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2

DESCRIPCIÓN

Procedimiento para la producción por fermentación de productos químicos finos que contienen azufre

Es objeto del invento un nuevo procedimiento para la producción por fermentación de L-metionina, en cuyo caso se 5
aprovechan unas bacterias, en las que se expresan unas secuencias de nucleótidos, que codifican mutantes de la S-
adenosil-metionina sintasa (metK) (E.C.2.5.1.6); unas secuencias de nucleótidos, que codifican estos mutantes, así 
como los microorganismos recombinantes transformados con éstos, así como nuevos mutantes de la metK con una 
actividad enzimática modificada.

10
Estado de la técnica

Unos productos químicos finos que contienen azufre, tales como, por ejemplo, metionina, homocisteína, S-adenosil-
metionina, glutatión, cisteína, biotina, tiamina y ácido lipónico, se producen en células por medio de procesos 
metabólicos naturales, y se utilizan en muchos ramales industriales, inclusive las industrias alimentaria, de piensos, 15
cosmética y farmacéutica. Estas sustancias, que son designadas en común como "productos químicos finos que 
contienen azufre", abarcan ácidos orgánicos, aminoácidos tanto proteinógenos como también no proteinógenos, 
vitaminas y cofactores. Su producción se efectúa de la manera más conveniente a gran escala mediante cultivación
de unas bacterias, que habían sido desarrolladas para producir y segregar grandes cantidades de la sustancia 
deseada en cada caso. Unos organismos especialmente adecuados para esta finalidad son las bacterias 20
corineformes gram positivas, no patógenas.

Es conocido el hecho de que ciertos aminoácidos pueden ser producidos por fermentación de cepas de bacterias 
corineformes, en particular de Corynebacterium glutamicum. A causa de la gran importancia de esto, se está 
trabajando constantemente en el mejoramiento de los procedimientos de producción. Ciertos mejoramientos de los 25
procedimientos pueden implicar a medidas técnicas de fermentación, tales como por ejemplo las de agitación y 
abastecimiento con oxígeno, o a la composición de los medios nutritivos, tal como por ejemplo la concentración de 
azúcares durante la fermentación, o al tratamiento para dar el producto, por ejemplo mediante una cromatografía 
con intercambio de iones, o a las propiedades intrínsecas de rendimiento del microorganismo propiamente dicho.

30
A través de una selección de cepas se han desarrollado una serie de cepas mutantes, que producen una gama de 
compuestos deseables escogidos entre la serie de los productos químicos finos que contienen azufre. Para el 
mejoramiento de las propiedades de rendimiento de estos microorganismos en lo que respecta a la producción de 
una determinada molécula, se utilizan métodos de mutagénesis, selección y elección de mutantes. No obstante, esto 
constituye un procedimiento largo, tedioso y difícil. de esta manera se obtienen p.ej. unas cepas, que son resistentes 35
frente a ciertos antimetabolitos, tales como p.ej. los compuestos análogos a metionina α-metil-metionina, etionina, 
norleucina, N-acetil-norleucina, S-trifluorometil-homocisteína, ácido 2-amino-5-hepteno-carboxílico, seleno-
metionina, metionina-sulfoximina, metoxina, ácido 1-amino-ciclopentano-carboxílico, o que son auxótrofas para 
ciertos metabolitos importantes para regulación, y producen productos químicos finos que contienen azufre, tales 
como p.ej. L-metionina.40

Desde hace algunos años se están empleando asimismo unos métodos de la técnica de ADN recombinante para el 
mejoramiento de las cepas, particularmente de cepas de Corynebacterium que producen L-aminoácidos, 
amplificando genes individuales para la biosíntesis de aminoácidos e investigando la repercusión sobre la 
producción de aminoácidos. 45

A partir del documento de solicitud de patente japonesa JP-A-06-020809 se conoce una secuencia de nucleótidos 
para un gen que codifica S-adenosil-metionina procedente de Brevibacterium flavum MJ-233, que es una bacteria 
corineforme. La correspondiente secuencia de aminoácidos abarca 412 aminoácidos. La proteína tiene, entre otros 
lugares en las posiciones 24 y 94, en cada caso sendos restos de cisteína, que están conservados en las 50
correspondientes enzimas de otras numerosas bacterias corineformes. La secuencia divulgada de aminoácidos 
posee un segmento de secuencia característico entre los radicales 137 y 154. La producción de mutantes y la
utilización de éstos en el caso la producción por fermentación de productos químicos finos que contienen azufre, no 
se describen allí.

55
A partir del documento de solicitud de patente internacional WO-A-01/00843 se conoce un gen metK procedente de 
C. glutamicum, que codifica una proteína con 407 aminoácidos y tiene una secuencia de acuerdo con la SEQ ID 
NO:16.

Ciertos mejoramientos de la producción por fermentación de productos químicos finos se correlacionan por regla 60
general con ciertos mejoramientos de los flujos de sustancias y de los rendimientos. En este contexto es importante 
impedir o disminuir unas inhibiciones por productos intermedios o finales de importantes enzimas de síntesis. 
Asimismo, es ventajoso impedir o disminuir fugas del flujo de carbono en productos indeseados o en productos 
secundarios.

65
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Puede ser investigada la influencia de ciertos metabolitos del metabolismo sobre las actividades enzimáticas de 
enzimas del metabolismo. Ejemplos de tales enzimas pueden ser metA, metB, metC, MetY, metH, metE, metF y 
otras enzimas que participan en el metabolismo de microorganismos. Un importante producto del metabolismo de la 
metionina y, por consiguiente, una esencial fuga, es la S-adenosil-metionina.

5
Al mismo tiempo, la S-adenosil-metionina es, no obstante, también una sustancia reguladora decisiva de la 
biosíntesis de metionina. Por ejemplo, se conoce el hecho de que la biosíntesis de L-metionina en E. coli es inhibida 
por la S-adenosil-metionina. La S-adenosil-metionina actúa allí como un co-represor del represor metJ (Weissbach, 
H. Brot, N. (1991) Mol Microbiol. 5 (7), 1593-1597).

10
La síntesis de la S-adenosil-metionina constituye al mismo tiempo una fuga esencial del producto valioso deseado L-
metionina. Por lo tanto, por varios motivos, es deseable disminuir la cantidad de la S-adenosil-metionina formada:
a) se aumentaría la cantidad de la L-metionina formada,
b) se disminuiría la represión de genes de la biosíntesis de metionina y 
c) se disminuiría la inhibición por retroalimentación (feedback) de enzimas de la biosíntesis de metionina.15

La supresión (deleción) del gen metK sería la vía más sencilla para impedir la formación de S-adenosil-metionina. En
la cita de Wei, Y. y Newman, E. B. (2002) Mol. Microbiol. 43 (6), 1651-1656, el metK ha sido descrito, sin embargo, 
como un gen esencial y parece descartarse por consiguiente para un experto en la especialidad como un punto de 
partida para realizar una mejorada producción por fermentación de productos químicos finos que contienen azufre, 20
en particular de L-metionina.

GROSSMANN K Y COLABORADORES: en "Rapid cloning of metK encoding methionine adenosyltransferase from 
Corynebacterium glutamicum by screening a genomic library on a high density colony-array" [Clonación rápida de 
metK, que codifica la metionina adenosil transferasa de Corynebacterium glutamicum, mediante escrutinio de una25
biblioteca de genes en un conjunto de colonias de alta densidad], FEMS MICROBIOLOGY LETTERS, tomo 193, n°
1, 1 de diciembre de 2000, páginas 99-103, divulgan tanto la secuencia de nucleótidos codificadora de metK 
procedente de Corynebacterium glutamicum, como también la expresión de la misma en C. glutamicum. Sin 
embargo, la secuencia de nucleótidos no codifica un polipéptido con una actividad disminuida de metK.

30
RECZKOWSKI R S Y COLABORADORES: en "Structural and functional roles of cysteine 90 and cysteine 240 in S-
adenosylmethionine synthetase" [Cometidos estructurales y funcionales de la cisteína 90 y de la cisteína 240 en la 
S-adenosil-metionina sintasa], THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, tomo 270, n° 31, 4 de agosto de 
1995, páginas 18484-18490, describen unos mutantes de metK con una actividad disminuida de metK, en las que la 
Cys90, perteneciente a la secuencia parcial de aminoácidos GFDANSCA de metK de Escherichia coli, ha sido 35
reemplazada por Ala o Ser, al igual que para unos polinucleótidos y unas construcciones artificiales de expresión 
que codifican C90A/S-MetK.

KASE H Y COLABORADORES: en "Isolation and characterization of S-adenosylmethionine-requiring mutants and 
role of S-adenosylmethionine in the regulation of methionine biosynthesis in Corynebacterium glutamicum" 40
[Aislamiento y caracterización de mutantes que requieren S-adenosil-metionina y cometido de la S-adenosil-
metionina en la regulación de la biosíntesis de metionina en Corynebacterium glutamicum], AGR. BIOL. CHEM., 
tomo 39, n° 1, 1975, páginas 161-168, describen un procedimiento para la producción aumentada por fermentación
de L-metionina, que está caracterizado por la fermentación de un mutante de C. glutamicum con una actividad 
disminuida de S-adenosil-metionina sintasa.45

Breve descripción del invento

El invento está basado, por lo tanto, en la misión de poner a disposición un nuevo procedimiento para la producción 
por fermentación de L-metionina y los medios requeridos para ello.50

El problema planteado por la misión arriba mencionada es resuelto de manera sorprendente mediante la puesta a 
disposición de un procedimiento para la producción por fermentación de L-metionina, que comprende la expresión
de una secuencia de nucleótidos de metK en una bacteria corineforme, codificando la secuencia de nucleótidos un 
mutante de la S-adenosil-metionina sintasa, cuya actividad se ha disminuido frente a la de la enzima de tipo 55
silvestre. Por ejemplo, el mutante se deriva de la S-adenosil-metionina sintasa procedente de Corynebacterium 
glutamicum y muestra, medida en Corynebacterium glutamicum, una actividad más pequeña que la de la enzima de 
tipo silvestre.

Un primer objeto del invento se refiere a un procedimiento para la producción por fermentación de L-metionina, que 60
comprende las siguientes etapas:

a) fermentación de un cultivo de bacterias corineformes, que produce L-metionina, siendo expresada en las 
bacterias corineformes por lo menos una secuencia de nucleótidos, que codifica una proteína con una 
actividad disminuida de adenosil-metionina sintasa (metK);65
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b) enriquecimiento del producto químico fino que contiene azufre en el medio y/o en las células de las 
bacterias, y

c) aislamiento del producto químico fino que contiene azufre, que comprende de manera preferida L-
metionina.5

De acuerdo con una forma preferida de realización, la bacteria corineforme mutada posee además una actividad de 
metY mejorada en comparación con la de la enzima de tipo silvestre no mutada, y/o una cantidad aumentada de L-
metionina (p.ej. en g/l del caldo de fermentación).

10
En el procedimiento conforme al invento, como secuencia codificadora de metK se utiliza en particular una 
secuencia codificada de nucleótidos, que codifica una proteína con una actividad disminuida de metK, en la que se 
ha reemplazado por lo menos un resto de cisteína de la proteína de tipo silvestre.

La secuencia codificadora de metK, codifica una proteína con actividad de metK, que tiene la siguiente secuencia 15
parcial de aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO:23:

            
en la que 
X1 y X2 representan independientemente entre sí un aminoácido arbitrario; y 
X

3
 representa un aminoácido distinto de Cys.20

Se prefiere especialmente un procedimiento de acuerdo con la definición dada más arriba, en cuyo caso la 
secuencia codificadora de metK codifica una proteína con actividad de metK, abarcando la proteína una secuencia
de aminoácidos de desde Met1 hasta Ala407 de acuerdo con la SEQ ID NO: 22 o una secuencia de aminoácidos 
homóloga con respecto a ésta, que representa una proteína con una equivalencia funcional.25

La secuencia codificadora de metK, empleada conforme al invento, abarca de manera preferida 

una secuencia codificadora de acuerdo con la SEQ ID NO: 21 o una secuencia de nucleótidos homóloga con 
respecto a ésta, que codifica una proteína con actividad de metK.30

La secuencia codificadora de metK es un ADN o un ARN replicable en bacterias corineformes o integrado de 
manera estable en el cromosoma.

De acuerdo con una forma de realización preferida, el procedimiento conforme al invento se lleva a cabo 35
a) empleando una cepa de bacterias transformada con un vector plasmídico, que lleva por lo menos una copia
de la secuencia codificadora de metK bajo el control de unas secuencias reguladoras, o
b) empleando una cepa, en la que se había integrado la secuencia codificadora de metK en el cromosoma de 
la bacteria.

40
Se prefieren especialmente unas cepas con la definición arriba mencionada, en las que adicionalmente se había 
eliminado total o parcialmente la actividad de la enzima metK de tipo silvestre, tal como p.ej. mediante supresión 
(deleción) de la secuencia codificadora de la enzima de tipo silvestre.

Además puede ser deseable fermentar unas bacterias, en las que adicionalmente se ha reforzado por lo menos otro45
gen de la ruta de biosíntesis del deseado producto químico fino que contiene azufre; y/o en las que se ha 
desconectado por lo menos parcialmente una ruta metabólica, que disminuye la formación de L-metionina.

De acuerdo con otra forma de realización del procedimiento conforme al invento, se fermentan por lo tanto unas 
bacterias corineformes, en las que se ha sobreexpresado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes, que se 50
escogen entre 

    1) el gen lysC, que codifica una aspartato cinasa,
    2) el gen asd, que codifica una asparato-semialdehído deshidrogenasa,
    3) el gen gap, que codifica la glicerolaldehído-3-fosfato deshidrogenasa,55
    4) el gen pgk, que codifica la 3-fosfoglicerato cinasa,
    5) el gen pyc, que codifica la piruvato carboxilasa,
    6) el gen tpi, que codifica la triosafosfato isomerasa,
    7) el gen metA, que codifica la homoserina O-acetiltransferasa,
    8) el gen metB, que codifica la cistationina-gamma sintasa,60
    9) el gen metC, que codifica la cistationina-gamma liasa,
   10) el gen metH, que codifica la metionina sintasa,
   11) el gen glyA, que codifica la serina hidroximetiltransferasa,
   12) el gen metY, que codifica la O-acetilhomoserina sulfhidrilasa,
   13) el gen metF, que codifica la metilentetrahidrofolato reductasa,65
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   14) el gen serC, que codifica la fosfoserina aminotransferasa,
   15) el gen serB, que codifica la fosfoserina fosfatasa,
   16) el gen cysE, que codifica la serina acetil-transferasa,
   17) el gen cysK, que codifica la cisteína sintasa,
   18) el gen hom, que codifica la homoserina deshidrogenasa.5

De acuerdo con otra forma de realización del procedimiento conforme al invento se fermentan unas bacterias 
corineformes, en las que se ha mutado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes, que se escogen entre 
genes de los conjuntos 1) hasta 18) arriba mencionados, de tal manera que las correspondientes proteínas, 
comparadas con unas proteínas no mutadas, sean influidas en su actividad en una más pequeña medida o no sean 10
influidas en absoluto por los metabolitos del metabolismo, y que no sea perjudicada en particular la producción 
conforme al invento de L-metionina, o de tal manera que sea aumentada su actividad enzimática específica.

De acuerdo con otra forma de realización del procedimiento conforme al invento, se fermentan unas bacterias 
corineformes, en las que se ha debilitado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes, escogidos entre15
   19) el gen thrB, que codifica la homoserina cinasa,
   20) el gen ilvA, que codifica la treonina deshidratasa,
   21) el gen thrC, que codifica la treonina sintasa,
   22) el gen ddh, que codifica la meso-diaminopimelato D deshidrogenasa, 
   23) el gen pck, que codifica la fosfoenolpiruvato carboxicinasa,20
   24) el gen pgi, que codifica la glucosa-6-fosfato isomerasa,
   25) el gen poxB, que codifica la piruvato oxidasa,
   26) el gen dapA, que codifica la dihidropicolinato sintasa,
   27) el gen dapB, que codifica la dihidropicolinato reductasa; o
   28) el gen lysA, que codifica la diaminopicolinato descarboxilasa, 25
en particular mediante disminución de la tasa de expresión del correspondiente gen.

De acuerdo con otra forma adicional de realización del procedimiento conforme al invento, se fermentan unas 
bacterias corineformes, en las que se ha mutado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes de los conjuntos 
19) hasta 28) anteriores, de tal manera que la actividad enzimática de la correspondiente proteína sea disminuida30
parcial o totalmente.

De manera preferida, en el procedimiento conforme al invento se emplean unos microorganismos de la especie 
Corynebacterium glutamicum.

35
Otro objeto del invento se refiere a un procedimiento para la producción de un aditivo en piensos para animales que 
contiene L-metionina a partir de caldos de fermentación, el cual comprende las siguientes etapas
    a) cultivación y fermentación de un microorganismo que produce L-metionina, con una actividad disminuida de 

metK de acuerdo con la definición arriba mencionada, en un medio de fermentación;
    b) eliminación de agua a partir del caldo de fermentación que contiene L-metionina;40
    c) eliminación de la biomasa formada durante la fermentación en una proporción de 0 a 100 % en peso; y
    d) desecación del caldo de fermentación obtenido de acuerdo con b) y/o c), con el fin de obtener el aditivo en 

piensos para animales en la deseada forma de un polvo o granulado.

La descripción se refiere además a unos polinucleótidos aislados, que codifican un polipéptido con una actividad 45
disminuida de metK de acuerdo con la definición dada más arriba; así como a unos mutantes de metK con una 
actividad disminuida, que son codificados por estos polinucleótidos.

Además, son un objeto de la descripción unas bacterias corineformes recombinantes, que expresan un gen metK
mutado de acuerdo con la definición dada más arriba, y en particular aquellas bacterias corineformes recombinantes 50
que ya no expresan la enzima metK de tipo silvestre.

Las bacterias corineformes recombinantes muestran, en comparación con la correspondiente cepa de tipo silvestre,
por lo menos una de las siguientes características:
    a) un más pequeño título intracelular de S-adenosil-metionina,55
    b) una más pequeña concentración intracelular de la S-adenosil-metionina sintasa, o
    c) una actividad más pequeña de la S-adenosil-metionina sintasa, determinada con ayuda de la tasa de 

formación de S-adenosil-metionina;
   y adicionalmente de manera eventual por lo menos una de las siguientes características:
    d) una actividad mejorada de metY, o60
    e) una cantidad aumentada de L-metionina.
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Descripción detallada del invento

a) Conceptos generales

Como proteínas con la actividad biológica de la "S-adenosil-metionina sintasa", que se menciona de manera 5
abreviada también como metK (E.C.2.5.1.6), se designan aquellas proteínas, que están en situación de convertir 
químicamente a la L-metionina y al ATP en S-adenosil-metionina. Para un experto en la especialidad son conocidos 
otros detalles de la proteína metK. La actividad enzimática de metK se puede detectar mediante ensayos 
enzimáticos, unas prescripciones para ello se encuentran en la cita de: Markham, G.D. y colaboradores (1983) 
Methods in Enzymology 94:219-222.10

Dentro del marco del presente invento, los conceptos de "L-metionina" y "metionina" abarcan también a las 
correspondientes sales, tales como p.ej. el hidrocloruro de metionina o el sulfato de metionina.

El concepto de "polinucleótidos" designa por lo general a polirribonucleótidos (ARN) y a polidesoxirribonucleótidos 15
(ADN), pudiéndose tratar de unos ARN o ADN no modificados o de unos ARN o ADN modificados.

Por el concepto de "polipéptidos" se entienden conforme al invento péptidos o proteínas, que contienen dos o más 
aminoácidos unidos a través de enlaces peptídicos.

20
El concepto de "metabolito del metabolismo" designa a unos compuestos químicos, que se presentan en el 
metabolismo de organismos como productos intermedios o también finales y que, junto a su propiedad como 
eslabones químicos, también pueden tener un efecto modulador sobre ciertas enzimas y sobre su actividad 
catalítica. En este caso, a partir de la bibliografía es conocido el hecho de que tales metabolitos del metabolismo
pueden actuar sobre la actividad de ciertas enzimas, tanto inhibiéndola como también estimulándola (Biochemistry, 25
Stryer, Lubert, 1995 W. H. Freeman & Company, Nueva York, Nueva York). En la bibliografía se ha descrito también 
que, mediante ciertas medidas técnicas, tales como una mutación del ADN genómico mediante radiación UV 
(ultravioleta), radiación ionizante o sustancias mutágenas y una subsiguiente selección en cuanto a determinados 
fenotipos, es posible producir en organismos unas enzimas tales, en las que se había modificado la influencia por 
medio de metabolitos del metabolismo (Sahm H., Eggeling L., de Graaf A. A. Biological Chemistry 381 (9-10):899-30
910, 2000; Eikmanns BJ., Eggeling L., Sahm H., Antonie van Leeuwenhoek. 64:145-63, 1993-94). Estas propiedades 
modificadas se pueden conseguir también mediante unas medidas técnicas deliberadas. En este contexto, es 
conocido para un experto en la especialidad el hecho de modificar en genes para enzimas también deliberadamente 
a determinados nucleótidos del ADN que codifica la proteína, de tal manera que la proteína resultante a partir de la 
secuencia expresada de ADN tenga unas determinadas propiedades nuevas. Así, por ejemplo, se puede conseguir 35
que el efecto modulador de metabolitos del metabolismo sea modificado frente al de la proteína no modificada. Las 
enzimas pueden ser influidas en su actividad también de tal manera que se llegue a una disminución de la velocidad
de reacción, o a una modificación de la afinidad frente a la del substrato.

Los conceptos de "expresar" o respectivamente "reforzamiento" o "sobreexpresión" describen, dentro del contexto 40
del invento, la producción o respectivamente el aumento de la actividad intracelular de una o varias enzimas en un 
microorganismo, que es/son codificada(s) por el correspondiente ADN. Para esto, se puede, por ejemplo, incorporar
un gen en un organismo, reemplazar un gen presente por otro gen distinto, aumentar el número de copias del gen o 
respectivamente de los genes, utilizar un promotor fuerte o utilizar un gen, que codifica una correspondiente enzima 
con una alta actividad, y eventualmente se pueden combinar estas medidas técnicas.45

Los conceptos de "debilitar" y "disminuir" describen, dentro del contexto del invento, el debilitamiento o la 
disminución de la actividad intracelular de una o varias enzimas en un microorganismo, que es/son codificada(s) por 
el correspondiente ADN. Para esto, se puede, por ejemplo, suprimir un gen en un organismo, reemplazar un gen 
presente por otro gen distinto, disminuir el número de copias de un transcrito del gen o respectivamente de los 50
genes, utilizar un promotor débil o utilizar un gen, que codifica una correspondiente enzima con una actividad más 
baja, y eventualmente se pueden combinar estas medidas técnicas.

La "actividad disminuida" de un mutante conforme al invento de la S-adenosil-metionina sintasa o de un equivalente 
funcional se puede determinar mediante la comparación con la actividad de la S-adenosil-metionina sintasa natural, 55
tal como p.ej. la procedente de Corynebacterium glutamicum de tipo silvestre, ATCC 13032. de manera adecuada, 
para esto se aportan unos plásmidos, que se replican en Corynebacterium glutamicum, y que llevan los genes para 
mutantes de la S-adenosil-metionina sintasa, mediante transformación p.ej. en el seno de Corynebacterium 
glutamicum de tipo silvestre, ATCC 13032. Además, se introducen unos correspondientes plásmidos en 
Corynebacterium glutamicum de tipo silvestre, ATCC 13032, que expresan la enzima de tipo silvestre S-adenosil-60
metionina sintasa. Los transformantes de Corynebacterium glutamicum obtenidos de tal manera son cultivados en 
medios apropiados y cosechados en la fase logarítmica del crecimiento con la misma DO600 (Densidad Óptica a 600 
nm). Después de esto, a partir de las células cosechadas de ambos transformantes se producen extractos de 
proteínas, según unos protocolos conocidos. Unas cantidades iguales de estos extractos de proteínas (después de 
la determinación de las proteínas) se emplean entonces en un ensayo de la S-adenosil-metionina sintasa según 65
Markham, G.D. y colaboradores (1983) Methods in Enzymology 94: 219-222. La radiactividad de la S-adenosil-
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metionina formada se determina en un contador de escintilación. Tomando en cuenta la actividad específica de la L-
metionina radiactiva, así como la cantidad empleada de proteínas, la tasa de la formación de S-adenosil-metionina 
se puede determinar a partir del aumento de la radiactividad incorporada por unidad de tiempo. Su unidad se 
expresa como µmol de S-adenosil-metionina/min*mg de proteína. Esta tasa puede ser comparada entre la enzima
de tipo silvestre y la enzima mutante. Según el mismo principio, partiendo de otras enzimas de tipo silvestre con una 5
actividad de S-adenosil-metionina sintasa, se pueden producir unos mutantes útiles conformes al invento.

Una "actividad disminuida" conforme al invento se presenta en particular cuando la actividad específica del mutante 
haya disminuido hasta una actividad restante de aproximadamente 1 a 90 %, de manera preferida de 3 a 70 %, tal 
como p.ej. de 5 a 10 % de la actividad del tipo silvestre.10

b) Proteínas metK descritas

Las secuencias descritas de polinucleótidos codifican unas proteínas con una actividad modificada, en particular 
disminuida, de S-adenosil-metionina sintasa, de acuerdo con la definición arriba mencionada.15

De manera preferida, los mutantes útiles conformes al invento son accesibles por sustitución de uno o varios restos
de cisteína conservados dentro de la secuencia de aminoácidos de la metK de bacterias gram positivas y/o gram 
negativas, o en particular de bacterias corineformes. Los restos de cisteína conservados son fácilmente 
comprobables con ayuda de alineaciones de secuencias. Como ejemplos no restrictivos de restos Cys conservados 20
en S-adenosil-metionina sintasas procedentes de bacterias se han de mencionar los Cys24 y Cys94 de la enzima de 
C. glutamicum, que se encuentran en un gran número de bacterias.

En un conjunto preferido de mutantes, los Cys24 y/o Cys94 (según el metK procedente de C. glutamicum ATCC
13032) han sido reemplazados por un aminoácido distinto del Cys, de manera preferida por alanina, con lo que se 25
disminuye la actividad enzimática del modo antes mencionado.

Unos "equivalentes funcionales" o compuestos análogos a los polipéptidos divulgados en concreto son dentro del 
marco de la presente descripción unos polipéptidos distintos de éstos, que siguen poseyendo la actividad biológica 
deseada, tal como p.ej. una especificidad para un cierto substrato.30

Por el concepto de "equivalentes funcionales" se entienden conforme al invento en particular unos mutantes, que en 
por lo menos una de las posiciones antes mencionadas de la secuencia tienen un aminoácido distinto del 
aminoácido mencionado en concreto, pero que poseen de todas formas una de las actividades biológicas arriba 
mencionadas. El concepto de "equivalentes funcionales" abarca por consiguiente a los mutantes obtenibles por una 35
o varias adiciones, sustituciones, supresiones (deleciones) y/o inversiones de aminoácidos, pudiendo aparecer las 
modificaciones mencionadas en cualquier posición de la secuencia, siempre y cuando que ellas conduzcan a un 
mutante con el perfil de propiedades conforme al invento. Una equivalencia funcional se presenta en particular 
también cuando los modelos de reactividades entre un mutante y un polipéptido no modificado coincidan 
cualitativamente, es decir que por ejemplo, los mismos substratos sean convertidos químicamente con una diversa40
velocidad.

Los "equivalentes funcionales" abarcan naturalmente también unos polipéptidos que son accesibles a partir de otros 
organismos, así como unas variantes que se presentan en la naturaleza. Por ejemplo, mediante una comparación de 
secuencias se pueden establecer unas zonas de regiones de secuencias homólogas, y apoyándose en los 45
antecedentes concretos del invento, se pueden determinar unas enzimas equivalentes.

Los "equivalentes funcionales" abarcan asimismo unos fragmentos, de manera preferida dominios o motivos de 
secuencias individuales, de los polipéptidos conformes al invento, que tienen p.ej. la función biológica deseada.

50
Son "equivalentes funcionales" además unas proteínas de fusión, que tienen una de las secuencias de polipéptidos 
arriba mencionadas o unos equivalentes funcionales derivados de éstas, y por lo menos otra secuencia heteróloga, 
funcionalmente distinta de éstas, en unión funcional por el extremo de N o C (es decir sin ningún perjuicio funcional 
esencial recíproco de las partes de las proteínas de fusión). Unos ejemplos no limitativos de tales secuencias 
heterólogas son p.ej. péptidos de señal, enzimas, inmunoglobulinas, antígenos superficiales, receptores o ligandos55
de receptores.

Unos "equivalentes funcionales" abarcados conjuntamente conforme al invento, son unos homólogos con respecto a 
las proteínas concretamente divulgadas. Éstos poseen por lo menos un 20 %, 30 % o aproximadamente un 40 %, 
50 %, de manera preferida por lo menos aproximadamente un 60 %, 65 %, 70 % o 75 %, en particular por lo menos 60
un 85 % tal como p.ej. un 90 %, 95 % o 99 %, de homología con respecto a una de las secuencias divulgadas 
concretamente, calculado según el algoritmo de Pearson y Lipman, Proc. Natl., Acad, Sci (USA) 85(8), 1988, 2444-
2448.

Los mutantes y análogos funcionales contienen la secuencia parcial característica65
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de acuerdo con la definición arriba mencionada; representando X3 un aminoácido distinto de Cys, introducido 
mediante mutación, en particular alanina. X3 corresponde al Cys94 de la secuencia de metK de tipo silvestre de C. 
glutamicum (SEQ ID NO:16). X2 representa de manera preferida Ala, Glu, Asp, Asn o Arg; y X1 representa de 5
manera preferida Gly, Cys, Ser o Ala.

Ciertos homólogos de las proteínas o los polipéptidos que se han descrito pueden ser producidos mediante 
mutagénesis, p.ej. mediante una mutación puntual o un acortamiento de la proteína. El concepto de "homólogo", tal 
como se utiliza aquí, se refiere a una forma variante de la proteína, que actúa como un agonista o antagonista de la 10
actividad de la proteína.

Ciertos homólogos de las proteínas descritas pueden ser identificados mediante escrutinio de bancos combinatorios
de mutantes, tales como p.ej. de mutantes por acortamiento. Por ejemplo, un banco variopinto de variantes de 
proteínas se puede producir mediante una mutagénesis combinatoria en el plano de los ácidos nucleicos, tal como 15
p.ej. mediante una ligación enzimática de una mezcla de oligonucleótidos sintéticos. Existe un gran número de 
procedimientos, que se pueden utilizar para la producción de bancos de homólogos potenciales a partir de una 
secuencia degenerada de oligonucleótidos. La síntesis química de una secuencia degenerada de un gen se puede 
llevar a cabo en un equipo automático de síntesis de ADN, y el gen sintético se puede ligar entonces dentro de un 
vector de expresión adecuado. La utilización de un conjunto degenerado de genes hace posible la puesta a 20
disposición de todas las secuencias en una mezcla, que codifican el conjunto deseado de secuencias proteínicas 
potenciales. Unos procedimientos para la síntesis de oligonucleótidos degenerados son conocidos para un experto 
en la especialidad (p.ej. a partir de las citas de Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura y colaboradores (1984) 
Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura y colaboradores, (1984) Science 198:1056.; Ike y colaboradores (1983) Nucleic 
Acids Res. 11:477).25

Adicionalmente, se pueden utilizar bancos de fragmentos del codón de proteínas, con el fin de producir una 
población variopinta de fragmentos de proteínas para el escrutinio y la subsiguiente selección de homólogos de una 
proteína conforme al invento. En el caso de una forma de realización, se puede producir un banco de fragmentos 
codificadores de secuencias por tratamiento de un fragmento bicatenario de PCR de una secuencia codificadora con 30
una nucleasa, en unas condiciones, bajo las que la rotura de una monocadena de ADN (en inglés "nicking") se 
efectúa aproximadamente sólo una vez por cada molécula, desnaturalización del ADN bicatenario, renaturalización 
del ADN mediando formación de un ADN bicatenario, que puede abarcar los pares de sentido/antisentido de 
diferentes productos rotos de una monocadena de ADN, mediante eliminación de segmentos monocatenarios a 
partir de unos duplicados que se han formado de nuevas mediante tratamiento con una nucleasa S1 y ligación del 35
resultante banco de fragmentos en un vector de expresión. Por medio de este procedimiento se puede deducir un 
banco de expresión, que codifica unos fragmentos terminales de N y terminales de C e internos con diferentes 
tamaños de la proteína conforme al invento.

Dentro del estado de la técnica se conocen varias técnicas para realizar la mutagénesis de genes: veánse las citas40
de Coco, WM y colaboradores 2001. DNA shuffling method for generating highly recombined genes and evolved
enzymes [Método de barajadura de los ADN para generar genes altamente recombinados y enzimas desarrolladas]. 
Nature Biotechnol. 19:354-359; el documento de patente alemana de 19953854; de Leung DW y colaboradores
1989. A method for random mutagenesis of a defined DNA segment using a modified polymerase chain reaction [Un 
método para la mutagenesis aleatoria de un segmento definido de ADN por uso de una modificada reacción en 45
cadena de la polimerasa]. Technique 1:11-15; de Stemmer WPC 1994. DNA shuffling by random fragmentation and 
reassembly: in vitro recombination for molecular evolution [Barajadura de los ADN mediando fragmentación y 
reensamblaje aleatoria/o: recombinación in vitro para la evolución molecular]. Proc. Natl. Acad. Sci USA 91:10747-
10751; y documento de patente de los EE.UU. US 5811238. Estos procedimientos se pueden emplear para la 
producción de mutantes útiles conformes al invento.50

Dentro del estado de la técnica se conocen varias técnicas para realizar el escrutinio de productos génicos de 
bancos combinatorios, que han sido producidos mediante mutaciones puntuales o acortamiento, y para el escrutinio
de bancos de ADNc (cromosómicos) en cuanto a productos génicos con una propiedad escogida. Estas técnicas se 
pueden adaptar al escrutinio rápido de los bancos de genes, que han sido producidos por mutagénesis combinatoria55
de homólogos conformes al invento. Las técnicas más frecuentemente utilizadas para el escrutinio de grandes 
bancos de genes, que son sometidos a un análisis con un alto caudal de paso, abarcan la clonación del banco de 
genes en vectores de expresión replicables, la transformación de las células adecuadas con el resultante banco de 
vectores y la expresión de los genes combinatorios en unas condiciones, bajo las que la detección de la actividad 
deseada facilita el aislamiento del vector, que codifica el gen, cuyo producto había sido detectado. La mutagénesis60
de conjunto recursivo (en inglés Recursive-Ensemble-Mutagenesis (REM)), que es una técnica que aumenta la 
frecuencia de mutantes funcionales en los bancos, se puede utilizar en combinación con los ensayos de escrutinio,
con el fin de identificar a ciertos homólogos (Arkin y Yourvan (1992) PNAS 89:7811-7815; Delgrave y colaboradores
(1993) Protein Engineering 6(3):327-331.

65
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c) Polinucleótidos descritos

Asimismo, son objeto de la descripción unas secuencias de ácidos nucleicos (secuencias de ADN y ARN mono- y 
bicatenarios, tales como p.ej. un ADNc (cromosómico) y un ARNm (mensajero)), que codifican una enzima metK y 
sus equivalentes funcionales, que son accesibles p.ej. también mediando utilización de compuestos artificiales5
análogos a nucleótidos.

La descripción se refiere tanto a unas moléculas aisladas de ácidos nucleicos, que codifican los polipéptidos o 
respectivamente las proteínas que se han mencionado o unos segmentos biológicamente activos de éstos/as, así 
como unos fragmentos de ácidos nucleicos, que se pueden utilizar p.ej. como sondas de hibridación o como 10
cebadores para la identificación o amplificación de ácidos nucleicos codificadores conformes al invento.

Las moléculas descritas de ácidos nucleicos pueden contener además unas secuencias no traducidas de los
extremos 3' y/o 5' de la región codificadora del gen.

15
Una molécula "aislada" de ácido nucleico es separada con respecto de otras moléculas de ácidos nucleicos, que 
están presentes en la fuente natural del ácido nucleico y ella puede estar además esencialmente exenta de otro 
material celular o medio de cultivo, cuando ella se produce por medio de técnicas recombinantes, o puede estar 
exenta de compuestos precursores químicos o de otros productos químicos, cuando es sintetizada por vía química.

20
La descripción abarca además a las moléculas de ácidos nucleicos complementarias con respecto a las secuencias
de nucleótidos concretamente descritas o a un segmento de éstas.

Las descritas secuencias de nucleótidos hacen posible la producción de sondas y cebadores, que son utilizables 
para la identificación y/o clonación de secuencias homólogas en otros tipos de células y organismos. Tales sondas o 25
respectivamente cebadores abarcan habitualmente una región de secuencia de nucleótidos, que se hibrida en 
condiciones rigurosas con por lo menos aproximadamente 12, de manera preferida por lo menos aproximadamente 
25, tal como p.ej. aproximadamente 40, 50 o 75 nucleótidos consecutivos de una cadena de sentido de una 
secuencia de ácido nucleico conforme al invento o de una correspondiente cadena de antisentido.

30
Otras secuencias descritas de ácidos nucleicos se derivan de la SEQ ID NO:21 y se diferencian de ésta por adición, 
sustitución, inserción o supresión (deleción) de nucleótidos individuales o de varios de ellos, pero siguen codificando 
unos polipéptidos con el deseado perfil de propiedades. Éstos pueden ser unos polinucleótidos, que son idénticos a 
las secuencias arriba mencionadas en por lo menos aproximadamente un 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 80 % o 
90 %, de manera preferida en por lo menos aproximadamente un 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % de las posiciones35
de la secuencia.

La descripción abarca también a las secuencias de ácidos nucleicos que comprenden unas denominadas 
mutaciones mudas, o que correspondientemente al aprovechamiento de codones de un organismo original o 
anfitrión especial, han sido modificadas en comparación con una secuencia mencionada en concreto, al igual que 40
unas variantes que se presentan en la naturaleza, tales como p.ej. variantes alélicas, de éstas. Asimismo son objeto 
unas secuencias obtenibles mediante sustituciones conservadoras de nucleótidos (es decir, en las que el respectivo 
aminoácido ha sido reemplazado por un aminoácido con la misma carga, tamaño, polaridad y/o solubilidad).

Son objeto de la descripción también las moléculas que se derivan mediante polimorfismos de las secuencias de los 45
ácidos nucleicos concretamente divulgados. Estos polimorfismos genéticos pueden existir entre individuos dentro de 
una población a causa de la variación natural. Estas variaciones naturales dan lugar usualmente a una varianza de 
un 1 a 5 % en la secuencia de nucleótidos de un gen.

Además, la descripción abarca también unas secuencias de ácidos nucleicos, que se hibridan con las secuencias 50
codificadoras arriba mencionadas o que son complementarias con respecto a éstas. Estos polinucleótidos se pueden 
encontrar en el caso de un escrutinio a fondo de bancos genómicos o de ADNc y eventualmente multiplicar mediante 
una PCR (reacción en cadena de la polimerasa) a partir de éstos con unos cebadores adecuados, y a continuación 
aislar, por ejemplo con unas sondas adecuadas. Otra posibilidad la ofrecen la transformación de microorganismos 
adecuados con los polinucleótidos o vectores, la multiplicación (reproducción) de los microorganismos y por 55
consiguiente de los polinucleótidos, y su subsiguiente aislamiento. Además de esto, los polinucleótidos se pueden 
sintetizar también por vía química.

Por la propiedad, de poderse "hibridar" con polinucleótidos, se entiende la capacidad de un poli- u oligonucleótido de 
unirse en condiciones rigurosas a una secuencia casi complementaria, mientras que en estas condiciones no tienen 60
lugar unas uniones inespecíficas entre partícipes no complementarios. Para este fin, las secuencias deberían ser 
complementarias en un 70-100 %, de manera preferida en un 90-100 %. La propiedad de las secuencias 
complementarias, de poder unirse específicamente unas con otras, se aprovecha por ejemplo en la técnica por 
transferencia de borrón Northern o Southern o en el caso de la unión con cebadores en una PCR o RT-PCR
(reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa). Usualmente, a este fin se emplean oligonucleótidos 65
con una longitud a partir de 30 pares de bases. Por el concepto de "en condiciones rigurosas" se entiende, por 
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ejemplo, en la técnica por transferencia de borrón Northern, la utilización de una solución de lavado con una 
temperatura de 50 - 70°C, de manera preferida de 60 - 65°C, por ejemplo de un tampón 0,1 x SSC con 0,1 % de 
SDS (20 x SSC; NaCl 3 M), citrato de Na 0,3 M, valor del pH 7,0) para realizar la elución de sondas de ADNc o de 
oligonucleótidos hibridadas/os inespecíficamente. En este caso, tal como se ha mencionado más arriba, sólo 
permanecen unidos unos con otros los ácidos nucleicos que son complementarios en alta medida. El ajuste de unas 5
condiciones rigurosas es conocido para un experto en la especialidad y se ha descrito p.ej. en la cita de Ausubel y 
colaboradores, Current Protocols in Molecular Biology [Protocolos Actuales en la Biología Molecular], John Wiley & 
Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6.

d) Aislamiento de los genes metK codificadores y de otros genes10

Los genes metK, que codifican la enzima S-adenosil-metionina sintasa (EC 2.5.1.6), son aislables de un modo de 
por sí conocido.

Para el aislamiento de los genes metK o también de otros genes de otros organismos se establece primeramente un 15
banco de genes de este organismo en Escherichia coli (E. coli). El establecimiento de bancos de genes se ha 
descrito detalladamente en unos libros de texto y manuales, que son conocidos por lo general. Como ejemplos de 
ellos se mencionarán el libro de texto de Winnacker: Gene und Klone, Eine Einführung in die Gentechnologie [Genes 
y clones, una introducción en la tecnología genética] (Verlag Chemie, Weinheim, Alemania, 1990), o el manual de 
Sambrook y colaboradores: Molecular Cloning, A Laboratory Manual [Clonación molecular, un manual de laboratorio]20
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989). Un banco de genes muy conocido es el de la cepa W3110 K-12 de E. 
coli, que fue establecido por Kohara y colaboradores (Cell 50, 495-508 (198))) en vectores λ.

Para la producción de un banco de genes en E. coli se pueden utilizar unos cósmidos, tales como el vector 
cosmídico SuperCos I (Wahl y colaboradores (1987), Proceedings of the National Academy of Sciences USA [Actas25
de la Academia Nacional de Ciencias de los EE.UU.] 84: 2160-2164), pero también unos plásmidos, tales como el 
pBR322 (Bolivar; Life Sciences. 25, 807-818 (1979)) o el pUC9 (Vieira y colaboradores, 1982, Gene, 19: 259-268). 
Como anfitriones se adecuan en particular aquellas cepas de E. coli, que son defectuosas en cuanto a la restricción 
y la recombinación. Un ejemplo de éstas es la cepa DH5αmcr, que fue descrita por Grant y colaboradores
(Proceedings of the National Academy of Sciences USA, 87 (1990) 4645-4649). Los largos fragmentos de ADN 30
clonados con ayuda de cósmidos se pueden subclonar a continuación por su parte en vectores habituales,
adecuados para la secuenciación y a continuación secuenciar, tal como se ha descrito p.ej. en la cita de Sanger y 
colaboradores (Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 74: 5463-5461, 
1977).

35
Las secuencias de ADN obtenidas pueden ser investigadas entonces con los algoritmos conocidos o 
respectivamente con programas de análisis de secuencias, tales como p.ej. el de Staden (Nucleic Acids Research 
(1986) 14, 217-232), el de Marck (Nucleic Acids Research (1988) 16, 1829-1836) o el programa GCG de Butler 
(Methods of Biochemical Analysis (1998) 39, 74-97).

40
Unas instrucciones para la identificación de secuencias de ADN mediante una hibridación las encontrará un experto 
en la especialidad, entre otros lugares, en el manual "The DIG·System Users Guide for Filter Hybridization" [La guía
de los usuarios del sistema DIG para la hibridación en filtros de la entidad Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, 
Alemania 1993) y en la cita de Liebl y colaboradores (International Journal of Systematic Bacteriology (1991) 41: 
255-260). Unas instrucciones para realizar la amplificación de secuencias de ADN con ayuda de la reacción en 45
cadena de la polimerasa (PCR) las encontrará un experto en la especialidad, entre otros lugares, en el manual de
Gait: Oligonukleotide synthesis: A Practical Approach [Síntesis de oligonucleótidos, un enfoque práctico] (IRL Press, 
Oxtord, GB, 1984) y en la cita de Newton y Graham: PCR (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Alemania, 
1994).

50
Además, es conocido que ciertas modificaciones junto a los terminales de N y/o de C de una proteína no pueden 
perjudicar esencialmente a su función o incluso pueden estabilizarla. Unos datos acerca de esto los encontrará un 
experto en la especialidad, entre otros lugares, en las citas de Ben-Bassat y colaboradores (1987) Journal of 
Bacteriology 169: 751-757, de O'Regan y colaboradores (1989) Gene 77: 237-251, de Sahin-Toth y colaboradores
(1994) Protein Sciences 3: 240-247, y de Hochuli y colaboradores (1988) Biotechnology 6: 1321-1325, y en los 55
conocidos libros de texto de genética y biología molecular.

e) Células anfitrionas utilizadas

Para el procedimiento conforme al invento se utilizan de manera preferida bacterias corineformes, cuya actividad de 60
metK disminuida es detectable a través de por lo menos una de las siguientes propiedades:

a) un título intracelular de S-adenosil-metionina más pequeño en comparación con el de la cepa de tipo 
silvestre;

   b) una concentración intracelular más pequeña de la S-adenosil-metionina sintasa (menos cantidad de S-
adenosil-metionina sintasa, referida a la proteína total); o65
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   c) una actividad intracelular más pequeña de S-adenosil-metionina sintasa (menos actividad enzimática de S-
adenosil-metionina sintasa, referida al contenido de la proteína S-adenosil-metionina sintasa). 

Todas estas propiedades son determinables de un modo sencillo por un experto en la especialidad, eventualmente 
mediando aprovechamiento de la presente descripción.5

Otros objetos de la descripción conciernen en particular a unos microorganismos que sirven como células 
anfitrionas, en particular unas bacterias corineformes, que contienen un vector, en particular un vector pendulante o 
un vector plasmídico, que lleva por lo menos un gen metK con la definición conforme al invento, o en las que se 
expresa un gen metK conforme al invento con una actividad disminuida.10

Estos microorganismos pueden producir productos químicos finos que contienen azufre, p.ej. L-metionina, a partir de 
glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melaza, un almidón, una celulosa o a partir de glicerol y etanol. Ellos 
son bacterias corineformes, en particular del género Corynebacterium. Dentro del género Corynebacterium se ha de 
mencionar en particular la especie Corynebacterium glutamicum, que es conocida en el mundo especializado por su 15
capacidad de producir L-aminoácidos.

Como ejemplos de cepas adecuadas de bacterias corineformes se exponen las del género Corynebacterium, en 
particular de la especie Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum), tales como 
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032,20
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806,
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870,
Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Corynebacterium melassecola ATCC 17965

25
o
las del género Brevibacterium, tales como 
Brevibacterium flavum ATCC 14067
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869 y
Brevibacterium divaricatum ATCC 14020;30
o unas cepas derivadas de éstas, tales como 
Corynebacterium glutamicum KFCC10065
Corynebacterium glutamicum ATCC21608

que producen asimismo L-metionina o su(s) compuesto(s) precursor(es). (KFCC = Korean Federation of Culture 35
Collection (Federación Coreana de Colección de Cultivos); ATCC = American Type Culture Collection (Colección 
americana de cultivos tipo)

f) Realización de la fermentación conforme al invento
40

Conforme al invento se comprobó que, después de una expresión de un gen metK conforme al invento, las bacterias 
corineformes producen de un modo ventajoso L-metionina.

Con el fin de disminuir la actividad o cantidad de una enzima, p.ej. de la S-adenosil-metionina sintasa, metK, un 
experto en la especialidad puede ejecutar diferentes medidas técnicas individualmente o en combinaciones. 45
Mediante una reducción de la frecuencia de transcripción del gen, que codifica la proteína conforme al invento, se 
puede disminuir la concentración de la correspondiente proteína. Esto lo puede conseguir un experto en la 
especialidad mediante modificación o intercambio de la región promotora o de regulación, así como del sitio de 
fijación a ribosomas del gen codificador. Corriente abajo de la región codificadora, un experto en la especialidad 
puede modificar unos terminadores o introducir unas secuencias, que conducen a una estabilidad disminuida del 50
transcrito. Estas medidas que disminuyen la duración de vida del ARNm, hacen posible disminuir la expresión de la 
respectiva proteína y, por consiguiente, su concentración.

En el plano de la enzima expresada, unas secuencias fusionadas pueden conducir a una tasa aumentada de 
degradación y por consiguiente asimismo a una disminución de la concentración de la proteína. Además, un experto 55
en la especialidad, mediante una mutagénesis deliberada o no dirigida del gen codificador, puede modificar la 
actividad, la afinidad para el substrato y la especificidad para el substrato. Las enzimas pueden ser influidas en su 
actividad por medio de mutaciones en los correspondientes genes de tal manera que se llegue a una disminución 
parcial o completa de la velocidad de reacción de la reacción enzimática. Ejemplos de tales mutaciones son 
conocidos para un experto en la especialidad (Motoyama H. Yano H. Terasaki Y. Anazawa H. Applied & 60
Environmental Microbiology. 67:3064-70, 2001, Eikmanns BJ. Eggeling L Sahm H. Antonie van Leeuwenhoek. 
64:145-63, 1993-94). Unos mutantes de la proteína pueden conducir también a una homo- o heteromultimerización 
disminuida o impedida de complejos enzimáticos, y por ello, asimismo, a un empeoramiento de las propiedades 
enzimáticas.

65
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Unos genes modificados de tal modo pueden presentarse integrados o bien en plásmidos o de manera preferida en 
el cromosoma. En este caso, el gen original, no modificado de esta manera, puede estar todavía adicionalmente 
presente, pero de manera preferida haber sido reemplazado por el gen modificado.

Con el fin de disminuir la actividad de una enzima, p.ej. de la S-adenosil-metionina sintasa (metK), medida en una 5
bacteria corineforme, puede ser suficiente expresar unos genes, que codifican unos equivalentes funcionales, tales 
como unos mutantes producidos artificialmente o unos homólogos naturales de otros organismos. En este caso, el 
gen original puede estar todavía presente de manera adicional, pero preferiblemente puede ser reemplazado por el 
gen modificado o el gen homólogo.

10
Adicionalmente, para la producción de L-metionina por fermentación en bacterias corineformes puede ser ventajoso, 
junto a una expresión de un gen metK conforme al invento, reforzar a una o varias enzimas de la respectiva ruta de 
biosíntesis, de la ruta metabólica de la cisteína, de la síntesis de aspartato-semialdehído, de la glicolisis, de 
reacciones anapleróticas, del metabolismo de pentosa y fosfato, del ciclo del ácido cítrico, o de la exportación de 
aminoácidos.15

Así, para la producción de productos químicos finos que contienen azufre, en particular de L-metionina, puede ser 
reforzado uno o varios de los siguientes genes:
- el gen lysC, que codifica la aspartato cinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 281),
- el gen asd, que codifica una asparato-semialdehído deshidrogenasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN20
NO. 282),
- el gen gap, que codifica la glicerolaldehído-3-fosfato deshidrogenasa (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 
174: 6076-6086), 
- el gen pgk, que codifica la 3-fosfoglicerato cinasa (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 174: 6076-6086),
- el gen pyc, que codifica la piruvato carboxilasa (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 174: 6076-6086),25
- el gen tpi, que codifica la triosafosfato isomerasa (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 174: 6076-6086),
- el gen metA, que codifica la homoserina O-acetiltransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 725).
- el gen metB, que codifica la cistationina-gamma sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3491),
- el gen metC, que codifica la cistationina-gamma liasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3061),
- el gen metH, que codifica la metionina sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1663),30
- el gen glyA, que codifica la serina hidroximetiltransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1110),
- el gen metY, que codifica la O-acetilhomoserina sulfhidrilasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 726),
- el gen metF, que codifica la metilentetrahidrofolato reductasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 
2379),
- el gen serC, que codifica la fosfoserina aminotransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 928)35
- el gen serB, que codifica la fosfoserina fosfatasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 334, SEQ de 
ADN NO. 467, SEQ de ADN NO. 2767), 
- el gen cysE, que codifica la serina acetil-transferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2818),
- el gen cysK, que codifica la cisteína sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2817),
- el gen hom, que codifica la homoserina deshidrogenasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1306)40

Así, para la producción de L-metionina en bacterias corineformes puede ser ventajoso mutar al mismo tiempo por lo 
menos uno de los siguientes genes, de tal manera que las correspondientes proteínas, comparadas con unas
proteínas no mutadas, sean influidas en su actividad sólo en más pequeña medida o no sean influidas por un 
metabolito del metabolismo, o de tal manera que se aumente su actividad específica:45

- el gen lysC, que codifica la aspartato cinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 281),
- el gen pyc, que codifica la piruvato carboxilasa (Eikmanns (1992), Journal of Bacteriology 174: 6076-6086),
- el gen metA, que codifica la homoserina O-acetiltransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 725),
- el gen metB, que codifica la cistationina-gamma sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3491),50
- el gen metC, que codifica la cistationina-gamma liasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3061),
- el gen metH, que codifica la metionina sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1663),
- el gen glyA, que codifica la serina hidroximetiltransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1110),
- el gen metY, que codifica la O-acetilhomoserina sulfhidrilasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 726),
- el gen metF, que codifica la metilentetrahidrofolato reductasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 55
2379),
- el gen serC, que codifica la fosfoserina aminotransferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 928)
- el gen serB, que codifica la fosfoserina fosfatasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 334, SEQ de 
ADN NO. 467, SEQ de ADN NO. 2767), 
- el gen cysE, que codifica la serina acetil-transferasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2818),60
- el gen cysK, que codifica la cisteína sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2817),
- el gen hom, que codifica la homoserina deshidrogenasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 1306)
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Además, para la producción de L-metionina puede ser ventajoso, adicionalmente a la expresión de uno de los genes 
metK conformes al invento, debilitar a uno o varios de los siguientes genes, en particular disminuir su expresión o 
desconectarlo(s):

- el gen thrB, que codifica la homoserina cinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3453)5
- el gen ilvA, que codifica la treonina deshidratasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2328)
- el gen thrC, que codifica la treonina sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3486)
- el gen ddh, que codifica la meso-diaminopimelato D deshidrogenasa (documento EP 1 108 790 A2; DNA-SEO NO. 
3494)
- el gen pck, que codifica la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3157)10
- el gen pgi, que codifica la glucosa-6-fosfato-6-isomerasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 950)
- el gen poxB, que codifica la piruvato oxidasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2873)
- el gen dapA, que codifica la dihidropicolinato sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3476)
- el gen dapB, que codifica la dihidropicolinato reductasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3477)
- el gen lysA, que codifica la diaminopicolinato descarboxilasa (documento EP 1 108 790 A2; DNA- SEQ NO. 3451)15

Además, para la producción de L-metionina puede ser ventajoso, adicionalmente a la expresión de uno de los genes
de metK conformes al invento en bacterias corineformes, mutar al mismo tiempo por lo menos a uno de los 
siguientes genes, de tal manera que la actividad enzimática de la correspondiente proteína sea disminuida parcial o 
totalmente:20

- el gen thrB, que codifica la homoserina cinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3453)
- el gen ilvA, que codifica la treonina deshidratasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2328)
- el gen thrC, que codifica la treonina sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3486)
- el gen ddh, que codifica la meso-diaminopimelato D deshidrogenasa (documento EP 1 108 790 A2; DNA-SEO NO. 25
3494)
- el gen pck, que codifica la fosfoenolpiruvato-carboxicinasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3157)
- el gen pgi, que codifica la glucosa-6-fosfato-6-isomerasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 950)
- el gen poxB, que codifica la piruvato oxidasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 2873)
- el gen dapA, que codifica la dihidropicolinato sintasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3476)30
- el gen dapB, que codifica la dihidropicolinato reductasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 3477)
- el gen lysA, que codifica la diaminopicolinato descarboxilasa (documento EP 1 108 790 A2; SEQ de ADN NO. 
3451)

Además, para la producción de L-metionina puede ser ventajoso, junto a la expresión de un gen metK conforme al 35
invento, desconectar reacciones secundarias indeseadas (Nakayama: "Breeding of Amino Acid Producing 
Microorganisms" [Crianza de microorganismos que producen aminoácidos], en: Overproduction of Microbial Products
[Sobreproducción de productos microbianos], Krumphanzl, Sikyta, Vanek (coordinadores de edición), Academic 
Press, Londres, GB (Gran Bretaña), 1982).

40
Para la consecución de una sobreexpresión, un experto en la especialidad puede adoptar diferentes medidas 
técnicas individualmente o en combinación. Así, se puede aumentar el número de copias de los correspondientes 
genes, o se puede mutar a la región de promotor y de regulación o al sitio de fijación a cromosomas, que se 
encuentra corriente arriba del gen estructural. De igual manera actúan unos casetes de expresión, que son 
incorporados corriente arriba del gen estructural. Mediante unos promotores inducibles es adicionalmente posible 45
aumentar la expresión en el transcurso de la producción por fermentación de L-metionina. Por medio de unas 
medidas técnicas para la prolongación de la duración de vida del ARNm se mejora asimismo la expresión. Además, 
mediante la evitación de la degradación de la proteína enzimática se refuerza asimismo la actividad enzimática. Los 
genes o las construcciones artificiales génicas pueden presentarse o bien en plásmidos con diferentes números de 
copias o ser integrados/as y amplificados/as en un cromosoma. Alternativamente, se puede alcanzar además una 50
sobreexpresión de los correspondientes genes mediante una modificación de la composición de los medios y una 
conducción del cultivo.

Instrucciones acerca de esto las puede encontrar un experto en la especialidad, entre otros lugares, en las citas de 
Martin y colaboradores (Biotechnology 5, 137-146 (1987)), de Guerrero y colaboradores (Gene 138, 35-41 (1994)),55
de Tsuchiya y Morinaga (Bio/Technology 6, 428-430 (1988)), de Eikmanns y colaboradores (Gene 102, 93-98 
(1991)), en el documento EP 0472869, en el documento US 4.601.893, en las citas de Schwarzer y Puhler 
(Biotechnology 9, 84-87 (1991), de Remscheid y colaboradores (Applied and Environmental Microbiology 60,126-132 
(1994), de LaBarre y colaboradores (Journal of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), en el documento WO 
96/15246, en la cita de Malumbres y colaboradores (Gene 134, 15-24 (1993)), en el documento JP-A-10-229891, en 60
las citas de Jensen y Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58,191-195 (1998)), de Makrides (Microbiological
Reviews 60:512-538 (1996) y en conocidos libros de texto de genética y biología molecular.

Objeto del invento son, por lo tanto, también unas construcciones artificiales de expresión que, bajo el control 
genético de secuencias reguladoras de ácidos nucleicos, contienen una secuencia de ácido nucleico, que codifica un 65
polipéptido ya mencionado; así como unos vectores, que abarcan por lo menos una de estas construcciones 

E03732449
05-06-2012

 



14

artificiales de expresión. De manera preferida, tales construcciones artificiales abarcan, corriente arriba del extremo 
5' de la respectiva secuencia codificadora, un promotor, y corriente abajo del extremo 3', una secuencia de 
terminador, así como eventualmente otros elementos reguladores usuales, y ciertamente unidos en cada caso 
operativamente con la secuencia codificadora. Por el concepto de "unión operativa" se entiende la disposición 
secuencial de un promotor, de una secuencia codificadora, de un terminador y eventualmente de otros elementos 5
reguladores, de tal manera que cada uno de los elementos reguladores pueda cumplir su función en el caso de la 
expresión de la secuencia codificadora conforme a las estipulaciones. Ejemplos de secuencias que pueden ser 
unidas operativamente son las secuencias de activación así como unos intensificadores y similares. Otros elementos 
reguladores abarcan marcadores seleccionables, señales de amplificación, orígenes de la replicación y similares. 
Unas secuencias reguladoras adecuadas se han descrito p.ej. en la obra de Goeddel, Gene Expression Technology: 10
Methods in Enzymology [Tecnología de expresión de genes: Métodos en Enzimología] 185, Academic Press, San 
Diego, CA (1990).

Adicionalmente a las secuencias de regulación artificiales, la secuencia de regulación natural puede estar presente 
todavía delante del gen estructural propiamente dicho. Mediante una modificación genética, puede ser desconectada 15
eventualmente esta regulación natural, y la expresión de los genes puede ser aumentada o disminuida. Sin 
embargo, la construcción génica puede estar estructurada también de un modo más sencillo, es decir que no se 
inserte ninguna señal adicional de regulación delante del gen estructural y que no sea eliminado el promotor natural 
con su regulación. En lugar de esto, la secuencia de regulación natural es mutada de tal manera que ya no tenga 
lugar ninguna regulación y que la expresión de los genes sea aumentada o disminuida. Las secuencias de ácidos 20
nucleicos pueden estar contenidas en una o varias copias en la construcción artificial de gen.

Ejemplos de promotores útiles son: los promotores de ddh, amy, lysC, dapA, lysA procedentes de Corynebacterium 
glutamicum, pero también unos promotores gram positivos, tales como los de SPO2, tal como se ha descrito en las 
citas de Bacillus Subtilis and its Closest Relatives [Bacillus Subtilis y sus parientes más próximos], Sonenshein, 25
Abraham L., Hoch, James A., Losick, Richard; ASM Press, Distrito de Columbia, Washington, y de Patek M. 
Eikmanns BJ. Patek J. Sahm H. Microbiology. 142 1297-309, 1996, o sino también los promotores de cos, tac, trp, 
tet, trp-tet, Ipp, lac, Ipp-Iac, laclq, T7, T5, T3, gal, trc, ara, SP6, I-PR- o I-PL, que encuentran uso ventajosamente en 
bacterias gram negativas. Se prefiere también la utilización de promotores inducibles, tales como p.ej. unos 
promotores inducibles por la luz y en particular por la temperatura, tal como el promotor de PrPI. En principio se 30
pueden utilizar todos los promotores naturales con sus secuencias de regulación. Además de esto, se pueden 
utilizar ventajosamente también unos promotores sintéticos.

Las mencionadas secuencias reguladoras deben de hacer posible la expresión deliberada de las secuencias de 
ácidos nucleicos. Esto puede significar, por ejemplo, según sea el organismo anfitrión, que el gen sea expresado o 35
sobreexpresado tan sólo después de una inducción, o que sea expresado y/o sobreexpresado inmediatamente.

Las secuencias o respectivamente los factores reguladoras/es, de manera preferida, pueden influir en este caso 
negativamente sobre la expresión y disminuirla de este modo. De esta manera, puede efectuarse un debilitamiento 
en el plano de la transcripción, por ser utilizadas unas débiles señales de transcripción tales como de promotores y/o 40
intensificadores. Junto a esto, también es posible un debilitamiento de la traducción, por ser disminuida por ejemplo 
la estabilidad del ARNm.

Las secuencias o respectivamente los factores reguladoras/es, de manera preferida, pueden influir en este caso 
positivamente sobre la expresión y aumentarla o disminuirla de este modo. De esta manera, se puede efectuar un 45
reforzamiento de los elementos reguladores de manera ventajosa en el plano de la transcripción, por ser utilizadas
unas fuertes señales de transcripción tales como de promotores y/o intensificadores. Junto a esto, también es 
posible un reforzamiento de la traducción, por ser mejorada por ejemplo la estabilidad del ARNm.

La producción de un casete de expresión se efectúa mediante fusión de un promotor adecuado, de una adecuada 50
secuencia de Shine-Dalgarno con una secuencia de nucleótidos de metK así como con una adecuada señal de 
terminación. Para esto se utilizan unas habituales técnicas de recombinación y clonación, tales como las que se han 
descrito por ejemplo en las citas de Current Protocols in Molecular Biology, 1993, John Wiley & Sons, Incorporated, 
New York New York, PCR Methods [Métodos de PCR], Gelfand, David H., Innis, Michael A., Sinsky, John J. 1999, 
Academic Press, Incorporated, California, San Diego, PCR Cloning Protocols [Protocolos de clonación por PCR], 55
Methods in Molecular Biology Ser., tomo 192, 2a ed., Humana Press, New Jersey, Totowa. T. Maniatis. E.F. Fritsch y 
J. Sambrook, Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989) asi como en la cita de T.J. Silhavy, M.L. Berman y L.W. Enquist, Experiments with Gene Fusions 
[Experimentos con fusiones de genes], Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) y en la cita de 
Ausubel, F.M. y colaboradores, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley 60
Interscience (1987).

La construcción artificial de ácido nucleico recombinante o respectivamente la construcción artificial de gen es 
insertada para realizar la expresión en un organismo anfitrión adecuado, ventajosamente en un vector específico 
para un anfitrión, que hace posible una expresión óptima de los genes en el anfitrión. Unos vectores son bien 65
conocidos para un experto en la especialidad y se pueden deducir, por ejemplo, de "Cloning Vectors" (Vectores de 
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clonación) (Pouwels P. H. y colaboradores, coordinador de edición, Elsevier, Amsterdam-Nueva York-Oxford, 1985). 
Por el concepto de "vectores" se han de entender, aparte de plásmidos, también todos los otros vectores conocidos 
para un experto en la especialidad, tales como, por ejemplo, fagos, transposones, elementos IS, fásmidos, 
cósmidos, y un ADN lineal o circular. Estos vectores se pueden replicar autónomamente en el organismo anfitrión o 
en cromosomas.5

Los descritos genes metK son expresados a modo de ejemplo con ayuda de plásmidos episómicos. Como 
plásmidos se adecuan aquéllos que son replicados en bacterias corineformes. Numerosos vectores plasmídicos
conocidos, tales como p.ej. el pZ1 (Menkel y colaboradores, Applied and Environmental Microbiology (1989) 64: 549-
554), el pEKEx1 (Eikmanns y colaboradores, Gene 102: 93-98 (1991)) o el pHS2-1 (Sonnen y colaboradores, Gene 10
107: 69-74 (1991)) se basan en los plásmidos crípticos pHM1519, pBL1 o pGA1. Otros vectores plasmídicos, tales 
como p.ej. el pCliK5MCS, SEQ ID NO: 9, o los que se basan en el pCG4 (documento de patente de los EE.UU. US-
A 4.489.160) o el pNG2 (Serwold-Davis y colaboradores, FEMS Microbiology Letters 66,119-124 (1990)) o el pAG1 
(documento US-A 5.158.891), pueden ser utilizados de igual manera.

15
Además, también se adecuan aquellos vectores plasmídicos con cuya ayuda se puede usar el procedimiento de la 
amplificación de genes mediante integración en el cromosoma, tal como ha sido descrito por ejemplo por Remscheid 
y colaboradores (Applied and Environmental Microbiology 60, 126-132) (1994)) para realizar la duplicación o 
respectivamente la amplificación del operón de hom-thrB. En el caso de este método, el gen completo es clonado en 
un vector plasmídico, que se puede replicar en un anfitrión (típicamente en E. coli), pero no en C. glutamicum. Como 20
vectores entran en cuestión, por ejemplo, el pSUP301 (Simon y colaboradores, Bio/Technology 1,784-791 (1983)), el 
pK18mob o el pK19mob {Schäfer y colaboradores, Gene 145,69-73 (1994)), Bernard y colaboradores, Journal of 
Molecular Biology, 234: 534-541 (1993)), el pEM1 (Schrumpf y colaboradores 1991, Journal of Bacteriology 173: 
4510-4516) o el pBGS8 (Spratt y colaboradores,1986, Gene 41: 337-342). Otros vectores plasmídicos tales como, 
por ejemplo, el pCLiK5MCS integrativ sacB, SEQ 10 NO:12, se pueden utilizar de igual manera.25

El vector plasmídico, que contiene el gen que debe de ser amplificado, se transfiere a continuación mediante 
transformación a la cepa deseada de C. glutamicum. Unos métodos para la transformación se han descrito, por 
ejemplo, en las citas de Thierbach y colaboradores (Applied Microbiology and Biotechnology 29, 356-362 (1988)), de 
Dunican y Shivnan {Biotechnology 7, 1067-1070 (1989)) y de Tauch y colaboradores (FEMS Microbiological Letters 30
123, 343-347 (1994)).

Los microorganismos se pueden cultivar de una manera continua o discontinua en el procedimiento batch 
(cultivación por tandas) o en el procedimiento fed batch (procedimiento de afluencia) o en el procedimiento fed batch 
repeated (procedimiento de afluencia repetida) con el fin de efectuar la producción de productos químicos finos que 35
contienen azufre, en particular de L-metionina. Una recopilación acerca de métodos conocidos de cultivación se 
encuentra en el libro de texto de Chmiel (Bioprozeßtechnik 1. Einführung in die Bioverfahrenstechnik [Técnica de 
bioprocesos 1. Introducción en la técnica de los bioprocesos] (editorial Gustav Fischer, Stuttgart, 1991)) o en el libro
de texto de Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen [Biorreactores y disposiciones periféricas] (editorial 
Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden, 1994)).40

El medio de cultivo que se ha de utilizar tiene que satisfacer de un modo adecuado los requisitos planteados por las 
respectivas cepas. Unas descripciones de medios de cultivo de diversos microorganismos están contenidas en el 
manual "Manual of Methods for General Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington D. C., 
USA, 1981).45

Estos medios empleables conforme al invento abarcan habitualmente una o varias fuentes de carbono, fuentes de 
nitrógeno, sales inorgánicas, vitaminas y/o elementos trazas.

Unas preferidas fuentes de carbono son azúcares, tales como mono-, di- o polisacáridos. También son unas muy 50
buenas fuentes de carbono, por ejemplo, glucosa, fructosa, manosa, galactosa, ribosa, sorbosa, ribulosa, lactosa, 
maltosa, sacarosa, rafinosa, un almidón o una celulosa. También se pueden añadir azúcares a los medios a través
de compuestos complejos, tales como melazas, u otros productos secundarios de la refinación de azúcares. Puede 
ser también ventajoso añadir mezclas de diferentes fuentes de carbono. Otras posibles fuentes de carbono son 
aceites y grasas tales como p.ej. aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y aceite de coco, ácidos 55
grasos tales como p.ej. ácido palmítico, ácido esteárico o ácido linoleico, alcoholes tales como p.ej glicerol, metanol 
o etanol, y ácidos orgánicos tales como p.ej. ácido acético o ácido láctico.

Son fuentes de nitrógeno habitualmente unos compuestos nitrogenados orgánicos o inorgánicos o unos materiales 
que contienen estos compuestos. Unas fuentes de nitrógeno dadas como ejemplos comprenden amoníaco gaseoso 60
o sales de amonio, tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio o
nitrato de amonio, nitratos, urea, aminoácidos o fuentes complejas de nitrógeno, tales como agua de maceración de 
maíz, harina de soja, una proteína de soja, un extracto de levadura, un extracto de carne y otros. Las fuentes de 
nitrógeno se pueden utilizar individualmente o como una mezcla. 

65
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Los compuestos salinos inorgánicos, que pueden estar contenidos en los medios, abarcan las sales de cloruro, 
fosfato o sulfato con calcio, magnesio, sodio, cobalto, molibdeno, potasio, manganeso, zinc, cobre y hierro.

Como fuente de azufre para la producción de metionina se pueden utilizar compuestos inorgánicos que contienen 
azufre, tales como, por ejemplo, sulfatos, sulfitos, ditionitos, tetrationatos, tiosulfatos, sulfuros pero también 5
compuestos orgánicos de azufre, tales como mercaptanos y tioles.

Como fuente de fósforo se pueden utilizar ácido fosfórico, dihidrógeno-fosfato de potasio o hidrógeno-fosfato de 
dipotasio, o bien las correspondientes sales que contienen sodio. 

10
Se pueden añadir agentes formadores de quelatos al medio, con el fin de mantener en solución a los iones de 
metales. Unos agentes formadores de quelatos especialmente adecuados abarcan dihidroxifenoles, tales como el 
catecol o el protocatecuato, o ácidos orgánicos, tales como ácido cítrico.

Los medios de fermentación empleados conforme al invento contienen usualmente también otros factores de 15
crecimiento, tales como vitaminas o fomentadores del crecimiento, a los que pertenecen, por ejemplo, biotina, 
riboflavina, tiamina, ácido fólico, ácido nicotínico, pantotenato y piridoxina. Los factores de crecimiento y las sales 
proceden frecuentemente de complejos componentes de medios, tales como un extracto de levadura, melazas, agua
de maceración de maíz y similares. Al medio de cultivo se le pueden añadir además de esto unas compuestos 
precursores adecuados. La composición exacta de los compuestos de los medios depende en gran manera del 20
respectivo experimento y es decidida individualmente para cada caso específico. Una información sobre la 
optimización de los medios es obtenible a partir del manual "Applied Microbiol. Physiology. A Practical Approach”
(coordinadores de edición P.M. Rhodes, P.F. Stanbury. IRL Press (1997) página 53-73, ISBN 0 19 963577 3). Los 
medios de crecimiento se pueden obtener también de oferentes comerciales, tales como el Standard 1 (de Merck) o 
el BHI (acrónimo del inglés "Brain heart infusion" (Infusión de cerebro y corazón), de DIFCO) y similares.25

Todos los componentes de los medios son esterilizados, o bien por calor (durante 20 min a 1,5 bares y 121°C) o por 
filtración en condiciones estériles. Los componentes se pueden esterilizar o bien conjuntamente o en caso necesario 
también por separado. Todos los componentes de los medios pueden estar presentes al comienzo de la cultivación 
o se pueden añadir facultativamente de un modo continuo o por tandas.30

La temperatura del cultivo se sitúa normalmente entre 15°C y 45°C, de manera preferida en 25°C hasta 40°C y 
puede ser mantenida constante o modificada durante el experimento. El valor del pH del medio debería estar situado 
en el intervalo de 5 a 8,5, de manera preferida en torno a 7,0. El valor del pH para la cultivación se puede controlar 
durante la cultivación mediante una adición de compuestos de carácter básico tales como hidróxido de sodio, 35
hidróxido de potasio, amoníaco o respectivamente agua amoniacal, o de compuestos de carácter ácido tales como 
ácido fosfórico o ácido sulfúrico. Para la represión del desarrollo de espuma se pueden emplear agentes 
antiespumantes, tales como p.ej. ésteres poliglicólicos de ácidos grasos. Para la conservación de la estabilidad de 
los plásmidos, se le pueden añadir al medio unas apropiadas sustancias que actúan de un modo selectivo, por 
ejemplo antibióticos. Con el fin de mantener unas condiciones aerobias, se introducen en el cultivo oxígeno o 40
mezclas gaseosas que contienen oxígeno, tales como por ejemplo aire del medio ambiente. La temperatura del 
cultivo está situada normalmente en 20ºC hasta 45ºC y de manera preferida en 25ºC hasta 40ºC. La cultivación se 
prosigue durante tanto tiempo hasta que se haya formado una cantidad máxima del producto deseado. Esta meta se 
alcanza normalmente en el transcurso de 10 horas hasta 160 horas. 

45
Los caldos de fermentación que contienen L-metionina, obtenidos de esta manera, tienen usualmente una masa 
seca de 7,5 a 25 % en peso.

Además de ello, también es ventajoso que la fermentación sea llevada a cabo de un modo limitado en cuanto a los 
azúcares por lo menos al final, pero en particular en el transcurso de por lo menos un 30 % de la duración de la 50
fermentación. Esto quiere decir que durante este período de tiempo la concentración de un azúcar aprovechable en 
el medio de fermentación es mantenida en ≥ 0 hasta 3 g/l, o respectivamente es disminuida.

El caldo de fermentación es tratado ulteriormente a continuación. Según sean los requisitos, la biomasa se puede 
eliminar total o parcialmente a partir del caldo de fermentación mediante ciertos métodos de separación, tales como 55
por ejemplo los de centrifugación, filtración, decantación o una combinación de éstos, o se puede dejar 
completamente en este caldo. 

A continuación, el caldo de fermentación se puede espesar o respectivamente concentrar con métodos conocidos, 
tal como p.ej. con ayuda de un evaporador rotatorio, de un evaporador de capa fina o de un evaporador de película 60
descendente, mediante ósmosis inversa o mediante nanofiltración. Este caldo de fermentación concentrado se 
puede elaborar a continuación mediante liofilización, desecación por atomización, granulación por atomización o 
mediante procedimientos de otros tipos.

Pero también es posible purificar ulteriormente la L-metionina. Para esto, el caldo que contiene el producto, después65
de la separación de la biomasa, es sometido a una cromatografía con una resina adecuada, reteniéndose el 
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producto deseado o las impurezas de manera total o parcial sobre la resina de cromatografía. Estas etapas de 
cromatografía se pueden repetir en caso necesario, utilizándose las mismas resinas de cromatografía u otras 
distintas. Un experto en la especialidad está versado en la elección de las resinas de cromatografía que son 
adecuadas y de su uso máximamente eficaz. El producto purificado se puede concentrar mediante filtración o 
ultrafiltración y se puede mantener a una temperatura, en la que es máxima la estabilidad del producto.5

La identidad y la pureza del/de los compuesto(s) aislado(s) se puede determinar mediante técnicas del estado de la 
técnica. Éstas abarcan la cromatografía de fase líquida de alto rendimiento (HPLC), procedimientos 
espectroscópicos, procedimientos de tinción, la cromatografía en capa fina, NIRS (espectroscopia en el infrarrojo 
próximo), ensayos enzimáticos o ensayos microbiológicos. Estos procedimientos de análisis están recopilados en las 10
citas de Patek y colaboradores (1994) Appl. Environ. Microbiol. 60:133-140; de Malakhova y colaboradores (1996) 
Biotekhnologiya 11 27-32; y de Schmidt y colaboradores (1998) Bioprocess Engineer. 19:67-70, en la Ulmann's 
Encyclopedia of Industrial Chemistry [Enciclopedia de Ulmann de la química Industrial] (1996) tomo A27, VCH: 
Weinheim, páginas 89-90, páginas 521-540, páginas 540-547, páginas 559-566, 575-581 und páginas 581-587; de 
Michal, G (1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and Molecular Biology [Rutas bioquímicas. un 15
atlas de bioquímica y biología molecular], John Wiley and Sons; y de Fallon, A y colaboradores (1987) Applications 
of HPLC in Biochemlstry en: Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology [Aplicaciones de una 
HPLC en bioquímica en: Técnicas de laboratorio en bioquímica y biología molecular], tomo 17.

El invento se describe seguidamente de manera más detallada con ayuda de los siguientes Ejemplos, que no son 20
restrictivos:

La Figura 1 muestra los resultados de un ensayo radiactivo de metK, que se lleva a cabo con la enzima de tipo 
silvestre (wt) o respectivamente con el mutante C94A.

25
Ejemplo 1
Producción del vector pCLiK5MCS

En primer lugar se amplificaron la resistencia a ampicilina y el origen de la replicación del vector pBR322 con los 
cebadores de oligonucleótidos SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2 con ayuda de la reacción en cadena de la polimerasa 30
(PCR).

Junto a las secuencias complementarias con respecto al pBR322, el cebador de oligonucleótido SEQ ID NO:1 
contiene en la dirección 5'-3' los sitios de corte para las endonucleasas de restricción SmaI, BamHI, NheI y AscI, y el 35
cebador de oligonucleótido SEQ ID NO:2 contiene en la dirección 5'-3' los sitios de corte para las endonucleasas de 
restricción Xbal, Xhol, NotI y Dral. La reacción de PCR se llevó a cabo según el método clásico de Innis y 
colaboradores (PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications [Protocolos para la PCR, una guía de métodos 

y aplicaciones], Academic Press (1990)) con la polimerasa de PfuTurbo (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). El
fragmento de ADN obtenido, con un tamaño de aproximadamente 2,1 kb, se purificó con el estuche GFXTMPCR, 40
DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg) según los datos del fabricante. Los extremos 
romos del fragmento de ADN fueron ligados uno con otro con el estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche 
Diagnostics, Mannheim) según los datos del fabricante, y la tanda de ligación se transformó según métodos clásicos, 
tal como se han descrito en la cita de Sambrook y colaboradores (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor. (1989)), en el seno de E.coli XL-1Blue competentes (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una selección45
de células portadoras de plásmidos se efectuó por medio de la siembra en placas sobre un agar LB, que contiene 
ampicilina (50 µg/ml) (Lennox, 1955, Virology, 1:190).

El ADN de plásmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden) 
según los datos del fabricante, y comprobado a través de una digestión por restricción. El plásmido así obtenido 50
recibe el nombre pCLiK1.

Partiendo del plásmido pWLT1 (Liebl y colaboradores, 1992) como molde para una reacción de PCR, un casete de 
resistencia a kanamicina se amplificó con los cebadores de oligonucleótidos SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:4.

55
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Junto a las secuencias complementarias con respecto al pWLT1, el cebador de oligonucleótido SEQ ID NO:3 
contiene en la dirección 5'-3' los sitios de corte para las endonucleasas de restricción XbaI, SmaI, BamHI, NheI, y el 
cebador de oligonucleótido SEQ ID NO:4 contiene en la dirección 5'-3' los sitios de corte para las endonucleasas de 5
restricción AscI y NheI. La reacción de PCR se llevó a cabo según el método clásico de Innis y colaboradores (PCR 
Protocols. A Guide to Methods and Applications, Academic Press (1990)) con la polimerasa de PfuTurbo (de 

Stratagene, La Jolla, EE.UU.). El fragmento de ADN obtenido, con un tamaño de aproximadamente 1,3 kb, se 
purificó con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amers ham Pharmacia, Freiburg) según 
los datos del fabricante. El fragmento de ADN se cortó con las endonucleasas de restricción XbaI y AscI (de New 10
England Biolabs, Beverly, EE.UU.) y a continuación de esto se purificó de nuevo con el estuche GFXTMPCR, DNA 
and Gel Band Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg) según los datos del fabricante. El vector pCliK1 
fue cortado asimismo con las endonucleasas de restricción XbaI y AscI y desfosforilado con una fosfatasa alcalina (I 
(de Roche Diagnostics, Mannheim)) según los datos del fabricante. Después de una electroforesis en un gel de 
agarosa al 0,8 %, el vector linealizado (con un tamaño de aproximadamente 2,1 kb) se aisló con el GFXTMPCR, DNA 15
and Gel Band Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg) según los datos del fabricante. Este fragmento de 
vector se ligó con el fragmento de PCR cortado con ayuda del estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche 
Diagnostics, Mannheim) según los datos del fabricante y la tanda de ligación se transformó según métodos clásicos, 
tal como se han descrito en la cita de Sambrook y colaboradores (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor (1989)), en el seno de E.coli XL-1Blue competentes (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una selección 20
en cuanto a células portadoras de plásmidos se efectuó por medio de la siembra en placas sobre un agar LB, que 
contiene ampicilina (50 µg/ml) y kanamicina (20 µg/ml) (Lennox, 1955, Virology, 1:190).

El ADN de plásmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden)
según los datos del fabricante y comprobado a través de una digestión por restricción. El plásmido así obtenido 25
recibe el nombre pCLiK2.

El vector PCLiK2 se cortó con la endonucleasa de restricción DraI (de New England Biolabs Beverly, EE.UU.). 
Después de una electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, un fragmento de vector con un tamaño de 
aproximadamente 2,3 kb se aisló con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham 30
Pharmacia, Freiburg) según los datos del fabricante. Este fragmento de vector se volvió a ligar con ayuda del 
estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche Diagnostics, Mannheim) según los datos del fabricante, y la tanda de 
ligación se transformó según métodos clásicos, tal como se han descrito en la cita de Sambrook y colaboradores
(Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor. (1989)), en el seno de E.coli XL-1Blue competentes
(de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una selección en cuanto a células portadoras de plásmidos se efectuó por medio 35
de la siembra en placas sobre un agar LB, que contiene kanamicina (20 µg/ml) (Lennox, 1955, Virology, 1:190).

El ADN de plásmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden)
según los datos del fabricante y comprobado a través de una digestión por restricción. El plásmido así obtenido 
recibe el nombre pCLiK3.40

Partiendo del plásmido pWLQ2 (Liebl y colaboradores, 1992) como molde para una reacción de PCR, el origen de la 
replicación de pHM1519 se amplificó con los cebadores de oligonucleótidos SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6.

45
Junto a las secuencias complementarias con respecto al pWLQ2, los cebadores de oligonucleótidos SEQ ID NO:5 y 
SEQ ID NO:6 contienen unos sitios de corte para la endonucleasa de restricción NotI. La reacción de PCR se llevó a 
cabo según el método clásico de Innis y colaboradores (PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications, 
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Academic Press (1990)) con la polimerasa de PfuTurbo (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). El fragmento de ADN 
obtenido, con un tamaño de aproximadamente 2,7 kb, se purificó con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band 
Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg) según los datos del fabricante. El fragmento de ADN se cortó 
con la endonucleasa de restricción NotI (de New England Biolabs, Beverly, EE.UU.) y a continuación de esto se 
purificó de nuevo con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham Pharmacia, 5
Freiburg) según los datos del fabricante. El vector pCliK3 se cortó asimismo con la endonucleasa de restricción NotI 
y se desfosforiló con una fosfatasa alcalina (I (de Roche Diagnostics, Mannheim) según los datos del fabricante. 
Después de una electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, el vector linealizado (con un tamaño de 
aproximadamente 2,3 kb) se aisló con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham 
Pharmacia, Freiburg) según los datos del fabricante. Este fragmento de vector se ligó con el fragmento PCR cortado 10
con ayuda del estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche Diagnostics, Mannheim) según los datos del fabricante, y 
la tanda de ligación se transformó según métodos clásicos, tal como se han descrito en la cita de Sambrook y 
colaboradores (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor. (1989)), en el seno de E.coli XL-1Blue 
competentes (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una selección en cuanto a células portadoras de plásmidos se 
efectuó por medio de la siembra en placas sobre un agar LB, que contiene kanamicina (20 µg/ml) (Lennox, 1955, 15
Virology, 1:190).

El ADN de plásmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden)
según los datos del fabricante y comprobado a través de una digestión por restricción. El plásmido así obtenido 
recibe el nombre pCLiK5.20

Para realizar la ampliación del pCLiK5 con un sitio de clonación múltiple (MCS, acrónimo del inglés "multiple cloning 
site") los dos oligonucleótidos sintéticos, que son amplísimamente complementarios, SEQ ID NO:7 y SEQ ID NO:8, 
que contienen sitios de corte para las endonucleasas de restricción SwaI, XhoI, AatI, ApaI, Asp718, MIuI, NdeI, SpeI, 
EcoRV, SaII, ClaI, BamHI, XbaI y SmaI, se reúnen mediante un calentamiento en común a 95°C y un lento 25
enfriamiento para dar un fragmento de ADN bicatenario.

SEQ ID NO:7

30
El vector pCLiK5 se cortó con las endonucleasas de restricción XhoI y BamHI (de New England Biolabs, Beverly, 
EE.UU.) y se desfosforiló con una fosfatasa alcalina (I (de Roche Diagnostics, Mannheim)) según los datos del 
fabricante. Después de una electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, el vector linealizado (con un tamaño de 
aproximadamente 5,0 kb) se aisló con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham 
Pharmacia, Freiburg) según los datos del fabricante. Este fragmento de vector se ligó  con el fragmento de PCR 35
cortado con ayuda del estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche Diagnostics, Mannheim) según los datos del 
fabricante y la tanda de ligación se transformó según métodos clásicos, tal como se han descrito en la cita de 
Sambrook y colaboradores (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor. (1989)), en el seno de 
E.coli XL-1Blue competentes (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una selección en cuanto a células portadoras de 
plásmidos se efectuó por medio de la siembra en placas sobre un agar LB, que contiene kanamicina (20 µg/ml) 40
(Lennox, 1955, Virology, 1:190).

El ADN de plásmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden)
según los datos del fabricante y comprobado a través de una digestión por restricción. El plásmido así obtenido 
recibe el nombre pCLiK5MCS.45

Unas reacciones de secuenciación se llevaron a cabo según Sanger y colaboradores (1977) Proceedings of the 
National Academy of Sciences USA 74:5463-5467. Las reacciones de secuenciación se separaron y se evaluaron 
con ayuda del equipo ABI Prism 377 (de PE Applied Biosystems, Weiterstadt).

50
El plásmido resultante pCLiK5MCS se expone como SEQ ID NO:9.
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Ejemplo 2
Producción del vector pCLiK5MCS integrativ sacB

Partiendo del plásmido pk19mob (Schäfer y colaboradores, Gene 145,69-73(1994) como molde para una reacción
de PCR se amplificó el gen sacB de Bacillus subtilis con los cebadores de oligonucleótidos SEQ ID NO:10 y SEQ ID 5
NO:11.

Junto a las secuencias complementarias con respecto al pk19mobsac, los cebadores de oligonucleótidos SEQ ID 10
NO:10 y SEQ ID NO:11 contienen sitios de corte para la endonucleasa de restricción NotI. La reacción de PCR se 
llevó a cabo según el método clásico de Innis y colaboradores (PCR Protocols. A Guide to Methods and 

Applications, Academic Press (1990)) con la polimerasa de PfuTurbo (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). El
fragmento de ADN obtenido, con un tamaño de aproximadamente 1,9 kb, se purificó con el estuche GFXTMPCR, 
DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg) según los datos del fabricante. El fragmento15
de ADN se cortó con la endonucleasa de restricción NotI (de New England Biolabs, Beverly, EE.UU.) y a 
continuación se purificó de nuevo con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham 
Pharmacia, Freiburg) según los datos del fabricante. El vector pCLiK5MCS se cortó asimismo con la endonucleasa
de restricción NotI y se desfosforiló con una fosfatasa alcalina (I (de Roche Diagnostics, Mannheim)) según los datos 
del fabricante. Después de una electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %, un fragmento de vector con un tamaño20
de aproximadamente 2,4 kb se aisló con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band Purification Kit (de Amersham 
Pharmacia, Freiburg) según los datos del fabricante. Este fragmento de vector se ligóc con el fragmento PCR 
cortado con ayuda del estuche Rapid DNA Ligation Kit (de Roche Diagnostics, Mannheim) según los datos del 
fabricante y la tanda de ligación se transformó según métodos clásicos, tal como se han descrito en la cita de 
Sambrook y colaboradores (Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor. (1989)), en el seno de 25
E.coli XL-1Blue competentes (de Stratagene, La Jolla, EE.UU.). Una selección en cuanto a células portadoras de 
plásmidos se efectuó por medio de la siembra en placas sobre un agar LB, que contiene kanamicina (20 µg/ml) 
(Lennox, 1955, Virology, 1:190).

El ADN de plásmido de un clon individual fue aislado con el estuche Qiaprep Spin Miniprep Kit (de Qiagen, Hilden)30
según los datos del fabricante y comprobado a través de una digestión por restricción. El plásmido así obtenido 
recibe el nombre pCLiK5MCS integrativ sacB.

Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo según Sanger y colaboradores (1977) Proceedings of the 
National Academy of Sciences USA 74:5463-5467. Las reacciones de secuenciación se separaron y se evaluaron 35
con ayuda del equipo ABI Prism 377 (de PE Applied Biosystems, Weiterstadt).

El plásmido resultante pCLiMK5MCS integrativ sacB se expone como SEQ ID NO:12.

Ejemplo 340
Aislamiento y clonación del gen metK procedente de C. glutamicum

Se preparó un ADN cromosómico procedente de C. glutamicum ATCC 13032 según la cita de Tauch y 
colaboradores (1995) Plasmid 33:168-179 o de Eikmanns y colaboradores (1994) Microbiology 140:1817-1828. Se 
sintetizaron los siguientes cebadores de oligonucleótidos partiendo de la secuencia de metK procedente de 45
Großmann y colaboradores (2000) FEMS Microbiology Letters 193:99-103:

y
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Según los métodos clásicos de Innis y colaboradores (1990) PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications, 
Academic Press, y mediando empleo de los cebadores de oligonucleótidos mencionados, así como de la polimerasa
de Pfu Turbo (de la entidad Stratagene), se amplificó un fragmento de ADN de 1.640 pares de bases procedente del 5
ADN genómico de C. glutamicum.

El fragmento se cortó con las enzimas de restricción MIu I y Sma I (de Roche Diagnostics, Mannheim), que se 
habían introducido a través del cebador de oligonucleótido para PCR, y se separó por electroforesis en gel. A 
continuación, el fragmento de ADN se purificó a partir de la agarosa con el estuche GFXTMPCR, DNA and Gel Band 10
Purification Kit (de Amersham Pharmacia, Freiburg).

El vector pCLiK5MCS, SEQ ID NO:9 se cortó asimismo con las enzimas de restricción Sma I y MIu I y se desfosforiló 
con una fosfatasa alcalina I (de Roche Diagnostics, Mannheim) según los datos del fabricante. El vector y el 
fragmento de ADN se ligaron con la ligasa de ADN T4 (de Amersham Pharmacia, Freiburg) y se transformaron15
según métodos clásicos, tal como se han descrito en Sambrook y colaboradores (1989), Molecular Cloning. A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, en el seno de E.coli XL-1Blue (de la entidad Stratagene).

La producción del ADN de plásmido se llevó a cabo según unos métodos y con unos materiales de la entidad 
Qiagen. Las reacciones de secuenciación se llevaron a cabo según Sanger y colaboradores (1977) Proceedings of 20
the National Academy of Sciences USA 74:5463-5467. Las reacciones de secuenciación se separaron y se 
evaluaron con ayuda del equipo ABI Prism 377 (de PE Applied Biosystems, Weiterstadt).

El plásmido resultante pCLiK5MCS/metKwt se expone como SEQ ID NO:15.
25

Ejemplo 4
Mutagénesis del gen metK procedente de C. glutamicum

La mutagénesis dirigida del gen metK procedente de C. glutamicum se llevó a cabo con el estuche QuickChange Kit 
(de la entidad Stratagene) y según los datos del fabricante. La mutagénesis se llevó a cabo en el plásmido 30
pCLiK5MCS/metKwt, SEQ ID NO:15. Para el intercambio de la cisteína 94 procedente de la SEQ ID NO:16 por 
alanina 94 se sintetizaron los siguientes cebadores de oligonucleótidos.

y
35

El empleo de estos cebadores de oligonucleótidos conduce en la SEQ ID NO:15 a un intercambio de los nucleótidos 
en las posiciones 1.056 (de C por G) y 1.057 (de A por C). El intercambio resultante de aminoácidos Cys94Ala en el 
gen metK fue confirmado después de la transformación y de la preparación del plásmido, mediante reacciones de 40
secuenciación. El plásmido obtuvo la denominación pCLiK5MCS/metKC94A y se expone como SEQ ID NO:19.

Ejemplo 5
Ensayo de la SAM sintasa (metK)

45
Unas cepas de C. glutamicum, que habían sido transformadas o bien con el plásmido pCLiK5MCS/metKwt, SEQ ID 
NO:15, o con el plásmido pCLiK5MCS/metKC94A, SEQ ID NO:19, fueron cultivadas en un medio de BHI/glucosa (37 
g/l del medio acabado Brain Heart Infusion, de la entidad Difco, (NH4)2SO4 10 mM, 4 % de glucosa) a 30°C hasta 
llegar a una DO600 de 20. Las células se separaron por centrifugación a 4°C y el sedimento se lavó con una solución 
fisiológica enfriada de cloruro de sodio. Después de una centrifugación renovada, se resuspendieron 0,25 g de un 50
sedimento húmedo de células con 1 ml de un tampón de disgregación (Tris 50 mM, de pH 7,5, MgCl2 10 mM, KCl 50 
mM, DTT 1 mM) a 4°C. En un aparato Ribolyser de la entidad Hybaid y en tubitos azules de ribolisis de la entidad 
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Hybaid y con un ajuste de la rotación de 6,0, la suspensión de bacterias se lisó tres veces durante en cada caso 30 
segundos. EL material lisado se clarificó mediante una centrifugación durante 45 minutos a 13.000 rpm en una 
centrifugadora de Eppendorf y el material sobrenadante se diluyó a 1:10 con agua. El contenido de proteínas se 
determinó según Bradford, M. M. (1976) Anal. Biochem. 72:248-254.

5
La actividad enzimática de la SAM sintasa se determinó según Markham, G.D. y colaboradores (1983) Methods in 
Enzymology 94: 219-222 con las siguientes modificaciones.

Unas tandas de reacción de 100 µl con Tris 100 mM, de pH 8,0, KCl 100 mM, MgCl2 20 mM, L-metionina 1,2 mM, 
ATP 10 mM, 1 µl de 35S-L-metionina, correspondientemente a 15,15 µCi (de Amersham, SJ204, actividad específica 10
1 Ci/µmol) y H2O hasta 100 ml, se iniciaron con 100 µg de los respectivos materiales lisados de proteínas y se 
incubaron a 37°C. En los momentos 0, 5, 10, 20, 30 y 60 minutos se extrajeron 10 µl de partes alícuotas de la tanda
de reacción y se detuvieron sobre hielo con 20 µl de EDTA 50 mM.

30 µl de la mezcla de reacción detenida se introdujeron en unidades de filtración de fosfocelulosa (de la entidad 15
Pierce, n° 29520) y se separaron por centrifugación a 6.000 rpm en una centrifugadora de Eppendorf durante 1 
minuto. El filtro se lavó dos veces con 500 µl de ácido fosfórico 75 mM, y luego se introdujo en un tubito contador 
con un líquido de escintilación. La radiactividad de la S-adenosil-metionina formada se determinó en un contador de 
escintilación (de la entidad Beckman).

20
Los resultados de las mediciones se representan en la Figura 1 adjunta.

Tomando en cuenta la actividad específica de la L-metionina radiactiva así como la cantidad empleada de proteínas,
la tasa de la formación de S-adenosil-metionina se puede determinar a partir del aumento de la radiactividad 
incorporada por unidad de tiempo. Su unidad se expresa como µmol de S-adenosil-metionina/min*mg de proteína. 25
Esta tasa se puede comparar entre la enzima de tipo silvestre y la enzima mutante.

Ejemplo 6
Determinación del título celular de S-adenosil-metionina en C. glutamicum

30
Para realizar la determinación del título celular de S-adenosil-metionina en cepas de C. glutamicum, que habían sido
transformadas o bien con pCLiK5MCS/metKwt (SEQ ID NO:15) o con pCLiK5MCS/metKC94 (SEQ ID NO:19), se 
procedió de la siguiente manera. Un sedimento celular obtenido tal como en el Ejemplo 5, que se había lavado con 
una solución fisiológica enfriada con hielo de cloruro de sodio, se resuspendió con ácido tricloroacético (200 µl de 
TCA por 0,1 g de sedimento húmedo). Después de 5 minutos sobre hielo, la suspensión se clarificó a 4°C y a 13.000 35
rpm durante 5 min en una centrifugadora de Eppendorf. El contenido de S-adenosil-metionina en el material 
sobrenadante se determinó mediante una HPLC (en una columna de intercambio de cationes Ionospher 5C, 10 µl de 
volumen de inyección; agente eluyente: 70 % vol/vol de formiato de amonio 0,2 M, de pH 4,0, 30 % vol/vol de 
metanol; detección por UV a 260 nm; 40°C; período de tiempo de retención 8,5 min).

40
Tabla 1. Título de S-adenosil-metionina

mg/l
ATCC 13032 + metK 73,94
ATCC 13032 + metK C94A 47,36

Ejemplo 7
Intercambio del gen metK wt en C. glutamicum por metK C94A45

Para realizar el intercambio alélico del gen metK de tipo silvestre en C. glutamicum KFCC10065 por el mutante metK 
C94A, en primer lugar la secuencia de metK C94A procedente de la SEQ ID NO:19 se clonó en pCLiK5MCS 
integrativ sacB (SEQ ID NO:12). Para esto, el plásmido pCLiK5MCS/metKC94A (SEQ ID NO:19) se cortó con las 
endonucleasas de restricción Bgl lI y Xho I (de la entidad NEB, Schwalbach). El fragmento obtenido, con un tamaño50
de 1.962 pares de bases, se purificó tal como se ha descrito en el Ejemplo 3. El vector pCLiK5MCS integrativ sacB 
se cortó asimismo con BgI II y XhoI y se purificó tal como se ha descrito en el Ejemplo 3. El vector y el fragmento se 
ligaron tal como se ha descrito en el Ejemplo 3, y se transformaron en el seno de E.coli XL-1Blue. El plásmido se 
purificó, y fue confirmado después de la secuenciación. El plásmido pCLiK5MCS integrativ sacB/metKC94A obtenido 
se expone como SEQ ID NO:20.55

El plásmido pCLiK5MCS integrativ sacB/metKC94A se transformó en el seno de C. glutamicum KFCC10065 
mediante una electroporación tal como se ha descrito por Liebl y colaboradores (1989) FEMS Microbiology Letters 
53:299-303. Unas modificaciones del protocolo se han descrito en el documento DE 10046870. La disposición 
cromosómica del sitio (locus) de metK de unos transformantes individuales se comprobó con métodos clásicos por 60
transferencia de borrón Southern y por hibridación, tal como se ha descrito en la cita de Sambrook y colaboradores
(1989), Molecular Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor.
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De esta manera se aseguró que en el caso de los transformantes se trate de aquellos que contienen el plásmido 
transformado integrado mediante una recombinación homóloga en el sitio (locus) metK. Después del crecimiento de 
tales colonias durante una noche en unos medios, que no contienen ningún antibiótico, estos transformantes se 
sembraron luego en placas en un medio de agar CM con sacarosa (sacarosa al 10 %) y se incubaron a 30°C 
durante 24 horas.5

Puesto que el gen sacB, que está contenido en el vector pCLiK5MCS integrativ sacB/metKC94A, transforma a la 
sacarosa en un producto tóxico, sólo pueden crecer aquellas colonias que han suprimido el gen sacB mediante una 
segunda etapa homóloga de recombinación entre el gen metK de tipo silvestre y el gen metKC94A mutado. Durante 
la recombinación homóloga se puede suprimir o bien el gen de tipo silvestre, o el gen mutado en común con el gen 10
sacB. Cuando el gen sacB se elimina en común con el gen de tipo silvestre, resulta un transformante mutado.

Las colonias en crecimiento se entresacaron, se preparó su ADN genómico y el gen metK se analizó con dos 
métodos. Por una parte, se aprovechó el intercambio de dos nucleótidos, tal como se ha descrito en el Ejemplo 4. 
Con ayuda de un cebador de oligonucleótido para PCR específico, que puede diferenciar junto a su extremo 3' entre 15
ambos alelos, y un segundo cebador de oligonucleótido específico para metK, se pudieron generar unos fragmentos 
diagnósticos de PCR. Por otra parte, en el caso de aproximadamente 100 transformantes se secuenció el sitio 
(locus) metK después de una amplificación con cebadores de oligonucleótidos para PCR, que se fijan corriente 
arriba o respectivamente corriente abajo de la mutación. Se obtuvieron varios clones metK mutados. Un tal clon fue 
designado como KFCC10065metKC94A. La secuencia de aminoácidos del mutante C94A corresponde a la SEQ ID 20
NO:22.

Ejemplo 8
Producción de metionina con la cepa KFCC10065metKC94A

25
La cepa KFCC10065metKC94A producida en el Ejemplo 6 se cultivó sobre una placa de agar con un medio BHI (de 
Difco) durante 2 días a 30°C. Las células que habían crecido se suspendieron en una solución salina desde la placa
de agar y se transfirieron al medio II con una DO a 600 nm de 1,5. El medio II tenía la siguiente composición.

Medio IIA30
0,6 g/l de KH2PO4

0,4 g/l de MgSO4*7H2O
25 g/l de (NH4)2SO4

40 g/l de azúcar en bruto
60 g/l melaza35
El medio formulado de esta manera se ajustó con NH4OH a un pH de 7,8 y fue esterilizado a 120°C durante 30 min.

Medio IIB:
0,3 mg/l de tiamina*HCl
1 mg/l de biotina40
2 mg/l de FeSO4

2 mg/l de MnSO4

0,1 mg/l de vitamina B12

El medio IIB fue formulado por separado, esterilizado mediante filtración y añadido al medio IIA. Los dos 45
componentes IIa y IIB establecen en común el medio II.

Del medio II (= IIA+B) en un matraz Erlenmeyer con una capacidad de 100 ml y con 0,5 g de CaCO3 esterilizado se 
reunieron con células de la cepa arriba mencionada, y se incubaron durante 72 h en un aparato sacudidor orbital con 
200 rpm a 30°C.50

La metionina formada en el caldo de cultivo se determinó con ayuda del método de determinación de aminoácidos
de Agilent en una HPLC Agilent 1100 Series LC system. Una derivatización en columna preliminar con orto-
ftalaldehído permite la cuantificación de los aminoácidos formados, la separación de la mezcla de aminoácidos tiene 
lugar en una columna Hypersil AA (de Agilent).55
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PROTOCOLO de SECUENCIAS

<110> BASF Aktiengesellschaft

<120> METK5

<130> M/43138

<160> 23
10

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 5215

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
20

<400> 1

<210> 2

<211> 5325

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
30

<400> 2

<210> 3
35

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial40

<400> 3

<210> 445

<211> 38

<212> ADN
50

<213> Secuencia artificial

<400> 4

55
<210> 5

<211> 34

<212> ADN60

<213> Secuencia artificial
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<400> 5

<210> 65

<211> 34

<212> ADN
10

<213> Secuencia artificial

<400> 6

15

<210> 7

<211> 140
20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

25
<400> 7

<210> 8
30

<211> 140

<212> ADN

<213> Secuencia artificial35

<400> 8

40
<210> 9

<211> 5091

<212> ADN45

<213> Secuencia artificial
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<400> 9
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<210> 10

<211> 33
5

 <212> ADN

<213> Secuencia artificial

10
<400> 10

<210> 11
15

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial20

<400> 11

25
<210> 12

<211> 4323

<212> ADN30

<213> Secuencia artificial
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<400> 12
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<210> 13

<211> 345

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
10

<400> 13

<210> 1415

<211> 34

<212> ADN
20

<213> Secuencia artificial

<400> 14

25
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<210> 15

<211> 6631

<212> ADN5

<213> Secuencia artificial

<400> 1510
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<210> 16

<211> 4075

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum
10

<400> 16
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<210> 17

<211> 385

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
10

<400> 17

<210> 18
15

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial20

<400> 18

<210> 1925

<211> 6631

<212> ADN
30

<213> Secuencia artificial

<400> 19

35

E03732449
05-06-2012

 



40

E03732449
05-06-2012

 



41

E03732449
05-06-2012

 



42

E03732449
05-06-2012

 



43

<210> 20

<211> 58635

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
10

<400> 20
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<210> 21

<211> 12245

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
10

<220>

<221> CDS
15

<222> (1) .. (1224)

<223>

20
<400> 21
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<210> 22

<211> 407
5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

10
<400> 22
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<210> 23

<211> 95

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
10

<220>

<221> Característica variada15

<222> (2) .. (2)

<223> Xaa = Phe ó Tyr
20

<220>

<221> Característica variada
25

<222> (3) .. (3)

<223> Xaa = Asp ó Ser

30
<220>

<221> Característica variada

<222> (4) .. (4)35

<223> Xaa = aminoácido arbitrario

<220>40

<221> Característica variada

<222> (5) .. (5)
45

<223> Xaa =aminoácido arbitrario

<220>
50

<221> Característica variada

<222> (7) .. (7)

<223> Xaa = aminoácido distinto de Cys 55

<220>
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<221> Característica variada

<222> (6) .. (6)

<223> Xaa = Ser ó Thr5

<220>

<221> Característica variada10

<222> (8) .. (8)

<223> Xaa = Gly ó Ala
15

<400> 23
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la producción por fermentación de L-metionina, que abarca las siguientes etapas:
5

a) fermentación de un cultivo de bacterias corineformes que producen L-metionina, expresándose en las 
bacterias corineformes por lo menos una secuencia de nucleótidos, que codifica una proteína con una 
actividad disminuida de S-adenosil-metionina sintasa (metK) en comparación con la enzima de tipo 
silvestre, siendo la secuencia codificadora de metK una secuencia de nucleótidos, que codifica una proteína 
con una actividad disminuida de metK, en la que se ha sustituido por lo menos un resto de cisteína de la 10
proteína de tipo silvestre,

b) enriquecimiento del producto químico fino que contiene azufre en el medio y/o en las células de bacterias, y

c) aislamiento del producto químico fino que contiene azufre, 15

realizándose que la secuencia codificadora de metK es una secuencia codificadora de nucleótidos, que codifica una 
proteína con actividad de metK, que tiene la siguiente secuencia parcial de aminoácidos:

20

en la que

X
1
 y X

2
 representan independientemente entre sí un aminoácido arbitrario; 

25
y 

X3 representa un aminoácido distinto de Cys introducido por mutación.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, realizándose que la secuencia codificadora de metK codifica 30
una proteína con actividad de metK, abarcando la proteína una secuencia de aminoácidos de desde Met1 hasta 
Ala407 de acuerdo con la SEQ ID NO: 22.

3. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, realizándose que la secuencia codificadora
de metK es un ADN o un ARN replicable en bacterias corineformes o integrado de una manera estable en el 35
cromosoma.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, 
realizándose que

40
a) se emplea una cepa de bacterias transformada con un vector plasmídico, que lleva por lo menos una copia

de la secuencia de metK mutada bajo el control de secuencias reguladoras, o

b) se emplea una cepa, en la que la secuencia de metK mutada se había integrado en el cromosoma de la 
bacteria.45

5. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, realizándose que se fermentan unas 
bacterias corineformes, en las que se ha sobreexpresado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes, que se 
escoge entre

50
a) el gen lysC, que codifica una aspartato cinasa,
b) el gen asd, que codifica una asparato-semialdehído deshidrogenasa,
c) el gen gap, que codifica la glicerolaldehído-3-fosfato deshidrogenasa,
d) el gen pgk, que codifica la 3-fosfoglicerato cinasa,
e) el gen pyc, que codifica la piruvato carboxilasa,55
f) el gen tpi, que codifica la triosafosfato isomerasa,
g) el gen metA, que codifica la homoserina O-acetiltransferasa,
h) el gen metB, que codifica la cistationina-gamma sintasa,
i) el gen metC, que codifica la cistationina-gamma liasa,
j) el gen metH, que codifica la metionina sintasa,60
k) el gen glyA, que codifica la serina hidroximetiltransferasa,
l) el gen metY, que codifica la O-acetil-homoserina sulfhidrilasa,
m) el gen metF, que codifica la metilentetrahidrofolato reductasa,
n) el gen serC, que codifica la fosfoserina aminotransferasa,
o) el gen serB, que codifica la fosfoserina fosfatasa,65
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p) el gen cysE, que codifica la serina acetil-transferasa,
q) el gen cysK, que codifica la cisteína sintasa,
r) el gen hom, que codifica la homoserina deshidrogenasa;
y/o

5
en las que se ha mutado al mismo tiempo por lo menos uno de estos genes, de tal manera que la correspondiente 
proteína, comparada con la proteína no mutada, sea influida en su actividad en una más pequeña medida o ya no 
sea influida por un metabolito del metabolismo, o que sea aumentada su actividad específica.

6. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, realizándose que se fermentan unas 10
bacterias corineformes, en las que se ha debilitado al mismo tiempo por lo menos uno de los genes, que se escoge 
entre 

a) el gen thrB, que codifica la homoserina cinasa,
b) el gen ilvA, que codifica la treonina deshidratasa,15
c) el gen thrC, que codifica la treonina sintasa,
d) el gen ddh, que codifica la meso-diaminopimelato D deshidrogenasa, 
e) el gen pck, que codifica la fosfoenolpiruvato carboxicinasa,
f) el gen pgi, que codifica la glucosa-6-fosfato 6-isomerasa,
g) el gen poxB, que codifica la piruvato oxidasa,20
h) el gen dapA, que codifica la dihidropicolinato sintasa,
i) el gen dapB, que codifica la dihidropicolinato reductasa; o
j) el gen lysA, que codifica la diaminopicolinato descarboxilasa; 
y/o

25
realizándose que se fermentan unas bacterias corineformes, en las que se ha mutado al mismo tiempo por lo menos 
uno de estos genes de tal manera que la actividad enzimática de la correspondiente proteína sea disminuida parcial 
o completamente.

7. Procedimiento de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones anteriores, realizándose que se emplean 30
microorganismos de la especie Corynebacterium glutamicum.

8. Procedimiento para la producción de un aditivo en piensos para animales que contiene L-metionina a partir de 
caldos de fermentación, que abarca las siguientes etapas

35
a) cultivación y fermentación de un microorganismo, que produce L-metionina, de acuerdo con la definición 

dada en una de las reivindicaciones anteriores, en un medio de fermentación;

b) eliminación de agua a partir del caldo de fermentación que contiene L-metionina;
40

c) eliminación de la biomasa formada durante la fermentación en una proporción de 0 a 100 % en peso; y

d) desecación del caldo de fermentación obtenido de acuerdo con b) y/o c), con el fin de obtener el aditivo en 
piensos para animales en la deseada forma de un polvo o granulado.
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Fig. 1 

Ensayo de metK

período de tiempo [min]
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