromatografica o similares, segun sea necesario para eliminar las impurezas, para dar acido D-lactico de mayor
pureza.

Cuando se produce etanol mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de etanol no estan
limitados siempre que sean el microorganismo o las células cultivadas que pueden producir acido pirdvico. Los
microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de etanol incluyen, por ejemplo,
microorganismos que pertenecen al género Saccharomyces, género Kluyveromyces y género
Schizosaccharomyces. Entre ellos, se pueden utilizar, preferentemente, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
lactis y Schizosaccharomyces pombe. También se pueden utilizar microorganismos que pertenecen al género
Lactobacillus y al género Zymomonas. Entre ellos, se pueden utilizar, preferentemente, Lactobacillus brevis y
Zymomonas mobilis.

Los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de etanol en la presente
invencion pueden ser microorganismos o las células cultivadas que tienen una capacidad, aumentada artificialmente
para producir etanol. Especificamente, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la
produccién de etanol en la presente invencion pueden ser aquellos que tienen propiedades modificadas
parcialmente por mutacién o recombinacion genética. Entre los ejemplos de microorganismos o las células
cultivadas que tienen propiedades parcialmente modificadas se incluyen levaduras dotadas de la capacidad de
asimilar almidén en bruto mediante la integracién de un gen de glucoamilasa derivado de un moho que pertenece al
género Rhizopus ("Biseibutsu (Microorganism)", 3: 555-564 (1987)). Se puede utilizar, preferentemente, un
procedimiento de purificacién utilizando destilacion o un procedimiento de concentracién/purificacion utilizando
membrana NF, RO o membrana de separacion de zeolita en la separacién y purificacién del etanol contenido en el
licor de fermentacién filtrado/separado producido mediante el procedimiento de produccion de la presente invencion.

Cuando el &cido pirdvico se produce mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencién, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de acido
pirivico no estan limitados siempre que sean microorganismos o las células cultivadas que puedan producir acido
pirtvico. Los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar, preferentemente, en la produccién de
acido piravico incluyen, por ejemplo, microorganismos que pertenecen al género Pseudomonas, género
Corynebacterium, género Escherichia y género Acinetobacter. Mas preferentemente, se pueden utilizar
microorganismos, tales como Pseudomonas fuluorescens, Pseudomonas aeruginosay Escherichia coli. También se
pueden utilizar microorganismos recombinantes creados sometiendo estos microorganismos a mutacién o
recombinacion genética para modificar parcialmente sus propiedades. Por ejemplo, también se utilizan aquellos
microorganismos en los que se mutd o delecioné un gen de ATPasa implicado directamente en la produccion de
ATP por fosforilacion oxidativa. También se pueden utilizar, preferentemente, mohos y levaduras. Por ejemplo, se
pueden utilizar mohos y levaduras pertenecientes al género Saccharomyces, género Toluropusis, género Candida 'y
género Schizophyllum. Mas preferentemente, se pueden utilizar hongos y levaduras, tales como Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces copsis, Candida glabrata, Candida lipolytica, Toluropusis glabrata y Schizophyllum
commune para producir acido pirdvico.

Cuando el &cido pirdvico se produce mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencién, la separacion y purificacion del acido pirdvico contenido en el licor de fermentacion
filtrado/separado se puede llevar a cabo mediante un procedimiento que utiliza una columna de intercambio
anionico. Por ejemplo, se puede utilizar, preferentemente, un procedimiento de purificacion que utiliza un
intercambiador de iones débilmente haléfito mostrado en el documento JP-A No. 6-345683.

Cuando se produce &cido succinico mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencién, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de acido
succinico no estan limitados siempre que sean microorganismos o las células cultivadas que puedan producir acido
succinico. Los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar, preferentemente, en la produccion
de acido succinico incluyen, por ejemplo, microorganismos que pertenecen a los géneros Anaerobiospirillum y
Actinobacillus. Entre los ejemplos especificos de dichos microorganismos se incluyen Anaerobiospirillum
succiniciproducens descritos en la patente de Estados Unidos No. 5143833 y Actinobacillus succinogenes descritos
por James B. Mckinlay, y otros. (Appl. Microbiol. Biotechnol., 71, 6651-6656 (2005). También se pueden utilizar
bacterias corineformes de los géneros Corynebacteriumy Brevibacterium, y Escherichia. Las bacterias corineformes
son las bacterias Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum'y Brevibacterium lactofermentum.
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Los microorganismos pueden ser aquellos que tienen una capacidad de produccién de acido succinico mejorada por
recombinacion genética, por lo que puede mejorarse la productividad del acido succinico. Entre los ejemplos de los
microorganismos que se pueden utilizar en el presente documento se incluyen Brevibacterium flavum MJ233AB-41
deficiente en lactato deshidrogenasa (FERM BP-1498) descrito en el documento JP-A No. 2005-27533,
Corynebacterium glutamicum descrito en el documento no de patente 1, y las cepas de Escherichia coli AFP111
deficientes en piruvato formiato liasa y lactato deshidrogenasa descritas en la patente de Estados Unidos No.
5770435.

Cuando se produce &cido succinico mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencion, se puede aplicar un procedimiento habitual de purificacion de acido succinico a la separacion y
purificacién de acido succinico. Por ejemplo, se puede utilizar, preferentemente, un procedimiento de purificacion
para combinar el tratamiento de electrodidlisis por hidrélisis y la concentracion/cristalizacién al vacio que se muestra
en el documento JP-A No. 2005-333886.

Cuando se produce acido itaconico mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de acido
itaconico no estan limitados siempre que sean microorganismos o las células cultivadas que puedan producir acido
itaconico. Los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar, preferentemente, en la produccion de
acido itacénico incluyen mohos y levaduras. Mas preferentemente, se utilizan mohos que pertenecen al género
Aspergillus o géneros Ustilago, o levaduras que pertenecen al género Candida o género Rhodotorula, en la
produccion de acido itacénico. En particular, se pueden utilizar, preferentemente, mohos tales como Aspergillus
terreus, Aspergillus itaconicus, Ustilago maydis, Ustilago cynodontis y Ustilago rabenhorstina, o Candia antarctica en
la produccién de acido itaconico.

Cuando se produce acido itaconico mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencion, la separacion y purificacion del acido itacénico se pueden llevar a cabo utilizando ultrafiltracion y
electrodialisis. Por ejemplo, se puede utilizar, preferentemente, un procedimiento de purificacion mediante
ultrafiltracién y electrodialisis con una membrana de resina de intercambio catiénico de tipo sal mostrada en la
publicacion de patente japonesa No. 50958.

Cuando se produce 1,3-propanodiol mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencién, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de
1,3-propanodiol no estan limitados siempre que sean microorganismos o las células cultivadas que puedan producir
1,3-propanodiol. Los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar, preferentemente, en la
produccion de 1,3-propanodiol incluyen, por ejemplo, cepas de tipo silvestre tales como microorganismos que
pertenecen a los géneros Klebsiella, Clostridiumy Lactobacillus que tienen capacidad de producir 1,3-propanodiol a
partir de glicerol.

Cuando se produce 1,3-propanodiol mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencion, el microorganismo contiene, preferentemente, (a) como minimo, un gen que codifica un
polipéptido que tiene una actividad glicerol deshidratasa; (b) como minimo, un gen que codifica un factor de
reactivacion de glicerol deshidratasa; y (c) como minimo, un gen que codifica una actividad catalitica inespecifica de
convertir 3-hidroxipropionaldehido en 1,3-propanodiol. En la presente invencion, el microorganismo es de forma
particularmente preferente un microorganismo recombinante que permite la produccion de 1,3-propanodiol.

Cuando se produce 1,3-propanodiol mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencion, el microorganismo que tiene capacidad de producir 1,3-propanodiol a partir de glicerol es,
preferentemente, un microorganismo recombinante seleccionado del grupo que comprende Klebsiella, Clostridium,
Lactobacillus, Cytrobacter, Enterobacter, Aerobacter, Aspergillus, Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Zygosaccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, Candida, Hansenula, Debaryomyces, Mucor, Torulopsis,
Methylobacter, Salmonella, Bacillus, Aerobacter, Streptomyces, Eschericiay Pseudomonas, y, mas preferentemente,
es Escherichia coli.

Cuando se produce 1,3-propanodiol mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencion, el microorganismo recombinante se modifica, preferentemente, para permitir la produccién de
1,3-propanodiol eficientemente a partir de glucosa. Por ejemplo, el microorganismo recombinante es,
preferentemente, un microorganismo recombinante que contiene (a) como minimo, un gen que codifica un
polipéptido que tiene actividad glicerol-3-foafato deshidrogenasa y (b) como minimo, un gen que codifica un
polipéptido que tiene actividad glicerol-3-fosfatasa, y es, mas preferentemente, un microorganismo recombinante
que contiene un gen en el que un factor de activacion de glicerol deshidratasa esta codificado por orfX y orfZ
aislados a partir de un regulon dha. El microorganismo recombinante es, todavia mas preferentemente, un
microorganismo recombinante deficiente en actividad glicerol quinasa y/o actividad glicerol deshidrogenasa y/o
actividad triosa fosfato isomerasa.

Cuando se produce 1,3-propanodiol mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
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presente invencion, la separacion y purificacion de 1,3-propanodiol contenido en el licor de fermentacion
filtrado/separado se puede llevar a cabo mediante concentracion y cristalizacion. Por ejemplo, se puede utilizar,
preferentemente, un procedimiento de purificacion utilizando concentracion bajo presion reducida y recristalizacion
mostrado en el documento JP-A No. 35785.

Cuando se produce cadaverina mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segln la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la producciéon de cadaverina no
estan limitados siempre que sean microorganismos o las células cultivadas que puedan producir cadaverina. Los
microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar, preferentemente, en la produccion de cadaverina
incluyen, por ejemplo, microorganismos que tienen una actividad enzimatica aumentada de una lisina descarboxilasa
y/o un antiportador de lisina-cadaverina. Los microorganismos son, mas preferentemente, microorganismos
recombinantes en los que se han integrado genes que codifican una lisina descarboxilasa y/o un antiportador de
lisina-cadaverina. Los microorganismos recombinantes son, todavia mas preferentemente, aquellos en los que se
han integrado uno o mas tipos de genes que codifican una lisina descarboxilasa.

Cuando se produce cadaverina mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos recombinantes son, preferentemente, Escherichia coli y bacterias corineformes, mas
preferentemente, bacterias corineformes que tienen actividad lisina descarboxilasa y que tienen, como minimo, una
propiedad seleccionada de auxotrofia de homoserina y resistencia a S-(2-aminoetil)-L-cisteina. Los microorganismos
son, mas preferentemente, aquellos deficientes en actividad homoserina deshidrogenaa, incluso, preferentemente,
aquellos que se hicieron deficientes en actividad homoserina deshidrogenasa mediante mutacién con un gen
insertado. En la presente invencion, el género de bacterias corineformes es, preferentemente, como minimo, un
género seleccionado del grupo que comprende los géneros Corynebacuteriumy Brevibacterium. El microorganismo
es, mas preferentemente, Corynebacuterium gulutamicum.

Cuando se produce cadaverina mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente
invencion, la separacion y purificacion de la cadaverina contenida en el licor de fermentacion filtrado/separado se
puede llevar a cabo mediante una combinaciéon de procedimientos conocidos en la técnica, tales como
concentracién, destilacion y cristalizacion. Por ejemplo, se puede utilizar, preferentemente, un procedimiento de
purificacién utilizando la cristalizacion que se muestra en el documento JP-A No. 2004-222569. Dependiendo del
acido utilizado en el cultivo continuo, el producto en la presente invencién se puede utilizar como material de
diversos polimeros, y cuando el producto se utiliza como material polimérico que requiere alta pureza se utiliza,
preferentemente, un procedimiento de purificacion utilizando cristalizacion. Cuando el pH del cultivo se mantiene con
acido clorhidrico, el diclorhidrato de cadaverina se puede recuperar del filtrado mediante una etapa de cristalizacién.
Es mas preferente que el pH del cultivo se mantenga con un &cido dicarboxilico durante el cultivo continuo y, a partir
del filtrado, se puede recuperar dicarboxilato de cadaverina mediante una etapa de cristalizacion. El acido
dicarboxilico es, mas preferentemente, un acido dicarboxilico alifatico y/o aromatico que tiene dos grupos carboxilo
solo como sus grupos funcionales. El acido dicarboxilico es, todavia méas preferentemente, acido adipico, acido
sebacico, acido 1,12-dodecanodicarboxilico, acido succinico, acido isoftalico o acido tereftalico.

Cuando se produce un &cido nucleico mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la
presente invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de un acido
nucleico no estan limitados siempre que sean microorganismos capaces de producir un acido nucleico. Los
microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de un acido nucleico pueden ser
aquellos que tienen inherentemente una alta capacidad de produccién de acido nucleico separado del mundo
natural, o pueden ser microorganismos procariotas que tienen una capacidad de produccion artificialmente
aumentada. Especificamente, los microorganismos pueden ser aquellos que tienen propiedades modificadas
parcialmente por mutacion o recombinacién genética.

A continuacion, se describe la modificacién de una parte de las propiedades. Para la produccion eficiente de un
acido nucleico, el acido nucleico debe ser biosintetizado, acumulado y liberado fuera del microorganismo. Por
consiguiente, se pueden crear microorganismos o las células cultivadas que producen eficientemente un acido
nucleico mediante el aumento de una enzima implicada en una ruta de biosintesis de acido nucleico, la reduccion de
la actividad de una enzima implicada en una ruta de descomposicion de acido nucleico y modificaciones a una
proteina implicada en la liberacion de un &cido nucleico a partir del microorganismo o a una composiciéon de una
membrana biolégica.

Especificamente, cuando se produce inosina, la modificacién de una parte de las propiedades se realiza de tal
manera que la actividad adenilosuccinato sintasa se haga de forma deseable libre o débil; una actividad inosinato
deshidrogenasa es de forma deseable libre o débil; y una actividad nuclosidasa es de forma deseable libre o débil.
Cuando se produce guanosina, una actividad adenilosuccinato sintasa es de forma deseable libre o débil; una
actividad guanilato reductasa es de forma deseable libre o débil; una actividad nucleosidasa es de forma deseable
libre o débil; y una actividad nucleotidasa es de forma deseable libre o débil. Cuando se produce uridina, una
actividad uridina fosforilasa es de forma deseable libre o débil. Cuando se produce citidina, una actividad citidina
desaminasa es de forma deseable libre o débil, y una homoserina deshidrogenasa es de forma deseable libre o
débil.
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Cuando se produce un &cido nucleico mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la
presente invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en él son, preferentemente,
bacterias corineformes y Bacillus subtilis. Las bacterias corineformes incluyen bacterias que pertenecen al género
Corynebacterium. Las bacterias del género Corynebacterium que se pueden utilizar, preferentemente, incluyen
Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium ammoniagenes, Corynebacterium guanofaciens y Corynebacterium
petrophilium. Bacillus subtilis incluye bacterias que pertenecen al género Bacillus. Entre aquellas del género Bacillus,
se utilizan, preferentemente, Bacillus subtilis, Bacillus liqueniformis y Bacillus pumilus. Cuando se produce
guanosina, las bacterias corineformes utilizadas en el presente documento incluyen bacterias que pertenecen al
género Corynebacterium. Entre aquellas del género Corynebacterium, es preferente Corynebacterium glutamicum, y
Bacillus subtilis incluye bacterias que pertenecen al género Bacillus]. Entre aquellas del género Bacillus, se utilizan,
preferentemente, Bacillus subtilis, Bacillus liqueniformis y Bacillus pumilus. Cuando se produce uridina, se puede
utilizar Bacillus subtilis, y entre las bacterias de Bacillus subtilis, se utilizan, preferentemente, bacterias que
pertenecen al género Bacillus. Entre aquellas del género Bacillus, se utiliza, preferentemente, Bacillus subtilis.
Cuando se produce citidina, se puede utilizar Bacillus subtilis, y entre las bacterias de Bacillus subtilis, se utilizan,
preferentemente, bacterias que pertenecen al género Bacillus. Entre aquellas del género Bacillus, se utiliza,
preferentemente, Bacillus subtilis.

Cuando se produce un &cido nucleico mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la
presente invencion, la separaciéon y purificacion de un &acido nucleico contenido en el licor de fermentacion
filtrado/separado se pueden llevar a cabo, preferentemente, mediante una combinacién de tratamiento con resina de
intercambio i6nico, recristalizacibn por concentracidon/enfriamiento, separacion por membrana y otros
procedimientos. Para eliminar las impurezas, se puede utilizar la adsorcién y recristalizacion de carbon activado
convencional en la purificacion.

Cuando se produce un aminoacido mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la
presente invencién, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la producciéon de un
aminoacido no estan limitados siempre que sean microorganismos que puedan producir un aminoacido. Los
microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la producciéon de un aminoacido pueden ser
aquellos que originalmente tienen una alta capacidad de produccion de aminoacidos separados del mundo natural o
pueden ser microorganismos o las células cultivadas que tienen una capacidad de produccién artificialmente
mejorada. Cuando se produce un aminoacido mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico,
segun la presente invencién, el aminoacido es, preferentemente, L-treonina, L-lisina, acido L-glutdmico, L-triptéfano,
L-isoleucina, L-glutamina, L-arginina, L-alanina, L-histidina, L-prolina, L-fenilalanina, acido L-aspartico, L-tirosina,
metionina, serina, valina o leucina.

A continuacion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de un
aminoacido se describen acerca de aminodacidos especificos. Cuando se produce L-treonina mediante el
procedimiento de producciéon de un producto quimico, segln la presente invencion, los microorganismos o las
células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de L-treonina pueden ser un microorganismo que
pertenece a un género seleccionado del género Escherichia, género Providencia, género Corynebacterium, género
Brevibacteriumy género Serratia. Entre ellos, son bacterias particularmente preferentes Escherichia coli, Providencia
rettgeri, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum y Serratia
marcescens.

Cuando se produce L-lisina mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la producciéon de L-lisina son,
preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum'y Brevibacterium lactofermentum. Cuando se
produce acido L-glutdmico mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de acido L-glutamico
son, preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum 'y Brevibacterium lactofermentum.

Cuando se produce L-triptéfano mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de L-triptéfano son,
preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum, Bacillus
subtilis, Bacillus amyloliquefaciens 'y Escherichia coli.

Cuando se produce L-isoleucina mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencién, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de
L-isoleucina son, preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium
lactofermentumy Serratia marcescens.

Cuando se produce L-glutamina mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la
presente invencién, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de
L-glutamina son, preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium
lactofermentumy Flavobacterium rigense.
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Cuando se produce L-arginina mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la producciéon de L-arginina son,
preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum, Serratia marcescens, Escherichia coli y
Bacillus subtilis.

Cuando se produce L-alanina mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de L-alanina son,
preferentemente, Brevibacterium flavumy Arthrobacter oxydans.

Cuando se produce L-histidina mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de L-histidina son,
preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium ammoniagenes, Serratia
marcescens, Escherichia coli, Bacillus subtilis y Streptomyces coelicolor.

Cuando se produce L-prolina mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de L-prolina son,
preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Kurthia catenaforma, Serratia marcescens y Escherichia coli.

Cuando se produce L-fenilalanina mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la
presente invencién, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de
L-fenilalanina son, preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium
lactofermentum'y Escherichia coli.

Cuando se produce acido L-aspartico mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la
presente invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de acido
L-aspartico son, preferentemente, Brevibacterium flavum, Bacillus megatherium, Escherichia coli y Pseudomonas
fluorescens.

Cuando se produce L-tirosina mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de L-tirosina son,
preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentumy Escherichia
coli.

Cuando se produce metionina mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la producciéon de metionina son,
preferentemente, Corynebacterium glutamicum.

Cuando se produce serina mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de serina son,
preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum 'y
Arthrobacter oxydans.

Cuando se produce valina mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de valina son,
preferentemente, Brevibacterium lactofermentum, Serratia marcescens y Klebsiella pneumoniae.

Cuando se produce leucina mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente
invencion, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccién de leucina son,
preferentemente, Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium lactofermentumy Serratia marcescens.

Cuando se produce un aminoacido mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencién, los microorganismos o las células cultivadas que se pueden utilizar en la producciéon de un
aminodcido pueden ser microorganismos o las células cultivadas derivadas de los microorganismos o las células
cultivadas de ejemplo aumentando artificialmente su capacidad para producir un aminoacido. Los microorganismos o
las células cultivadas que se pueden utilizar en la produccion de un aminoacido pueden ser aquellos que tienen
propiedades parcialmente modificadas por mutacidbn o recombinacion genética. Entre los ejemplos de
microorganismos o las células cultivadas que tienen propiedades parcialmente modificadas que se pueden utilizar en
la produccion de un aminoacido se incluyen Providencia rettgeri con mejora en la productividad de L-treonina
descrita en el documento JP-A No. 2-219582 y Corynebacterium glutamicum con mejora en la productividad de
L-alanina descrita en la publicacién nacional de solicitud de patente japonesa No. 3-500486.

Cuando la fermentacién continua se lleva a cabo mediante el procedimiento de produccién de un producto quimico,
segln la presente invencion, se puede lograr una mayor tasa de producciéon en volumen con respecto a la
fermentacion discontinua convencional para permitir una produccion de fermentacién extremadamente eficiente. La
tasa de produccién en fermentacion continua se calcula utilizando la siguiente ecuacion (3):
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[Ecuacién 3]

Tasa de produccion de fermentacién (g/I’/h) = concentracién de un producto en licor extraido (g/l) x tasa de
extraccién de licor de fermentacién (I/h) = cantidad de licor corriente del aparato (1) (3)

La tasa de producto de la fermentacion en el cultivo discontinuo se determina dividiendo la cantidad (g) de un
producto después del consumo de toda la fuente de carbono inicial por el tiempo (h) requerido para el consumo de la
fuente de carbono y la cantidad (l) de un cultivo liquido en ese momento.

A continuaciéon, se describe el aparato de fermentacion continua de la presente invencion. El aparato de
fermentacion continua de la presente invencién se puede utilizar en la produccién de alcoholes, tales como etanol,
1,3-propanodiol, 1,4-butanodiol y glicerol, acidos organicos, tales como acido acético, acido lactico, acido pirtvico,
acido succinico, acido malico, acido itacénico y acido citrico, aminoacidos tales como L-treonina, L-lisina, acido
L-glutamico, L-triptéfano, L-isoleucina, L-glutamina, L-arginina, L-alanina, L-histidina, L-prolina, L-fenilalanina, &cido
L-aspartico, L-tirosina, metionina, serina, valina y leucina, acidos nucleicos tales como inosina y guanosina,
compuestos de diamina tales como cadaverina, enzimas, antibidticos y proteinas recombinantes.

El aparato de fermentacion continua de la presente invenciéon es un aparato para producir un producto quimico a
través de fermentacién continua que incluye filtrar un cultivo de fermentacion de un microorganismo o las células
cultivadas con una membrana de separacién para recuperar un producto a partir de un filtrado y retener
simultdneamente un fluido no filtrado en el cultivo de fermentacion, o devolverlo por reflujo al mismo, y afadir
materiales de fermentacién al cultivo de fermentacion.

El aparato de fermentacion continua de la presente invencion tiene un tanque de reaccion de fermentacion para
cultivo de fermentacién de un microorganismo o las células cultivadas.

En una forma, el aparato de fermentacion continua de la presente invencion incluye un tanque de separacion por
membrana para filtracion del cultivo de fermentacion, que esta conectado mediante medios de circulacién del cultivo
de fermentacion al tanque de reaccion de fermentacién y dotado en su interior de una membrana de separacion; y
medios para regular la diferencia de presiéon transmembrana de la membrana de separacion en el intervalo de 0,1 a
20 kPa, en el que la membrana de separacion es una membrana porosa que tiene un tamafno de poro promedio de
0,01 um o mas a menos de 1 um.

En otra forma, el aparato de fermentacion continua de la presente invencion incluye un elemento de membrana de
separacion para filtracion del cultivo de fermentacion, que esta dispuesto en el interior del tanque de reaccion de
fermentacion y dotado en su interior de una membrana de separacién; medios para descargar un producto de
fermentacion filtrado, que estan conectados al elemento de membrana de separacién; y medios para regular la
diferencia de presion transmembrana de la membrana de separacion en el intervalo de 0,1 a 20 kPa, en el que la
membrana de separacion es una membrana porosa que tiene un tamafno de poro promedio de 0,01 um o mas a
menos de 1 um.

En el aparato de fermentacién continua de la presente invencién, el coeficiente de permeabilidad al agua purificada
de la membrana porosa es, preferentemente, de 2x1 0° m3/m2/s/pa o mas a 6x10” ms/mz/s/pa 0 Menos.

En el aparato de fermentacion continua de la presente invencion, es preferente que el tamafio de poro promedio de
la membrana porosa sea de 0,01 um o mas a menos de 0,2 um, y la desviacion estandar del tamafo de poro de la
membrana porosa es 0,1 um 0 menos.

En el aparato de fermentacion continua de la presente invencion, la membrana porosa es, preferentemente, una
membrana porosa que tiene una rugosidad superficial de 0,1 um o menos.

En el aparato de fermentacion continua de la presente invencion, la membrana porosa es, preferentemente, una
membrana porosa que contiene una capa de resina porosa. En el aparato de fermentaciéon continua de la presente
invencion, la capa de resina porosa es, preferentemente, una capa de resina porosa hecha de un polimero organico.
En el aparato de fermentacion continua de la presente invencion, el material de la membrana de polimero organico
es, mas preferentemente, fluoruro de polivinilideno.

A continuacion, se describe el aparato de fermentacion continua utilizado en el procedimiento de produccion de un
producto quimico, segun la presente invencién, mediante referencia a los dibujos.

La figura 1 es una vista lateral esquematica para mostrar un ejemplo del aparato de fermentacién continua de tipo de
separacion por membrana utilizado en el procedimiento de produccion de un producto quimico, segln la presente
invencion. La figura 1 es un ejemplo tipico del aparato en el que un elemento de membrana de separacion esta
dispuesto fuera de un tanque de reaccién de fermentacion.
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En la figura 1, el aparato de fermentacion continua de tipo de separacion por membrana esta compuesto
esencialmente de un tanque de reaccién de fermentacion 1, una capa de separacion por membrana 12, y un aparato
de regulacién de la diferencia de carga hidrostatica 3. El elemento de membrana de separacion 2 incluye una
membrana porosa integrada en él. Este elemento de membrana de separacion utiliza preferentemente, por ejemplo,
una membrana de separacién y un elemento de membrana de separacién dados a conocer en la publicacion
internacional No. 2002/064240. El tanque de separacion por membrana 12 esta conectado mediante una bomba de
circulacion de licor de fermentacion 11 al tanque de reaccion de fermentacion 1.

En la figura 1, se introduce un medio mediante una bomba de alimentacién de medio 7 en el tanque de reaccion de
fermentacion 1, y si es necesario, el licor de fermentacion en el tanque de reaccion de fermentacién 1 se agita con
un agitador 5, y si es necesario, un gas necesario puede ser alimentado mediante un aparato de alimentacién de gas
4. En este momento, un gas alimentado se puede recuperar, reciclar y alimentar de nuevo mediante el aparato de
alimentacion de gas 4. Si es necesario, el pH del licor de fermentacién se regula con un sensor/aparato de
regulacion de pH 9 y una bomba de alimentacion de solucién reguladora del pH 8 y, si es necesario, la temperatura
del licor de fermentacion esta regulada por un regulador de temperatura 10, con lo que se puede llevar a cabo
produccion por fermentacion altamente productiva. El licor de fermentacién en el aparato circula entre el tanque de
reaccion de fermentacion 1 y el tanque de separacion por membrana 12 mediante la bomba de circulacion de licor
de fermentacién 11. El licor de fermentacién que contiene un producto de fermentacion se filtra y se separa mediante
el elemento de membrana de separaciéon 2 en microorganismos y un producto de fermentacién que se puede
extraer, a continuacién, del sistema del aparato. Los microorganismos filtrados/separados pueden permanecer en el
sistema del aparato alcanzando de este modo una alta densidad de microorganismos en el aparato para logar la
produccion por fermentacién altamente productiva. La filtracién/separacién mediante el elemento de membrana de
separacion 2 se logra mediante una diferencia de presion de carga hidrostatica desde la superficie del agua del
tanque de separacion por membrana 12, no requiriendo, de este modo, una potencia especial. Segun sea necesario,
la tasa de filtracion/separacion con el elemento de membrana de separacion 2 y la cantidad del licor de fermentacion
en el aparato se puede controlar apropiadamente mediante el sensor de nivel 6 y el aparato de regulaciéon de la
diferencia de presion de carga hidrostatica 3. Segln sea necesario, un gas necesario puede ser alimentado
mediante el aparato de alimentacion de gas 4 al interior del tanque de separacién por membrana 12. El aire
alimentado se puede recuperar, reciclar y alimentar de nuevo mediante el aparato de alimentaciéon de gas 4. La
filtracion/separacion mediante el elemento de membrana de separacién 2 también se puede lograr mediante
filtracion por succién con una bomba o similar o por presurizacion en el sistema del aparato. Los microorganismos o
las células cultivadas pueden cultivarse continuamente en un tanque de cultivo y alimentarse segun sea necesario al
fermentador. Cultivando los microorganismos o las células cultivadas en un tanque de cultivo y alimentandolos
segun sea necesario al fermentador, se hace posible la fermentaciéon continua con microorganismos o las células
cultivadas siempre frescos que tienen una alta capacidad de producir un producto quimico para permitir la
fermentacion continua con un alto rendimiento productivo durante mucho tiempo.

La figura 2 es una vista lateral esquematica para explicar otro ejemplo del aparato de fermentacién continua de tipo
de separacion por membrana utilizado en la presente invencion. Un ejemplo tipico del aparato de fermentacion
continua en el que un elemento de membrana de separacion esta dispuesto dentro del tanque de reaccion de
fermentacion, utilizado en el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente invencién, se
muestra en la vista esquematica en la figura 2.

En la figura 2, el aparato de fermentacion continua de tipo de separacion por membrana esta compuesto
esencialmente de un tanque de reaccion de fermentacién 1 y un aparato de regulacion de la diferencia de carga
hidrostatica 3. Una membrana porosa esta integrada en un elemento de membrana de separacion 2 en el tanque de
reaccion de fermentacién 1. Esta membrana porosa puede utilizar, por ejemplo, una membrana de separacién y un
elemento de membrana de separacion dados a conocer en la publicacién internacional No. 2002/064240. El
elemento de membrana de separacion se describird mas adelante con mas detalle.

A continuacién, se describe en detalle la fermentacién continua en el aparato continuo de tipo de separacién por
membrana en la figura 2.

Se introduce un medio de forma continua o de forma intermitente mediante una bomba de alimentacion de medio 7
en el tanque de reaccion de fermentacién 1. Si es necesario, el medio puede haber sido esterilizado por
calentamiento o sometido a esterilizacién con un filtro antes de la introducciéon en el tanque de reaccién de
fermentacion. Durante la produccién por fermentacion, el licor de fermentacion en el tanque de reaccién de
fermentacion 1 se agita si es necesario con un agitador 5 en el tanque de reaccion de fermentacién 1. En el
momento de la produccién por fermentacion, un gas necesario puede ser alimentado si es necesario mediante un
aparato de alimentacién de gas 4 al tanque de reaccién de fermentacién 1. En el momento de la produccién por
fermentacion, el pH del licor de fermentacion en el tanque de reaccién de fermentaciéon 1 se regula si es necesario
con un sensor/aparato de regulacion de pH 9 y una bomba de alimentacion de solucién reguladora del pH 8, y la
temperatura del licor de fermentacion en el tanque de reaccion de fermentacion 1 se regula si es necesario mediante
un regulador de temperatura 10, con lo que se puede llevar a cabo produccion por fermentacién altamente
productiva. En este ejemplo, el pH y la temperatura se ilustran como condiciones fisicoquimicas del licor de
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fermentacion a regular con aparatos de medicion y aparatos de control, pero si es necesario, se puede regular el
oxigeno disuelto u ORP, o la concentraciéon de un producto quimico en el licor de fermentacion se mide con un
analizador, tal como un sensor quimico en linea, y las condiciones fisicoquimicas se pueden regular utilizando, como
indicador, la concentracién de un producto quimico en el licor de fermentacion. En la introduccién continua o
intermitente del medio, es preferente que la cantidad y la velocidad del medio introducido se regulen apropiadamente
utilizando, como indicador, un cierto valor de medicion en el entorno fisicoquimico del licor de fermentacion con el
aparato de medicion.

En la figura 2, el licor de fermentacion se filtra y se separa en microorganismos y un producto de fermentacion
mediante un elemento de membrana de separacion 2 instalado en el tanque de reaccion de fermentacion 1, y el
producto de fermentacion se puede sacar del aparato del sistema. Los microorganismos filtrados/separados
permanecen en el sistema del aparato alcanzando de este modo una alta densidad de los microorganismos en el
sistema del aparato para logar una produccién por fermentacién altamente productiva. La filtraciéon/separacion con el
elemento de membrana de separacion 2 se puede logar mediante una diferencia de presién de carga hidrostatica
desde la superficie del agua del tanque de reaccion de fermentacién 1, no requiriendo, de este modo, una potencia
especial. Segun sea necesario, la tasa de filtracién/separaciéon con el elemento de membrana de separacion 2 y la
cantidad del licor de fermentacién en el tanque de reaccion de fermentacion 1 se puede controlar apropiadamente
mediante a sensor de nivel 6 y un aparato de regulacién de la diferencia de presion de carga hidrostatica 3. La
filtracion/separacion mediante el elemento de membrana de separacion también se puede lograr mediante filtracion
por succién con una bomba o similar o mediante presurizacion en el sistema del aparato, si es necesario. Los
microorganismos o las células cultivadas pueden cultivarse en un tanque de cultivo y alimentarse segin sea
necesario al fermentador. Cultivando microorganismos o las células cultivadas en un tanque de cultivo y
alimentandolos segln sea necesario al fermentador, se hace posible la fermentacidén continua con microorganismos
o las células cultivadas siempre frescos que tienen una alta capacidad para producir un producto quimico para
permitir la fermentacion continua con un alto rendimiento productivo mantenido durante mucho tiempo.

A continuacién, se describe el elemento de membrana de separacion utilizado, preferentemente, en el aparato de
fermentacion continua utilizado en el procedimiento de produccién de un producto quimico, segun la presente
invencion.

Se describe el elemento de membrana de separacién mostrado en la figura 3. Una membrana de separacion y un
elemento de membrana de separacién dados a conocer en la publicacién internacional No. 2002/064240 se pueden
utilizar, preferentemente, en el aparato de fermentacién continua utilizado en el procedimiento de produccién de un
producto quimico segun la presente invenciéon. Tal como se muestra en la figura 3, el elemento de membrana de
separacion se constituye disponiendo un material de pasaje 14 y la membrana de separacién 15 en este orden a
ambos lados de una placa de soporte 13 que tiene rigidez. La placa de soporte 13 tiene una parte cdncava 16 a
ambos lados de la misma. La membrana de separacion 15 filtra el licor de fermentacién. Mediante el material de
pasaje 14, agua permeada filtrada a través de la membrana de separacion 15 se hace fluir eficientemente a la placa
de soporte 13. El agua permeada que fluyé hasta la placa de soporte 13 pasa a través de la parte céncava 16 de la
placa de soporte 13 y es descargada mediante una tuberia de recogida de agua 17 al exterior del tanque de cultivo
de fermentacién. La potencia para descargar el agua permeada se puede generar mediante un procedimiento que
utiliza una diferencia de presidon de carga hidrostatica, filtracion por succién con una bomba, un liquido, un gas o
similar, o presurizacién en el aparato.

A continuacién, se describe el elemento de membrana de separacién mostrado en la figura 4. Tal como se muestra
en la figura 4, el elemento de membrana de separacion esta compuesto esencialmente de haces de membrana de
separacion 18 compuestos de membranas de fibras huecas, una capa de sellado de resina superior 19, y una capa
de sellado de resina inferior 20. El haz de membrana de separacion esté unido y fijado en forma de un haz mediante
la capa de sellado de resina superior 19 y la capa de sellado de resina inferior 20. Mediante unién/fijacién con la
capa de sellado de resina inferior, el hueco de la membrana de fibras huecas se sella para evitar la fuga del cultivo
de fermentacion. Por otra parte, la capa de sellado de resina superior 19 no sella el orificio interno de la membrana
de fibras huecas, para permitir que el agua permeada fluya hasta la tuberia de recogida de agua 22. Este elemento
de membrana de separacion se puede disponer mediante un marco de soporte 21 en el aparato de fermentacion
continua. El agua permeada filtrada a través del haz de membrana de separacion 18 pasa a través del hueco de la
membrana de fibras huecas y se descarga mediante la tuberia de recogida de agua 22 al exterior del tanque de
cultivo de fermentacion. La potencia para descargar el agua permeada se puede generar mediante un procedimiento
que utiliza una diferencia de presion de carga hidrostatica, filtracién por succidon con una bomba, un liquido, un gas o
similar, o presurizacién en el aparato.

El material que constituye el elemento de membrana de separacion del aparato de fermentacion continua utilizado
en el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente invencién, es, preferentemente, un
miembro resistente a esterilizacion por vapor a alta presion. Si el interior del aparato de fermentacion se puede
esterilizar, se puede evitar la contaminacién con microorganismos desfavorables durante la fermentacion continua,
para permitir una fermentacion continua mas estable. EI miembro que constituye el elemento de membrana de
separacion es, preferentemente, resistente a las condiciones (121 °C, 15 minutos) de esterilizacién por vapor a alta
presién. El material del miembro del elemento de membrana de separacion puede seleccionarse apropiadamente
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de, por ejemplo, metales, tales como acero inoxidable y aluminio y resinas, tales como resina de poliamida, resina
de fluor, resina de policarbonato, resina de poliacetal, resina de tereftalato de polibutileno, PVDF, resina de
polifenileno éter modificado y resina de polisulfona.

En el aparato de fermentacion continua utilizado en el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun
la presente invencion, el elemento de membrana de separacion se puede instalar fuera del tanque de fermentacién o
puede instalarse dentro del tanque de fermentacion. En el caso de instalacién fuera del tanque de fermentacion, el
elemento de membrana de separacion se puede instalar en un tanque de separacion por membrana dispuesto por
separado para hacer circular el licor de fermentacion entre el tanque de fermentacion y el tanque de separacién por
membrana, durante lo cual el liquido de fermentacion se puede filtrar de forma continua a través del elemento de
membrana de separacion.

En el aparato de fermentacion continua utilizado en el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun
la presente invencién, el tanque de separacién por membrana es de forma deseable capaz de esterilizacion por
vapor a alta presion. Si el tanque de separacién por membrana es capaz de esterilizacion por vapor a alta presion, la
contaminacion debida a bacterias saprofitas se puede evitar facilmente.

Ejemplos

En lo sucesivo, con el fin de explicar la presente invencion con mas detalle, realizaciones especificas en las cuales
el acido D-lactico, etanol, acido pirtvico, acido succinico, 1,3-propanodiol, acido itacénico, cadaverina, un acido
nucleico y un aminoacido fueron seleccionados como el producto quimico, y un microorganismo o las células
cultivadas que tienen la capacidad de producir cada producto quimico se utilizaron en fermentaciéon continua
utilizando los aparatos que se muestran en la vista esquematica en las figuras 1 y 2, se describen con referencia a
los ejemplos.

Ejemplo de referencia 1. Preparacion de una cepa de levadura que tiene capacidad de producir acido L-lactico

Se cred una cepa de levadura que tenia capacidad de producir acido L-lactico de la siguiente manera. Un gen de
LDH derivado de ser humano se ligd cadena abajo de un promotor PDC1 en el genoma de levadura, creando de
este modo una cepa de levadura que tenia la capacidad de producir acido L-lactico. La reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) se llevé a cabo utilizando La-Taq (Takara Shuzo Co., Ltd.) o KOD-Plus-polimerasa (TOYOBO
CO., LTD.) segun las instrucciones adjuntas.

Después de cultivar y recuperar una linea celular establecida de cancer de mama humano (MCF-7), se extrajo el
ARN total utilizando reactivo TRIZOL (Invirogen). Utilizando el ARN total resultante como plantilla, se llevé a cabo la
reaccién de transcripcién inversa utilizando el sistema de seleccion SuperScript (Invitrogen), para sintetizar el ADNc.
Los detalles de la operacion fueron de acuerdo con los protocolos adjuntos. EI ADNc obtenido de este modo se
utilizé como plantilla de amplificacién para la posterior PCR.

Se clon6 un gen L-ldh mediante PCR con KOD-Plus-polimerasa y un conjunto de cebadores de oligonucleétidos
expuesto en las SEQ ID NOS: 1y 2, en el que se utilizé el ADNc obtenido por la operacién anterior como plantilla de
amplificacion. Cada fragmento de amplificacion por PCR se purificd, a continuacién, se fosforil6 en su extremo con
una polinucleétido quinasa T4 (fabricada por TAKARA) y se ligd al vector pUC118 (que se habia tratado mediante
escision con una enzima de restriccion Hincll y, a continuacién, se someti6 la superficie de escision a
desfosforilacion). Este ligamiento se realizé con el kit de ligamiento de ADN Ver. 2 (fabricado por TAKARA). El
producto plasmidico de ligamiento se utilizd para transformar Escherichia coli DH5a a partir del cual se recuperé el
ADN plasmidico para dar plasmidos en los que se habian subclonado varios genes L-ldh (SEQ ID NO: 3). Los
plasmidos pUC118 resultantes en los que se habia insertado el gen L-Idh se digirieron con las enzimas de restriccion
Xhol y Notl, y cada uno de los fragmentos de ADN resultantes se insert6 en un sitio de escision Xhol/Notl del vector
de expresion de levadura pTRS11 (figura 5). De esta manera, se obtuvo el plasmido de expresién del gen L-1dh
derivado del ser humano pL-ldh5 (gen L-1dh). El pL-ldh5 mencionado anteriormente, que es un vector de expresion
del gen L-Idh derivado del ser humano, se deposité como un plasmido solo como FERM AP-20421 el 21 de febrero
de 2005 con el International Patent Organism Depositary (IPOD), National Institute of Advanced Industrial Science
and Technology (AIST) (Central 6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba City, Pref. de Ibaraki, Japon).

Un fragmento de ADN de 1,3 kb que contenia el gen LDH derivado de ser humano y una secuencia de terminacion
del gen TDH3 derivado de Saccharomyces cerevisiae se amplifico por PCR con un conjunto de cebadores de
oligonucleétidos expuestos en las SEQ ID NOS: 4 y 5 en las que se utilizé el plasmido pL-ldh5 que contenia el gen
LDH derivado de ser humano como plantilla de amplificacién. Un fragmento de ADN de 1,2 kb que contenia un gen
TRP1 derivado de Saccharomyces cerevisiae se amplific6 por PCR con un conjunto de cebadores de
oligonucleotidos expuestos en las SEQ ID NOS: 6 y 7 y el plasmido pRS424 como plantilla de amplificacion. Los
fragmentos de ADN respectivos se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % y se purificaron de
una manera habitual. Se utilizé6 una mezcla de los fragmentos de 1,3 kb y 1,2 kb obtenidos de este modo como
plantilla de amplificacion en la PCR con un conjunto de cebadores de oligonucledtidos expuestos en las SEQ ID NO:
4 y 7 para dar productos que después se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % para preparar un
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fragmento de ADN de 2,5 kb que consistia en el gen LDH derivado de ser humano y el gen TRP1 ligado en él de
manera habitual. Este fragmento de ADN de 2,5 kb se transform6 de manera habitual en una cepa NBRC10505 de
levadura en gemacion, convirtiéndola en no auxotrofa para triptéfano.

El hecho de que las células transformadas resultantes fueran aquellas células que tenian el gen de la LDH derivado
del ser humano ligado a un promotor PDC1 en el genoma de la levadura se confirmé preparando primero el ADN del
genoma de la célula transformada de una manera habitual y utilizdndolo como plantilla de amplificacién en PCR con
un conjunto de cebadores de oligonucleédtidos expuestos en las SEQ ID NO: 8 y 9 para obtener un fragmento de
ADN de amplificaciéon de 0,7 kb. Se confirmé si las células transformadas tenian la capacidad de producir acido
lactico determinando, en HPLC en las siguientes condiciones, la cantidad de acido lactico contenida en un
sobrenadante de cultivo de las células transformadas cultivadas en un medio SC (METHODS IN YEAST GENETICS
2000 EDITION, CSHL PRESS).

Columna: Shim-Pack SPR-H (fabricada por Shimadzu Corporation)
Fase movil: &cido p-toluenosulfénico 5 mM (caudal 0,8 mi/min)
Solucién de reaccion: acido p-toluenosulfénico 5 mM, Bis-Tris 20 mM,
EDTA-2 Na 0,1 mM (caudal 0,8 ml/min)

Procedimiento de deteccion: conductividad eléctrica

Temperatura: 45 °C

La pureza 6ptica del acido L-lactico se midié mediante HPLC en las siguientes condiciones.

Columna: TSK-gel Enantio L1 (fabricada por Tosoh Corporation)
Fase moévil: solucion acuosa de sulfato de cobre 1 mM

Caudal: 1,0 ml/min

Procedimiento de deteccion: UV 254 nm

Temperatura: 30 °C

La pureza o6ptica del acido L-lactico se calcula utilizando la siguiente ecuacién:
Pureza optica (%) = 100 x (L-D) / (L+D)
en la que L representa la concentracién de acido L-lactico, y D representa la concentracion de acido D-lactico.

Como resultado del andlisis por HPLC, se detectaron 4 g/l de acido L-lactico, y el acido D-lactico estaba por debajo
del limite de deteccion. A partir del estudio anterior, se confirmé que este transformante tenia capacidad de producir
acido L-lactico. Las células transformadas resultantes se utilizaron como la cepa SW-1 de levadura en los ejemplos
a continuacion.

Ejemplo de referencia 2. Preparacion de una membrana porosa (No. 1)

Una resina de fluoruro de polivinilideno (PVDF) y N,N-dimetilacetamida se utilizaron como una resina y un
disolvente, respectivamente, y se agitaron suficientemente a una temperatura de 90 °C para dar una solucién madre
que tenia la siguiente composicion:

Fluoruro de polivinilideno: 13,0 % en peso, y
N,N-dimetilacetamida: 87,0 % en peso

A continuacion, la solucion madre se enfrié a una temperatura de 25 °C, a continuacién se aplicé sobre una tela no
tejida de fibra de poliéster que tenia una densidad de 0,48 g/cm3 y un grosor de 220 um unida previamente a una
placa de vidrio, y se sumergié inmediatamente durante 5 minutos en un bafio de coagulacién a una temperatura de
25 °C que tenia la siguiente composicion, para dar un material de base poroso que tenia una capa de resina porosa
formada sobre él.

Agua: 30,0 % en peso
N,N-Dimetilacetamida: 70,0 % en peso

Este material de base poroso se desprendié de la placa de vidrio, se sumergié 3 veces en agua caliente a una
temperatura de 80 °C, siendo lavado de este modo para eliminar N,N-dimetilacetamida, para dar una membrana de
separacion.

La superficie de la capa de resina porosa, en un area de 9,2 umx10,4 um, se observé a un aumento de 10.000
veces bajo un microscopio electronico de barrido. El diametro promedio de todos los poros observables fue 0,1 um.

A continuacién, la membrana de separacion se evalué para su coeficiente de permeabilidad al agua purificada. La
medicién del coeficiente de permeabilidad al agua purificada se llevé a cabo con agua purificada tratada con
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membrana de 6smosis inversa a 25 °C con una altura de carga hidrostatica de 1 m.

La desviacion estandar del tamafo de poro promedio fue 0,035 um y la rugosidad superficial de la membrana fue
0,06 um. La membrana porosa preparada de este modo podria utilizarse, preferentemente, en la presente invencion.

Ejemplo de referencia 3. Preparacion de una membrana porosa (No. 2)

Una resina de fluoruro de polivinilideno (PVDF) se utilizd como resina, polietilenglicol (PEG) que tenia un peso
molecular de aproximadamente 20.000 como un agente formador de poros, N,N-dimetilacetamida como disolvente, y
agua purificada como disolvente, y estos materiales se agitaron suficientemente a una temperatura de 90 °C para
dar una solucién madre que tenia la siguiente composicion:

Fluoruro de polivinilideno: 13,0 % en peso
Polietilenglicol: 5,5 % en peso
N,N-Dimetilacetamida: 78,0 % en peso, y
Agua purificada: 3,5 % en peso.

A continuacion, la solucion madre se enfrié a una temperatura de 25 °C, a continuacién se aplicé sobre una tela no
tejida de fibra de poliéster que tenia una densidad de 0,48 g/cm3 y un grosor de 220 um, se sumergid
inmediatamente durante 5 minutos en agua purificada a 25 °C, se sumergié 3 veces en agua caliente a 80 °C,
siendo lavada de este modo para eliminar N,N-dimetilacetamida y polietilenglicol para dar una membrana de
separacion.

La superficie de la capa de resina porosa en un area de 9,2 umx10,4 um en el lado de la membrana de separacion a
la que se habia aplicado la solucién madre se observé a un aumento de 10.000 veces bajo un microscopio
electrénico de barrido. El diametro promedio de todos los poros observables fue 0,02 um.

La membrana de separacién se evallo para su coeficiente de permeabilidad al agua purificada. El coeficiente de
permeabilidad al agua purificada fue 2x10° m¥m%s-Pa. La medicion del coeficiente de permeabilidad al agua
purificada se llevé a cabo con agua purificada tratada con membrana de 6smosis inversa a 25 °C con una altura de
carga hidrostatica de 1 m.

La desviacion estandar del tamafio de poro promedio fue 0,0055 um y la rugosidad superficial de la membrana fue
0,1 um. La membrana porosa preparada de este modo podria utilizarse, preferentemente, en la presente invencién.

Ejemplo de referencia 4. Preparacion de una membrana porosa (No. 3)

Se obtuvo una membrana de separacion de la misma manera que en el ejemplo de referencia 3 excepto en que se
utilizo6 una solucién madre que tenia la siguiente composicion.

Fluoruro de polivinilideno: 13,0 % en peso
Polietilenglicol: 5,5 % en peso
N,N-Dimetilacetamida: 81,5 % en peso.

La superficie de la capa de resina porosa en un area de 9,2 umx10,4 um en el lado de la membrana de separacién a
la que se habia aplicado la solucién madre se observé a un aumento de 10.000 veces bajo un microscopio
electronico de barrido. El diametro promedio de todos los poros observables fue 0,19 um.

El coeficiente de permeabilidad al agua purificada evaluado de esta membrana de separaciéon fue 100x10*
m*m?s-Pa. La medicion del coeficiente de permeabilidad al agua purificada se llevd a cabo con agua purificada
tratada con membrana de ésmosis inversa a 25 °C con una altura de carga hidrostatica de 1 m.

La desviacion estandar del tamafo de poro promedio fue 0,060 um y la rugosidad superficial de la membrana fue
0,08 um. La membrana porosa preparada de este modo podria utilizarse, preferentemente, en la presente invencion.

Ejemplo de referencia 5. Preparacion de una membrana porosa (No. 4)

Una resina de fluoruro de polivinilideno (PVDF) y N,N-dimetilacetamida se utilizaron como resina y disolvente,
respectivamente, y se agitaron suficientemente a una temperatura de 90 °C para dar una solucién madre que tiene
la siguiente composicion:

Fluoruro de polivinilideno: 15,0 % en peso, y
N,N-Dimetilacetamida: 85,0 % en peso

A continuacion, la solucion madre se enfrié a una temperatura de 25 °C, a continuacién se aplicé sobre una tela no
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tejida de fibra de poliéster que tenia una densidad de 0,48 g/cm3 y un grosor de 220 um unida previamente a una
placa de vidrio, y se sumergié inmediatamente durante 5 minutos en un bafio de coagulacién a una temperatura de
25 °C que tiene la siguiente composicion, para dar un material de base poroso que tenia una capa de resina porosa
formada sobre él.

Agua: 100,0 % en peso

Este material de base poroso se desprendié de la placa de vidrio, se sumergié 3 veces en agua caliente a una
temperatura de 80 °C, siendo lavado de este modo para eliminar N,N-dimetilacetamida, para dar una membrana de
separacion. La superficie de la capa de resina porosa, en un area de 9,2 umx10,4 um, se observé a un aumento de
10.000 veces bajo un microscopio electrénico de barrido. El didmetro promedio de todos los poros observables fue
0,008 um. El coeficiente de permeabilidad al agua purificada evaluado de esta membrana de separacion fue 0,3x1 0°
m*m?s-Pa. La medicion del coeficiente de permeabilidad al agua purificada se llevé a cabo con agua purificada
tratada con membrana de ésmosis inversa a 25 °C con una altura de carga hidrostatica de 1 m. La desviacion
estandar del tamafio de poro promedio fue 0,002 um y la rugosidad superficial de la membrana fue 0,06 um.

Ejemplo 1. Produccién de acido L-lactico mediante fermentacion continua utilizando levadura (No. 1)

La produccion de acido L-lactico se llevd a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua de tipo de separacion
por membrana en la figura 1 y un medio de fermentacién de acido lactico con levadura que tenia la composicién
mostrada en la tabla 1. El medio se utiliz6 después de esterilizacion por vapor a alta presién (121 °C, 15 minutos).
Como el material del elemento de membrana de separacion, se utilizé un moldeo de acero inoxidable y resina de
polisulfona. Como la membrana de separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia
2. A menos que se indique lo contrario, las condiciones operativas en el ejemplo 1 son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion: 2 (l)

Capacidad del tanque de separacién por membrana: 0,5 (1)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacion por membrana: 60 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion: 0,05 (I/min)

Aireacion del tanque de separacién por membrana: 0,3 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion: 100 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5 con NaOH 1 N

Velocidad de alimentacion de medio de fermentacién de acido lactico: control variable en el intervalo de 50 a 300
ml/h.

Cantidad de liquido circulante con un aparato de circulacion de liquido de fermentacién: 0,1 (I/min)

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana (Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o méas a
5 kPa o menos,

de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y

de 200 horas a 300 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 20 kPa o menos)

La levadura SW-1 creada en el ejemplo de referencia 1 se utilizd como el microorganismo, un medio de
fermentacion de &cido lactico que tenia la composicion mostrada en la tabla 1 se utilizé como el medio, la
concentracién de acido lactico como un producto se evalué mediante HPLC mostrada en el ejemplo de referencia 1,
y la concentracién de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

[Tabla 1]

Medio de fermentacién de &cido lactico con levadura
Glucosa 100 g
Base nitrogenada de levadura sin aminoacidos (Difco) 6,79
19 aminoéacidos estandar excluyendo leucina 152 mg
Leucina 760 mg
Inositol 152 mg
Acido p-aminobenzoico 16 mg
Adenina 40 mg
Uracilo 152 mg

Unidad (1/litro)

En primer lugar, la cepa SW-1 se cultivé con agitacion durante una noche en 5 ml de un medio de fermentacion de
acido lactico en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo resultante se inoculdé en 100 ml de un
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medio fresco de fermentaciéon de &cido lactico y se cultivd con agitacion durante 24 horas a 30 °C en un matraz
Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inocul6 en 1,5 | de un medio de fermentacion
de &cido lactico en el aparato de fermentacién continua de tipo de separacion por membrana mostrado en la figura 1,
un tanque de reaccion 1 se agité con un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacién de la aireacion, el control de
la temperatura y el ajuste del pH del tanque de reaccion 1, y sin hacer funcionar una bomba de circulacion de licor
de fermentacion 10, el microorganismo se cultivd durante 24 horas (precultivo). Inmediatamente después de que
terminé el precultivo, se hizo funcionar la bomba de circulacion de licor de fermentacion 10, y el microorganismo se
cultivé de forma continua en las condiciones en las que, ademas de las condiciones operativas en el momento del
precultivo, se aired un tanque de separacion por membrana 2, se alimenté de forma continua un medio de
fermentacion de acido lactico, y la cantidad de agua de permeacion de la membrana se regulé de modo que la
cantidad del licor de fermentacion en el aparato de fermentacion continua de tipo de separacién por membrana se
convirti6 en 2 1, con lo que se produjo acido L-lactico mediante fermentacion continua. En este ensayo de
fermentacion continua, la cantidad de agua de permeacién de la membrana se regulé y se cambidé en las
condiciones de control del agua de permeacion de la membrana descritas anteriormente, durante lo cual la
diferencia de carga hidrostatica se midié como diferencia de presién transmembrana con un aparato de regulacién
de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracion de &cido L-lactico producido en el licor de fermentacion de
permeacion de la membrana y la concentracion de glucosa residual se midieron en un momento apropiado.

Los resultados en el ensayo de fermentacién continua durante 300 horas se muestran en la tabla 2. La produccion
de &cido L-lactico mediante fermentacion continua estable fue viable mediante el procedimiento de produccién de un
producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua de tipo de separacion
por membrana en la figura 1. La diferencia de presién transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo
completo de fermentacién continua.

Ejemplo 2. Produccién de acido L-lactico mediante fermentacion continua utilizando levadura (No. 2)

Se llevd a cabo el mismo ensayo de fermentacién continua de &cido L-lactico que en el ejemplo 1 utilizando la
membrana porosa en el ejemplo de referencia 3 como una membrana de separacion. Los resultados se muestran en
la tabla 2. Como resultado, la produccion estable de acido L-lactico mediante fermentacion continua fue viable. La
diferencia de presién transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacién continua.

Ejemplo 3. Produccién de acido L-lactico mediante fermentacion continua utilizando levadura (No. 3)

Se llevd a cabo el mismo ensayo de fermentacién continua de &cido L-lactico que en el ejemplo 1 utilizando la
membrana porosa en el ejemplo de referencia 4 como una membrana de separacion. Los resultados se muestran en
la tabla 2. Como resultado, la produccion estable de acido L-lactico mediante fermentacion continua fue viable. La
diferencia de presién transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacién continua.

Ejemplo 4. Produccién de acido L-lactico mediante fermentacion continua utilizando levadura (No. 4)

La produccién de acido L-lactico se llevd a cabo utilizando el aparato de fermentacion continua en la figura 2 y un
medio de fermentacion con levadura que tenia la composicion mostrada en la tabla 1. El medio se utiliz6 después de
esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como el material del elemento de membrana de
separacion, se utilizé un moldeo de acero inoxidable y resina de polisulfona. Como la membrana de separacion, se
utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 1. A menos que se indique lo contrario, las
condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion: 2 (I)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacién por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 0,05 (I/min)

Velocidad de alimentacion de medio de fermentacién de acido lactico: control variable en el intervalo de 50 a 300
ml/h.

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5 con NaOH 1 N

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 80 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 5 kPa o menos,

de 80 horas a 160 horas: regulado a de 0,1 kPa o0 mas a 2 kPa o menos, y

de 160 horas a 240 horas: regulado a de 0,1 kPa o méas a 20 kPa o menos)

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacion, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

La cepa SW-1 de levadura creada en el ejemplo de referencia 1 se utilizé como el microorganismo, un medio de
fermentacion de &cido lactico que tenia la composicion mostrada en la tabla 1 se utilizé como el medio, la
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concentracién de acido L-lactico como un producto se evalué mediante HPLC mostrada en el ejemplo de referencia
1, y la concentracion de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.).

En primer lugar, la cepa SW-1 se cultivd con agitacion durante una noche en 5 ml de un medio de fermentacion de
acido lactico en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo resultante se inoculdé en 100 ml de un
medio fresco de fermentaciéon de &cido lactico y se cultivd con agitacion durante 24 horas a 30 °C en un matraz
Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inocul6 en 1,5 | de un medio de fermentacion
de &cido lactico en el aparato de fermentacién continua de tipo de separacion por membrana mostrado en la figura 2,
un tanque de reaccion 1 se agité a 400 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacion de la aireacion, el
control de la temperatura y el ajuste del pH del tanque de reaccién 1, y el microorganismo se cultivé durante 24
horas (precultivo). Inmediatamente después de que termind el precultivo, el microorganismo se cultivd de forma
continua con un medio de fermentacion de acido lactico alimentado de forma continua y con la cantidad de agua de
permeacion de la membrana regulada de modo que la cantidad del licor de fermentacién en el aparato de
fermentacion continua de tipo de separacién por membrana se convirti6 en 1,5 I, con lo que se produjo acido
L-lactico mediante fermentacién continua. En este ensayo de fermentacién continua, la cantidad de agua de
permeacion de la membrana se reguld y se cambié en las condiciones de control del agua de permeacién de la
membrana descritas anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midié como diferencia de
presién transmembrana con un aparato de regulacion de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracion de
acido L-lactico producido en el licor de fermentacion de permeacion de la membrana y la concentracion de glucosa
residual se midieron en un momento apropiado. El rendimiento de &acido L-lactico a azlcar y la tasa de produccién
de acido L-lactico calculadas a partir del acido L-lactico y la glucosa introducida calculada a partir de la
concentracién de glucosa se muestran en la tabla 2.

Como resultado del ensayo de fermentacién durante 240 horas, la produccion estable de acido L-lactico mediante
fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua en la figura 2. La diferencia de presion
transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion continua.

Ejemplo 5. Produccién de &cido L-lactico mediante fermentacion continua utilizando levadura (No. 5)

Se llevd a cabo el mismo ensayo de fermentacién continua de &cido L-lactico que en el ejemplo 4 utilizando la
membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 3 como una membrana de separacion. Los resultados se
muestran en la tabla 2. Como resultado, la produccion estable de acido L-lactico fue viable mediante fermentacion
continua. La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion
continua.

Ejemplo 6. Produccién de &cido L-lactico mediante fermentacion continua utilizando levadura (No. 6)

El mismo ensayo de fermentaciéon continua de &cido L-lactico que en el ejemplo 5 se llevo a cabo utilizando la
membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 4 como una membrana de separacion. Los resultados se
muestran en la tabla 2. Como resultado, la produccion estable de acido L-lactico fue viable mediante fermentacion
continua. La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion
continua.

Ejemplo comparativo 1. Produccion de &cido L-lactico mediante fermentacion discontinua

Como una forma de fermentacién utilizando un microorganismo, se llevé a cabo la fermentacion discontinua mas
tipica para evaluar su productividad de acido L-lactico. Se llevé a cabo un ensayo de fermentacion discontinua en el
que se utilizé el medio de fermentacion de acido lactico mostrado en la tabla 1 y se utilizé el tanque de reaccién 1
solamente del aparato de fermentacion continua de tipo de separacion por membrana en la figura 1. El medio se
utilizé después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). La cepa SW-1 de levadura creada en
el ejemplo de referencia 1 también se utilizd6 como el microorganismo en este ejemplo comparativo, la concentracion
de &cido L-lactico como un producto se evalué mediante HPLC mostrada en el ejemplo de referencia 1, y la
concentracién de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Las
condiciones operativas en el ejemplo comparativo 2 son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion (cantidad del medio de fermentacién de acido lactico): 1 (I)
Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion: 0,05 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién: 100 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5 con NaOH 1 N

En primer lugar, la cepa SW-1 se cultivd con agitacion durante una noche en 5 ml de un medio de fermentacion de
acido lactico en un tubo de ensayo (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inoculdé en 100 ml de un medio
fresco de fermentacion de &cido lactico y se cultivd con agitacién durante 24 horas en un matraz Sakaguchi de 500
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ml (precultivo). El precultivo se inoculdé en 1,5 | de un medio de fermentacion de &cido lactico en el aparato de
fermentacion continua de tipo de separacion por membrana, un tanque de reaccion 1 se agité a 100 rpm con un
agitador 5 unido a él, y el tanque de reaccion 1 se aired. Se llevaron a cabo el ajuste de la temperatura y el ajuste
del pH, y sin hacer funcionar una bomba de circulacién de licor de fermentacion 10, se llevé a cabo el cultivo de
fermentacion discontinua. La cantidad del microrganismos que crecié6 en este cultivo fue 14 en términos de
absorbancia a 600 nm. Los resultados de la fermentacién discontinua se muestran en la tabla 2.

[Tabla 2]
Ejemplo . . . . . .
. Ejemplo | Ejemplo | Ejemplo | Ejemplo | Ejemplo | Ejemplo

comp?ratlvo 1 > 3 4 5 6
Tiempo de fermentacion (h) 72 300 300 300 300 300 300
Glucosa introducida total (g) 100 2.620 2.720 2.750 2.120 2.070 2.110
fg‘;'do L-lactico producido total 26 1580 | 1525 | 1540 | 1.350 | 1.305 | 1.350
Glucosa no utilizada (g) 0 60 75 90 40 30 35
Rendimiento Qe acido L-lactico 0.26 0,62 058 058 065 0,64 0,65
respecto a azlcar (g/g)
Tasa de produccién de &cido
L-lactico (g//h) 0,36 2,6 2,5 25 3,0 2,9 3,0

La tasa de produccién de acido L-lactico mejor6 significativamente mediante el procedimiento de produccion de un
producto quimico, segln la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacién mostrado en las figuras 1y 2.

Ejemplo comparativo 2. Produccion de &cido L-lactico mediante fermentacion continua utilizando levadura

Se llevo a cabo fermentacion continua de la misma manera que en el ejemplo 1 excepto en que la membrana porosa
que tenia un didametro de poro pequefo y un coeficiente de permeabilidad al agua purificada bajo, preparada en el
ejemplo de referencia 5, se utilizd6 como la membrana de separacion, y la cantidad de agua que penetré a través de
la membrana se regul6 regulando el caudal con la diferencia de presion transmembrana (regulada en el intervalo de
0,1 o mas a 20 kPa o menos en el periodo completo de fermentacién continua).

Como resultado, la diferencia de presion transmembrana super6 los 20 kPa en 96 horas después de que se inicié el
cultivo, para causar obstruccién de la membrana, y, por lo tanto, la fermentacion continua se detuvo. Por
consiguiente, se revel6 que la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 5 no es adecuada para la
produccion de acido L-lactico.

Ejemplo comparativo 3. Produccién de acido L-lactico mediante fermentacion continua utilizando levadura
Se llevo a cabo fermentacion continua de la misma manera que en el ejemplo 4 excepto en que la membrana porosa
que tenia un diametro de poro pequefo y un coeficiente de permeabilidad al agua purificada bajo, preparada en el
ejemplo de referencia 5, se utilizd6 como la membrana de separacidn, y la cantidad de agua que penetré a través de
la membrana se regul6 regulando el caudal con la diferencia de presion transmembrana (regulada en el intervalo de
0,1 o méas a 20 kPa o menos en el periodo completo de fermentacién continua).

Como resultado, la diferencia de presion transmembrana super6 los 20 kPa en 80 horas después de que se inicio el
cultivo, para causar obstruccién de la membrana, y, por lo tanto, la fermentacion continua se detuvo. Por
consiguiente, se revel6 que la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 5 no es adecuada para la
produccion de acido L-lactico.

Ejemplo 7. Produccién de etanol mediante fermentacién continua (No. 1)

Se llev6 a cabo la produccion de etanol utilizando el aparato de fermentacion continua de tipo de separacién por
membrana en la figura 1 y un medio de fermentacién de etanol que tenia la composicién mostrada en la tabla 3. El
medio se utilizé después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como la membrana de
separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo
contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion: 2 (I)

Capacidad del tanque de separacién por membrana: 0,5 (1)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de pollvmllldeno
Area de filtracion eficaz del elemento de separacién por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion: 0,05 (I/min)

Aireacion del tanque de separacién por membrana: 0,3 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién: 100 (rpm)

26




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2728376 T3

Ajuste del pH: ajustado a pH 5 con NaOH 1 N

Velocidad de alimentacion del medio de fermentacién de etanol: control variable en el intervalo de 50 a 300 ml/h.
Cantidad de liquido circulante con un aparato de circulacion de licor de fermentacion: 0,1 (I/min)

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 5 kPa o menos,

de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y

de 200 horas a 300 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 20 kPa o menos)

La cepa NBRC10505 se utiliz6 como el microorganismo, un medio de fermentacion de etanol que tenia la
composicién mostrada en la tabla 1 se utiliz6 como el medio, la concentracién de etanol como un producto se
cuantific6 mediante cromatografia de gases para evaluacion. En la cromatografia de gases, se utilizé6 una columna
Shimadzu GC-2010 capilar GC TC-1 (GL Science) de 15 metros de L x 0,53 mm de DI, fd 1,5 um, y se utiliz6 un
detector por ionizacién de llama de hidrogeno (FID) en la deteccion y el céalculo. La concentracion de glucosa se
midié con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

[Tabla 3]
Medio de fermentacién de etanol
Glucosa 100 g
Base nitrogenada de levadura sin aminoacidos (Difco) 6,79
19 aminoécidos estandar excluyendo leucina 78 mg
Leucina 380 mg
Inositol 76 mg
Acido p-aminobenzoico 8 mg
Adenina 40 mg
Uracilo 76 mg

Unidad (1/litro)

En primer lugar, la cepa NBRC10505 se cultivd con agitacion durante una noche en 5 ml de un medio de
fermentacion de etanol en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo resultante se inocul6 en 100
ml de un medio fresco de fermentacion de etanol y se cultivd con agitacion durante 24 horas a 30 °C en un matraz
Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inocul6 en 1,5 | de un medio de fermentacion
de etanol en el aparato de fermentacion continua de tipo de separacion por membrana mostrados en la figura 1, un
tanque de reaccién 1 se agité a 100 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacion de la aireacién, el
control de la temperatura y el ajuste del pH del tanque de reaccién 1, y sin hacer funcionar una bomba de circulacién
de licor de fermentacion 10, el microorganismo se cultivé durante 24 horas (precultivo). Inmediatamente después de
que termind el precultivo, se hizo funcionar la bomba de circulacion de licor de fermentacion 10, y el microorganismo
se cultivd de forma continua en las condiciones en las que, ademas de las condiciones operativas en el momento del
precultivo, se aire6 un tanque de separacion por membrana 2, un medio de fermentacion de etanol se aliment6 de
forma continua, y la cantidad de agua de permeacion de la membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de
fermentacion en el aparato de fermentacion continua de tipo de separacion por membrana se convirtié en 2 |, con lo
que se produjo etanol mediante fermentacién continua. En este ensayo de fermentacion continua, la cantidad de
agua de permeacién de la membrana se regulé y se cambio6 en las condiciones de control del agua que permea la
membrana descritas anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midié como diferencia de
presién transmembrana con un aparato de regulacion de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracién de
etanol producido en el licor de fermentacién de permeacion de la membrana y la concentracion de glucosa residual
se midieron en un momento apropiado. Los resultados se muestran en la tabla 4.

La produccién estable de etanol mediante fermentacion continua de tipo separacion por membrana fue viable
mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato
de fermentacién continua en la figura 1. La diferencia de presién transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el
periodo completo de fermentacién continua.

Ejemplo 8. Produccién de etanol mediante fermentacién continua (No. 2)

La produccion de etanol se llevo a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 2 y un medio de
fermentacion de etanol que tenia la composicidon mostrada en la tabla 3. El medio se utilizé después de esterilizacion
por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como el material del elemento de membrana de separacion, se utilizd
un moldeo de acero inoxidable y resina de polisulfona. Como la membrana de separacion, se utilizé la membrana
porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo contrario, las condiciones operativas en
este ejemplo son las siguientes:
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Capacidad del tanque de reaccion: 2 (I)

Membrana de separacién utilizada: membrana de filtracién de fluoruro de poI|V|n|I|deno

Area de filtracién eficaz del elemento de separacion por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 0,05 (I/min)

Velocidad de alimentacion de medio de fermentacién de acido lactico: control variable en el intervalo de 50 a 300
ml/h.

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5 con NaOH 1 N

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 80 horas: regulado a de 0,1 kPa o0 mas a 5 kPa o menos,

de 80 horas a 160 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 2 kPa o menos, y

de 160 horas a 240 horas: regulado a de 0,1 kPa o méas a 20 kPa o menos)

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacién, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

La cepa NBRC10505 de levadura se utilizé como el microorganismo, un medio de fermentacion de etanol que tenia
la composicion mostrada en la tabla 2 se utilizd como el medio, la concentracién de etanol como un producto se
evalué mediante cromatografia de gases mostrada en el ejemplo 7, y la concentracién de glucosa se midi6é con el
ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

En primer lugar, la cepa NBRC10505 se cultivd con agitacién durante una noche en 5 ml de un medio de
fermentacion de etanol en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo resultante se inocul6 en 100
ml de un medio fresco de fermentacion de etanol y se cultivd con agitacion durante 24 horas a 30 °C en un matraz
Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inocul6 en 1,5 | de un medio de fermentacién
de etanol en el aparato de fermentacién continua de tipo de separacién por membrana mostrado en la figura 2, un
tanque de reaccién 1 se agité a 400 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacion de la aireacién, el
control de la temperatura y el ajuste del pH del tanque de reaccién 1, y el microorganismo se cultivé durante 24
horas (precultivo). Inmediatamente después de que termind el precultivo, el microorganismo se cultivd de forma
continua en un medio de fermentacion de etanol alimentado de forma continua con la cantidad de agua de
permeacion de la membrana regulada de modo que la cantidad del licor de fermentacion en el aparato de
fermentacion continua de tipo de separacion por membrana se convirtio en 1,5 |, con lo que se produjo etanol
mediante fermentacion continua. En este ensayo de fermentacion continua, la cantidad de agua de permeacion de la
membrana se regulé y se cambid en las condiciones de control del agua de permeacion de la membrana descritas
anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midi6 como diferencia de presion
transmembrana con un aparato de regulacién de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracién de etanol
producido en el licor de fermentacién de permeacion de la membrana y la concentracién de glucosa residual se
midieron en un momento apropiado. El rendimiento de etanol respecto a azucar y la tasa de produccion de etanol
calculado a partir del etanol y la glucosa introducida calculada a partir de la concentracion de glucosa se muestran
en la tabla 4.

La produccién estable de etanol mediante fermentacién continua fue viable mediante el procedimiento de produccién
de un producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua en la figura 2.
La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacién continua.

Ejemplo comparativo 4. Produccion de etanol mediante fermentacién discontinua

Como una forma de fermentacién utilizando un microorganismo, se llev6é a cabo la fermentacion discontinua mas
tipica para evaluar su productividad de etanol. Se llevé a cabo un ensayo de fermentacion discontinua en la que se
utilizé el medio de fermentacion de mostrado en la tabla 3 y se utilizd solo el tanque de reaccion 1 del aparato de
fermentacion continua de tipo de separacion por membrana en la figura 1. El medio se utiliz6 después de
esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). La cepa NBRC10505 también se utiliz6 como el
microorganismo en este ejemplo comparativo, la concentracion de etanol como un producto se evalué mediante
cromatografia de gases mostrada en el ejemplo 6, y la concentracién de glucosa se midié con el ensayo Glucose
Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Las condiciones operativas en este ejemplo comparativo son
las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion (cantidad del medio de fermentacién de etanol): 1 (1)
Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion: 0,05 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién: 100 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5 con NaOH 1 N

En primer lugar, la cepa NBRC10505 se cultivd con agitacién durante una noche en 5 ml de un medio de

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2728376 T3

fermentacion de etanol en un tubo de ensayo (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inoculé en 100 ml de
un medio fresco de fermentacion de etanol y se cultivd con agitacion durante 24 horas en un matraz Sakaguchi de
500 ml (precultivo). El precultivo se inoculé en 1,5 | de un medio de fermentacién de etanol en el aparato de
fermentacion continua de tipo de separacion por membrana, un tanque de reaccién 1 se agité a 100 rpm con un
agitador 5 unido a él, y el tanque de reaccion 1 se aired. Se llevaron a cabo el ajuste de la temperatura y el ajuste
del pH, y sin hacer funcionar una bomba de circulacién de licor de fermentacion 10, se llevé a cabo el cultivo de
fermentacion discontinua. La cantidad del microrganismos que crecié6 en este cultivo fue 18 en términos de
absorbancia a 600 nm. Los resultados de la fermentacion discontinua se muestran en la tabla 4.

[Tabla 4]
Ejemplo comparativo 4 | Ejemplo 7 | Ejemplo 8
Tiempo de fermentacion (h) 28 300 300
Glucosa introducida total (g) 100 6.320 4.750
Etanol producido total (g) 47 2.900 2.120
Glucosa no utilizada (g) 0 50 35
Rendimiento de etanol respecto a azucar (g/g) 0,47 0,46 0,45
Tasa de produccion de etanol (g/I/h) 1,7 4.8 4,7

La tasa de produccién de etanol mejord significativamente mediante el procedimiento de produccion de un producto
quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacién mostrado en las figuras 1y 2.

Ejemplo 9. Produccién de acido piravico mediante fermentacion continua (No. 1)

La produccion de acido piravico se llevd a cabo utilizando el aparato de fermentacion continua de tipo de separacion
por membrana en la figura 1 y un medio de fermentacién de &cido pirGvico que tenia la composicion mostrada en la
tabla 5. El medio se utiliz6 después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como la
membrana de separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se
indique lo contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2 (I)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacion por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1,5 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5,5 con NaOH 4 N

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacién, y cada medio utilizado, se
esterilizaron a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulacion del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,

de 100 horas a 180 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y

de 180 horas a 264 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 20 kPa o menos)

La cepa P120-5a de Torulopsis glabrata (FERM P-16745) se utiliz6 como el microorganismo, un medio de
fermentacion de acido pirdvico que tenia la composicion mostrada en la tabla 5 se utilizd como el medio, y la
concentracién de acido pirdvico como un producto se evalué mediante HPLC en las siguientes condiciones:

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

Fase movil: acido p-toluenosulfénico 5 mM (caudal 0,8 ml/min)

Solucién de reaccion: acido p-toluenosulfonico 5 mM, Bis-Tris 20 mM, EDTA:2Na 0,1 mM (caudal 0,8 ml/min)
Procedimiento de deteccion: conductividad eléctrica

Temperatura: 45 °C

La concentracién de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

[Tabla 5]
Medio de fermentacién de acido pirdvico
Glucosa 100 g/l
Sulfato de amonio 5g/l
Dihidrogenofosfato de potasio 149/l
Sulfato de magnesio 7H>0O 0,59/
Hidrolizados de soja 29/l
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Medio de fermentacién de acido pirdvico

Acido nicotinico 8 mg/l
Clorhidrato de piridoxina 1 mg/l
Biotina 0,05 mg/l
Clorhidrato de tiamina 0,05 mg/l

pH 5,5

En primer lugar, la cepa P120-5a se cultivd con agitacion durante una noche en 5 ml de un medio de fermentacion
de acido piravico en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo resultante se inoculé en 100 ml de
un medio fresco de fermentacién de acido piravico y se cultivd con agitacién durante 24 horas a 30 °C en un matraz
Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inocul6 en 1,5 | de un medio de fermentacién
de acido pirtvico en el aparato de fermentacién continua de tipo de separacién por membrana mostrado en la figura
1, un tanque de reaccién de fermentacion 1 se agité a 800 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por la
regulacion de la aireacion, el control de la temperatura y el ajuste del pH del tanque de reaccion de fermentacion 1,y
el microorganismo se cultivd durante 24 horas (precultivo). Inmediatamente después de que terminé el precultivo, se
hizo funcionar la bomba de circulacién de licor de fermentacién 10, y el microorganismo se cultivé de forma continua
en las condiciones en las que, ademas de las condiciones operativas en el momento del precultivo, se aireé un
tanque de separacion por membrana 2, un medio de fermentacion de acido pirtvico se aliment6 de forma continua, y
la cantidad de agua de permeacion de la membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de fermentacién en
el aparato de fermentacién continua de tipo de separacién por membrana se convirtié en 2 |, con lo que se produjo
acido piruvico mediante fermentacion continua. En este ensayo de fermentacion continua, la cantidad de agua de
permeacion de la membrana se reguldé y se cambié en las condiciones de control del agua de permeacién de la
membrana descritas anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midié como diferencia de
presién transmembrana con un aparato de regulacion de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracién de
acido piravico producido en el licor de fermentacién de permeacion de la membrana y la concentracién de glucosa
residual se midieron en un momento apropiado. Los resultados en el ensayo de fermentacién continua durante 300
horas se muestran en la tabla 6.

La produccion estable de &cido pirivico mediante fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de
produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua de
tipo de separacién por membrana en la figura 1. La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa
en el periodo completo de fermentacién continua.

Ejemplo 10. Produccioén de acido pirdvico mediante fermentacion continua (No. 2)

La produccion de acido piravico se llevé a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 2 y un
medio de fermentacion de acido pirdvico que tenia la composicion mostrada en la tabla 5. El medio se utilizd
después de esterilizacion por vapor a alta presién (121 °C, 15 minutos). Como el material del elemento de
membrana de separacion, se utilizé un moldeo de acero inoxidable y resina de polisulfona. Como la membrana de
separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo
contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion: 2 (I)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacion por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1 (I/min)

Velocidad de alimentacién de medio de fermentacion de &cido lactico: control variable en el intervalo de 50 a 300
ml/h.

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5,5 con NaOH 4 N

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulacion del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,

de 100 horas a 180 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y

de 180 horas a 264 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 20 kPa o menos)

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacién, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

La cepa P120-5a de Torulopsis glabrata (FERM P-16745) se utiliz6 como el microorganismo, un medio de
fermentacion de acido pirdvico que tenia la composicion mostrada en la tabla 5 se utilizd como el medio, y la
concentracién de acido pirdvico como un producto se evalué mediante HPLC en las siguientes condiciones.

En primer lugar, la cepa P120-5a se cultivd con agitacion durante una noche en 5 ml de un medio de fermentacion
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de acido piravico en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo resultante se inocul6 en 100 ml de
un medio fresco de fermentacion de acido piravico y se cultivd con agitacién durante 24 horas a 30 °C en un matraz
Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inocul6 en 1,5 | de un medio de fermentacion
de &cido lactico en el aparato de fermentacién continua de tipo de separacion por membrana mostrado en la figura 2,
un tanque de reaccion 1 se agité a 800 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacién de la aireacion, el
control de la temperatura y el ajuste del pH del tanque de reaccién 1, y el microorganismo se cultivé durante 24
horas (precultivo). Inmediatamente después de que termind el precultivo, un medio de fermentacion de acido
piravico se aliment6 de forma continua, y el microorganismo se cultivd de forma continua con la cantidad de agua de
permeacion de la membrana regulada de modo que la cantidad del licor de fermentacion en el aparato de
fermentacion continua de tipo de separacion por membrana se convirtié en 1,5 |, con lo que se produjo &cido pirtvico
mediante fermentacidn continua. En este ensayo de fermentacién continua, la cantidad de agua de permeacion de la
membrana se regulé y se cambid en las condiciones de control del agua de permeacion de la membrana descritas
anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midi6 como diferencia de presion
transmembrana con un aparato de regulacién de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracién de acido
piravico producido en el licor de fermentacién de permeacion de la membrana y la concentracion de glucosa residual
se midieron en un momento apropiado. El rendimiento de acido lactico respecto a azlcar y la tasa de produccion de
acido lactico calculada a partir del acido piravico y la glucosa introducida calculada a partir de la concentracion de
glucosa se muestran en la tabla 6.

Como resultado del ensayo de fermentacién durante 300 horas, la produccion estable de acido piravico mediante
fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la
presente invencién, utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 2. La diferencia de presién
transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion continua.

Ejemplo 11. Produccion de &cido pirdvico mediante fermentacion continua (No. 3)

Se utiliz6 el aparato de fermentacién continua de tipo de separacion por membrana en la figura 1, la cepa
NBRCO0005 se utilizé6 como el microorganismo, y todas las demas condiciones fueron las mismas que en el ejemplo
9. Los resultados de la fermentacién continua se muestran en la tabla 6. Como resultado del ensayo de fermentacién
durante 300 horas, la produccion estable de acido pirivico mediante fermentacién continua fue viable mediante el
procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de
fermentacion continua de tipo de separacion por membrana en la figura 1. La diferencia de presién transmembrana
fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion continua.

Ejemplo 12. Produccion de &cido pirdvico mediante fermentacion continua (No. 4)

Se utiliz6 el aparato de fermentacién continua en la figura 2, la cepa NBRC0005 se utilizd6 como el microorganismo, y
todas las demas condiciones fueron las mismas que en el ejemplo 10. Los resultados de la fermentacion continua se
muestran en la tabla 6. Como resultado del ensayo de fermentacion durante 300 horas, la produccion estable de
acido piravico mediante fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de produccién de un producto
quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua en la figura 2. La diferencia de
presién transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion continua.

Ejemplo comparativo 5. Produccion de &cido pirlvico mediante fermentacion discontinua (No. 1)

Como una forma de fermentacién utilizando un microorganismo, se llevé a cabo la fermentacion discontinua mas
tipica en un fermentador de jarra de 2 | para evaluar su productividad de acido pirtvico. Como el medio, se utiliz6 el
medio mostrado en la tabla 5 después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). La cepa
P120-5a se utilizé como el microorganismo en este ejemplo comparativo, la concentracion de acido pirivico como un
producto se evalué mediante HPLC mostrada en el ejemplo 9, y la concentracién de glucosa se midié con el ensayo
Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Las condiciones operativas en este ejemplo
comparativo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacién (cantidad del medio de fermentacion de &cido pirdvico): 1 (1)
Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 600 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5,5 con NaOH 4 N

En primer lugar, la cepa P120-5a se cultivd con agitacion durante una noche en 5 ml de un medio de fermentacion
de acido piravico en un tubo de ensayo (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inoculé en 50 ml de un
medio fresco de fermentacién de acido piravico y se cultivé con agitacion durante 24 horas en un matraz Sakaguchi
de 500 ml (precultivo). El precultivo se inoculd en 1 | de un medio de fermentacién de &cido pirGvico en un
fermentador de jarra y se sometié a fermentacion discontinua. Los resultados de la fermentacion discontinua se
muestran en la tabla 6.
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Ejemplo comparativo 6. Produccion de &cido pirtvico mediante fermentacion discontinua (No. 2)

Como una forma de fermentacién utilizando un microorganismo, se llevé a cabo la fermentacion discontinua mas
tipica en un fermentador de jarra de 2 | para evaluar su productividad de &cido pirGvico. En este ejemplo
comparativo, la cepa NBRCO0005 se utiliz6 como el microorganismo, y todas las demas condiciones fueron las

mismas que en el ejemplo comparativo 3. Los resultados de la fermentacion discontinua se muestran en la tabla 6.

[Tabla 6]
Ejemplo Ejemplo | Ejemplo Ejemplo Ejemplo | Ejemplo

comparativo 3 9 10 comparativo 4 11 12
Tiempo de fermentacion (h) 72 264 264 45 264 264
Glucosa introducida total (g) 100 3.410 2.806 100 3.440 2.660
fg';”"ato sédico total producido 70 1790 | 1.237 58 1.580 1.110
Glucosa no utilizada (g) 0 320 419 0 190
Rendimiento d’e piruvato sédico 0,70 058 052 058 0,49 0.45
respecto a azlcar (g/g)
Tgsg de produccién de piruvato 1.0 34 3.1 1,28 3.0 28
sédico (g/l/h)

La tasa de produccion de &cido pirivico mejoré significativamente mediante el procedimiento de produccién de un
producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacién mostrado en las figuras 1y 2.

Ejemplo 13. Produccioén de acido succinico mediante fermentacion continua (No. 1)

La produccién de acido succinico se llevd a cabo utilizando el aparato de fermentaciéon continua de tipo de
separacion por membrana en la figura 1.

A menos que se indique lo contrario, el acido succinico y la glucosa en la produccion de acido succinico se midieron
mediante el siguiente procedimiento. El &cido succinico en un sobrenadante centrifugado de un cultivo se analizé
mediante HPLC (Shimadzu LC10A, Monitor del IR: RID-10A, columna: Aminex HPX-87H). La temperatura de la
columna fue de 50 °C, y la columna se equilibr6 con H.SO4 0,01 Ny, a continuacién, una muestra se inyecto en la
columna y se analizé mediante eluciéon con HSO4 0,01. La glucosa se midié mediante un sensor de glucosa (BF-4,
Oji Scientific Instruments).

El medio se utilizd después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como la membrana de
separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo
contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion: 2 (I)

Capacidad del tanque de separacién por membrana: 0,5 (1)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacion por membrana: 60 cm®

Control de la temperatura: 39 (°C)

Aireacion con CO» del tanque de reaccién: 10 (ml/min)

Aireacion con CO» del tanque de separacion por membrana: 100 (ml/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién: 100 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 6,4 con NaxCO3; 2 M

Velocidad de alimentacion de medio de fermentacién de acido lactico: control variable en el intervalo de 50 a 300
ml/h.

Cantidad de liquido circulante con un aparato de circulacion de licor de fermentacion: 0,1 (I/min)

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,
de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 2 kPa o menos, y
de 200 horas a 264 horas: regulado a de 0,1 kPa o méas a 20 kPa o menos)

En este ejemplo, se llevé a cabo produccién continua de acido succinico mediante Anaerobiospirillum
succiniciproducens ATCC53488 como un microorganismo que tiene capacidad de producir acido succinico. 100 ml
de un medio de cultivo de siembra que consistia en 20 g/l de glucosa, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extracto de
levadura, 3 g/l de KoHPO4, 1 g/l de NaCl, 1 g/l de (NH4)2SOs4, 0,2 g/l de MgClz y 0,2 g/l de CaClx-2H:0 se
introdujeron en un matraz Erlenmeyer de 125 ml y se esterilizaron mediante calentamiento. En una camara aeroébica
con guantes, se anadieron 1 ml de NaxCO3 30 mM y 0,15 ml de H.SO4 180 mM, y se anadieron ademas 0,5 ml de
una solucion reducida que consistia en 0,25 g/l de cisteina-HCI y 0,25 g/| de NazS, a continuacion, la cepa
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ATCC53488 se inoculd en el medio y se cultivd de forma estacionaria a 39 °C durante una noche (precultivo
preliminar). 5 ml de una solucién reducida que consistia en 0,25 g/l de cisteina-HCI y 0,25 g/l de Na>S-9H>0 se
anadieron a 1,5 | de un medio de fermentacién de acido succinico (tabla 7) en el aparato de fermentaciéon continua
de tipo de separacion por membrana mostrado en la figura 1, y se le inocularon 50 ml del precultivo preliminar, un
tanque de reaccion de fermentacion 1 se agité a 200 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por regulacion de la
aireacioén con COo, control de la temperatura, y ajuste del pH del tanque de reaccion de fermentacién 1, y el
microorganismo se cultivé durante 24 horas (precultivo).

[Tabla 7]
Medio de fermentacién de acido succinico
Medio para Actinobacillus

succinogenes
Glucosa 100,0 g/l
NaCl 1,0 g/l
CaClz - 2H20 0,2 g/l
NaH:PO;, - H0O 1,2 g/l
NazHPO4 0,3 g/l
KoHPO> - g/l
MgCl; - 6H20 0,2 g/l
Vitamina B2 10 ug/l
Biotina 200 ug/l
Acido félico 200 ug/l
Tiamina - HCI 500 ug/l
Riboflavina 500 ug/l
Niacina 500 ug/l
Acido pantoténico 500 ug/l
Acido p-aminobenzoico 500 g/l
Vitamina Bs 1 no/l
Extracto de levadura 5,0 g/l
Licor de maceracion de maiz 10,0 g/l
Polipeptona - g/l
NH.CI - g/l
FeSQO4 - 7H.0 - g/l

Inmediatamente después de que terminé el precultivo, un medio de fermentacién de &cido succinico se alimenté de
forma continua, y el microorganismo se cultivé de forma continua mientras la cantidad de agua de permeacion de la
membrana se reguldé de modo que la cantidad del licor de fermentacion en el aparato de fermentacion continua de
tipo de separacion por membrana se convirtié en 2 |, con lo que se produjo acido succinico mediante fermentacion
continua. La cantidad de agua de permeacion de la membrana en el ensayo de fermentacién continua se reguld
cambiando apropiadamente la diferencia de carga hidrostatica de modo que la diferencia de carga hidrostatica del
tanque de reaccion de fermentacién estaba dentro de 2 m, es decir, la diferencia de presion transmembrana fue de
0,1 o mas a 20 kPa o menos. La concentracién de acido succinico producido en el licor de fermentacion de
permeacion de la membrana y la concentracion de glucosa residual se midieron en un momento apropiado. La tasa
de produccién de acido succinico y el rendimiento de &cido succinico, calculada a partir del acido succinico y la
concentracion de glucosa se muestran en la tabla 8. La diferencia de presién transmembrana fluctuaba dentro de 2
kPa en el periodo completo de fermentacion continua.

Ejemplo 14. Produccion de &cido succinico mediante fermentacion continua (No. 2)

La produccion de acido succinico se llevé a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 2. El
medio se utiliz6 después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). La concentracion de acido
succinico y glucosa se midieron de la misma manera que en el ejemplo 13. Como la membrana de separacion, se
utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo contrario, las
condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion: 2 (I)

Membrana de separacién utilizada: membrana de filtracién de fluoruro de poI|V|n|I|deno
Area de filtracién eficaz del elemento de separacion por membrana: 120 cm?
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Control de la temperatura: 39 (°C)

Aireacion con CO» del tanque de reaccién de fermentacién: 10 (ml/min)

Velocidad de alimentacion de medio de fermentacién de acido lactico: control variable en el intervalo de 50 a 300
ml/h.

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién de fermentacion: 600 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 6,4 con NaxCO3; 2 M

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 80 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 5 kPa o menos,

de 80 horas a 160 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 2 kPa o menos, y

de 160 horas a 280 horas: regulado a de 0,1 kPa o méas a 20 kPa o menos)

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de separacién por membrana, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

En este ejemplo, se llevd a cabo produccién continua de &cido succinico mediante la cepa ATCC53488 de
Anaerobiospirillum succiniciproducens como un microorganismo que tiene capacidad de producir acido succinico.
100 ml de un medio de cultivo de siembra que consistia en 20 g/I de glucosa, 10 g/I de polipeptona, 5 g/l de extracto
de levadura, 3 g/l de KaHPOg4, 1 g/l de NaCl, 1 g/l de (NH4)2SOs4, 0,2 g/l de MgClz y 0,2 g/l de CaCl>'2H20 se
introdujeron en un matraz Erlenmeyer de 125 ml y se esterilizaron mediante calentamiento. En una camara aerébica
con guantes, se anadieron 1 ml de Na;CO3 30 mM y 0,15 ml de H.SO4 180 mM, y se anadieron ademas 0,5 ml de
una solucion reducida que consistia en 0,25 g/l de cisteina-HCI y 0,25 g/| de NazS, a continuacion, la cepa
ATCC53488 se inocul6 en el medio y se cultivd de forma estacionaria durante una noche a 39 °C (precultivo
preliminar). 5 ml de una solucién reducida que consistia en 0,25 g/l de cisteina-HCI y 0,25 g/l de Na»S-9H>0 se
anadieron a 1,5 | de un medio de fermentacion de acido succinico (tabla 7) en el aparato de fermentacién continua
mostrado en la figura 2, y se le inocularon 50 ml del precultivo preliminar, un tanque de reaccién de fermentacion 1
se agité a 600 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por regulaciéon de la aireacion con CO,, control de la
temperatura, y ajuste del pH del tanque de reaccion de fermentacion 1, y el microorganismo se cultivé durante 24
horas (precultivo).

Inmediatamente después de que terminé el precultivo, un medio de fermentacién de &cido succinico se alimenté de
forma continua, y el microorganismo se cultivé de forma continua mientras la cantidad de agua de permeacion de la
membrana se reguldé de modo que la cantidad del licor de fermentacion en el aparato de fermentacion continua de
tipo de separacion por membrana se convirtié en 1,5 |, con lo que se produjo &cido succinico mediante fermentacion
continua. La cantidad de agua de permeacion de la membrana en el ensayo de fermentacion continua se llevé a
cabo cambiando apropiadamente la diferencia de carga hidrostatica con un aparato de regulacién de la diferencia de
carga hidrostatica 3 de modo que la carga hidrostatica del tanque de reaccién de fermentacién estaba dentro de 2 m
como maximo, es decir, la diferencia de presion transmembrana fue de 0,1 a 20 kPa. La concentracién de acido
succinico producido en el licor de fermentacién de permeacion de la membrana y la concentracion de glucosa
residual se midieron en un momento apropiado. La tasa de produccion de &cido succinico y el rendimiento de acido
succinico, calculados a partir del acido succinico y la condicion de glucosa se muestran en la tabla 8. La diferencia
de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion continua.

Ejemplo comparativo 7. Produccion de &cido succinico mediante fermentacién discontinua

La produccién de acido succinico mediante fermentacion discontinua de Anaerobiospirillum succiniciproducens se
llevé a cabo de la siguiente manera.

100 ml de un medio de cultivo de siembra que consistia en 20 g/l de glucosa, 10g/l de polipeptona, 5 g/l de extracto
de levadura, 3g/l de KoHPO4, 1 g/l de NaCl, 1 g/l de (NH4)2SO4, 0,2 g/l de MgClz y 0,2 g/l de CaCl»-2H:0 se
introdujeron en un matraz Erlenmeyer de 125 ml y se esterilizaron mediante calentamiento. En una camara aero6bica
con guantes, se anadieron 1 ml de Na;CO3 30 mM y 0,15 ml de H.SO4 180 mM, y se afadieron ademas 0,5 ml de
una solucion reducida que consistia en 0,25 g/l de cisteina-HCl y 0,25 g/l de NasS, a continuacién la cepa
ATCC53488 de Anaerobiospirillum succiniciproducens se inoculé en el medio y se cultivé de forma estacionaria
durante una noche a 39 °C. 1 | de un medio de fermentacion mostrado en la tabla 7 se afiadié a un fermentador de
mini-jarra (2 |, tipo BMJ, fabricado por ABLE) y se esterilizaron mediante calentamiento (120 °C, 20 min).

Se introdujo CO, gaseoso a una velocidad de 10 ml/min con un rociador, y se afiadieron 10 ml de solucién de
Na>COsz 3 M, y el pH se ajustd a 6,8 con una solucion de acido sulfdrico. Se ariadieron 5 ml de una solucién reducida
que consistia en 0,25 g/l de cisteina-HCI y 0,25 g/l de Na>S-9H-0, y los 50 ml del cultivo de siembra se inocularon en
el medio y se cultivaron a una velocidad de agitacién de 200 rpm a una temperatura de 39 °C mientras que el pH se
ajustd a 6,4 con una soluciéon de Na>COs 2 M. Los resultados se muestran en la tabla 8.

34



10

15

20

25

ES 2728376 T3

[Tabla 8]
Ejemplo comparativo 7 | Ejemplo 13 | Ejemplo 14
Tiempo de fermentacion  (h) 39 264 280
Glucosa introducida (9) 49 1.090 1.689
Acido succinico formado  (g) 38 871 1.394
Glucosa no utilizada (9) 1 15 29
Rendimiento (9/9) 0,775 0,81 0,84
Tasa de produccién (g/I/h) 0,97 2,2 3,3

La tasa de produccién de acido succinico mejoré significativamente mediante el procedimiento de produccién de un
producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacién mostrado en las figuras 1y 2.

Ejemplo 15. Produccion de &cido succinico mediante fermentacion continua (No. 3)

La produccion de acido succinico se llevd a cabo utilizando el aparato de fermentaciéon continua de tipo de
separacion por membrana en la figura 1. La concentracién de acido succinico y glucosa se midieron de la misma
manera que en el ejemplo 13. El medio se utilizé después de esterilizacién por vapor a alta presion (121 °C, 15
minutos). Como la membrana de separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2.
Las condiciones operativas en este ejemplo son las mismas que en el ejemplo 13 excepto por la siguiente regulacion
de la cantidad de agua de permeacion de la membrana.

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,
de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y
de 200 horas a 254 horas: regulado a de 0,1 kPa o méas a 20 kPa o menos)

En este ejemplo, se llevd a cabo produccién continua de &cido succinico mediante la cepa ATCC55618 de
Actinobacillus succinogenes como un microorganismo que tiene capacidad de producir acido succinico. 75 ml de un
medio de fermentacion de acido succinico para Actinobacillus mostrado en la tabla 9 y 4,0 g de MgCQOg; se ariadieron
a un tubo de ensayo con suero de 100 ml, seguido por reemplazar el gas en el tubo por CO y esterilizacion bajo
calentamiento. Se inocularon 7,5 ml de una suspension bacteriana de la cepa ATCC55618 y se cultivaron a 37 °C
durante 24 horas para preparar un cultivo de siembra (precultivo preliminar).

[Tabla 9]
Medio de fermentacién de acido succinico
Medio para Anaerobiospirillum

succiniciproducens

Glucosa 50,0 g/l
NaCl - g/l
CaCl, - 2H0 0,2 g/l
NaH>PO, - H0 - g/l
NazHPO4 - g/l
KzHPO: 1,0 g/l
MgCl - 6H20 0,2 g/l
Vitamina B2 - ug/l
Biotina - ug/l
Acido félico - ug/!
Tiamina - HCI - ug/l
Riboflavina - no/l
Niacina - ug/l
Acido pantoténico - ug/l
Acido

p-aminobenzoico i ug/
Vitamina Bs - no/l
Extracto de levadura 5,0 g/l
Licor de maceracion

de maiz i o/
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Medio de fermentacién de acido succinico
Medio para Anaerobiospirillum

succiniciproducens
Polipeptona 10,0 g/l
NH4CI 0,4 g/l
FeSO4 - 7H0 0,001 g/l

El aparato de fermentacion continua de tipo de separacion por membrana mostrado en la figura 1 se carg6 con 1,5 |
de un medio de fermentacién de acido succinico (tabla 9), y se le inocularon 75 ml del precultivo preliminar. El
microorganismo se cultivd de forma continua de la misma manera que en el ejemplo 13 excepto en que la aireacion
con CO2 en el bafio de reaccion de fermentacion 1 fue de 75 ml/min, la aireacion con CO; en el tanque de
membrana de separacion fue de 150 ml/min, la temperatura fue de 39 °C, y el pH se ajusté a 6,8 con NaCOs3 5,5 M.
La concentracion de acido succinico producido en el licor de fermentacion de permeaciéon de la membrana y la
concentracién de glucosa residual se midieron en un momento apropiado. La tasa de produccién de acido succinico
y el rendimiento de acido succinico, calculada a partir del acido succinico y la concentracion de glucosa se muestra
en la tabla 10. La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de
fermentacion continua.

Ejemplo 16. Produccion de &acido succinico mediante fermentacion continua (No. 4)

La produccion de acido succinico se llevé a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 2. El
medio se utiliz6 después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). La concentracion de acido
succinico y glucosa se midieron de la misma manera que en el ejemplo 13. Como la membrana de separacion, se
utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. Las condiciones operativas en este ejemplo son
las mismas que en el ejemplo 14 excepto por la siguiente regulacion de la cantidad de agua de permeacion de la
membrana.

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulacion del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,
de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y
de 200 horas a 280 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 20 kPa o menos)

En este ejemplo, se llevd a cabo la produccion continua de &cido succinico mediante la cepa ATCC55618 de
Actinobacillus succinogenes como un microorganismo que tiene capacidad de producir acido succinico. El cultivo
continuo se llevd a cabo de la misma manera que en el ejemplo 14 excepto en que en la produccién continua de
acido succinico por Actinobacillus succinogenes, la aireacion con CO; en el bafio de reaccion de fermentacion fue de
75 ml/min, y el pH se ajust6 a 6,8 con NaCOs3 5,5 M.

En primer lugar, 75 ml de un medio de fermentacién de acido succinico para Actinobacillus mostrado en la tabla 9 y
4,0 g de MgCOQOs se afiadieron a un tubo de ensayo con suero de 100 ml, seguido por reemplazar el gas en el tupo
por CO; y esterilizacién bajo calentamiento. Se inocularon en el medio 7,5 ml de una suspension bacteriana de la
cepa ATCC55618 previamente almacenada en estado congelado y se cultivaron a 37 °C durante 24 horas para
preparar un cultivo de siembra (precultivo preliminar). El aparato de fermentacién continua mostrado en la figura 2 se
carg6 con 1,5 | de un medio de fermentacién de acido succinico (tabla 7), y 75 ml del precultivo preliminar se
inocularon en el medio y se cultivaron durante 24 horas con el pH mantenido a 6,8 (precultivo). Después de que el
precultivo finalizd, el medio de fermentacion de &cido succinico en la tabla 9 se alimentd de forma continua, y la
cantidad de agua de permeacion de la membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de fermentacién en el
aparato de fermentacion continua de tipo de separacion por membrana en la figura 2 se convirtié en 1,51, con lo que
se produjo &cido pirivico mediante fermentacion continua. La concentracion de acido pirivico producido en el licor
de fermentacion de permeacion de la membrana y la concentracion de glucosa residual se midieron en un momento
apropiado. La tasa de produccién de acido succinico y el rendimiento de acido succinico, calculados a partir del
acido succinico y la concentracién de glucosa se muestran en la tabla 10. La diferencia de presiéon transmembrana
fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentaciéon continua.

Ejemplo comparativo 8. Produccion de &cido succinico mediante fermentacion continua (No. 2)

La produccién de acido succinico por Actinobacillus succinogenes se llevé a cabo de la siguiente manera.

Se anadieron 50 ml de un medio de fermentacion de &acido succinico para Actinobacillus mostrado en la tabla 9 y 4,0
g de MgCOs a un tubo de ensayo con suero de 100 ml, seguido por reemplazar el gas en el tubo por CO; y
esterilizacion bajo calentamiento. Se inocularon en el medio 5 ml de una suspensién bacteriana de Actinobacillus
succinofenes ATCC55618 previamente crioconservada y se cultivaron a 37 °C durante 24 horas para preparar un
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cultivo de siembra. 1 | del medio de fermentacion mostrado en la tabla 9 se ajusté a pH 6,8 y se afadié a un
fermentador de mini-jarra (2 |, tipo BMJ, fabricado por ABLE) y se esteriliz6 mediante calentamiento (120 °C, 20
min). Se introdujo CO» gaseoso a una velocidad de 50 ml/min con un rociador, y la temperatura se regul6 a 39 °C.
Se inocularon en el medio 50 ml del cultivo de siembra anterior y se cultivaron en agitacién a 600 rpm con una pala
agitadora unida a él mientras el pH se ajust6 a 6,8 con NaCOs 5,5 M. Los resultados se muestran en la tabla 10.

[Tabla 10]
Ejemplo comparativo 8 | Ejemplo 15 | Ejemplo 16

Tiempo de fermentacion  (h) 49 254 280
Glucosa introducida (9) 100 1.637 2.182
Acido succinico formado (@) 72 1.193 1.520
Glucosa no utilizada (9) 4 25 11
Rendimiento (9/9) 0,75 0,74 0,70
Tasa de produccién (g/l/h) 1,12 3,13 3,62

La tasa de produccién de acido succinico mejoré significativamente mediante el procedimiento de produccién de un
producto quimico segun la presente invencion utilizando los aparatos de fermentacién mostrados en las figuras 1 y
2.

Ejemplo 17. Produccion continua de acido succinico mediante fermentacién continua (No. 5)

La produccion de acido succinico se llevd a cabo utilizando el aparato de fermentaciéon continua de tipo de
separacion por membrana en la figura 1. La concentracién de acido succinico y glucosa se midieron de la misma
manera que en el ejemplo 13. El medio se utilizé después de esterilizacién por vapor a alta presion (121 °C, 15
minutos). Como la membrana de separacién, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2.
Las condiciones operativas en este ejemplo son las mismas que en el ejemplo 13 excepto por la siguiente regulacion
de la cantidad de agua de permeacion de la membrana.

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 80 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 5 kPa o menos,
de 80 horas a 140 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 2 kPa o menos, y
de 140 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 20 kPa o menos)

En este ejemplo, se llevo a cabo la produccion continua de &cido succinico mediante la cepa B ATCC11303 de
Escherichia coli como un microorganismo que tiene capacidad de producir acido succinico. Se introdujeron 150 ml
de un medio de cultivo de siembra que consistia en 12 g/l de glucosa, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extracto de
levadura, 1 g/l de KzHPOy4, 1 g/l de NaCl y 0,2 g/l de MgClz en un matraz Erlenmeyer de 200 ml y se ajustaron a pH
6,8. Después de que se anadieron 7,5 g de MgCOs;, el medio se esterilizd por calentamiento y se enfrio a
temperatura ambiente, y en una camara aerdbica con guantes, la cepa ATCC11303 se inocul6é en el medio y se
cultivé de forma estacionaria durante una noche a 37 °C (precultivo preliminar). El aparato de fermentacion continua
mostrado en la figura 1 se carg6 con 1,5 | de un medio de fermentacion de &cido succinico que consistia en 12 g/l de
glucosa, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 1 g/l de K:HPOQOy4, 1 g/l de NaCl y 0,2 g/l de MgCly, y se
inocularon 150 ml del precultivo preliminar en el medio. La fermentacién continua de acido succinico se llevd a cabo
en las mismas condiciones que en el ejemplo 13 excepto en que la temperatura de fermentacion fue de 37 °C.

Después del precultivo durante 24 horas, el microorganismo se cultivd de forma continua mientras que el medio de
fermentacion de acido succinico mostrado en la tabla 11 se alimenté de forma continua y la cantidad de agua de
permeacion de la membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de fermentacién en el aparato de
fermentacion continua se convirtié en 2 1.

[Tabla 11]
Medio de fermentacién de acido succinico
Glucosa 50 g/l
Polipeptona 10 g/l
Extracto de levadura 5 g/l
Dihidrogenofosfato de potasio 1 g/l
Cloruro de sodio 1 g/l
Cloruro de magnesio 0,2 g/l

La concentraciéon de acido succinico producido en el licor de fermentacion de permeacion de la membrana y la
concentracién de glucosa residual se midieron en un momento apropiado. La tasa de produccién de &cido succinico
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y el rendimiento de acido succinico, calculados a partir del acido succinico y la concentracion de glucosa se
muestran en la tabla 12. La diferencia de presién transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo
de fermentacion continua.

Ejemplo 18. Produccion continua de &cido succinico mediante fermentacion continua (No. 6)

La produccion de acido succinico se llevé a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 2. El
medio se utiliz6 después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). La concentracion de acido
succinico y glucosa se midieron de la misma manera que en el ejemplo 13. Como la membrana de separacion, se
utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. Las condiciones operativas en este ejemplo son
las mismas que en el ejemplo 14 excepto por la siguiente regulacion de la cantidad de agua de permeacion de la
membrana.

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 80 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 5 kPa o menos,

de 80 horas a 120 horas: regulado a de 0,1 kPa o0 mas a 2 kPa o menos, y

de 120 horas a 180 horas: regulado a de 0,1 kPa o méas a 20 kPa o menos)

En este ejemplo, se llevd a cabo produccion continua de acido succinico mediante la cepa B ATCC11303 de
Escherichia coli como un microorganismo que tiene capacidad de producir acido succinico. Se introdujeron 150 ml
de un medio de cultivo de siembra que consistia en 12 g/l de glucosa, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extracto de
levadura, 1 g/l de KzHPOy4, 1 g/l de NaCl y 0,2 g/l de MgCl» en un matraz Erlenmeyer de 200 ml y se ajustaron a pH
6,8. Después de que se anadieron 7,5 g de MgCOs;, el medio se esterilizd6 por calentamiento y se enfrid a
temperatura ambiente, y la cepa ATCC11303 se inocul6 en el medio y se cultivd de forma estacionaria durante una
noche a 37 °C (precultivo preliminar). El aparato de fermentacion continua mostrado en la figura 2 se cargd con 1,51
de un medio de fermentacién de acido succinico que consistia en 12 g/l de glucosa, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de
extracto de levadura, 1 g/l de KoHPO4 1 g/l de NaCl y 0,2 g/l de MgCl», y se inocularon 150 ml del precultivo
preliminar en el medio. El microorganismo se cultivd durante 24 horas a una temperatura de 37 °C mientras el pH se
ajustd a 6,8 con NaCOs 5,5 M (precultivo). Después de que el precultivo finaliz6, el microorganismo se cultivd
mientras que el medio de fermentacion de acido succinico mostrado en la tabla 11 se aliment6é de forma continua y
la cantidad de agua de permeacion de la membrana se regul6 de modo que la cantidad del licor de fermentacién en
el aparato de fermentacion continua se convirtié en 1,5 |. La tasa de produccién de acido succinico y el rendimiento
de acido succinico, calculados a partir del &cido succinico y la concentracion de glucosa se muestran en la tabla 12.
La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacién continua.

Ejemplo comparativo 9. Produccién de acido succinico mediante fermentacion discontinua (No. 3)

La produccidon de &cido succinico mediante fermentacion discontinua con Escherichia coli se llevé a cabo de la
siguiente manera.

Se introdujeron 100 ml de un medio de cultivo de siembra que consistia en 12 g/l de glucosa, 10 g/l de polipeptona, 5
g/l de extracto de levadura, 1 g/l de KoHPOy4, 1 g/l de NaCl y 0,2 g/l de MgClz en un matraz Erlenmeyer de 1.250 mly
se ajustaron a pH 6,8. Después de que se anadieron 5 g de MgCOs, el medio se esterilizd por calentamiento y se
enfrié a temperatura ambiente, y en una camara aerdbica con guantes, la cepa B ATCC11303 de Escherichia coli se
inocul6 en el medio y se cultivd de forma estacionaria durante una noche a 37 °C. 1 | de un medio de fermentacién
que consistia en 12 g/l de glucosa, 10 g/I de polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 1 g/l de KoHPO4, 1 g/l de
NaCl y 0,2 g/l de MgCl» se ajustd a pH 6,8, se afadié a un fermentador de mini-jarra (2 |, tipo BMJ, fabricado por
ABLE) y se esterilizd mediante calentamiento (120 °C, 20 min). Se introdujo CO. gaseoso a una velocidad de 50
ml/min con un rociador, y la temperatura se regul6 a 37 °C. Se inocularon en el medio 100 ml del cultivo de siembra
anterior y se cultivaron en agitacion a 600 rpm con una pala agitadora unida a él mientras que el pH se ajusté a 6,8
con NaCOs3 5,5 M. El cultivo se llevé a cabo mientras que 200 ml de solucién de glucosa a 100 g/l se anadieron poco
a poco de modo que la concentracién de glucosa en el cultivo no superé los 20 g/l. Los resultados se muestran en la
tabla 12.

[Tabla 12]
Ejemplo comparativo 9 | Ejemplo 17 | Ejemplo 18
Tiempo de fermentacién  (h) 36 200 180
Glucosa introducida (9) 32 732 850
Acido succinico formado (@) 3 72 81
Glucosa no utilizada (9) 0 12 40
Rendimiento (9/9) 0,1 0,1 0,1
Tasa de produccién (g/l/h) 0,09 0,24 0,30

La tasa de produccién de acido succinico mejoré significativamente mediante el procedimiento de produccién de un
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producto quimico, segun la presente invencion, utilizando los aparatos de fermentacién mostrados en las figuras 1y
2.

Ejemplo 19. Produccion de 1,3-propanodiol mediante fermentacién continua (No. 1)

La produccién de 1,3-propanodiol se llevé a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua de tipo de
separacion por membrana en la figura 1 y un medio de produccién de 1,3-propanodiol con la composicién mostrada
en la tabla 13.

En primer lugar, se describe el procedimiento de aislamiento, identificacion y medicion de 1,3-propanodiol como un
producto.

La conversion de glicerol en 1,3-propanodiol se confirmé mediante HPLC. Este analisis se llevé a cabo utilizando
procedimientos y materiales estandar disponibles para los expertos en el sector técnico de la cromatografia. En un
procedimiento adecuado, se utilizé un sistema de HPLC Waters Maxima 820 utilizando deteccién UV (210 nm) e IR.
Se inyectd una muestra a un caudal de 0,5 ml/min en una columna Shodex SH-1011 (8 mmx300 mm, adquirida de
Waters, Milford, MA) regulada a una temperatura de 50 °C y equipada con una precolumna Shodex SH-1011P (6
mmx50 mm), con H>SO4 0,01 N como una fase mévil. Cuando se debia llevar a cabo andlisis cuantitativo, se utilizd
acido trimetilacético de cantidad conocida como estandar externo para preparar la muestra. Los tiempos de
retencion de glucosa (deteccién del IR), glicerol, 1,3-propanodiol (deteccién del IR) y acido trimetilacético (UV y
deteccion del IR) fueron de aproximadamente 15 minutos, 20 minutos, 26 minutos y 35 minutos, respectivamente.

La produccion de 1,3-propanodiol se confirmé mediante GC/MS. Este analisis se llevd a cabo utilizando
procedimientos y materiales estandar disponibles para los expertos en el sector técnico de GC/MS. Por ejemplo, se
utilizé un sistema cromatografico de gases de Hewlett Packard 5890 Serie Il conectado a un detector selectivo de
masa (El) de Hewlett Packard 5971 Serie y una columna HP-INNOWax (longitud 30 m, didametro interno 0,25 mm,
grosor de pelicula 0,25 um). El tiempo de retenciéon y el espectro de masas del 1,3-propanodiol formado se
compararon con los del 1,3-propanodiol estandar (m/e: 57, 58).

También se llevo a cabo la derivacion de una muestra. Se afadieron 30 ul de acido perclérico concentrado (70 %
v/v) a 1,0 ml de muestra (por ejemplo, un sobrenadante de cultivo). Después de mezclar, la muestra se liofilizé. Se
anadié una mezcla 1:1 (300 pl) de bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida:piridina al material liofilizado, después se mezcl6
vigorosamente y se dej6 a 65 °C durante 1 hora. La muestra se hizo transparente eliminando los materiales
insolubles por centrifugacién. El liquido resultante se separé en 2 fases, y su fase superior se usé en el analisis. La
muestra se sometié a cromatografia en una columna DB-5 (48 m, diametro interno de 0,25 mm, grosor de pelicula
de 0,25 um, de J&W Scientific), y el tiempo de retencién y el espectro de masas del derivado de 1,3-propanodiol
obtenido del sobrenadante del cultivo se compararon con los obtenidos de la muestra estandar. El espectro de
masas del 1,3-propanodiol derivatizado de TMS contiene 205, 177, 130 y 115 unidades de masa atémica (UMA) de
iones caracteristicos.

El medio se utilizé después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como el material del
elemento de membrana de separacion, se utilizé un moldeo de acero inoxidable y resina de polisulfona. Como la
membrana de separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se
indique lo contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion: 2 (I)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacién por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 37 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 0,6 (I/min) de nitrogeno gaseoso

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 7,0 con NaOH 5 N

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacion, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulacion del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,

de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y

de 200 horas a 320 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 20 kPa o menos)

La cepa ATCC 25955 de Klebsiella pneumoniae se utiliz6 como el microorganismo, un medio de fermentacion de
1,3-propanodiol que tenia la composicion mostrada en la tabla 13 se utilizd como el medio, y la concentracién de
1,3-propanodiol como un producto se evalué mediante el procedimiento de HPLC descrito anteriormente.

La concentracién de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).
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[Tabla 13]
medio de fermentacién de 1,3-propanodiol
Glucosa 10 g/l
Glicerol 40 g/l
Sulfato de amonio 5,35 g/l
Cloruro de potasio 0,75 g/l
Dihidrogenofosfato de sodio 1,38 g/l
Sulfato de magnesio - 7H.0 0,26 g/l
Sulfato de sodio 0,28 g/l
Acido citrico 0,42 g/l
Extracto de levadura 149/l
Cloruro de calcio - 2H.0 0,29 mg/I
Cloruro de hierro- 6H0O 0,025 g/l
Cloruro de manganeso - 6H20O 0,01 g/l
Cloruro de zinc 0,003 g/l
Cloruro de cobalto - 6H20 0,002 g/l
Cloruro de cobre - 6H.0 0,85 mg/I

pH7,0

En primer lugar, la cepa ATCC 25955 de Klebsiella pneumoniae se cultivé con agitacién durante una noche en 5 ml
de un medio de produccion de 1,3-propanodiol en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo
resultante se inocul6 en 50 ml de un medio fresco de produccion de 1,3-propanodiol y se cultivd con agitacion
durante 24 horas a 30 °C en un matraz Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se
inoculd en 1,5 | de un medio de produccion de 1,3-propanodiol en el aparato de fermentacién continua de tipo de
separacion por membrana mostrado en la figura 1, un tanque de reaccion de fermentacion 1 se agité a 800 rpm con
un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacion de la aireacion, el control de la temperatura y el ajuste del pH del
tanque de reaccion 1, y el microorganismo se cultivé durante 24 horas (precultivo). Inmediatamente después de que
terminé el precultivo, se hizo funcionar la bomba de circulacién de licor de fermentacion, y el microorganismo se
cultivé de forma continua en las condiciones en las que, ademas de las condiciones operativas en el momento del
precultivo, se aire6 un tanque de separacion por membrana 2, un medio de produccién de 1,3-propanodiol
(concentracién de glicerol: 100 g/l) se alimenté de forma continua, y la cantidad de agua de permeacion de la
membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de fermentacion en el aparato de fermentacion continua se
convirtié en 1,5 |, con lo que se produjo 1,3-propanodiol mediante fermentacion continua. En este ensayo de
fermentacion continua, la cantidad de agua de permeacién de la membrana se regulé y se cambidé en las
condiciones de control del agua de permeacion de la membrana descritas anteriormente, durante lo cual la
diferencia de carga hidrostatica se midié como diferencia de presidén transmembrana con un aparato de regulacién
de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracion de 1,3-propanodiol producido en el licor de fermentacién
de permeacién de la membrana y la concentracion de glucosa residual se midieron en un momento apropiado. La
tasa de produccién de 1,3-propanodiol calculada a partir del 1,3-propanodiol y el glicerol introducido se muestra en la
tabla 14.

Como resultado del ensayo de fermentacion durante 320 horas, la produccion estable de 1,3-propanodiol mediante
fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencion, utilizando el aparato de fermentacidn continua de tipo de separacion por membrana mostrado en
la figura 1. La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de
fermentacion continua.

Ejemplo 20. Produccion de 1,3-propanodiol mediante fermentacién continua (No. 2)

La produccién de 1,3-propanodiol se llevé a cabo utilizando el aparato de fermentacion continua en la figura 2 y un
medio de produccién de 1,3-propanodiol con la composicién mostrada en la tabla 13.

El medio se utilizd después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como el material del
elemento de membrana de separacion, se utiliz6 un moldeo de acero inoxidable y resina de polisulfona. Como la
membrana de separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se
indique lo contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2 (1)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno
Area de filtracion eficaz del elemento de separacién por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 37 (°C)
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Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 0,6 (I/min) de nitrogeno gaseoso

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 7,0 con NaOH 5 N

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacion, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,
de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa o0 mas a 2 kPa o menos, y
de 200 horas a 264 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 20 kPa o menos)

La cepa ATCC 25955 de Klebsiella pneumoniae se utiliz6 como el microorganismo, un medio de produccion de
1,3-propanodiol que tenia la composicion mostrada en la tabla 9 se utilizé como el medio, y la concentracion de
1,3-propanodiol como un producto se midié6 mediante el procedimiento de HPLC descrito anteriormente. La
concentracién de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

En primer lugar, la cepa ATCC 25955 de Klebsiella pneumoniae se cultivd con agitacion durante una noche en 5 ml
de un medio de produccion de 1,3-propanodiol en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo
resultante se inocul6 en 50 ml de un medio fresco de produccion de 1,3-propanodiol y se cultivd con agitacion
durante 24 horas a 30 °C en un matraz Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se
inoculd en 1,5 | de un medio de produccion de 1,3-propanodiol en el aparato de fermentacién continua de tipo de
separacion por membrana mostrado en la figura 2, un tanque de reaccion de fermentacién 1 se agité a 800 rpm con
un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacion de la aireacion, el control de la temperatura y el ajuste del pH del
tanque de reaccion de fermentacién 1, y el microorganismo se cultivd durante 24 horas (precultivo). Inmediatamente
después de que termind el precultivo, el microorganismo se cultivé de forma continua mientras un medio de
produccion de 1,3-propanodiol (concentracion de glicerol: 100 g/l) se alimentd de forma continua, y la cantidad de
agua de permeacion de la membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de fermentacién en el aparato de
fermentacion continua con membrana integrada se convirtié en 1,5 |, con lo que se produjo 1,3-propanodiol mediante
fermentacion continua. En este ensayo de fermentacién continua, la cantidad de agua de permeacion de la
membrana se regulé y se cambid en las condiciones de control del agua de permeacion de la membrana descritas
anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midi6 como diferencia de presion
transmembrana con un aparato de regulacion de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracién de
1,3-propanodiol producido en el licor de fermentacion de permeacion de la membrana y la concentracion de glucosa
residual se midieron en un momento apropiado. La tasa de produccion de 1,3-propanodiol calculada a partir del
1,3-propanodiol medido y el glicerol introducido se muestra en la tabla 14. Como resultado del ensayo de
fermentacion durante 264 horas, la produccion estable de 1,3-propanodiol mediante fermentacién continua fue viable
mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato
de fermentacién continua en la figura 2. La diferencia de presién transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el
periodo completo de fermentacion continua.

Ejemplo comparativo 10. Produccion de 1,3-propanodiol mediante fermentacion discontinua alimentada

Como una forma de fermentacién utilizando un microorganismo, la fermentacion discontinua alimentada mas tipica
se llevé a cabo en un fermentador de jarra de 2 | para evaluar su productividad de 1,3-propanodiol. El medio se
utilizé después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). La cepa ATCC 25955 de Klebsiella
pneumoniae se utiliz6 como el microorganismo en este ejemplo comparativo, la concentracion de 1,3-propanodiol
como un producto se evalué mediante HPLC, y la concentracién de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test
Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Las condiciones operativas en el ejemplo comparativo 10 son las
siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacién (cantidad del medio de produccién de 1,3-propanodiol): 1,0 (1)
Control de la temperatura: 37 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 0,4 (I/min) de nitrogeno gaseoso

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién de fermentacion: 300 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 7,0 con NaOH 5 N

En primer lugar, la cepa de ATCC 25955 Kilebsiella pneumoniae se cultivd con agitacion durante una noche en 5 ml
de un medio de produccién de 1,3-propanodiol en un tubo de ensayo (precultivo preliminar). El precultivo preliminar
se inoculé en 50 ml de un medio fresco de produccion de 1,3-propanodiol y se cultivé con agitaciéon durante 24 horas
en un matraz Sakaguchi de 500 ml (precultivo). El precultivo se inocul6 en 1,5 | de un medio de produccion de
1,3-propanodiol en un fermentador de jarra. El microorganismo se sometié a fermentacion discontinua alimentada
alimentando de forma continua un medio de produccién de 1,3-propanodiol (concentracion de glicerol: 500 g/l) de
modo que la concentracién de glicerol aument6 de 0 g/l a 10 g/l. Los resultados se muestran en la tabla 14.
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[Tabla 14]
Ejemplo comparativo 10 | Ejemplo 19 | Ejemplo 20
Tiempo de fermentacion (h) 42 320 264
Glicerol introducido (9) 200 1.620 1.320
1,3-Propanodiol producido (9) 53 391 313
Glicerol no utilizado (9) 5 55 50
Rendimiento de 1,3-propanodiol (9/9) 0,27 0,25 0,25
Tasa de produccion de 1,3-propanodiol  (g/litro/h) 1,26 2,50 3,33

La tasa de produccién de 1,3-propanodiol mejord significativamente mediante el procedimiento de produccion de un
producto quimico segun la presente invencion utilizando los aparatos de fermentacién mostrados en las figuras 1y
2.

Ejemplo 21. Produccion de acido itaconico mediante fermentacion continua (No. 1)

La produccion de &cido itacénico se llevd a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua de tipo de
separacion por membrana en la figura 1. El medio que tenia la composicion mostrada en la tabla 15 se utilizd
después de esterilizacion por vapor a alta presién (121 °C, 15 minutos). Como el material del elemento de
membrana de separacion, se utilizé un moldeo de acero inoxidable y resina de polisulfona. Como la membrana de
separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo
contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2 (1)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacion por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 35 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1,5 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 200 (rpm)

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacion, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Ajuste del pH: ajustado a pH 5 con NaOH 4 N

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulacion del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,

de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa o0 mas a 2 kPa o menos, y

de 200 horas a 300 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 20 kPa o menos)

La cepa ATCC10020 de Aspergillus terreus se utiliz6 como el microorganismo, un medio de fermentaciéon de acido
itacénico que tenia la composicién mostrada en la tabla 11 se utiliz6 como el medio, la concentraciéon de &cido
itaconico como un producto se midi6 mediante un procedimiento de Koppeshaar ("Biseibutsu Kogaku Kouza
(Bacterial Optics Course)", Vol. 5, "Kabino Riyou Kogyo (Use and Industry of Mold)" pags. 72-73, publicado por
Kyoritsu Shuppan Co., Ltd. (1956)). La concentracion de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

[Tabla 15]
Medio de fermentacién de acido itaconico
Precultivo Fermentacion continua/discontinua
Glucosa 55 70 g/l

Licor de maceracion de maiz 3 2,0 g/l
Nitrato de amonio 5 3,0 g/l
Sulfato de magnesio 2 0,1 g/l
Adekanol LG126 (agente antiespumante) - 0,1 g/l

En primer lugar, la cepa ATCC10020 de Aspergillus terreus se cultivd con agitacién durante una noche en 5 ml de un
Medio de precultivo mostrado en la tabla 15 en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo
resultante se inoculé en 100 ml de un medio de precultivo fresco y se cultivé con agitacién durante 48 horas a 35 °C
en un matraz Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inoculé en 1,5 | de un medio de
fermentacion continua/discontinua en el aparato de fermentacion continua de tipo de separacion por membrana
mostrado en la figura 1, un tanque de reaccién de fermentacion 1 se agité a 200 rpm con un agitador 5 unido a él,
seguido por la regulacion de la aireacion y el control de la temperatura del tanque de reaccion de fermentacion 1, y
el microorganismo se cultivd durante 24 horas (precultivo). Inmediatamente después de que terminé el precultivo, se
hizo funcionar la bomba de circulacién de licor de fermentacién, y el microorganismo se cultivd de forma continua en
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las condiciones en las que, ademas de las condiciones operativas en el momento del precultivo, se aired un tanque
de separacién por membrana 2, un medio de fermentacién de acido itacénico se alimenté de forma continua, y la
cantidad de agua de permeacion de la membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de fermentacién en el
aparato de fermentaciéon continua de tipo de separacién por membrana se convirtid en 2 |, con lo que se produjo
acido itaconico mediante fermentacion continua. En este ensayo de fermentacion continua, la cantidad de agua de
permeacion de la membrana se reguld y se cambié en las condiciones de control del agua de permeacién de la
membrana descritas anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midié como diferencia de
presién transmembrana con un aparato de regulacion de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentraciéon de
acido itaconico producido en el licor de fermentacion de permeacion de la membrana y la concentracion de glucosa
residual se midieron en un momento apropiado. La tasa de produccion de &cido itaconico calculada a partir del acido
itaconico y la glucosa introducida calculada a partir de la concentracion de glucosa se muestran en la tabla 16.

La produccién estable de &cido itaconico mediante fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de
produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua de
tipo de separacién por membrana en la figura 1. La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa
en el periodo completo de fermentacién continua.

Ejemplo 22. Produccion de &cido itaconico mediante fermentacion continua (No. 2)

La produccion de acido itaconico se llevo a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 2. El
medio que tenia la composicion mostrada en la tabla 15 se utilizé después de esterilizacion por vapor a alta presién
(121 °C, 15 minutos). Como el material del elemento de membrana de separacién, se utiliz6 un moldeo de acero
inoxidable y resina de polisulfona. Como la membrana de separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el
ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las
siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2 (l)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de PVDF

Area de filtracion eficaz del elemento de separacion por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 35 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1,5 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 200 (rpm)

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacién, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Ajuste del pH: ajustado a pH 5 con NaOH 4 N

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 5 kPa o menos,

de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y

de 200 horas a 300 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 20 kPa o menos)

La cepa ATCC10020 de Aspergillus terreus se utiliz6 como el microorganismo, un medio de fermentacion de &cido
itacénico que tenia la composicién mostrada en la tabla 11 se utilizo como el medio, la concentraciéon de &cido
itaconico como un producto se midi6 mediante el procedimiento mostrado en el ejemplo 17. La concentracién de
glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

En primer lugar, la cepa ATCC10020 de Aspergillus terreus se cultivd con agitacién durante una noche en 5 ml de un
medio de precultivo mostrado en la tabla 15 en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo
resultante se inoculé en 100 ml de un medio de precultivo fresco y se cultivé con agitacion durante 48 horas a 35 °C
en un matraz Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inocul6 en 1,5 | de un medio de
fermentacion continua/discontinua en el aparato de fermentaciéon continua de tipo de separacion por membrana
mostrado en la figura 2, un tanque de reaccién de fermentaciéon 1 se agité a 200 rpm con un agitador 5 unido a él,
seguido por la regulacion de la aireacion y el control de la temperatura del tanque de reaccién de fermentacion 1,
mientras el microorganismo se cultivé durante 24 horas (precultivo). Inmediatamente después de que terminé el
precultivo, el microorganismo se cultivd de forma continua mientras un medio de fermentacioén continua/discontinua
se aliment6 de forma continua, y la cantidad de agua de permeacién de la membrana se regulé de modo que la
cantidad del licor de fermentacién en el aparato de fermentacién continua se convirtié en 1,5 I, con lo que se produjo
acido itaconico mediante fermentacion continua. En este ensayo de fermentacion continua, la cantidad de agua de
permeacion de la membrana se reguld y se cambié en las condiciones de control del agua de permeacién de la
membrana descritas anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midié como diferencia de
presién transmembrana con un aparato de regulacion de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracién de
acido itaconico producido en el licor de fermentacién de permeacién de la membrana y la concentracion de glucosa
residual se midieron en un momento apropiado. La tasa de produccion de acido itaconico calculada a partir del acido
itaconico y la glucosa introducida calculada a partir de la concentracion de glucosa se muestran en la tabla 16.
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La produccion estable de acido itacénico mediante fermentacién continua fue viable mediante el procedimiento de
produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua en
la figura 2. La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de
fermentacion continua.

Ejemplo comparativo 11. Produccién de acido itacénico mediante fermentacion discontinua

Como una forma de fermentacién utilizando un microorganismo, se llev6é a cabo la fermentacion discontinua mas
tipica en un fermentador de jarra de 2 | para evaluar su productividad de acido itaconico. EI medio mostrado en la
tabla 15 se utiliz6 después de esterilizacién por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). En el ejemplo comparativo
11, la cepa ATCC10020 de Aspergillus terreus se utilizd como el microorganismo, la concentracién de &cido
itaconico como un producto se evalué mediante el procedimiento mostrado en el ejemplo 17, y la concentracion de
glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Las condiciones
operativas en el ejemplo comparativo 11 son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion (cantidad de medio de fermentacion de &cido itaconico): 1,5 (1)
Control de la temperatura: 35 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1,5 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 200 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5 con NaOH 4 N

En primer lugar, la cepa ATCC10020 se cultivé con agitacion durante una noche en 5 ml del medio de precultivo
mostrado en la tabla 1 en un tubo de ensayo (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inoculé en 50 ml de
un medio de precultivo fresco y se cultivd con agitacion durante 48 horas en un matraz Sakaguchi de 500 ml
(precultivo). El precultivo se inocul6 en 1,5 | del medio de fermentacién continua/discontinua mostrado en la tabla 15
en un fermentador de jarra y se sometio a fermentacion discontinua. Los resultados de la fermentacion discontinua
se muestran en la tabla 16.

[Tabla 16]
Ejemplo comparativo 11 | Ejemplo 21 | Ejemplo 22
Tiempo de fermentacién  (h) 80 300 300
Glucosa introducida (9) 105 2.090 1.650
Acido itaconico formado  (g) 55 1.020 790
Glucosa no utilizada (9) 1 50 50
Rendimiento (9/9) 0,53 0,50 0,49
Tasa de produccion (g/l/h) 0,46 1,7 1,7

La tasa de produccion de &cido itacdnico mejor6 significativamente mediante el procedimiento de produccién de un
producto quimico segun la presente invencion utilizando los aparatos de fermentacién mostrados en las figuras 1y
2.

Ejemplo 23. Produccion de cadaverina mediante fermentacion continua (No. 1)

La produccién de cadaverina se llevo a cabo utilizando el aparato de fermentacion continua de tipo de separacién
por membrana en la figura 1 y un medio de fermentacién de cadaverina con la composicion mostrada en la tabla 17.

En primer lugar, se describe un procedimiento de evaluacion de cadaverina como un producto. La cadaverina se
evalué mediante el siguiente procedimiento de HPLC.

Columna utilizada: CAPCELL PAK C18 (Shiseido Co., Ltd.)

Fase movil: acido fosférico acuoso al 0,1 % (p/p):acetonitrilo = 4,5:5,5

Deteccion: UV 360 nm

Pretratamiento de la muestra: 25 ul de 1,4-diaminobutano (0,03 M) como un estandar interno, 150 pl de bicarbonato
de sodio y una solucién de etanol de 2,4-dinitrofluorobenceno (0,2 M) se afadieron a 25 pul de muestra de anélisis y
se mezclaron con los mismos, y la mezcla se mantuvo a una temperatura de 37 °C durante 1 hora. 50 ul de la
solucién de reaccioén se disolvieron en 1 ml de acetonitrilo y, a continuacién, se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5
minutos, y 10 ul del sobrenadante resultante se analizaron mediante HPLC.

El medio se utilizd después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como el material del
elemento de membrana de separacion, se utilizé un moldeo de acero inoxidable y resina de polisulfona. Como la
membrana de separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se
indique lo contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2 (1)
Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno
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Area de filtracion eficaz del elemento de separacién por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1,5 (I/min) aire

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 7,0 con HCI 3 M y agua amoniacal 3 M

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de separacién por membrana, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulacion del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,
de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y
de 200 horas a 320 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 20 kPa o menos)

La TR-CAD1 de Corynebacterium glutamicum descrita en el documento JP-A No. 2004-222569 se utilizé6 como el
microorganismo que producia cadaverina, y un medio de produccion de cadaverina que tenia la composicion
mostrada en la tabla 17 se utiliz6 como el medio. La concentracion de cadaverina como un producto se midié
mediante el procedimiento de HPLC. La concentraciéon de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

[Tabla 17]

Medio de fermentacién de cadaverina
Glucosa 150 g/l
Acido citrico 1g/
Urea 15 g/l
Dihidrogenofosfato de potasio 0,549/
Dihidrogenofosfato de dipotasio 0,5 g/l
Sulfato de magnesio - 7H>0 0,5 g/l
L-Treonina 0,8 g/l
L-Metionina 0,6 g/l
L-Leucina 1,59/
Sulfato de hierro - 7H>O 6,0 mg/l
Monohidrato de manganeso 4,2 mg/l
Biotina 1,0 mg/l

Tiamina ajustado a pH 7,0 con agua

amoniacal 3 M 2,0 mg/l

En primer lugar, la cepa TR-CAD1 de Corynebacterium glutamicum se cultivé con agitacion durante una noche en 5
ml de un medio de fermentacién de cadaverina que contenia kanamicina (25 pg/ml) en un tubo de ensayo (antes del
precultivo preliminar). El cultivo resultante se inocul6 en 50 ml de un medio fresco de produccion de cadaverina que
contenia kanamicina (25 pg/ml) afadida y se cultivd durante 24 horas a una temperatura de 30 °C a 180 rpm con
una amplitud de 30 cm en un matraz Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inoculd
en 2,0 | de un medio de fermentacion de cadaverina en el aparato de fermentacion continua de tipo de separacion
por membrana mostrado en la figura 1, un tanque de reaccién de fermentacion 1 se agité a 800 rpm con un agitador
5 unido a él, seguido por la regulacion de la aireacién, control de la temperatura y ajuste del pH del tanque de
reaccion de fermentacion 1, mientras el microorganismo se cultivé durante 24 horas (precultivo).

Inmediatamente después de que terminé el precultivo, se hizo funcionar la bomba de circulacién de licor de
fermentacion 10, y el microorganismo se cultivd de forma continua en las condiciones en las que, ademas de las
condiciones operativas en el momento del precultivo, se aireé un tanque de separacién por membrana 2, un medio
de fermentacién de cadaverina se alimenté de forma continua, y la cantidad de agua de permeacién de la membrana
se reguld de modo que la cantidad del licor de fermentacién en el aparato de fermentacion continua se convirtié en 2
I, con lo que se produjo cadaverina mediante fermentacién continua. En este ensayo de fermentacion continua, la
cantidad de agua de permeacion de la membrana se reguld y se cambi6 en las condiciones de control del agua de
permeacion de la membrana descritas anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midio
como diferencia de presion transmembrana con un aparato de regulacién de la diferencia de carga hidrostatica 3. La
concentracién de acido lactico producido en el licor de fermentacion de permeacion de la membrana y la
concentracién de glucosa residual se midieron en un momento apropiado.

Los resultados en el ensayo de fermentacién continua durante 160 horas se muestran en la tabla 18. La produccion
estable de cadaverina mediante fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de producciéon de un
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producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua de tipo de separacion
por membrana en la figura 1. La diferencia de presiéon transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo
completo de fermentacién continua.

Ejemplo 24. Produccién de cadaverina mediante fermentacion continua (No. 2)

La produccion de cadaverina se llevé a cabo utilizando el aparato de fermentacion continua en la figura 2 y un medio
de fermentacion de cadaverina con la composicion mostrada en la tabla 17. El medio se utiliz6 después de
esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como el material del elemento de membrana de
separacion, se utilizé un moldeo de acero inoxidable y resina de polisulfona. Como la membrana de separacion, se
utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo contrario, las
condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2 (1)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacién por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1,5 (I/min) aire

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 7,0 con HCI 3 M y agua amoniacal 3 M

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacion, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,
de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y
de 200 horas a 264 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 20 kPa o menos)

La cepa TR-CAD1 de Corynebacterium glutamicum se utiliz6 como el microorganismo, un medio de fermentacién de
cadaverina que tenia la composicion mostrada en la tabla 17 se utilizd6 como el medio, y la concentracion de
cadaverina como un producto se midié6 mediante el procedimiento de HPLC. La concentracién de glucosa se midid
con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

En primer lugar, la cepa TR-CAD1 de Corynebacterium glutamicum se cultivé con agitacion durante una noche en 5
ml de un medio de produccién de cadaverina que contenia kanamicina (25 ug/ml) afiadida en un tubo de ensayo
(antes del precultivo preliminar). El cultivo resultante se inoculé en 50 ml de un medio fresco de produccion de
cadaverina que contenia kanamicina (25 pug/ml) afadida y se cultivé durante 24 horas a una temperatura de 30 °C a
180 rpm con una amplitud de 30 cm en un matraz Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar).

El precultivo preliminar se inocul6é en 1,5 | de un medio de produccion de cadaverina en el aparato de fermentacion
continua de tipo de separacién por membrana mostrado en la figura 2, un tanque de reaccién de fermentacion 1 se
agité a 800 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacién de la aireacion, control de la temperatura y
ajuste del pH del tanque de reaccién de fermentaciéon 1, mientras el microorganismo se cultivd durante 24 horas
(precultivo). Inmediatamente después de que terminé el precultivo, el microorganismo se cultivé de forma continua
mientras un medio de fermentacion de cadaverina se aliment6 de forma continua, y la cantidad de agua de
permeacion de la membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de fermentacién en el aparato de
fermentacion continua se convirtié en 1,5 |, con lo que se produjo cadaverina mediante fermentacién continua. La
regulacion de la cantidad de agua de permeacion de la membrana en el ensayo de fermentacién continua se llevo a
cabo cambiando apropiadamente la diferencia de carga hidrostatica con un aparato de regulacién de la diferencia de
carga hidrostatica 3 de modo que la diferencia de carga hidrostatica del tanque de reaccion de fermentacién estaba
dentro de 2 m, es decir, la diferencia de presién transmembrana estaba dentro de 20 kPa. La concentracion de
cadaverina producido en el licor de fermentacién de permeaciéon de la membrana y la concentracion de glucosa
residual se midieron en un momento apropiado. La tasa de produccién de cadaverina calculada a partir de la
cadaverina y la glucosa introducida se muestra en la tabla 18.

Los resultados en el ensayo de fermentacion continua durante 320 horas se muestran en la tabla 18. La produccién
estable de cadaverina mediante fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de producciéon de un
producto quimico, segun la presente invencién, utilizando el aparato de fermentaciéon continua en la figura 2. La
diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacién continua.

Ejemplo comparativo 12. Produccion de cadaverina mediante fermentacion discontinua

Como una forma de fermentacién utilizando un microorganismo, se llevé a cabo la fermentacion discontinua mas
tipica en un fermentador de jarra de 2 | para evaluar su productividad de cadaverina. El medio se utilizé después de
esterilizacion por vapor a alta presiéon (121 °C, 15 minutos). En este ejemplo comparativo, la cepa TR-CAD1 de
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Corynebacterium glutamicum se utilizé como el microorganismo, la concentracion de cadaverina como un producto
se evalu6 mediante el procedimiento de HPLC, y la concentracion de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test
Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Las condiciones operativas en el ejemplo comparativo 8 son las
siguientes:

Capacidad del tanque de reaccién de fermentacion (cantidad de medio de produccion de cadaverina): 1,0 (1)
Control de la temperatura: 35 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1,5 (I/min) aire

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 7,0 con HCI 3 M y agua amoniacal 3 M

En primer lugar, la cepa TR-CAD1 de Corynebacterium glutamicum se cultivd con agitacion durante una noche en 5
ml de un medio de produccién de cadaverina que contenia kanamicina (25 ug/ml) afiadida en un tubo de ensayo
(precultivo preliminar). El cultivo resultante se inoculé en 50 ml de un medio fresco de produccién de cadaverina que
contenia kanamicina (25 ug/ml) afadida y se cultivé durante 24 horas a una temperatura de 30 °C a 180 rpm con
una amplitud de 30 cm en un matraz Sakaguchi de 500 ml (precultivo).

El precultivo se inoculé en 1,0 | de un medio de produccion de cadaverina (concentracion de glucosa: 100 g/l) en un
fermentador de jarra. El microorganismo se sometié a fermentacién discontinua con el medio de produccién de
cadaverina. Los resultados se muestran en la tabla 18.

Tabla 18]
Ejemplo comparativo 12 | Ejemplo 23 | Ejemplo 24
Tiempo de fermentacién (h) 30 160 144
Glucosa introducida (9) 100 2.460 2.210
Cadaverina producida (9) 2,6 60,4 56,2
Glucosa no utilizada (9) 0 45 50
Rendimiento de cadaverina (9/9) 2,6 2,5 2,5
Tasa de produccion de cadaverina  (g/l/h) 0,087 0,200 0,260

Se pudo revelar que la tasa de produccion de cadaverina mejor6 significativamente mediante el procedimiento de
produccion de un producto quimico segun la presente invencion utilizando los aparatos de fermentacion mostrados
en las figuras 1y 2.

Ejemplo 25. Produccién de acidos nucleicos mediante fermentacion continua (No. 1)

La produccién de acidos nucleicos se llevd a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua de tipo de
separacion por membrana en la figura 1. El medio mostrado en la tabla 19 se utilizé6 después de esterilizacion por
vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como el material del elemento de membrana de separacion, se utilizé un
moldeo de acero inoxidable y resina de polisulfona. Como la membrana de separacién, se utilizé la membrana
porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo contrario, las condiciones operativas en
este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2 (1)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacién por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1.000 (ml/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 800 (rpm)

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacion, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Ajuste del pH: ajustado a pH 6,8 con amoniaco acuoso al 25 %

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulacion del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 150 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,

de 150 horas a 300 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y

de 300 horas a 400 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 20 kPa o menos)

Se utilizd6 Corynebacterium ammoniagenes ATCC21479 como el microorganismo procariota, y un medio de
fermentacion de acidos nucleicos que tenia la composicion mostrada en la tabla 19 se utiliz6 como el medio. La
concentracion de guanosina e inosina contenida en un licor de fermentacién se confirmaron midiendo las cantidades
de los &cidos nucleicos respectivos mediante HPLC en las siguientes condiciones:
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(Condiciones de analisis)

Columna: Asahipak GS-220 (7,6 mm DIx500 mm L), tampén: NaH2PO4 0,2 M (pH 3,98) con pH ajustado con acido
fosforico, temperatura: 55 °C, caudal: 1,5 ml/min, deteccion: UV 254 nm, tiempo de retencion (min): inosina 16,1,
guanosina 20,5.

La concentracidn de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C (marca registrada) (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.).

[Tabla 19]
Medio de fermentacién de acido nucleico
Precultivo Fermentacion discontinua  Fermentacién continua

Glucosa 20 150 150 g/l
Dihidrogenofosfato de potasio 10 10 g/l
Hidrogenofosfato de potasio 10 10 g/l
Sulfato de magnesio 10 10 g/l
Cloruro de calcio 1 1 g/l
Sulfato de hierro 10 10 mg/|
Zinc sulfate 1 1 mg/l
Tiamina 5 5 mg/l
Pantotenato de calcio 10 10 mg/|
Cisteina 20 20 mg/l
Biotina 30 30 ug/l
Urea 2 2 g/l
Extracto de carne 10 10 10 g/l
Adenina 300 300 mg/|
Hipoxantina 100 100 mg/l
Peptona 10 10 1 g/l
Extracto de levadura 10 10 1 g/l
Cloruro de sodio 3 3 3 g/l

En primer lugar, Corynebacterium ammoniagenes ATCC21479 se cultivé con agitacién en 150 ml del medio de
precultivo mostrado en la tabla 15 durante 24 horas a una temperatura de 30 °C en un matraz Sakaguchi (precultivo
preliminar). El precultivo preliminar se inoculé en 1 | de un medio de precultivo en el aparato de fermentacién
continua de tipo de separacién por membrana mostrado en la figura 1, un tanque de reaccion de fermentacion 1 se
agitdé a 800 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacion de la aireacion y el control de la temperatura
a 30 °C del tanque de reaccion 1, mientras el microorganismo se cultivd durante 24 horas (precultivo).
Inmediatamente después de que terminé el precultivo, se hizo funcionar la bomba de circulacion de liquido de
fermentacion, y el microorganismo se cultivd de forma continua en las condiciones en las que, ademas de las
condiciones operativas en el momento del precultivo, el tanque de separacion por membrana 2 se aire6, el medio de
fermentacion continua se alimentdé de forma continua, y después de que el precultivo termind, el medio de
fermentacion continua se alimenté de forma continua, y el medio de fermentacion se hizo circular entre el tanque de
reaccion de fermentacion 1 y el tanque de separacion por membrana 12 mediante la bomba de circulacion de licor
de fermentacién 11, y la cantidad de agua de permeacion de la membrana se regulé de modo que la cantidad del
licor de fermentacién en el aparato de fermentacién continua de tipo de separacion por membrana se convirtié en 2 1,
con lo que se produjeron acidos nucleicos mediante fermentacion continua. En este ensayo de fermentacion
continua, la cantidad de agua de permeacion de la membrana se regulé y se cambi6 en las condiciones de control
del agua de permeacion de la membrana descritas anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica
se midi6 como diferencia de presion transmembrana con un aparato de regulaciéon de la diferencia de carga
hidrostatica 3. La concentracion de acidos nucleicos producido en el licor de fermentacion de permeacién de la
membrana y la concentracion de glucosa residual se midieron en un momento apropiado. La tasa de produccién de
acidos nucleicos calculada a partir de acido nucleico y la glucosa introducida calculada a partir de la concentracion
de glucosa se muestran en la tabla 20.

Como resultado del ensayo de fermentacién durante 400 horas, la produccion estable de acidos nucleicos mediante
fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencién, utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 1. La diferencia de presién
transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion continua.
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Ejemplo 26. Produccién de acidos nucleicos mediante fermentacion continua (No. 2)

La produccién de acidos nucleicos se llevo a cabo utilizando el aparato de fermentacion continua en la figura 2. El
medio mostrado en la tabla 19 se utilizd después de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos).
Como el material del elemento de membrana de separacion, se utilizé un moldeo de acero inoxidable y resina de
polisulfona. Como la membrana de separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia
2. A menos que se indique lo contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2 (I)

Membrana de separacién utilizada: membrana de filtracién de fluoruro de poI|V|n|I|deno

Area de filtracién eficaz del elemento de separacion por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1000 (ml/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién de fermentacion: 800 (rpm)

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacion, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Ajuste del pH: ajustado a pH 6,8 con amoniaco acuoso al 25 %

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 150 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,

de 150 horas a 300 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 2 kPa o menos, y

de 300 horas a 400 horas: regulado a de 0,1 kPa o méas a 20 kPa o menos)

Se utilizd Corynebacterium ammoniagenes ATCC21479 como el microorganismo procariota, y un medio de
fermentacion de &cido nucleico que tenia la composicion mostrada en la tabla 19 se utiliz6 como el medio. La
concentracién de guanosina, inosina y glucosa contenida en un licor de fermentacién se confirmaron midiendo las
cantidades de los &cidos nucleicos respectivos de la misma manera que en el ejemplo 1.

En primer lugar, Corynebacterium ammoniagenes ATCC21479 se cultivé con agitacion durante 24 horas a una
temperatura de 30 °C en 150 ml de un medio de precultivo mostrado en la tabla 19 en un matraz Sakaguchi
(precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inoculé en 1 | de un medio de precultivo en el aparato de
fermentacion continua de tipo de separacion por membrana mostrado en la figura 2, un tanque de reaccién de
fermentacion 1 se agité a 800 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacién de la aireacion y el control
de la temperatura a 30 °C del tanque de reaccion 1, mientras el microorganismo se cultivd durante 24 horas
(precultivo). Inmediatamente después de que termind el precultivo, el medio de fermentacion continua se alimento de
forma continua, y el microorganismo se cultivé de forma continua mientras la cantidad de agua de permeacion de la
membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de fermentacion en el aparato de fermentacion continua se
convirtié en 1,5 I, con lo que se produjeron &cidos nucleicos mediante fermentaciéon continua. En este ensayo de
fermentacion continua, la cantidad de agua de permeacién de la membrana se regulé y se cambidé en las
condiciones de control del agua de permeacion de la membrana descritas anteriormente, durante lo cual la
diferencia de carga hidrostatica se midié como diferencia de presidén transmembrana con un aparato de regulacién
de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracion de acidos nucleicos producido en el licor de fermentacion
de permeacién de la membrana y la concentracion de glucosa residual se midieron en un momento apropiado. La
tasa de produccién de acidos nucleicos calculada a partir de acido nucleico y la glucosa introducida calculada a
partir de la concentracién de glucosa se muestran en la tabla 20.

Como resultado del ensayo de fermentacién durante 400 horas, la produccion estable de acidos nucleicos mediante
fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua en la figura 2. La diferencia de presion
transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion continua.

Ejemplo comparativo 13. Produccién de acidos nucleicos mediante fermentacion discontinua

Como una forma de fermentacién utilizando un microorganismo, se llevé a cabo la fermentacion discontinua mas
tipica en un fermentador de jarra de 2 | para evaluar su productividad de acido nucleico. El medio de fermentacion
continua mostrado en la tabla 19 se utilizé después de esterilizaciéon por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos).
En este ejemplo comparativo, Corynebacterium ammoniagenes ATCC21479 se utiliz6 como el microorganismo
procariota, la concentracion de acidos nucleicos como el producto se evalué mediante el procedimiento mostrado en
el ejemplo 21, y la concentracion de glucosa se midi6 con el ensayo Glucose Test Wako C (marca registrada) (Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.). Las condiciones operativas en este ejemplo comparativo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2 (1)

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1.000 (ml/min)
Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 800 (rpm)
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Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacién, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.
Ajuste del pH: ajustado a pH 6,8 con amoniaco acuoso al 25 %

En primer lugar, Corynebacterium ammoniagenes ATCC21479 se cultivé con agitacion durante 24 horas a una
temperatura de 30 °C en 150 ml del medio de precultivo mostrado en la tabla 19 en un matraz Sakaguchi
(precultivo). El precultivo resultante se inoculé en 1 | del medio de fermentacién continua mostrado en la tabla 19 en
un fermentador de jarra y se someti6 a fermentacién discontinua. Después de que la fermentacién se inicio, se
anadio glucosa al 5 % de modo que la fermentacion continud. Los resultados de la fermentacion discontinua durante
120 horas se muestran en la tabla 20.

[Tabla 20]

Ejemplo comparativo 13 | Ejemplo 25 Ejemplo 26
Tiempo de fermentacion (h) 120 400 400
Gilucosa introducida (9) 200 4.530 4.690
Acido nucleico formado
Inosina | Guanosina (9) 50 | 2 906 | 23 | 878 | 23
Glucosa no utilizada (9) 0 80 70
Rendimiento
Inosina | Guanosina (9/9) 025 | 0,01 0,20 | 0,005 | 0,19 | 0,005
Tasa de produccion (Inosina + guanosina)  (g/I/h) 0,47 2,3 2,3

Se pudo revelar que la tasa de produccion de acidos nucleicos mejoré significativamente mediante el procedimiento
de produccién de un producto quimico, segun la presente invencién, utilizando el aparato de fermentaciéon mostrado
en las figuras 1y 2.

Ejemplo 27. Produccion de L-treonina mediante fermentacion continua (No. 1)

La produccion de L-treonina se llevo a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua de tipo de separacién por
membrana en la figura 1 y un medio de fermentacién con la composicién mostrada en la tabla 21.

En primer lugar, se describe un procedimiento de evaluacion de L-treonina como un producto. La cantidad de
L-treonina contenida en un cultivo se midié mediante el siguiente procedimiento. Se retiraron 25 pl de un cultivo que
contenia L-treonina a medir y a continuacion se les afadieron 150 ul de NaHCO;3 (75 mM) y 25 ul de estandar
interno L-metionina (2 g/l). Ademas, 900 pl de etanol y 150 ul de DNFB (0,2 M) se anadieron a la solucién anterior y
se mezclaron con la misma. La solucién resultante se dejé a 37 °C durante 1 hora y se analiz6 mediante HPLC en
las siguientes condiciones:

Columna utilizada: CAPCELLPAK C18 TIPO SG120 (Shiseido Co., Ltd.)
Fase movil: HsPO. al 0,1 % (p/v):acetonitrilo = 7:3 (caudal 1,2 ml/min)
Deteccion: UV (360 nm)

Temperatura: 23 °C

Se prepard una curva de calibracién analizando muestras de L-treonina de concentracién conocida como una
muestra y representando graficamente sus concentraciones de L-treonina en la abscisa y la relacién de area
(relacion de area de L-treonina/area de L-metionina (estandar interno)) en la ordenada. El medio se utilizd después
de esterilizacion por vapor a alta presién (121 °C, 15 minutos). Como la membrana de separacion, se utilizé la
membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2.

A menos que se indique lo contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion: 2 (I)

Capacidad del tanque de separacién por membrana: 0,5 (1)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacion por membrana: 60 cm?

Control de la temperatura: 37 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion: 1,5 (I/min)

Aireacion del tanque de separacién por membrana: 1 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 7 con amoniaco acuoso al 28 %

Velocidad de alimentacion de medio de fermentacion de L-treonina: control variable en el intervalo de 50 a 300 ml/h.
Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 5 kPa o menos y

de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o0 menos)
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En Providencia rettgeri, Providencia rettgeri SGR588-77 (FERMP-10528) se utiliz6 como el microorganismo que
produce L-treonina, un medio de fermentacién que tenia la composicion mostrada en la tabla 21 se utilizd6 como el
medio, la concentracién de L-treonina como un producto se midié mediante el procedimiento de HPLC descrito
anteriormente, y la concentracion de glucosa se midio con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.).

[Tabla 21]
Medio de fermentacion de L-treonina
Componentes del medio Medio d?, Medio ge Medio agliciongl de medio
fermentacion precultivo discontinuo

Glucosa g/l 120 50 750
Sulfato de amonio g/l 5 5 -
Dihidrogenofosfato de potasio g/l 1 1 5
Sulfato de magnesio-7H,O g/l 0,4 0,4 2
Sulfato de hierro - 7H20 ppm 2 2 -
Sulfato de magnesio - 5H>0 ppm 2 2 -
L-Isoleucina mg/| 10 50 200

En primer lugar, Providencia rettgeri SGR588-77 raspado de un medio de agar se inocul6 en 100 ml de un medio de
caldo de glucosa (1 % de glucosa, 3 % de caldo (fabricado por Nissui Co., Ltd.)) en un matraz Erlenmeyer de 500 ml
y se cultivaron a 37 °C con agitacion a 140 rpm (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inocul6 en 1,5 | de
un medio de precultivo (tabla 21) en el aparato de fermentacidon continua de tipo de separacion por membrana
mostrado en la figura 1, un tanque de reaccién 1 se agité a 800 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por la
regulacion de la aireacién y el control de la temperatura a 37 °C del tanque de reaccién 1, mientras el
microorganismo se cultivé durante 24 horas (precultivo). Inmediatamente después de que terminé el precultivo, se
hizo funcionar la bomba de circulacion de licor de fermentacion, y el microorganismo se cultivd en condiciones en las
que, ademas de las condiciones operativas en el momento del precultivo, el tanque de separacion por membrana 2
se aired, y un medio de fermentacién que tenia la composicion mostrada en la tabla 17 se aliment6 de forma
continua, y la cantidad de agua de permeacién de la membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de
fermentacion en el aparato de fermentacién continua se convirtié en 2 I, con lo que se produjo L-treonina mediante
fermentacion continua. En este ensayo de fermentacién continua, la cantidad de agua de permeacion de la
membrana se regulé y se cambi6 en las condiciones de control del agua de permeacion de la membrana descritas
anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midi6 como diferencia de presion
transmembrana con un aparato de regulacion de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracién de
L-treonina producido en el licor de fermentacién de permeacion de la membrana y la concentraciéon de glucosa
residual se midieron en un momento apropiado. La diferencia de carga hidrostatica se cambi6é apropiadamente, de
modo que la carga hidrostatica del tanque de reaccién de fermentacion fue de 2 m o menos, como maximo, es decir,
la diferencia de presién transmembrana estaba dentro de 20 kPa. La concentracion de L-treonina producida en el
licor de fermentacion de permeacion de la membrana y la concentraciéon de glucosa residual se midieron en un
momento apropiado. Los resultados del ensayo de fermentacion continua durante 200 horas se muestran en la tabla
22.

La produccién estable de L-treonina mediante fermentaciéon continua fue viable mediante el procedimiento de
produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua de
tipo de separacién por membrana en la figura 1. La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa
en el periodo completo de fermentacién continua.

Ejemplo 28. Produccion de L-treonina mediante fermentacién continua (No. 2)

La produccion de L-treonina se llevd a cabo utilizando el aparato de fermentacion continua en la figura 2 y un medio
de fermentacion con la composicion mostrada en la tabla 21. El medio se utilizdé después de esterilizacion por vapor
a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como el material del elemento de membrana de separacién, se utilizd un
moldeo de acero inoxidable y resina de polisulfona. Como la membrana de separacién, se utilizé la membrana
porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo contrario, las condiciones operativas en
este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion: 2 (I)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de PVDF

Area de filtracion eficaz del elemento de separacién por membrana: 120 cm?
Control de la temperatura: 37 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion: 1,5 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién: 800 (rpm)
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Ajuste del pH: ajustado a pH 7 con amoniaco acuoso al 25 %

Velocidad de alimentacion de medio de fermentacién de L-treonina: control variable en el intervalo de 50 a 300 ml/h.
Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos y

de 100 horas a 200 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos)

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacion, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

En Providencia rettgeri, Providencia rettgeri SGR588-77 (FERMP-10528) se utiliz6 como el microorganismo que
produce L-treonina, un medio de fermentacién que tenia la composicion mostrada en la tabla 21 se utilizd6 como el
medio, la concentracion de L-treonina como un producto se midié mediante HPLC mostrada en el ejemplo 23, y la
concentracién de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

En primer lugar, Providencia rettgeri SGR588-77 raspado de un medio de agar se inocul6 en 100 ml de un medio de
caldo de glucosa (1 % de glucosa, 3 % de caldo (fabricado por Nissui Co., Ltd.)) en un matraz Erlenmeyer de 500 ml.
El microorganismo se cultivd a 37 °C con agitacion a 140 rpm (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se
inoculd en 1,5 | de un medio de precultivo (tabla 21) en el aparato de fermentacién continua mostrado en la figura 1,
un tanque de reaccién 1 se agité a 800 rpm con un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacion de la aireacion,
control de la temperatura y el ajuste del pH del tanque de reaccion 1, mientras el microorganismo se cultivé durante
24 horas (precultivo). Inmediatamente después de que termind el precultivo, el microorganismo se cultivé de forma
continua mientras un medio de fermentacion que tenia la composicién mostrada en la tabla 21 se alimenté de forma
continua, y la cantidad de agua de permeacién de la membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de
fermentacion en el aparato de fermentacion continua se convirtié en 1,5 |, con lo que se produjo L-treonina mediante
fermentacion continua. En este ensayo de fermentacién continua, la cantidad de agua de permeacion de la
membrana se regulé y se cambi6 en las condiciones de control del agua de permeacion de la membrana descritas
anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midi6 como diferencia de presion
transmembrana con un aparato de regulacion de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracién de
L-treonina producido en el licor de fermentacién de permeacién de la membrana y la concentraciéon de glucosa
residual se midieron en un momento apropiado. El rendimiento de L-treonina respecto a azlcar y la tasa de
produccion de &acido lactico basandose en la L-treonina y la glucosa introducida calculada a partir de la
concentracién de glucosa se muestran en la tabla 18.

Como resultado del ensayo de fermentacion durante 200 horas, la produccién estable de L-treonina mediante
fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencién, utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 2. La diferencia de presién
transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion continua.

Ejemplo comparativo 14. Produccién de L-treonina mediante fermentacién discontinua

Como una forma de fermentacién utilizando un microorganismo, se llev6é a cabo la fermentacion discontinua mas
tipica en un fermentador de jarra de 2 | para evaluar su productividad de L-treonina. El medio de precultivo mostrado
en la tabla 21 se utiliz6 como un medio cuando se inici6 el cultivo discontinuo. Estos medios se utilizaron después de
esterilizacion por vapor a alta presién (121 °C, 15 minutos). En este ejemplo comparativo, Providencia rettgeri
SGR588-77 se utiliz6 como el microorganismo, la concentracion de L-treonina y glucosa contenida en el licor de
fermentacion se midieron mediante el procedimiento mostrado en el ejemplo 27. Las condiciones operativas en este
ejemplo comparativo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion (cantidad de medio de fermentacion de L-treonina): 1 (1)
Control de la temperatura: 37 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 1 (I/min)

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 7 con amoniaco acuoso al 28 %

En primer lugar, Providencia rettgeri SGR588-77 raspado de un medio de agar se inoculé en 90 ml de un medio de
caldo de glucosa (1 % de glucosa, 3 % de caldo (fabricado por Nissui Co., Ltd.)) en un matraz Erlenmeyer de 500 ml.
El microorganismo se cultivé a 37 °C con agitacién a 140 rpm (precultivo). El precultivo se inoculé en 810 ml del
medio de precultivo mostrado en la tabla 17 en un fermentador de mini-jarra y se sometié a fermentacion
discontinua. La composicion de un medio afadido durante el cultivo se muestra en el medio adicional en la tabla 9.
El medio se anadié 24, 32, 40 y 48 horas después del inicio del cultivo en una cantidad de 50 ml, respectivamente.
Los resultados de la fermentacion discontinua se muestran en la tabla 22.
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[Tabla 22]
Ejemplo comparativo 14 | Ejemplo 27 | Ejemplo 28
Tiempo de fermentacion  (h) 55 200 200
Glucosa introducida (9) 195 2.350 2.290
L-treonina formada (9) 67,3 766 727
Glucosa no utilizada (9) 0 98 87
Rendimiento (9/9) 0,345 0,34 0,33
Tasa de produccion (g/l/h) 1,11 1,9 2,5

Se pudo revelar que la tasa de produccion de L-treonina mejord significativamente mediante el procedimiento de
produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion mostrado en
las figuras 1y 2.

Ejemplo 29. Produccion de acido L-lactico mediante fermentacion continua utilizando una bacteria del &cido lactico
(No. 1)

La produccion de acido L-lactico se llevd a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua de tipo de separacion
por membrana en la figura 1. El medio de fermentacién de acido lactico de la bacteria del L-acido lactico mostrado
en la tabla 23 se utilizé después de esterilizacién por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). Como la membrana
de separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo
contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2 (1)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacion por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 37 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 50 (ml/min) nitrégeno

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 600 (rpm)

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacién, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Ajuste del pH: ajustado a pH 6,5 con amoniaco acuoso 8 N

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulacion del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 150 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,

de 150 horas a 300 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y

de 300 horas a 400 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 20 kPa o menos)

La cepa JCM7638 de Lactococcus lactis se utilizd como el microorganismo procariota, y una bacteria del acido
lactico medio de fermentacion de acido lactico que tenia la composicion mostrada en la tabla 23 se utilizé como el
medio. La concentracién de &cido L-lactico contenida en un licor de fermentacion se evalué mediante el mismo
procedimiento que en el ejemplo de referencia 1. La concentracién de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test
Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

[Tabla 23]
Medio de fermentacion de acido lactico de bacteria lactica
Glucosa 60 g/l
Extracto de levadura 54/
Polipeptona 59/
Cloruro de sodio 549/l

En primer lugar, la cepa JCM7638 de Lactococcus lactis se cultivd de forma estatica en 5 ml del medio de
fermentacion de &cido lactico purgado con nitrégeno gaseoso mostrado en la tabla 23 durante 24 horas a una
temperatura de 37 °C en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo resultante se inocul6é en 50 ml
de medio fresco de fermentacién de acido lactico purgado con nitrbgeno gaseoso y se cultivd de forma estatica
durante 48 horas a 37 °C (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inocul6é en 1,5 | de un medio fresco de
fermentacion de acido lactico purgado con nitrdgeno gaseoso en el aparato de fermentacién continua de tipo de
separacion por membrana mostrado en la figura 1, un tanque de reaccion de fermentacion 1 se agité a 600 rpm con
un agitador 5 unido a él, seguido por la regulacién de la aireacion y el control de la temperatura a 37 °C del tanque
de reaccién 1, mientras el microorganismo se cultivé durante 24 horas (precultivo). Inmediatamente después de que
terminé el precultivo, el microorganismo se cultivé de forma continua en un medio de fermentaciéon de acido lactico
alimentado de forma continua mientras la cantidad de agua de permeacion de la membrana se regulé de modo que
la cantidad del licor de fermentacién en el aparato de fermentacion continua se convirtié en 2 |, con lo que se produjo
acido L-lactico mediante fermentacion continua. En este momento, se alimenté un nitrbgeno gaseoso a partir de un
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aparato de alimentacion de gas al tanque de reaccion de fermentacién, y el gas descargado se recuperd y se
aliment6 de nuevo al interior del tanque de reaccién de fermentacion. Es decir, el gas que contenia nitrégeno
gaseoso se suministrd mediante reciclado. En este ensayo de fermentacién continua, la cantidad de agua de
permeacion de la membrana se reguld y se cambié en las condiciones de control del agua de permeacién de la
membrana descritas anteriormente, durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midié como diferencia de
presién transmembrana con un aparato de regulacion de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracién de
acido L-lactico producido en el licor de fermentacion de permeacion de la membrana y la concentracion de glucosa
residual se midieron en un momento apropiado. El rendimiento de &cido L-lactico respecto a azlcar y la tasa de
produccion de acido L-lactico, calculadas a partir del &cido L-lactico y la glucosa introducida calculada a partir de la
concentracién de glucosa se muestran en la tabla 24.

Como resultado del ensayo de fermentacién durante 400 horas, la produccion estable de acido L-lactico mediante
fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la
presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua de tipo de separaciéon por membrana. La
diferencia de presién transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacién continua.

Ejemplo 30. Produccion de acido L-lactico mediante fermentacién continua utilizando una bacteria del acido lactico
(No. 2)

La produccion de acido L-lactico se llevéd a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 2. Como
un medio, el medio de fermentacién de &cido lactico de la bacteria del acido lactico mostrado en la tabla 23 se utilizé
después de esterilizacién por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). El medio se utilizé después de esterilizacion
por vapor a alta presiéon (121 °C, 15 minutos). Como la membrana de separacion, se utilizd la membrana porosa
preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo contrario, las condiciones operativas en este
ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2 (I)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacion por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 37 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 50 (ml/min) nitrégeno

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 600 (rpm)

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de membrana de separacién, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Ajuste del pH: ajustado a pH 6,5 con amoniaco acuoso 8 N

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 150 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,

de 150 horas a 300 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 mas a 2 kPa o menos, y

de 300 horas a 400 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 20 kPa o menos)

La cepa JCM7638 de Lactococcus lactis se utiliz6 como el microorganismo procariota y se cultivé de la misma
manera que en el ejemplo 29 hasta el precultivo. Inmediatamente después de que termin6 el precultivo, el
microorganismo se cultivd de forma continua en un medio alimentado de forma continua mientras la cantidad de
agua de permeacion de la membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de fermentacién en el aparato de
fermentacion continua se convirtié en 1,5 |, con lo que se produjo acido L-lactico mediante fermentacién continua. En
este momento, se alimentd un nitrdgeno gaseoso a partir de un aparato de alimentacién de gas al tanque de
reaccion de fermentacion, y el gas descargado se recuperd y se aliment6é de nuevo al interior del tanque de reaccion
de fermentacion. Es decir, el gas que contenia nitrdgeno gaseoso se suministré6 mediante reciclado. En este ensayo
de fermentacion continua, la cantidad de agua de permeaciéon de la membrana se regulé y se cambié en las
condiciones de control del agua de permeacion de la membrana descritas anteriormente, durante lo cual la
diferencia de carga hidrostatica se midié6 como diferencia de presidén transmembrana con un aparato de regulacién
de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentraciéon de &cido L-lactico producido en el licor de fermentacién de
permeacion de la membrana y la concentracién de glucosa residual se midieron en un momento apropiado. El
rendimiento de acido L-lactico respecto a azlcar calculado a partir del acido L-lactico y la glucosa introducida
calculada a partir de la concentracion de glucosa, y la tasa de produccion de acido L-lactico se muestran en la tabla
24.

Como resultado del ensayo de fermentacién durante 400 horas, la produccion estable de acido L-lactico mediante
fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la
presente invencién, utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 2. La diferencia de presién
transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion continua.
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Ejemplo comparativo 15. Produccion de acido L-lactico mediante fermentacion discontinua

Como una forma de fermentacién utilizando un microorganismo, se llevé a cabo la fermentacion discontinua mas
tipica en un fermentador de jarra de 2 | para evaluar su productividad de acido L-lactico. El medio mostrado en la
tabla 23 se utilizo6 después de esterilizacién por vapor a alta presién (121 °C, 15 minutos). En este ejemplo
comparativo, la cepa JCM7638 de Lactococcus lactis se utiliz6 como el microorganismo procariota, la concentracion
de &cido L-lactico como un producto se evalué mediante el procedimiento mostrado en el ejemplo de referencia 1. La
concentracién de glucosa se midié con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.). Las
condiciones operativas en este ejemplo comparativo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 1 (1)

Control de la temperatura: 37 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 50 (ml/min) nitrégeno
Velocidad de agitacion del tanque de reaccién de fermentacion: 200 (rpm)
Ajuste del pH: ajustado a pH 6,5 con amoniaco acuoso 8 N

En primer lugar, la cepa JCM7638 de Lactococcus lactis se cultivd de forma estatica en 5 ml del medio de
fermentacion de acido lactico purgado con nitrdgeno gaseoso mostrado en la tabla 23 durante 24 horas a 37 °C
(precultivo preliminar). El cultivo resultante se inoculé en 50 ml de un medio fresco de fermentacién de acido lactico
purgado con nitrdgeno gaseoso y se cultivd de forma estatica durante 48 horas a una temperatura de 37 °C
(precultivo). El precultivo resultante se inocul6 en 1 | del medio de fermentacién continua/discontinua mostrado en la
tabla 23 en un fermentador de jarra y se sometié a fermentacién discontinua. Los resultados de la fermentacion
discontinua se muestran en la tabla 24.

[Tabla 24]
Ejemplo comparativo 15 | Ejemplo 29 | Ejemplo 30
Tiempo de fermentacion  (h) 40 400 400
Glucosa introducida (9) 90 4.460 3.550
Acido L-lactico formado  (g) 83 3.920 3.060
Glucosa no utilizada (9) 0 60 70
Rendimiento (9/9) 0,92 0,89 0,88
Tasa de produccion (g/l/h) 2,1 49 5,1

Se pudo revelar que la tasa de produccion de acido L-lactico mejoré significativamente mediante el procedimiento de
produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion mostrado en
las figuras 1y 2.

Ejemplo de referencia 6. Preparacién de ADN cromosomico de la cepa JCM2513 de Bacillus laevolacticus

La cepa JCM2513 de Bacillus laevolacticus se inocul6 en 100 ml de medio GYP (medio GYP descrito en el
documento JP-A No. 2003-088392) y se cultivd a una temperatura de 30 °C durante 24 horas para obtener un
cultivo. El cultivo resultante se centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos para obtener 0,5 g de microorganismo
humedecido, y a partir del microorganismo humedecido, se obtuvo ADN cromosémico mediante un procedimiento de
Saito y Miura (Biochem. Biophys. Acta., 72, 619 (1963)). A continuacion, 60 ug del ADN cromosémico y 3 U de una
enzima de restricciéon Sau3Al se mezclaron en tampén Tris-HCI 10 mM (NaCl 50 mM, MgSO4 10 mM vy ditiotreitol 1
mM (pH 7,4)) y se hicieron reaccionar a una temperatura de 37 °C durante 30 minutos. La solucién de reaccion se
extrajo con fenol y precipitdé con etanol de una manera habitual para obtener 50 ug de fragmento de ADN
cromosomico digerido con Sau3Al de la cepa JCM2513 de Bacillus laevolacticus.

Ejemplo de referencia 7. Preparacién de una biblioteca génica de la cepa JCM2513 de Bacillus laevolacticus
utilizando un ADN de vector plasmidico

Se mezclaron 20 ug de un ADN de vector plasmidico (pUC19) capaz de replicarse de forma auténoma en
Escherichia coliy 200 U de una enzima de restriccion BamHI en tampén Tris-HCI 50 mM (que contenia NaCl 100
mM, sulfato de magnesio 10 mM (pH 7,4)) y se hicieron reaccionar a una temperatura de 37 °C durante 2 horas para
obtener una solucién de digestion, y la solucion de digestién se extrajo con fenol y precipitdé con etanol de una
manera habitual.

Seguidamente, el fragmento de ADN derivado del vector plasmidico se desfosforild6 mediante tratamiento con una
fosfatasa alcalina bacteriana para prevenir la unién de nuevo, se extrajo con fenol y precipité con etanol de una
manera habitual.

Se anadieron 1 ug de este pUC19 digerido con BamHI, y 1 ug del fragmento de ADN cromosémico de la cepa
JCM2513 de Bacillus laevolacticus digerida con Sau3Al, obtenida en el ejemplo de referencia 6, y 2 U de ADN ligasa
T4 (fabricada por Takara Shuzo Co., Ltd.), a tampé6n Tris-HCI 66 mM (pH 7,5) que contenia cloruro de magnesio 66
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mM, ditiotreitol 10 mM y ATP 10 mM y se hicieron reaccionar a una temperatura de 16 °C durante 16 horas para ligar
los ADN. A continuacion, la mezcla de ADN resultante se utilizé de una manera habitual para transformar
Escherichia coli JM109 que se sembré a continuacion sobre una placa de medio agar LB que contenia 50 ug/ml de
ampicilina sddica, para obtener aproximadamente 20.000 colonias para utilizacion como una biblioteca génica. A
partir de las aproximadamente 20.000 colonias, se recuper6 un ADN recombinante. El procedimiento de
recuperacion siguio el procedimiento de Saito & Miura mas arriba, descrito anteriormente.

Ejemplo de referencia 8. Preparacion de un huésped para cribar un gen de D-lactato deshidrogenasa

El cribado del gen de D-LDH a partir de la cepa JCM2513 de Bacillus laevolacticus se llevd a cabo mediante
complementacién funcional. El principio se describe en detalle en "DOMINIQUE, G., Appl Environ Microbiol, Estados
Unidos (1995) 61 266-272)". Es decir, es necesario preparar una cepa de Escherichia coli hecha deficiente en
actividad D-lactato deshidrogenasa y en actividad piruvato formiato-liasa. Una cepa de Escherichia coli hecha
deficiente mediante destruccion en el gen de D-lactato deshidrogenasa (IdhA) y en el gen de piruvato formiato-liasa
(pfIB y pfID) se prepar6 mediante un procedimiento de Kirill y otros (Kirill, A., PNAS, Estados Unidos (2000) 97
6640-6645). La cepa preparada de este modo se designd cepa TM33 (E. coli AldhA ApflB::KM" ApflD::Cm’) y se
utilizé como un huésped para cribar el gen de D-lactato deshidrogenasa.

Ejemplo de referencia 9. Cribado del gen de D-lactato deshidrogenasa

La cepa TM33 de Escherichia coli se inoculé en 100 ml de un medio LB que contenia 50 pug/ml de sulfato de
kanamicina y 15 pg/ml de cloranfenicol y se cultivd a una temperatura de 37 °C durante 24 horas para obtener un
cultivo. El cultivo obtenido de este modo se centrifugé a 3.000 rpm durante 15 minutos para obtener 0,8 g de
microorganismo humedo. El microorganismo himedo obtenido se lavo 3 veces con 10 ml de glicerol al 10 % vy, a
continuacion, se suspendié en 0,1 ml de glicerol al 10 % para obtener células competentes. 1 ul de la biblioteca
génica derivada de la cepa JCM2513 de Bacillus laevolacticus, obtenida en el ejemplo de referencia 8, se anadi6 a
las células competentes, y se introdujo de una manera habitual mediante electroporacion en las mismas, y las cepas
resultantes se colocaron en un medio agar MOGP (medio M9 + glucosa al 0,4 % + peptona al 0,2 %) que contenia 50
ug/ml de ampicilina sédica para obtener varias cepas capaces de crecer en condiciones anaerobias.

Ejemplo de referencia 10. Analisis de una secuencia de nucle6tidos de ADN que contiene el gen de D-lactato
deshidrogenasa

A partir de la cepa TM33/pBL2 de Escherichia coli que contenia el ADN recombinante obtenido anteriormente, se
prepard un plasmido de una manera habitual, y el ADN recombinante resultante se utiliz6 en secuenciacion de
nucleétidos. La secuenciacién de nucledtidos se llevo a cabo segun el procedimiento de Sanger utilizando el kit Taq
DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit (fabricado por Applied Biochemical). La secuencia de nucleétidos
resultante del ADN que contenia el gen de D-lactato deshidrogenasa fue de 2.995 pares de bases. Se llevé a cabo la
busqueda de un marco de lectura abierto para esta secuencia, y una secuencia de ADN (SEQ ID NO: 10) del gen de
D-lactato deshidrogenasa de 1.011 pb se determind temporalmente utilizando Genetyx (fabricado por Software
Kaihatsu Co., Ltd.).

Ejemplo de referencia 11. Preparacion de un vector de expresion para el gen de D-lactato deshidrogenasa

El gen de D-LDH se cloné a partir de Bacillus laevolacticus. El gen de D-LDH se cloné por PCR y se introdujo de la
misma manera en un vector de expresion. El procedimiento de clonacion se describe a continuacion.

Se cultivd Bacillus laevolacticus y, a continuacion, se recuperé por centrifugacion, seguido de extraccién del ADN del
genoma con el kit de aislamiento de ADN microbiano UltraClean (fabricado por MO BIO). La operacién especifica
siguid el protocolo adjunto al kit. EI ADN gen6émico resultante se utilizé posteriormente como plantilla en la PCR. El
ADN obtenido anteriormente se utilizé como plantilla en la clonacion del gen de D-LDH por PCR. En la reaccion de
amplificacion por PCR, se utilizd la polimerasa KOD-Plus (fabricada por Toyobo) con una precisién estimada de 50
veces en comparaciéon con Tag. El tampdn de reaccion, la mezcla dNTP, etc., utilizados fueron los que se adjuntaron
al kit. Los cebadores de amplificacion del gen de D-LDH (SEQ ID NO: 11 y 12) se prepararon de tal manera que una
secuencia de reconocimiento de Xhol y una secuencia de reconocimiento de Notl se afadieron en los lados
terminales 5y 3, respectivamente.

Cada fragmento de amplificacion de la PCR se purificd, después se fosforild6 en su extremo con una polinucleétido
quinasa T4 (fabricada por TAKARA) y se ligd al vector pUC118 (que se habia tratado por escisién con una enzima
de restriccion Hincll y, a continuacion, se sometié la superficie de escision a desfosforilacion). Este ligamiento se
llevd a cabo con un kit de ligamiento de ADN Ver. 2 (fabricado por TAKARA). El producto de ligamiento se utilizé
para transformar DH5a de Escherichia coli de la cual se recuperé un ADN plasmidico para obtener un plasmido en el
que cada gen de D-LDH habia sido subclonado. El vector pUC118 resultante en el que se insert6 el gen de D-LDH
se escindi6 con las enzimas de restriccién Xhol y Notl, y cada uno de los fragmentos de ADN resultantes se insertd
en un sitio de escisién de Xhol/Notl del vector de expresion de levadura pTRS11 (figura 5). El vector de expresién
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del gen de D-LDH preparado de este modo se denominé pTM63.
Ejemplo de referencia 12. Introduccion del vector de expresion del gen de D-LDH en levadura

El pTM63 obtenido en el ejemplo de referencia 11 se transformé en la cepa NBRC10505 de Saccharomyces
cerevisiae de levadura. Esta transformacién se llevé a cabo mediante el procedimiento del acetato de litio utilizando
el sistema de transformacién de levadura YEASTMAKER (fabricado por CLONTECH). La operacion sigui6 el
protocolo adjunto al kit. La cepa NBRC10505 de Saccharomyces cerevisiae utilizada como huésped es una cepa
deficiente en la capacidad de producir uracilo, y su transformante en el que se habia introducido pTM63 se puede
seleccionar en un medio sin uracilo por la funcion del gen URA3 que posee pTM63.

La introduccién del vector de expresion del gen de D-LDH en el transformante obtenido de esta manera se confirmé
mediante la extraccion de un ADN del genoma que contenia ADN plasmidico mediante un kit de extraccién de ADN
del genoma Gentrukun (fabricado por TAKARA) y utilizando después el ADN del genoma como plantilla en PCR con
PreMix Taqg (fabricada por TAKARA). Como cebador, se utilizé el cebador utilizado en la clonacién del gen de
D-LDH. Como resultado, se confirmé que todos los transformantes tienen gen de D-LDH introducido en ellos.

La cepa NBRC10505 de Saccharomyces cerevisiae en la que se habia introducido pTM63 se denomina en lo
sucesivo cepa NBRC10505/pTM63.

Ejemplo 31. Produccion de acido D-lactico mediante fermentacién continua (No. 1)

La produccion de acido D-lactico se llevé a cabo utilizando el aparato de fermentacién continua de tipo de
separacion por membrana en la figura 1 y un medio de produccion de &cido D-lactico que tenia la composicion
mostrada en la tabla 25. El medio se utilizd después de esterilizacion por vapor a alta presién (121 °C, 15 minutos).
Como el material del elemento de membrana de separacion, se utilizé un moldeo de acero inoxidable y resina de
polisulfona. Como la membrana de separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia
2. A menos que se indique lo contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacion: 2,0 (I)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de PVDF

Area de filtracion eficaz del elemento de separacién por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 0,2 (I/min) aire

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5,0 con NaOH 5 N

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de separacién por membrana, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacién continua hasta 100 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 5 kPa o menos,

de 100 horas a 200 horas: regulado a 2 kPa o menos, y

de 200 horas a 320 horas: regulado a de 0,1 kPa 0 méas a 20 kPa o menos)

La cepa NBRC10505/pTM63 se utilizd como el microorganismo, un medio de produccién de acido D-lactico que
tenia la composicién mostrada en la tabla 25 se utiliz6 como el medio, y la concentracion de acido D-lactico como un
producto se midié6 mediante el mismo procedimiento de HPLC que en el ejemplo de referencia 1. La concentracion
de glucosa se midi6 con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

[Tabla 25]

Medio de fermentacion de acido lactico con levadura

Glucosa 100 g
Base nitrogenada de levadura sin aminoacidos (Difco) 6,79
19 aminoéacidos estandar excluyendo leucina 152 mg
Leucina 760 mg
Inositol 152 mg
Acido p-aminobenzoico 16 mg
Adenina 40 mg

Unidad (1/litro)

En primer lugar, la cepa NBRC10505/pTM63 se cultivd con agitacién durante una noche en 5 ml de un medio de
produccion de acido D-lactico en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo resultante se inoculd
en 50 ml de un medio fresco de produccion de acido D-lactico y se cultivé con agitacién durante 24 horas a una
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temperatura de 30 °C en un matraz Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar). El precultivo preliminar se inoculd
en 2,0 | de un medio de produccion de acido D-lactico en el aparato de fermentacién continua de tipo de separacion
por membrana mostrado en la figura 1, un tanque de reaccién de fermentacion 1 se agité a 800 rpm con un agitador
5 unido a él, seguido por la regulacién de la aireacion, el control de la temperatura y el ajuste del pH del tanque de
reaccion 1, y el microorganismo se cultivo durante 24 horas (precultivo).

Inmediatamente después de que terminé el precultivo, se hizo funcionar la bomba de circulacién de licor de
fermentacion 10, y el microorganismo se cultivd de forma continua en las condiciones en las que, ademas de las
condiciones operativas en el momento del precultivo, se aireé un tanque de separacién por membrana 2, un medio
de fermentacién de &cido D-lactico se alimenté de forma continua, y la cantidad de agua de permeacién de la
membrana se regulé de modo que la cantidad del licor de fermentacion en el aparato de fermentaciéon continua de
tipo de separacién por membrana se convirtio6 en 2 |, con lo que se produjo cadaverina mediante fermentacién
continua. En este ensayo de fermentacion continua, la cantidad de agua de permeacién de la membrana se regul6 y
se cambio en las condiciones de control del agua de permeacién de la membrana descritas anteriormente, durante
lo cual la diferencia de carga hidrostatica se midi6 como diferencia de presién transmembrana con un aparato de
regulacion de la diferencia de carga hidrostatica 3. La concentracion de éacido lactico producido en el licor de
fermentacion de permeacion de la membrana y la concentracién de glucosa residual se midieron en un momento
apropiado. Los resultados en el ensayo de fermentacién continua durante 320 horas se muestran en la tabla 26.

La produccién estable de acido D-lactico mediante fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de
produccion de un producto quimico, segun la presente invencion, utilizando el aparato de fermentacion continua de
tipo de separacion por membrana. La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo
completo de fermentacién continua.

Ejemplo 32. Produccion de acido D-lactico mediante fermentacién continua (No. 2)

La produccién de &cido D-lactico se llevd a cabo utilizando el aparato de fermentacion continua en la figura 2 y un
medio de produccion de acido D-lactico que tenia la composicion mostrada en la tabla 25. El medio se utilizd
después de esterilizacion por vapor a alta presién (121 °C, 15 minutos). Como el material del elemento de
membrana de separacion, se utilizé6 un moldeo de acero inoxidable y resina de polisulfona. Como la membrana de
separacion, se utilizé la membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 2. A menos que se indique lo
contrario, las condiciones operativas en este ejemplo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacién: 1,5 (1)

Membrana de separacion utilizada: membrana de filtracion de fluoruro de polivinilideno

Area de filtracion eficaz del elemento de separacion por membrana: 120 cm?

Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 0,2 (I/min) aire

Velocidad de agitacion del tanque de reaccién de fermentacion: 800 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5,0 con NaOH 5 N

Esterilizacién: el tanque de cultivo que incluia el elemento de separacién por membrana, y el medio utilizado, se
esterilizaron con vapor a alta presion en un autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Regulacién de la cantidad de agua de permeacion de la membrana: regulaciéon del caudal mediante diferencia de
presién transmembrana

(Desde el inicio de la fermentacion continua hasta 90 horas: regulado a de 0,1 kPa o0 mas a 5 kPa o menos,
de 90 horas to 180 horas: regulado a de 0,1 kPa o mas a 2 kPa o menos, y
de 180 horas a 264 horas: regulado a de 0,1 kPa o méas a 20 kPa o menos)

La cepa NBRC10505/pTM63 se utiliz6 como el microorganismo, un medio de produccién de acido D-lactico que
tenia la composicién mostrada en la tabla 25 se utiliz6 como el medio, la concentracion de acido D-lactico como un
producto se midi6 mediante el mismo procedimiento de HPLC que en el ejemplo de referencia 1. La concentracion
de glucosa se midi6 con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

En primer lugar, la cepa NBRC10505/pTM63 se cultivd con agitacién durante una noche en 5 ml de un medio de
produccion de acido D-lactico en un tubo de ensayo (antes del precultivo preliminar). El cultivo resultante se inoculd
en 50 ml de a medio fresco de produccién de acido D-lactico y se cultivd con agitacion durante 24 horas a una
temperatura de 30 °C en un matraz Sakaguchi de 500 ml (precultivo preliminar).

El precultivo preliminar se inocul6 en 1,5 | de un medio de produccién de &cido D-lactico en el aparato de
fermentacion continua mostrado en la figura 2, un tanque de reaccién de fermentacion 1 se agité a 800 rpm con un
agitador 5 unido a él, seguido por la regulacion de la aireacién, control de la temperatura y ajuste del pH del tanque
de reaccion de fermentacién 1, mientras el microorganismo se cultivd durante 24 horas (precultivo). Inmediatamente
después de que termind el precultivo, el microorganismo se cultivé de forma continua mientras un medio de
produccion de acido D-lactico se aliment6 de forma continua, y la cantidad de agua de permeacién de la membrana
se regulé de modo que la cantidad del licor de fermentacion en el aparato de fermentacién continua se convirtié en
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1,5 1, con lo que se produjo acido D-lactico mediante fermentacién continua. En este ensayo de fermentacion
continua, la cantidad de agua de permeacion de la membrana se regulé y se cambi6 en las condiciones de control
del agua de permeacion de la membrana descritas anteriormente durante lo cual la diferencia de carga hidrostatica
se midi6 como diferencia de presion transmembrana con un aparato de regulaciéon de la diferencia de carga
hidrostatica 3. La concentracion de acido D-lactico producido en el licor de fermentacién de permeacién de la
membrana y la concentracion de glucosa residual se midieron en un momento apropiado. La tasa de produccién de
acido D-lactico calculada a partir del acido D-lactico y la glucosa introducida se muestran en la tabla 26.

Como resultado del ensayo de fermentacion durante 264 horas, la produccion estable de acido D-lactico mediante
fermentacion continua fue viable mediante el procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la
presente invencién, utilizando el aparato de fermentacién continua en la figura 2. La diferencia de presién
transmembrana fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion continua.

Ejemplo comparativo 16. Produccién de acido D-lactico mediante fermentacion discontinua

Como una forma de fermentacién utilizando un microorganismo, se llev6é a cabo la fermentacion discontinua mas
tipica en un fermentador de jarra de 2 | para evaluar su productividad de acido D-lactico. El medio se utilizd después
de esterilizacion por vapor a alta presion (121 °C, 15 minutos). En este ejemplo comparativo, la cepa
NBRC10505/pTM63 se utiliz6 como el microorganismo, la concentracién de acido D-lactico como un producto se
evalué mediante HPLC, y la concentracién de glucosa se midi6 con el ensayo Glucose Test Wako C (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.). Las condiciones operativas en este ejemplo comparativo son las siguientes:

Capacidad del tanque de reaccion de fermentacién (cantidad de medio de produccion de acido D-lactico): 1,0 (1)
Control de la temperatura: 30 (°C)

Aireacion del tanque de reaccion de fermentacion: 0,2 (I/min) aire

Velocidad de agitacion del tanque de reaccion de fermentacion: 300 (rpm)

Ajuste del pH: ajustado a pH 5,0 con NaOH 5 N

En primer lugar, la cepa NBRC10505/pTM63 se cultivé con agitacién durante una noche en 5 ml de produccién de
acido D-lactico en un tubo de ensayo (precultivo preliminar). El cultivo resultante se inoculd en 50 ml medio fresco de
produccion de acido D-lactico y se cultivd con agitacion durante 24 horas a una temperatura de 30 °C en un matraz
Sakaguchi de 500 ml (precultivo). El precultivo resultante se inoculé en 1,5 | de medio de producciéon de éacido
D-lactico en un fermentador de jarra. El microorganismo se sometié a fermentacion discontinua en el medio de
produccion de acido D-lactico. Los resultados se muestran en la tabla 26.

[Tabla 26]
Ejemplo comparativo 16 | Ejemplo 31 | Ejemplo 32
Tiempo de fermentacion (h) 75 320 268
Glucosa introducida (9) 100 2.790 2.340
Acido D-lactico producido (9) 18.8 533 442
Glucosa no utilizada (9) 0 55 50
Rendimiento de acido D-Lactico (9/9) 18,8 19,5 19,3
Tasa de produccién de acido D-lactico  (g/l/h) 0,25 0,93 1,10

Se pudo revelar que la tasa de produccién de acido D-lactico mejoré significativamente mediante el procedimiento
de produccién de un producto quimico, segun la presente invencién, utilizando el aparato de fermentacion mostrado
en las figuras 1y 2.

Ejemplo de referencia 13. Preparacion de una membrana porosa (No. 5)

Un homopolimero de fluoruro de vinilideno que tenia un peso molecular promedio en peso de 417.000 y
v-butirolactona se fundieron a una temperatura de 170 °C en cantidades del 38 % en peso y el 62 % en peso
respectivamente para preparar una solucién madre. Esta solucion madre, acompafada de y-butirolactona como un
liquido de formacién de huecos, se descargd a partir de una base y se enfrié en un bafo de enfriamiento que
consistia en una solucion acuosa al 80 % de y-butirolactona a una temperatura de 20 °C para preparar una
membrana de fibras huecas.

A continuacion, el 14 % en peso de homopolimero de fluoruro de vinilideno que tenia un peso molecular promedio
en peso de 284.000, el 1 % en peso de acetato-propionato de celulosa (CAP482-0.5 fabricado por Eastman
Chemical), el 77 % en peso de N-metil-2-pirrolidona, el 5 % en peso de sorbitan de acido graso de aceite de coco
polioxietilenado (nombre comercial: lonet T-20C, fabricado por Sanyo Chemical Industries, Ltd.) y el 3 % en peso de
agua se mezclaron y se fundieron a una temperatura de 95 °C para preparar una solucion madre. Esta solucién
madre se aplico uniformemente sobre la superficie de la membrana de fibras huecas y se coagulé inmediatamente
en un bano de agua para preparar una membrana de fibras huecas. La membrana de fibras huecas resultante tenia
un tamafo de poro promedio de 0,05 um en la superficie del lado tratado con agua. Cuando la membrana de
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separacion se evallo para su coeficiente de permeabilidad al agua purificada, el coeficiente de permeabilidad al
agua purificada fue de 5,5x10°® m%m?®-s-Pa. La medicion del coeficiente de permeabilidad al agua purificada se llevo
a cabo con agua purificada tratada con membrana de ésmosis inversa a 25 °C con una altura de carga hidrostatica
de 1 m. La desviacién estandar del tamafio de poro promedio fue de 0,006 um.

Ejemplo 33. Preparacion de acido L-lactico con membrana de fibras huecas (No. 1)

El elemento de membrana de separacion mostrado en la figura 4 que tenia un area de filtracion eficaz de 120 cm?
preparada utilizando una membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 13 se utilizé como una membrana
de separacion en el mismo ensayo de fermentacion continua de &cido L-lactico que en el ejemplo 1. Los resultados,
junto con los resultados del ejemplo comparativo 1 se muestran en la tabla 27. La produccion estable de &cido
L-lactico mediante fermentacion continua fue viable. La diferencia de presion transmembrana fluctuaba dentro de 2
kPa en el periodo completo de fermentacién continua.

Ejemplo 34. Preparacion de acido L-lactico con membrana de fibras huecas (No. 2)

El elemento de membrana de separacién mostrado en la figura 4 que tenia un area de filtracion eficaz de 120 cm?
preparada utilizando una membrana porosa preparada en el ejemplo de referencia 13 se utilizé como una membrana
de separacion en el mismo ensayo de fermentacion continua de &cido L-lactico que en el ejemplo 4. Los resultados,
junto con los resultados del ejemplo comparativo 1 se muestran en la tabla 27. Se pudo confirmar que la produccion
estable de acido L-lactico mediante fermentaciéon continua fue viable. La diferencia de presién transmembrana
fluctuaba dentro de 2 kPa en el periodo completo de fermentacion continua.

[Tabla 27]
Ejemplo comparativo 1 | Ejemplo 33 | Ejemplo 34
Tiempo de fermentacion (h) 72 300 300
Glucosa introducida (9) 100 3.210 2.600
Acido L-lactico producido total (9) 26 1.980 1.570
Glucosa no utilizada (9) 0 70 60
Rendimiento de acido L-lactico respecto a azdcar  (g/g) 0,26 0,63 0,62
Tasa de produccion de acido L-Lactico (g/l/h) 0,36 3,3 3,5

Aplicabilidad industrial

La presente invencion da a conocer un procedimiento de produccién de un producto quimico mediante fermentacion
continua que mantenia alta productividad de forma estable durante un tiempo largo mediante un sencillo
procedimiento operativo. Segun la presente invencién, la fermentacion continua manteniendo alta productividad de
forma estable durante un tiempo largo en condiciones operativas sencillas se hace viable, y un producto quimico que
es un producto de fermentacién se puede producir de forma estable a bajo coste ampliamente en la industria de la
fermentacion.

[LISTA DE SECUENCIAS]

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Toray Industries, Inc

<120> Procedimiento para la produccion de un producto quimico y fermentador continuo

<130> 06082

<160> 12

<170> PatentlIn versién 3.1

<210> 1

<211> 26

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>
<223> primer

<400> 1
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ctcgagatgg caactctaaa ggatca

<210>2
<211> 28
<212> ADN
<212> Atrtificial

<220>
<223> primer

<400> 2
gcggecgctt aaaattgecag ctectttt

<210>3

<211>999

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

atggcaactc taaaggatca
aataagatta cagttgttgg

atgaaggact tggcagatga

gagatgatgg
aaagactata
caagagggag
attcctaatg
gatatcttga
agtggttgca
cacccattaa
tggagtggaa
gataaagata

gtgatcaaac

gagagtataa
tacggaataa
tcagaccttg

gatacacttt

<210> 4
<211> 80
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> primer

<400> 4

atctccaaca
atgtaactgc
aaagccgtct
ttgtaaaata
cctacgtggce
atctggattc
gctgtcatgg
tgaatgttgc
aggaacagtg

tcaaaggcta

tgaagaatct
aggatgatgt
tgaaggtgac
gggggatcca
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26

28

gctgatttat
ggttggtgct
acttgctctt
tggcagectt
aaactccaag
taatttggtc
cagcccgaac
ttggaagata
agcccgattc
gtgggtcctt
tggtgtctct
gaaagaggtt

cacatcctgg

taggcggotg
cttccttagt
tctgacttct

aaaggagctg

aatcttctaa
gttggcatgg
gttgatgtca
ttccttagaa
ctggtcatta
cagcgtaacg
tgcaagttgc
agtggttttc
cgttacctga
ggggaacatg
ctgaagactc
cacaagcagg

gctattggac

cacccagttt
gttccttgea
gaggaagagg

Ccaattttaa

61

aggaagaaca
cctgtgccat
tcgaagacaa
caccaaagat
tcacggctgg
tgaacatatt
ttattgtttc
ccaaaaaccg
tgggggaaag
gagattccag
tgcacccaga
tggttgagag
tctctgtage

ccaccatgat
ttttgggaca

cccgtttgaa

gaccccccag
cagtatctta
attgaaggga
tgtctctgge
ggcacgtcag
taaattcatc
aaatccagtg
tgttattgga
gctgggagtt
tgtgcctgta
tttagggact
tgcttatgag

agatttggca

taagggtctt
gaatggaatc
gaagagtgca
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tctcaattat tattttctac tcataacctc acgcaaaata acacagtcaa atcaatcaaa

atggcaactc taaaggatca

<210>5
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> primer

<400>5
aggcgtatca cgaggccctt 20

<210>6
<211> 60
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 6
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gaattaattc ttgaagacga aagggcctcg tgatacgect agattgtact gagagtgcac

<210>7
<211> 80
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> primer

<400>7

tatttttcgt tacataaaaa tgcttataaa actttaacta ataattagag attaaatcgc

ctgtgcggta tttcacaccg

<210>8
<211> 25
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> primer

<400> 8
caaatatcgt ttgaatattt ttccg

<210>9
<211>20
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> primer

<400>9
aatccagatt gcaaccactt 20

<210> 10
<211> 1011

25
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<212> ADN

<213> Bacillus laevolacticus

<400> 10

atgaaattct
aatcaacatc
caatcgaaag
ttatacactc
gacatgattg
tactcccctt
attcctgaat
agagaaatcc
gcacagctct
cggctaaacg
atcatttctc
ttaaaactga
actgaagatc
tttgaaaatg
ctttcgaaac
gagaccgcca

acaggaacaa

<210> 11
<211> 30
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> primer

<400> 11

ctcgagatga aatictigat gtatggagta

<210> 12
<211> 30
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> primer

<400> 12

gcggecegctt attttgecga tageggttgt

tgatgtatgg
aggtggagat
gctttgacgg
aattaaaaaa
atttgaacga
acgcagtcgc
tcaataaacg
gatcattaac
tcaaaggact
gtatccttga
ttcacacgcc
tgaaaaatag
tgattgaagc
aactcatgat
ttctcgatat
ttcaaaacat

gcaaaaatct
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agtacaagat
cgcaacaacc
tatctgcatt
caacggtatc
agccgagaaa
cgagctcgeg
tgttgcaggc
ggtcggcata
aggggcaaaa
ctatcggect
gctttttoat
tgcctatcta
acttgaaaac
taataaagat
ggaacaagtg
tgttgaaggt

tgttcaagca

30

30

catgagagag
tcagatttcc
caacagccga
aaacagattg
aacagtttgt
gtcactcagg
aaagattttc
gtcggcaccg
atcattggtt
tcacttgaag
tcgactcggce
atcaatgttg
ggcgaaattg
ctgagtaagc
ctgctcacac
gccttagaca

caaccgctat

63

caacgatcga
tctcagaaga
ttgcactcgg
ctacacgaac
tggtgaccaa
cgatgcagct
gctggtcagg
gccgcatcgg
ttgatcaata
acgtgcttaa
acatgatcaa
ccagaggcgg
ccggtgcage
agccgctcaa
cgcatgtcgg
gtgttgtcga

cggcaaaata

gaattgggca
tacagtcgct
aggcccgaat
agccggttac
tgttccagca
cgtccgecat
ccttatttce
tgcaacggcc
tcccaacgat
ggaagctgat
taaaagcaca
cttaattaaa
gttagatacc
tgatccgett
cttctttact
ggttttgaag

a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de produccion de un producto quimico a través de fermentacién continua que incluye filtrar un
cultivo de un microorganismo o las células cultivadas con una membrana de separacién para recuperar un producto
a partir de un filtrado y retener simultaneamente un fluido no filtrado en el cultivo, o devolverlo por reflujo al mismo, y
afnadir materiales de fermentacion al cultivo, en el que una membrana porosa que tiene un tamafo de poro promedio
de 0,01 um o mas a menos de 1 um se utiliza como la membrana de separacion y la filtracion se lleva a cabo con
una diferencia de presién transmembrana en el intervalo de 0,1 a 20 kPa.

2. Procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la reivindicacion 1, en el que el coeficiente de
permeabilidad al agua purificada de la membrana porosa es de 2x10° m*m%s/pa 0 mas a 6x10” m*m%s/pa o
menos.

3. Procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la reivindicacion 1, en el que el tamafio de poro
promedio de la membrana porosa es de 0,01 um o mas a menos de 0,2 um, y la desviacion estandar del tamano de
poro de la membrana porosa es 0,1 um 0 menos.

4. Procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la reivindicacion 1, en el que la membrana porosa es
una membrana porosa que contiene una capa de resina porosa.

5. Procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la reivindicacion 4, en el que la capa de resina
porosa es una capa de resina porosa hecha de un polimero orgéanico.

6. Procedimiento de produccion de un producto quimico, segln la reivindicacién 4, en el que el material de la
membrana de polimero organico es fluoruro de polivinilideno.

7. Procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la reivindicacién 1, en el que el producto quimico es
un acido organico.

8. Procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la reivindicacién 1, en el que el producto quimico es
acido lactico.

9. Procedimiento de producciéon de un producto quimico, segun la reivindicacién 1, en el que el producto quimico es
cadaverina.

10. Procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la reivindicacion 1, en el que el producto quimico es
un alcohol.

11. Procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la reivindicacion 1, en el que el producto quimico es
1,3-propanodiol.

12. Procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la reivindicacion 1, en el que el producto quimico es
un acido nucleico.

13. Procedimiento de produccion de un producto quimico, segun la reivindicacion 1, en el que el producto quimico es
un aminoacido.

14. Aparato de fermentacion continua que es un aparato para producir un producto quimico a través de fermentacion
continua que incluye filtrar un cultivo de fermentacion de un microorganismo o las células cultivadas con una
membrana de separacion para recuperar un producto a partir de un filtrado y retener simultdneamente un fluido no
filtrado en el cultivo de fermentacion, o devolverlo por reflujo al mismo, y afadir materiales de fermentacién al cultivo
de fermentacion, que comprende:

un tanque de reaccién de fermentacién para cultivo de fermentacion de un microorganismo o las células cultivadas;
un tanque de separacién por membrana para filtracién del cultivo de fermentacién, que esta conectado mediante
medios de circulacién del cultivo de fermentacion al tanque de reaccién de fermentacion y dotado en su interior de
una membrana de separacién; y medios para regular la diferencia de presién transmembrana de la membrana de
separacion en el intervalo de 0,1 a 20 kPa,

en el que la membrana de separacién es una membrana porosa que tiene un tamafo de poro promedio de 0,01 um
0 mas a menos de 1 um.
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[ Figura 3 ]

permeado

[ Figura 4 ]

permeado

-

66



ES 2728376 T3

[ Figura 5 ]
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