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DESCRIPCION
Produccién microbiana de acido L-ascorbico.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccion de un microorganismo genéticamente
modificado seleccionado de Gluconobacter, Acetobacter, Pseudomonas o Escherichia capaz de expresar L-
sorbosona deshidrogenasa como una forma activa in vivo y capaz de convertir directamente L-sorbosona en
vitamina C y por lo tanto producir acido L-ascérbico con alto rendimiento. El acido L-ascorbico se usa ampliamente
en las industrias farmacéutica, de alimentacion y cosmética.

Durante los ultimos 70 afios, el acido L-ascérbico (vitamina C) se ha producido industrialmente a partir de D-glucosa
por el método de Reichstein bien conocido. Todas las etapas en este procedimiento son quimicas excepto una (para
la conversion de D-sorbitol en L-sorbosa) que se lleva a cabo por transformacion microbiana. Desde su
implementacién para la produccion industrial del acido L-ascérbico, se han usado varias modificaciones quimicas y
técnicas para mejorar la eficacia del método de Reichstein. Se resumen desarrollos recientes de la produccion de
vitamina C en Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 5% Edicién, Vol. A27 (1996), pag. 54Tff.
Recientemente se han llevado a cabo diferentes etapas de la produccién de vitamina C con la ayuda de
microorganismos o enzimas aisladas de los mismos.

Los métodos de produccion actuales para el acido L-ascorbico tienen algunas caracteristicas indeseables tales
como el alto consumo de energia y el uso de grandes cantidades de disolventes organicos e inorganicos. Por lo
tanto, a lo largo de las pasadas décadas, se han investigado otros procedimientos para fabricar acido L-ascorbico
usando conversiones microbianas, que serian mas baratas asi como ecolégicas. Se ha descrito la produccion
directa de acido L-ascérbico en varios microorganismos.

La producciéon de acido 2-ceto-L-gulonico (2-KGA), un precursor del acido L-ascorbico, usando un plasmido que
lleva genes que codifican la L-sorbosa deshidrogenasa (SDH) y la L-sorbosona deshidrogenasa (SNDH) ha sido
descrita por Saito et al. (Applied and Environmental Microbiology, Vol. 63, No. 2, 1997, 454-460). Los genes
correspondientes se han aislado de la cepa Gluconobacter oxydans T-100. Se ha descrito la conversion de la L-
sorbosona en 2-KGA. Lee y Pan (Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 23, 1999, 106-111) describen
un método de cribado para la L-sorbosa y L-sorbosona deshidrogenasa para la produccion de 2-KGA. La generacion
de cepas mutantes de Gluconobacter melanogenus con el fin de aumentar la productividad de 2-KGA de dichas
cepas la han descrito Sugisawa et al. (Agricultural and Biological Chemistry, Vol. 54, No. 5, 1990, 1201-1209).

Se han descrito secuencias parciales de un polinucledtido de acuerdo con la SEQ ID NO: 1 (WO 97/04101), sin
embargo, dirigidas a diferentes secuencias de nucleétidos con actividades distintas de la de la L-sorbosona
deshidrogenasa de la presente invencion. De nuevo en esta referencia no se dice nada sobre la conversion directa
de L-sorbosona en acido L-ascorbico.

La conversién directa de un sustrato en acido L-ascérbico por la actividad catalitica de una enzima, es decir la L-
gulono-gamma-lactona deshidrogenasa, ha sido descrita por Sugisawa et at. (Biosci. Biotech. Biochem., 59 (2),
1995, 190-196). Sin embargo, esta enzima necesita como sustrato la L-gulono-gamma-lactona y no puede catalizar
la conversion de la L-sorbosona en acido L-ascérbico.

Sorprendentemente, ahora se ha encontrado que la conversion directa de la L-sorbosona en acido L-ascérbico se
puede llevar a cabo usando la L-sorbosona deshidrogenasa (en lo sucesivo denominada SNDHai) aislada de G.
oxydans N44-1 o enzimas que son ortélogas de la misma procedentes de bacterias de acido acético pertenecientes
a los géneros Gluconobacter y Acetobacter. Se aislé un gen responsable para esta reaccion y se determiné la
secuencia. La enzima sorbosona deshidrogenasa codificada por este gen convierte la L-sorbosona en acido L-
ascorbico. Esta enzima es diferente de las enzimas SNDH conocidas.

El acido L-ascérbico o vitamina C, usados de forma intercambiable en la presente memoria, puede ser cualquier
forma quimica del acido L-ascoérbico encontrado en soluciones acuosas, tales como por ejemplo en forma no
disociada, en su forma de acido libre o disociado como un anién. La forma de sal solubilizada del acido L-ascoérbico
se puede caracterizar como el anién en presencia de cualquier clase de cationes encontrados normalmente en
liquidos sobrenadantes de fermentacion, tales como por ejemplo, potasio, sodio, amonio o calcio. También pueden
estar incluidos cristales aislado de la forma de acido libre del acido L-ascérbico. Por otra parte, los cristales aislados
de una forma de sal del acido L-ascérbico se llaman con su nombre de sal correspondiente, es decir, ascorbato
sédico, ascorbato potasico, ascorbato calcico y similares.

La conversion de la L-sorbosona en vitamina C significa que la conversion del sustrato que da como resultado la
vitamina C es llevada a cabo por la SNDHai, es decir, el sustrato se puede convertir directamente en vitamina C.

Un vector de clonacién puede ser, por ejemplo, cualquier ADN de plasmido o fago u otra secuencia de ADN que sea
capaz de replicacion de forma autonoma en una célula hospedante, y que se caracterice por uno o un numero
pequefio de sitios de reconocimiento de endonucleasas de restriccion en los que dichas secuencias de ADN se
pueden cortar de una forma determinable sin pérdida de funcién bioldgica esencial del vector, y en los que se puede
empalmar un fragmento de ADN con el fin de producir su replicacion. El vector de clonacion puede contener
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ademas, por ejemplo, un marcador adecuado para usar en la identificacion de células transformadas con el vector
de clonacion. Dichos marcadores pueden proporcionar, por ejemplo, resistencia a antibiéticos, tales como por
ejemplo, tetraciclina o ampicilina.

Un vector de expresion puede ser cualquier vector que sea capaz de potenciar la expresion de un gen que se haya
clonado en el mismo, después, por ejemplo, de transformacion en un hospedante. El gen clonado normalmente se
pone bajo el control (es decir, operativamente unido a) de determinadas secuencias de control tales como, por
ejemplo, secuencias de promotor. Las secuencias de promotor pueden ser constitutivas o inducibles.

Una molécula de acido nucleico puede incluir ADN y ARN. Puede ser util cualquier forma, por ejemplo acido nucleico
bicatenario, monocatenario, y sus nucledsidos, como molécula de acido nucleico. También estan incluidos hibridos
tales como, por ejemplo, hibridos de ADN-ARN, hibridos de ADN-ARN-proteina, hibridos de ARN-proteina e hibridos
de ADN-proteina. Un polinucleétido puede consistir en varias bases, normalmente al menos 20 bases de
nucleétidos.

El término "homologia" indica la similitud de dos secuencias de polinucledtidos. Con el fin de determinar la
homologia, las secuencias de polinucledtidos se disponen de forma que se puedan comparar areas similares. Si es
necesario, en determinadas posiciones se pueden sustituir nucleétidos por una posicién en blanco con el fin de
mejorar la similitud. Las comparaciones de homologia se pueden realizar, por ejemplo, manualmente o usando
programas de ordenador, que estan disponibles en el comercio. Preferiblemente, el programa se ejecuta en
condiciones estandar con el fin de obtener la homologia maxima. El grado de homologia o similitud entre dos
secuencias de nucleotidos se da en "% de homologia".

Una mutacién puede ser, por ejemplo, un cambio, insercién o eliminacion de un solo par de bases en la secuencia
de nucledtidos de interés o un suceso genético tal como una insercién de un elemento genético tal como, por
ejemplo, un tranposon.

La generacion de una mutacion en el ADN, es decir, mutagénesis, se puede llevar a cabo de diferentes formas, tales
como, por ejemplo, aleatoriamente, es decir, mutagénesis aleatoria, en donde no es predecible el sitio exacto de
mutacioén, produciéndose en cualquier parte en el o los cromosomas del microorganismo o en el o los plasmidos
enddgenos. La mutacion también se puede generar, por ejemplo, como resultado de un dafio fisico causado por
agentes tales como, por ejemplo, radiacion, tratamiento quimico o insercién de un elemento genético.

Como promotor se puede usar cualquier secuencia de ADN que esté situada proxima al codon de inicio de un gen
respectivo, y que inicia la transcripcion de uno o mas genes adyacentes. En general, el promotor puede estar situado
en la region 5' de un gen respectivo. El promotor puede ser un promotor inducible o constitutivo. En el caso de un
promotor inducible, la tasa de transcripcion aumenta en respuesta a un agente de induccién. En el caso de un
promotor constitutivo, la tasa de transcripcion no esta regulada, por ejemplo, por un agente de induccion.

El término "identidad" y "% de identidad" se refiere a la comparacion de dos secuencias de aminoacidos usando un
programa de analisis de secuencias, tal como se ilustra por ejemplo mas adelante. El "% idéntico" se refiere al
porcentaje de los aminoacidos de la secuencia de aminoacidos objeto que se han emparejado con aminoacidos
idénticos en la secuencia de aminoacidos comparada. Si ambas secuencias de aminoacidos que se comparan no
difieren en ninguno de sus aminoacidos, son idénticas o tienen identidad de 100%.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccién de un microorganismo
seleccionado de Gluconobacter, Acetobacter, Pseudomonas o Escherichia capaz de expresar la L-sorbosona
deshidrogenasa como una forma activa in vivo y capaz de convertir directamente la L-sorbosona en vitamina C, en
donde dicho microorganismo se modifica genéticamente introduciendo mas de 1 copia de un polinucledtido que
codifica dicho polipéptido que tiene actividad de L-sorbosona deshidrogenasa capaz de convertir directamente la L-
sorbosona en acido L-ascorbico, seleccionandose dicho polinucledtido del grupo que consiste en:

(a) polinucledtidos que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de acuerdo
con las SEQ ID NO: 2, 12, 14, 16, 18, 20, 22 o 27;

(b) polinucledtidos que comprenden la secuencia de nucleétidos de acuerdo con las SEQ ID NO: 1, 11, 13,
15, 17,19, 21 o0 26;

(c) polinucledtidos cuya cadena complementaria hibrida en condiciones restrictivas con un polinucleétido
como se define en uno cualquiera de (a) a (b); y

(d) polinucledtidos que comparten al menos 80% de homologia con una cadena de al menos 100
nucledtidos consecutivos del polinucledtido de acuerdo con la SEQ ID NO: 1. El polinucleétido aislado se puede
obtener de un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene actividad de L-sorbosona deshidrogenasa. La
SEQ ID NO: 1 representa la secuencia completa de nucledtidos de la SNDHai que se aisldé del microorganismo
Gluconobacter oxydans N44-1. Se pueden usar partes de dicha secuencia para diferentes fines. Los polinucleétidos
cortos, por ejemplo, se pueden usar como cebadores para, por ejemplo, la amplificacion de polinucleétidos
adecuados aislados de otros organismos. Un nucleétido corto puede estar en el intervalo de aproximadamente 10 a
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aproximadamente 100 pares de bases (pb), normalmente de aproximadamente 14 a aproximadamente 50, y
preferiblemente de aproximadamente 17 a aproximadamente 30 pb. Los ejemplos de dichas secuencias cortas de
polinucledtidos estan representados por las SEQ ID NO: 5, 6, 7, 8, 9, 10, 23 o 24. Los polinucledtidos mas largos
pueden codificar polipéptidos que tienen actividad enzimatica. Por ejemplo, la SNDHai tiene un dominio
transmembrana que no se puede usar para la actividad enzimatica. Si partes del polinucleétido que codifica la zona
enzimaticamente activa de la proteina son expresadas sin el dominio transmembrana, dicho polipéptido puede tener
suficiente actividad enzimatica.

La molécula de polinucleétido aislada normalmente se obtiene de una secuencia de polinucleétido mas larga que
codifica un polipéptido que tiene actividad de L-sorbosona deshidrogenasa. Dichos polinucleétidos se pueden aislar,
por ejemplo, de bacterias. Preferiblemente se aislan de bacterias que pertenecen a los géneros Gluconobacter y
Acetobacter incluyendo, pero no limitado a G. oxydans, G. frateurii G. cerinus y A. aceti Cuando dichos
polinucledtidos se obtienen de secuencias de polinucleétidos mas largas, se puede determinar la homologia entre
dicha secuencia de polinucleétido y la SEQ ID NO: 1. En dicho caso, se selecciona una zona que tiene al menos 100
nucleodtidos consecutivos y el tramo correspondiente del otro polinucleétido se puede comparar con este. Cuando la
secuencia de polinucleoétido y el correspondiente tramo que se puede obtener de la SEQ ID NO: 1 tienen por ejemplo
60 nucledtidos que son idénticos comparando 100 nucledtidos consecutivos, entonces la homologia es de 60%. Por
lo tanto, en una realizacion, la invencion se dirige a un polinucleétido aislado de acuerdo con la presente invencion,
en donde la secuencia de nucleétidos parcial se obtiene de una secuencia de polinucleétido que tiene una
homologia de al menos 80% con la SEQ ID NO: 1, en donde se comparan al menos 100 nucleétidos consecutivos.
Preferiblemente, las secuencias parciales de polinucleétidos de la presente invencion tienen una homologia de al
menos 90% con la SEQ ID NO: 1. Para la determinacién de la homologia, se pueden usar tramos de, por ejemplo, al
menos 100, preferiblemente tramos de al menos 300 y mas preferiblemente tramos de al menos 500 nucleétidos
consecutivos.

La presente invencion proporciona usos originales de secuencias de polinucledtidos que codifican la L-sorbosona
deshidrogenasa, para la produccién de un microorganismo seleccionado de Gluconobacter, Acetobacter,
Pseudomonas o Escherichia incluyendo los géneros Gluconobacter y Acetobacter, para producir acido L-ascorbico a
partir de L-sorbosona. Dicho polinucleétido preferiblemente codifica un polinucleétido que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 o un polipéptido obtenido o que se puede obtener de dicho polipéptido, por ejemplo,
por sustitucion, eliminacion, insercion o adicién de uno o mas aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 2, que retiene la actividad de L-sorbosona deshidrogenasa para producir acido L-ascorbico a partir de L-
sorbosona. Estan incluidas ademas secuencias de polinucleétidos que codifican secuencias parciales de polipéptido
de un polipéptido que retiene la actividad de la L-sorbosona deshidrogenasa para producir acido L-ascorbico a partir
de L-sorbosona tal como, por ejemplo, polipéptidos representados por las SEQ ID NO: 12, 14, 16, 18, 20, 22 y 27.

La célula hospedante pertenece a bacterias que pueden expresar la L-sorbosona deshidrogenasa como una forma
activa in vivo, tal como bacterias del género Gluconobacter, Acetobacter, Pseudomonas, tales como P. putida o
Escherichia, tal como E. coli.

Por lo tanto, es un aspecto de la presente invencion proporcionar una célula hospedante como se ha descrito antes,
en donde dicho microorganismo se modifica genéticamente introduciendo mas de 1 copia de un polinucleétido que
codifica un polipéptido que tiene actividad L-sorbosona deshidrogenasa capaz de convertir directamente L-
sorbosona en acido L-ascérbico como se describe en la presente memoria. Dicha célula hospedante se llama
entonces una célula hospedante recombinante u organismo recombinante.

Otro aspecto de esta invencion es un procedimiento para producir acido L-ascérbico que comprende convertir un
sustrato en acido L-ascoérbico con ayuda del microorganismo recombinante producido por el procedimiento de la
invencion.

Como sustrato se puede usar una fuente de carbono que puede ser convertido en acido L-ascérbico por la SNDHai
codificada por un polinucleétido usado en la presente invencion. Los sustratos preferidos se seleccionan de L-
sorbosa, D-sorbitol y L-sorbosona.

En una realizacion, el procedimiento para producir acido L-ascérbico comprende convertir L-sorbosona en acido L-
ascorbico con la ayuda del microorganismo recombinante obtenido por el procedimiento descrito antes,
comprendiendo dicho procedimiento para la produccién de acido L-ascorbico las etapas de:

(i) cultivar el microorganismo en condiciones adecuadas hasta una densidad celular de al menos aproximadamente
10 medido como la densidad 6ptica a 600 nm;

(ii) reduccion de la velocidad de crecimiento a una cantidad menor de 0,02 h™; y
(iii) conversion de L-sorbosona en acido L-ascérbico.

Los métodos y técnicas disefiadas para la manipulacion de las moléculas de acido nucleico aisladas son bien
conocidas en la técnica. Los métodos para el aislamiento, purificacion y clonacion de moléculas de acido nucleico,
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asi como los métodos y técnicas que describen el uso de hospedantes eucariotas y procariotas y la expresion de
acidos nucleicos y proteinas en los mismos, son conocidos para el experto en la técnica.

Como se conoce en la técnica, los polipéptidos pueden contener sustituciones conservativas como sigue: como
sustituciones de ejemplo son razonables Ala por Val/Leu/lle, Arg por Lys/GIn/Asn, Asn por GIn/His/Lys/Arg, Asp por
Glu, Cys por Ser, GIn por Asn, Glu por Asp, Gly por Pro/Ala, His por Asn/GIn/Lys/Arg, lle por
Leu/Val/Met/Ala/Phe/norLeu, Lys por Arg/Gin/Asn, Met por Leu/Phe/lle, Phe por Leu/Val/lle/Ala/Tyr, Pro por Ala, Ser
por Thr, Thr por Ser, Trp por Tyr/Phe, Tyr por Trp/Phe/Thr/Ser, y Val por lle/Leu/Met/Phe/Ala/norLeu. Como ejemplos
preferidos, son razonables Ala por Val, Arg por Lys, Asn por GIn, Asp por Glu, Cys por Ser, GIn por Asn, Glu por
Asp, Gly por Ala, His por Arg, lle por Leu, Leu por lle, Lys por Arg, Met por Leu, Phe por Leu, Pro por Ala, Ser por
Thr, Thr por Ser, Trp por Tyr, Tyr por Phe, y Val por Leu.

Salvo que se indique otra cosa, todas las secuencias de nucleétidos determinadas por secuenciaciéon de una
molécula de ADN en la presente memoria se determinaron usando un secuenciador de ADN automatico (tal como el
analizador genético modelo Applied Biosystems PRISM 310). Por lo tanto, como se conoce en la técnica para
cualquier secuencia de ADN determinada por este procedimiento automatico, cualquier secuencia de nucleétidos
determinada en la presente memoria puede contener algunos errores. Las secuencias de nucleétidos determinadas
de forma automatica son tipicamente al menos aproximadamente 90% homologas, mas tipicamente al menos
aproximadamente 95% a al menos aproximadamente 99,9% homologas con la secuencia de nucledtidos real de la
molécula de ADN secuenciada. La secuencia real se puede determinar de forma mas precisa por otros
procedimientos que incluyen métodos de secuenciacion de ADN manuales bien conocidos en la técnica. Como se
conoce también en la técnica, una sola insercion o eliminacion en una secuencia de nucleétidos determinada
comparada con la secuencia real producira un desplazamiento del marco en la traduccién de la secuencia de
nucledtidos de modo que la secuencia de aminoacidos prevista codificada por una secuencia de nucleétidos
determinada sera completamente diferente de la secuencia de aminoacidos codificada realmente por la molécula de
ADN secuenciada, empezando en el punto de dicha insercién o eliminacion.

Otra forma de describir la similitud de secuencias de polinucleétidos es determinar si dichas secuencias hibridan o
no hibridan. Esto depende de las condiciones seleccionadas para la hibridacion.

Condiciones convencionales para la hibridacion significa en este contexto aquellas condiciones que usa
generalmente un experto en la técnica para detectar sefiales de hibridacion especificas, o preferiblemente las
llamadas "condiciones de hibridacién restrictivas" usadas por un experto en la técnica. Por lo tanto, como se usa en
la presente memoria, la expresion "condiciones de hibridacion restrictivas" significa que la hibridacién ocurrira si hay
una homologia de aproximadamente 95% y preferiblemente al menos 97% entre las secuencias. Las condiciones de
hibridacion restrictivas son, por ejemplo, de 2 h a 4 dias de incubacién a 42°C usando una sonda de ADN marcada
con digoxigenina (DIG) (preparada usando un sistema de marcaje con DIG; Roche Diagnostics GmbH, 68298
Mannheim, Alemania) en una solucion tal como solucion DigEasyHyb (Roche Diagnostics GmbH) con o sin ADN de
esperma de salmon 100 pg/ml, o una solucion que comprende formamida al 50%, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato
trisédico 15 mM), dodecilsulfato sédico al 0,02%, N-lauroilsarcosina 0,1%, y reactivo de bloqueo al 2% (Roche
Diagnostics GmbH), seguido de lavado de los filtros dos veces durante 5 a 15 minutos en 2 x SSC y SDS al 0,1% a
temperatura ambiente y después lavado dos veces durante 15-30 minutos en 0,5 x SSC y SDS al 0,1% 0 0,1 x SSC
y SDS al 0,1% a 65-68°C.

El gen que codifica la L-sorbosona deshidrogenasa, la molécula de acido nucleico que contiene dicho gen, el vector
de expresion y el organismo recombinante usado en la presente invencién, se pueden obtener por las siguientes
etapas:

(1) mutagénesis de transposén como se describe a continuacion en cepas que pertenecen al género Gluconobacter
o0 Acetobacter que produce acido L-ascérbico a partir de L-sorbosona para obtener colonias que expresan
resistencia a antibiético codificada por el transposén usado;

(2) seleccion de mutantes que no producen acido L-ascorbico en el cribado con L-sorbosona como sustrato;
(3) aislamiento de ADN cromosoémico de los mutantes;

(4) clonacion del fragmento de ADN que contiene el transposén del ADN cromosoémico por clonacion de colonias, en
placa o hibridacion Southern, PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), etc.;

(5) determinacion de la secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN que contiene la insercion del transposon;
(6) clonacion del fragmento de ADN de la cepa original que produce acido L-ascérbico a partir de L-sorbosona;

(7) construccion del vector de expresion en el que el gen que codifica la L-sorbosona deshidrogenasa puede
expresar eficazmente;

(8) construccién de organismos recombinantes que llevan el gen que codifica la L-sorbosona deshidrogenasa
mediante un método adecuado para introducir ADN en la célula hospedante, p. €j., transformacion, transduccion,
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transferencia por conjugacion y/o electroporacion, cuya célula hospedante se convierte de esta manera en un
organismo recombinante de esta invencion.

La mutagénesis de transposén se conoce como una herramienta potente para el analisis genético (P. Gerhardt et al.,
"Methods for General and Molecular Bacteriology" Capitulo 17, Transposon Mutagenesis; American Society for
Microbiology).

Se conoce una variedad de transposones en la técnica, tales como Tn3, Tn5, Tn7, Tn9, Tn10, fago Mu y similares.
Entre ellos, se sabe que Tn5 no tiene casi especificidad de insercion, y su tamafo es relativamente pequefio. Para el
propésito de usarlo en mutagénesis aleatoria en la practica de la presente invencion, se prefiere Tn5. También son
Utiles una variedad de derivados de Tn5, designados Mini-Tn5s, que consisten en 19 pb de las repeticiones
invertidas de Tn5 necesarias para la transposicion, acopladas a genes de resistencia a antibiéticos u otros genes de
marcadores seleccionables, para la presente invencion. Dichas Mini-Tn5s se insertan en un vector suicida, ademas
de la Tn5 transposasa (tnp), para construir un sistema de mutagénesis de Tn5 suicida eficaz.

La mutagénesis aleatoria con transposon implica la introduccién de un transposén en una célula bacteriana diana,
por ejemplo, por transformacion, transduccion, apareamiento por conjugacion o electroporacion usando plasmido
suicida o vectores fago. Los mutantes resultantes se pueden cribar con ayuda del marcador que lleva el transposoén.
La transposicion del transposon en el genoma de la bacteria receptora se puede detectar después de perder el
vector usado por segregacion.

Para la introduccion de transposones en microorganismos del género Gluconobacter o Acetobacter, se usan
habitualmente los llamados vectores suicidas incluyendo por ejemplo un derivado de fago P1 y plasmidos de rango
estrecho de hospedantes tales como un derivado de pBR325 que lleva el origen de replicacién de ColE1. Los
vectores de fago P1 y los vectores plasmidicos se pueden transferir por infeccion y por transformacion,
apareamiento por conjugacion o electroporacion, respectivamente, a las células receptoras, en donde estos vectores
preferiblemente carecen de los origenes adecuados de los receptores. La eleccion del vector suicida y transposon
que se va a usar depende de criterios que incluyen, por ejemplo, la sensibilidad del fago, resistencia a antibidticos
intrinseca de la célula receptora, la disponibilidad de un sistema de transferencia de genes incluyendo
transformacion, transferencia por conjugacion, electroporacion o infeccion para introducir el vector que lleva el
transposoén en E. coli.

Uno de los vectores preferibles para usar en la presente invencion es, por ejemplo, el fago P1 (ATCC25404) que
inyecta su ADN en un microorganismo que pertenece al género Gluconobacter o Acetobacter, sin embargo, este
ADN no sera capaz de replicacion y se perdera por segregacion. Dicho fago P1 que lleva Tn5 (P1::Tn5) se puede
usar en forma de lisatos de fago que se pueden preparar mediante lisis de E. coli que lleva P1::Tn5 de acuerdo con
procedimientos conocidos (véase: p. €j. "Methods for General and Molecular Bacteriology" Capitulo 17, Transposon
Mutagenesis; American Society for Microbiology o patente de EE.UU. 5082785, 1992).

Para confirmar que el mutante deficiente realmente lleva el transposén, se pueden llevar a cabo métodos tales
como, por ejemplo, hibridacion de colonias o Southern con fragmentos de ADN marcados que contienen el
transposon usado como la sonda por métodos convencionales (Molecular cloning, a laboratory manual 22 edicion,
Maniatis T., et al., 1989).

Dicho mutante se aislé6 como se describe en el ejemplo 5 de la presente invencion. El mutante transposén puede ser
util para la identificacion posterior del gen diana que codifica la L-sorbosona deshidrogenasa y determinacion de la
secuencia de nucleotidos de la region marcada con el transposoén.

El fragmento de ADN que contiene una insercion de transposon se puede clonar en cualquiera de los vectores de
clonacion de E. coli, preferiblemente pUC18, pUC19, pBluescript || KS+ (Stratagene Europe) y los relacionados con
estos, seleccionando transformantes que muestran tanto fenotipos de marcadores de seleccién del vector como del
transposon. Las secuencias de nucledtidos adyacentes al transposon se pueden determinar por métodos de
secuenciacion conocidos en la técnica.

Alternativamente, cuando dicho polipéptido de L-sorbosona deshidrogenasa se purifica de la cepa que produce
acido L-ascorbico a partir de L-sorbosona, el gen deseado se puede clonar en vectores plasmidicos o de fago a
partir del ADN cromosomico total por los siguientes métodos ilustrativos:

(i) Las secuencias de aminoacidos parciales se pueden determinar a partir de proteinas purificadas o fragmentos
peptidicos de las mismas tales como, por ejemplo, desorcién/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI). Dicha
proteina entera o fragmentos peptidicos se pueden preparar aislando dicha proteina entera o por tratamiento con
peptidasa del gel después de electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). La proteina o fragmentos de
la misma asi obtenidos se pueden aplicar también a un secuenciador de proteinas tal como un secuenciador
automatico de fase gaseosa Applied Biosystems 470A. Las secuencias de aminoacidos se pueden usar para disefar
y preparar sondas de oligonucleétidos y/o cebadores con un sintetizador de ADN tal como, por ejemplo, el
secuenciador automatico de ADN Applied Biosystems 381A. Las sondas se pueden usar para aislar clones que
llevan el gen diana, de una genoteca de la cepa que lleva el gen diana mediante, por ejemplo, hibridacién Southern,
de colonias o en placa.
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(i) Ademas, alternativamente, con el fin de seleccionar clones que expresan la proteina diana de la genoteca, se
pueden aplicar métodos inmunoldégicos con, por ejemplo, un anticuerpo preparado contra la proteina diana.

(iii) EI fragmento de ADN del gen diana se puede amplificar a partir del ADN cromosomico total, por ejemplo, por
PCR con un conjunto de cebadores, es decir, dos oligonucledtidos sintetizados de acuerdo con las secuencias de
aminoacidos determinadas como antes. Después, se puede aislar un clon que lleva el gen entero de la genoteca
construida, p. €j., en E. coli, por ejemplo, por hibridacion Southern, de colonias o en placa, con el producto de la
PCR obtenido antes como la sonda.

El anticuerpo mencionado antes se puede preparar, por ejemplo, con las proteinas L-sorbosona deshidrogenasa
purificadas, las proteinas L-sorbosona deshidrogenasa recombinantes purificadas tales como por ejemplo L-
sorbosona deshidrogenasa marcada con His expresada en E. coli, o su fragmento peptidico como un antigeno. Se
puede usar una secuencia de polipéptido deducida de una secuencia de nucleétidos de la L-sorbosona
deshidrogenasa como un antigeno para preparar un anticuerpo.

Una vez que se obtiene un clon que lleva el gen deseado, la secuencia de nucleétidos del gen diana se puede
determinar por un método bien conocido.

Para expresar la secuencia de nucleotidos/gen deseada de forma eficaz, se pueden usar diferentes promotores; p.
€j., el promotor original del gen, promotores de genes de resistencia a antibiéticos tal como por ejemplo el gen de
resistencia a la kanamicina de Tn5, gen de resistencia a la ampicilina de pBR322, y beta-galactosidasa de E. coli
(lac), promotor trp-, tac-, trc-, promotores del fago lambda y cualesquiera promotores que puedan ser funcionales en
la célula hospedante. Para este fin, la célula hospedante pertenece a bacterias que pueden expresar la L-sorbosona
deshidrogenasa como una forma activa in vivo, seleccionada de bacterias del género Gluconobacter, Acetobacter,
Pseudomonas y Escherichia.

Para la expresion, se pueden usar otros elementos reguladores tales como, por ejemplo, una secuencia Shine-
Dalgarno (SD) (p. ej., AGGAGG etc., incluyendo secuencias naturales y sintéticas operables en la célula huésped) y
un terminador de la transcripcion (estructura de repeticiones invertidas que incluye cualquier secuencia natural y
sintética) que son operables en la célula hospedante (en la que se introducira la secuencia codificante para
proporcionar una célula recombinante de esta invencién) con los promotores descritos antes.

Se puede usar una gran variedad de combinaciones de hospedante/vector de clonacion en la clonacion del ADN
bicatenario. Los vectores preferidos para la expresion del gen de la presente invencion, es decir, el gen SNDHai, en
E. coli se pueden seleccionar de cualesquiera vectores usados habitualmente en E. coli, tales como por ejemplo
vectores pQE que pueden expresar proteinas recombinantes marcadas con His (QIAGEN AG Suiza), pBR322 o sus
derivados, incluyendo, por ejemplo, pUC18 y pBluescript Il (Stratagene Cloning Systems, Calif., EE.UU.), pACYC177
y pPACYC184 y sus derivados, y un vector derivado de un plasmido de amplio rango de hospedantes tal como RK2 y
RSF1010. Un vector preferido para la expresion de la secuencia de nucledtidos de la presente invencién en
bacterias que incluyen Gluconobacter, Acetobacter y Pseudomonas, se selecciona de cualesquiera vectores que se
puedan replicar en Gluconobacter, Acetobacter o Pseudomonas, asi como en un organismo de clonacién preferido
tal como E. coli. El vector preferido es un vector de rango amplio de hospedantes tal como, por ejemplo, un vector
césmido como pVK100 y sus derivados y RSF1010. El nimero de copias y la estabilidad del vector deberian
considerarse con cuidado para la expresion estable y eficaz del gen clonado y también para el cultivo eficaz de la
célula hospedante que lleva el gen clonado. Las moléculas de acido nucleico que contienen por ejemplo los
elementos transponibles tales como Tn5 también se pueden usar como un vector para introducir el gen deseado en
el hospedante preferido, en especial en un cromosoma. Las moléculas de acido nucleico que contienen cualquier
ADN aislado del hospedante preferido con el gen SNDHai de la presente invencion, también pueden ser Utiles para
introducir este gen en la célula hospedante preferida, en especial en un cromosoma.

Dichas moléculas de acido nucleico se pueden transferir al hospedante preferido aplicando cualquiera de los
métodos convencionales, p. €j., transformacion, transduccion, apareamiento por conjugacion o electroporacion, que
son bien conocidos en la técnica, considerando la naturaleza de la célula hospedante y la molécula de acido
nucleico.

Las secuencias de nucleotidos/gen de la L-sorbosona deshidrogenasa usadas en un microorganismo de acuerdo
con esta invencién, se pueden ligar en un vector adecuado que contiene una region reguladora tal como, por
ejemplo, un promotor, un sitio de unién al ribosoma, y un terminador de transcripcion operable en la célula
hospedante descrita antes, con un método bien conocido en la técnica para producir un vector de expresion.

Para construir un microorganismo recombinante que lleva un vector de expresion, se pueden usar diferentes
métodos de transferencia de genes que incluyen, por ejemplo, transformacioén, transduccion, apareamiento por
conjugacion y electroporacion. El método para construir una célula recombinante se puede seleccionar de los
métodos bien conocidos en el campo de la biologia molecular. Por ejemplo, se pueden usar sistemas de
transformacion convencionales para Gluconobacter, Acetobacter, Pseudomonas o Escherichia. También se puede
usar un sistema de transduccion para E. coli El sistema de apareamiento por conjugacion se puede usar
ampliamente en bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo, por ejemplo, E. coli, P. putida y
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Gluconobacter. Se describe un ejemplo de apareamiento por conjugacion en el documento WO 89/06.688. La
conjugacion se puede producir, por ejemplo, en medio liquido o en una superficie sélida. Los ejemplos para un
receptor para la produccién de SNDHai incluyen microorganismos de Gluconobacter, Acetobacter, Pseudomonas o
Escherichia. Para el apareamiento por conjugacion se puede afadir al receptor un marcador seleccionable; p. €j.,
habitualmente se selecciona resistencia contra el acido nalidixico o rafampicina. También se puede usar la
resistencia natural, p. €j., resistencia contra la polimixina B es util para muchas Gluconobacters.

Para aumentar el rendimiento de produccion de la enzima L-sorbosona deshidrogenasa en las células hospedantes
descritas antes, dichos microorganismos se maodifican genéticamente introduciendo mas de 1 copia de un
polinucleétido que codifica dicho polipéptido que tiene actividad de L-sorbosona deshidrogenasa como se describe
en la presente memoria, en donde las proteinas L-sorbosona deshidrogenasa se producen en una célula
hospedante seleccionada de un grupo que consiste en Gluconobacter, Acetobacter, Pseudomonas o Escherichia,
usando el gen de la L-sorbosona deshidrogenasa y como se describe en la presente invencion.

El microorganismo que es capaz de expresar SNDHai codificada por una secuencia de polinucleétido descrita en la
presente memoria, se puede cultivar en un medio acuoso complementado con nutrientes adecuados en condiciones
aerobias. El cultivo se puede llevar a cabo en un modo discontinuo, discontinuo alimentado, semicontinuo o
continuo. El periodo de cultivo puede variar dependiendo por ejemplo del hospedante usado para la expresion del
polipéptido diana, pH, temperatura y medio nutriente que se va a usar, y preferiblemente es de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 dias cuando se realiza en modo discontinuo o discontinuo alimentado. El cultivo se puede
llevar a cabo, por ejemplo, a un pH de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 9,0, preferiblemente de
aproximadamente 5,0 a aproximadamente 8,0. El intervalo de temperatura preferido para llevar a cabo el cultivo es
de aproximadamente 13°C a aproximadamente 36°C, preferiblemente de aproximadamente 18°C a
aproximadamente 33°C. Normalmente, el medio de cultivo puede contener nutrientes tales como fuentes de carbono
asimilables, p. €j., glicerol, D-manitol, D-sorbitol, L-sorbosa, eritritol, ribitol, xilitol, arabitol, inositol, dulcitol, D-ribosa,
D-fructosa, D-glucosa y sacarosa, preferiblemente D-sorbitol, D-manitol, y glicerol; y fuentes de nitrégeno digeribles
tales como sustancias organicas, p. €j., peptona, extracto de levadura, levadura de panaderia, urea, aminoacidos y
licor de maceracion del maiz. También se pueden usar diferentes sustancias inorganicas tales como fuentes de
nitrégeno, p. €j., nitratos y sales de amonio. Ademas, el medio de cultivo normalmente puede contener sales
inorganicas, p. €j., sulfato magnésico, sulfato de manganeso, fosfato potasico y carbonato de calcio.

Se entiende que el procedimiento para la produccion de vitamina C a partir del sustrato usando un hospedante que
comprende SNDHai codificada por un polinucleétido como se describe en la presente memoria, se lleva a cabo con
células en cre;cimiento, es decir, velocidades de crecimiento especificas de las células que son, por ejemplo al
menos 0,02 h™.

Una realizacién de la presente invencion es el uso de un microorganismo genéticamente modificado como se
describe en la presente memoria para producir vitamina C.

La presente invencion proporciona la produccién de acido L-ascérbico como se describe en la presente memoria. La
fuente para la SNDHai no es critica. Este procedimiento se puede llevar a cabo usando por ejemplo
microorganismos que pueden expresar de forma natural la enzima SNDHai activa, SNDHai codificada por una
secuencia de nucledtidos de la presente invencion que se aisla de dichos microorganismos, organismos
recombinantes como se ha descrito antes que llevan el gen de SNDHai de la presente invencion, para convertir la L-
sorbosona en acido L-ascorbico como se describe mas adelante.

Los organismos recombinantes usados para la produccion de acido L-ascorbico a partir de L-sorbosona se pueden
cultivar como se ha descrito antes, en donde el organismo recombinante se selecciona del grupo que consiste en
Gluconobacter, Acetobacter, Pseudomonas 'y Escherichia, que lleva el gen de la L-sorbosona deshidrogenasa como
se describe en la presente memoria. El microorganismo recombinante se puede cultivar en las mismas condiciones
descritas antes. Si el organismo recombinante que se usa para la produccion de acido L-ascorbico no puede
convertir ninguna de las fuentes de carbono descritas antes en L-sorbosona, entonces la L-sorbosona debe afiadirse
al medio para ser usada como el precursor para la produccién de acido L-ascorbico. El periodo de reaccion puede
variar dependiendo del pH, temperatura y mezcla de reaccién que se va a usar, y preferiblemente es de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 dias, cuando se realiza en modo discontinuo o discontinuo alimentado.

Los microorganismos que se pueden usar, p. €j., como fuente para la SNDHai pueden estar disponibles al publico en
diferentes fuentes, p. ej., Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Mascheroder Weg
1B, D-38124 Braunschweig, Alemania, American Type Culture Collection (ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA
20108 EE.UU. el 12 de mayo, 2003 o Culture Collection Division, NITE Biological Resource Center, 2-5-8,
Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba, 292-0818, Japon (antes: Institute for Fermentation, Osaka (IFO), 17-85, Juso-
honmachi 2-chome,Yodogawa-ku, Osaka 532-8686, Japon). Los ejemplos de bacterias preferidas depositadas en
IFO son, por ejemplo, Gluconobacter oxydans (anteriormente conocida como G. melanogenus) IFO 3293,
Gluconobacter oxydans (anteriormente conocida como G. melanogenus) IFO 3292, Gluconobacter oxydans
(anteriormente conocida como G. rubiginosus) IFO 3244, Gluconobacter frateurii (anteriormente conocida como G.
industrius) IFO 3260, Gluconobacter cerinus IFO 3266, Gluconobacter oxydans |IFO 3287, y Acetobacter aceti subsp.
orleanus IFO 3259, las cuales se depositaron todas el 5 de abril, 1954; Acetobacter aceti subsp. xylinum IFO 13693
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depositada el 22 de octubre, 1975, y Acetobacter aceti subsp. xylinum IFO 13773 depositada el 8 de diciembre,
1977. La cepa de Acetobacter sp. ATCC 15164, que también es un ejemplo de una bacteria preferida, se depositd
en ATCC. La cepa Gluconobacter oxydans (anteriormente conocida como G. melanogenus) N44-1 como otro
ejemplo de una bacteria conocida es un derivado de la cepa IFO 3293 y se describe en Sugisawa et al., Agric. Biol.
Chem. 54: 1201-1209, 1990.

Se entiende que los microorganismos mencionados antes también incluyen sinénimos, basénimos de dichas
especies que tienen las mismas propiedades fisioldgicas, como se define en el Cddigo Internacional de
Nomenclatura de Procariotas.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un nuevo procedimiento para la produccion de acido L-
ascorbico (vitamina C) con alto rendimiento, usando células en reposo de un microorganismo capaz de convertir
fuentes de carbono dadas en vitamina C, seleccionado de Gluconobacter, Acetobacter, Pseudomonas o Escherichia
capaz de expresar la L-sorbosona deshidrogenasa como una forma activa in vivo como se describe en la presente
memoria.

La produccion directa de acido L-ascorbico se ha descrito en varios microorganismos, usando diferentes métodos de
cultivo. Sin embargo, la desventaja de dichos procedimientos es el bajo rendimiento de la vitamina C producida
debido a la inestabilidad del producto. Usando, por ejemplo, microorganismos que se sabe que son capaces de
producir tanto acido 2-ceto-L-gulénico (2-KGA) como vitamina C, el rendimiento de la vitamina C producida
microbiolégicamente esta limitado ademas por la produccion relativamente alta de 2-KGA que es sintetizado mas
facilmente por dicho microorganismo, conduciendo, por ejemplo, a relaciones entre la concentracion de vitamina C y
2-KGA que son menos de 0,1. Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es mejorar la produccion
microbioldgica de vitamina C para obtener rendimientos mayores con los procedimientos descritos en la técnica
anterior.

Sorprendentemente, ahora se ha encontrado que un procedimiento que usa células en reposo de un
microorganismo producido de acuerdo con la presente invencion y que es capaz de llevar a cabo la conversion
directa de un sustrato en vitamina C conduce a rendimientos mayores de vitamina C.

En particular, la presente invencién proporciona un procedimiento para producir vitamina C que comprende convertir
un sustrato en vitamina C en un medio que comprende células en reposo de un microorganismo.

Como sustrato para el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, se puede usar una
fuente de carbono que se pueda convertir en acido L-ascérbico y que se pueda obtener faciimente de la ruta de
metabolizacion de D-glucosa o D-sorbitol tal como, por ejemplo, D-glucosa, D-sorbitol, L-sorbosa, L-sorbosona, 2-
ceto-L-gulonato, D-gluconato, 2-ceto-D-gluconato o 2,5-diceto-gluconato. Un posible sustrato adicional puede ser
galactosa. Preferiblemente, el sustrato se selecciona, por ejemplo de D-glucosa, D-sorbitol, L-sorbosa o L-
sorbosona, mas preferiblemente de D-glucosa, D-sorbitol o L-sorbosa, y lo mas preferiblemente de D-sorbitol o L-
sorbosa. El término "sustrato" y "sustrato de produccion” en relacion con el procedimiento anterior que usa células
en reposo de un microorganismo, se usan de forma intercambiable en la presente memoria.

La conversion del sustrato en vitamina C en relacién con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un
microorganismo, significa que la conversiéon del sustrato que da como resultado vitamina C es realizada por el
microorganismo, es decir, el sustrato se puede convertir directamente en vitamina C. Dicho microorganismo se
cultiva en condiciones que permiten dicha conversién a partir del sustrato definido antes.

Un medio como se usa en la presente memoria para el procedimiento anterior que usa células en reposo de un
microorganismo, puede ser cualquier medio adecuado para la produccién de vitamina C. Tipicamente, el medio es
medio acuoso que comprende por ejemplo sales, sustrato(s) y un determinado pH. El medio en el que el sustrato se
convierte en vitamina C también se denomina el medio de produccion.

En relacién con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, se prefiere usar
Gluconobacter o Acetobacter aceti, tales como, por ejemplo G. oxydans, G. cerinus, G. frateurii, A. aceti subsp.
xylinum o A. aceti subsp. orleanus.

En relacion con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, los microorganismos
que se pueden usar para la presente invencién se seleccionan de Gluconobacter, Acetobacter, Pseudomonas o
Escherichia, y pueden estar disponibles al publico en diferentes fuentes, p. ej., Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Mascheroder Weg 1B, D-38124 Braunschweig, Alemania, American
Type Culture Collection (ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108 EE.UU. el 12 de mayo, 2003 o Culture
Collection Division, NITE Biological Resource Center, 2-5-8, Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba, 292-0818, Japdn
(antes: Institute for Fermentation, Osaka (IFO), 17-85, Juso-honmachi 2-chome,Yodogawa-ku, Osaka 532-8686,
Japon). Los ejemplos de bacterias preferidas depositadas en IFO son, por ejemplo, Gluconobacter oxydans
(anteriormente conocidas como G. melanogenus) IFO 3293, Gluconobacter oxydans (anteriormente conocidas como
G. melanogenus) IFO 3292, Gluconobacter oxydans (anteriormente conocidas como G. rubiginosus) IFO 3244,
Gluconobacter frateurii (anteriormente conocidas como G. industrius) IFO 3260, Gluconobacter cerinus IFO 3266,
Gluconobacter oxydans IFO 3287, y Acetobacter aceti subsp. orleanus IFO 3259, que se depositaron todas el 5 de
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abril, 1954; Acetobacter aceti subsp. xylinum IFO 13693 depositada el 22 de octubre, 1975, y Acetobacter aceti
subsp. xylinum IFO 13773 depositada el 8 de diciembre, 1977. La cepa de Acetobacter sp. ATCC 15164, que
también es un ejemplo de una bacteria preferida, se deposité en la ATCC. La cepa Gluconobacter oxydans
(anteriormente conocidas como G. melanogenus) N44-1 como otro ejemplo de una bacteria preferida es un derivado
de la cepa IFO 3293 y se describe en Sugisawa et al., Agric. Biol. Chem. 54: 1201-1209, 1990.

En relaciéon con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, se entiende que los
microorganismos mencionados antes también incluyen sinénimos o basénimos de dichas especies que tienen las
mismas propiedades fisiologicas, como define el Codigo Internacional de Nomenclatura de Procariotas. La
nomenclatura de los microorganismos usada en la presente memoria es la oficialmente aceptada (en la fecha de
presentacion de la solicitud de prioridad) por el Comité Internacional de Sistematica de Procariotas y la Seccion de
Bacteriologia y Microbiologia aplicada de la Union Internacional de Sociedades Microbioldgicas, y publicada por su
vehiculo oficial el International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM). Se hace referencia en
particular a Urbance et al., IJSEM (2001) vol 51:1059-1070, con una notificacion correctiva en IJSEM (2001) vol
51:1231-1233, que describe la reclasificacion taxonimica de G. oxydans DSM 4025 como Ketogulonicigenium
vulgare.

Como se usa en la presente memoria, células en reposo se refiere a células de un microorganismo que por ejemplo
son viables pero no crecen activamente, o que crecen a velocidades de crecimiento especificas [u] bajas, por
ejemplo, velocidades de crecimiento inferiores a 0,02 h'1, preferiblemente inferiores a 0,01 h'. Las células que
presentan las velocidades de crecimiento anteriores se dice que estan en un "modo de célula en reposo”.

El procedimiento de la presente invencion como antes, que usa células en reposo de un microorganismo se puede
llevar a cabo en diferentes etapas o fases: preferiblemente el microorganismo se cultiva en una primera etapa
(también denominada etapa (a) o fase de crecimiento) en condiciones que permiten el crecimiento. Esta fase se
termina cambiando las condiciones de modo que la velocidad de crecimiento del microorganismo se reduce
conduciendo a células en reposo, también denominada etapa (b), seguido de la produccion de vitamina C a partir del
sustrato usando las células en reposo de (b), denominadas también fase de produccion.

La fase de crecimiento y produccién como se llevan a cabo en el procedimiento anterior usando células en reposo
de un microorganismo se pueden llevar a cabo en el mismo recipiente, es decir, solo un recipiente, o en dos o mas
recipientes diferentes, con una etapa de separacion celular opcional entre las dos fases. La vitamina C producida se
puede recuperar de las células por cualquier medio adecuado. Medios de recuperacion por ejemplo, en los que la
vitamina C producida se puede separar del medio de produccion. Opcionalmente, la vitamina C asi producida se
puede procesar posteriormente.

Para los fines de la presente invencion en relacién con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un
microorganismo, las expresiones "fase de crecimiento”, "etapa en crecimiento”, "etapa de crecimiento" y "periodo de
crecimiento" se usan de forma intercambiable en la presente memoria. Lo mismo se aplica para las expresiones

"fase de produccién”, "etapa de produccion”, "periodo de produccion”.

Una forma de llevar a cabo el procedimiento anterior usando células en reposo de un microorganismo de la presente
invencion, puede ser un procedimiento en donde el microorganismo se desarrolla en un primer recipiente, llamado
recipiente de crecimiento, como fuente para las células en reposo, y al menos parte de las células se transfieren a
un segundo recipiente, llamado recipiente de produccién. Las condiciones en el recipiente de produccion pueden ser
tales que las células transferidas desde el recipiente de crecimiento se vuelven células en reposo como se ha
definido antes. La vitamina C es producida en el segundo recipiente y recuperada de este.

En relacion con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, en un aspecto, la etapa
de crecimiento se puede llevar a cabo en un medio acuoso en condiciones aerobias. El cultivo se puede llevar a
cabo, por ejemplo, en modo discontinuo, discontinuo alimentado, semicontinuo o continuo. El periodo de cultivo
puede variar dependiendo de la clase de células, pH, temperatura y medio nutriente que se va a usar, y puede ser
por ejemplo de aproximadamente 10 h a aproximadamente 10 dias, preferiblemente de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 dias, mas preferiblemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 dias, cuando se
realiza en un modo discontinuo o discontinuo alimentado, dependiendo del microorganismo. Si las células se hacen
crecer en modo continuo, el tiempo de permanencia puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 100 h, preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 50 h, dependiendo del
microorganismo. Si el microorganismo se selecciona de bacterias, el cultivo se puede llevar a cabo, por ejemplo, a
un pH de aproximadamente 3,0 a aproximadamente 9,0, preferiblemente de aproximadamente 4,0 a
aproximadamente 9,0, mas preferiblemente aproximadamente 4,0 a aproximadamente 8,0, incluso mas
preferiblemente aproximadamente 5,0 a aproximadamente 8,0. Si se usan algas o levaduras, el cultivo se puede
llevar a cabo, por ejemplo, a un pH menor de aproximadamente 7,0, preferiblemente menor de aproximadamente
6,0, mas preferiblemente menor de aproximadamente 5,5, y lo mas preferiblemente menor de aproximadamente 5,0.
Un intervalo de temperatura adecuado para llevar a cabo el cultivo usando bacterias puede ser, por ejemplo, de
aproximadamente 13°C a aproximadamente 40°C, preferiblemente de aproximadamente 18°C a aproximadamente
37°C, mas preferiblemente de aproximadamente 13°C a aproximadamente 36°C, y lo mas preferiblemente de
aproximadamente 18°C a aproximadamente 33°C. Si se usan algas o levaduras, un intervalo de temperatura
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adecuado para llevar a cabo el cultivo puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 15°C a aproximadamente 40°C,
preferiblemente de aproximadamente 20°C a aproximadamente 45°C, mas preferiblemente de aproximadamente
25°C a aproximadamente 40°C, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 25°C a aproximadamente 38°C, y
lo mas preferiblemente de aproximadamente 30°C a aproximadamente 38°C. El medio de cultivo para el crecimiento
habitualmente puede contener nutrientes tales como fuentes de carbono asimilables, p. €j., glicerol, D-manitol, D-
sorbitol, L-sorbosa, eritritol, ribitol, xilitol, arabitol, inositol, dulcitol, D-ribosa, D-fructosa, D-glucosa, y sacarosa,
preferiblemente L-sorbosa, D-glucosa, D-sorbitol, D-manitol y glicerol; y fuentes de nitrégeno digeribles tales como
sustancias organicas, p. €j., peptona, extracto de levadura y aminoacidos. El medio puede ser con o sin urea y/o
licor de maceracién del maiz y/o levadura de panaderia. También se pueden usar diferentes sustancias inorganicas
como fuentes de nitrégeno, p. €j., nitratos y sales de amonio. Ademas, el medio de crecimiento habitualmente puede
contener sales inorganicas, p. €j., sulfato magnésico, sulfato de manganeso, fosfato potasico y carbonato de calcio.

En relacion con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un mlcroorganlsmo en la fase de
crecimiento las velocidades de crecimiento especificas son, por ejemplo, al menos 0,02 h™'. Para células en
crecimiento en modo discontinuo, discontinuo alimentado o semicontinuo, la velocidad de crecimiento depende, por
ejemplo, de la composicion del medio de crecimiento, pH, temperatura, y similares. En general, las velocidades de
crecimiento pueden estar, por ejemplo, en el intervalo de aproxmadamente 0,05 a aproximadamente 0,2 h,
preferiblemente de aproximadamente 0,06 a aproxmadamente 0,15 h™, y lo mas preferiblemente de
aproximadamente 0,07 a aproximadamente 0,13 h'

En otro aspecto del procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, las células en reposo
se pueden proporcionar por cultivo del respectivo microorganismo en placas de agar que sirven asi como recipiente
de crecimiento, usando esencialmente las mismas condiciones, p. ej., periodo de cultivo, pH, temperatura, medio
nutriente, descritos antes, con la adicion de agar agar.

En relacion con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, si la fase de crecimiento
y produccion se llevan a cabo en dos recipientes separados, entonces las células de la fase de crecimiento se
pueden recoger o concentrar y transferir a un segundo recipiente, el llamado recipiente de produccion. Este
recipiente puede contener un medio acuoso complementado con cualquier sustrato de produccién aplicable que se
pueda ser convertido en acido L-ascérbico por las células. Las células del recipiente de crecimiento se pueden
recoger o concentrar por cualquier operacion adecuada, tal como por ejemplo centrifugacion, ultrafiltracion o
microfiltracion de flujo cruzado con membrana, filtracion, decantacion, floculacion. Las células asi obtenidas también
se pueden transferir al recipiente de produccion en forma del caldo original desde el recipiente de crecimiento, sin
ser recogidas, concentradas o lavadas, es decir, en forma de una suspension celular. En una realizacion preferida,
las células se transfieren del recipiente de crecimiento al recipiente de producciéon en forma de una suspension
celular sin ninguna etapa de lavado o aislamiento entremedias.

Por lo tanto, en una realizaciéon preferida del procedimiento anterior que usa células en reposo de un
microorganismo, la etapa (a) y (c) del procedimiento de la presente invencién como se ha descrito antes, no estan
separadas por ninguna etapa de lavado y/o separacion.

En relacion con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, si la fase de crecimiento
y produccion se llevan a cabo en el mismo recipiente, las células se pueden desarrollar en condiciones adecuadas
hasta la densidad celular deseada, seguido de una sustitucion del medio de crecimiento por el medio de produccion
que contiene el sustrato de produccion. Dicha sustitucion puede ser, por ejemplo, la alimentacién de medio de
produccion al recipiente al mismo tiempo y velocidad que la retirada o recogida de liquido sobrenadante del
recipiente. Para mantener las células en reposo en el recipiente, se pueden usar operaciones para el reciclado o
retencion de células, tales como por ejemplo etapas de reciclado de células. Dichas etapas de reciclado, por
ejemplo, incluyen, pero no se limitan a métodos que usan centrifugas, filtros, etapas de microfiltracion o ultrafiltracion
de flujo cruzado con membrana, reactores de membrana, floculacién o inmovilizacion celular en matrices porosas,
no porosas o poliméricas adecuadas. Después de una fase de transicion, el recipiente se lleva a condiciones del
procedimiento en las que las células estan en un modo de reposo como se ha definido antes, y el sustrato de
produccién es convertido eficazmente en vitamina C.

El medio acuoso en el recipiente de produccién usado para la etapa de produccién en relaciéon con el procedimiento
anterior que usa células en reposo de un microorganismo, en lo sucesivo llamado medio de produccion, puede
contener solo el o los sustratos de produccién para ser convertidos en acido L-ascorbico, o puede contener por
ejemplo, sales inorganicas adicionales, p. €j., cloruro sdédico, cloruro de calcio, sulfato de magnesio, sulfato de
manganeso, fosfato potasico, fosfato de calcio y carbonato de calcio. El medio de produccién también puede
contener fuentes de nitrdgeno digeribles tales como por ejemplo sustancias organicas, p. €j., peptona, extracto de
levadura, urea, aminoacidos, licor de maceracion del maiz, y sustancias inorganicas, p. ej., amoniaco, sulfato
amonico y nitrato sédico, en concentraciones tales que las células se mantienen en un modo de células en reposo
como se ha definido antes. El medio puede ser con o sin urea y/o licor de maceracién del maiz y/o levadura de
panaderia. La etapa de produccion se puede llevar a cabo, por ejemplo, en modo discontinuo, discontinuo
alimentado, semicontinuo o continuo. En caso de modo discontinuo alimentado, semicontinuo o continuo, tanto las
células del recipiente de crecimiento como del medio de produccién se pueden alimentar de forma continua o
intermitente al recipiente de produccion a velocidades de alimentacién adecuadas. Alternativamente, solo se puede
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alimentar medio de produccién de forma continua o intermitente al recipiente de produccién, mientras que las células
que vienen del recipiente de crecimiento se transfieren de una vez al recipiente de produccién. Las células que
vienen del recipiente de crecimiento se pueden usar como una suspension celular dentro del recipiente de
produccién o se pueden usar, por ejemplo, para células floculadas o inmovilizadas en cualquier fase solida tal como
matrices porosas o poliméricas. El periodo de producciéon definido como el periodo que transcurre entre la entrada
del sustrato en el recipiente de produccion y la recogida del liquido sobrenadante que contiene vitamina C, también
llamada corriente de recoleccion, pueden variar dependiendo por ejemplo del tipo y concentracion de las células, pH,
temperatura y medio nutriente que se va a usar, y es preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente
100 h. El pH y la temperatura pueden ser diferentes del pH y la temperatura de la etapa de crecimiento, pero
esencialmente son los mismos que para la etapa de crecimiento.

En una realizacion preferida del procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, la etapa de
produccion se lleva a cabo en modo continuo, que significa que se alimenta una primera corriente de alimentacion
que contiene las células del recipiente de crecimiento y una segunda corriente de alimentacién que contiene el
sustrato, de forma continua o intermitente al recipiente de produccién. La primera corriente puede contener solo las
células aisladas/separadas del medio de crecimiento o una suspension celular, que viene directamente de la etapa
de crecimiento, es decir, las células suspendidas en medio de crecimiento, sin ninguna etapa intermedia de
separacion, lavado y/o aislamiento de células. La segunda corriente de alimentacion como se define en la presente
memoria puede incluir todas las demas corrientes de alimentaciéon necesarias para la operacion de la etapa de
produccion, p. €j., el medio de produccién que comprende el sustrato en forma de una o varias corrientes diferentes
agua para dilucion y base para control de pH.

En relacion con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, cuando se alimentan
ambas corrientes de forma continua, la relacion de la velocidad de alimentacion de la primera corriente a la
velocidad de alimentacién de la segunda corriente puede variar entre 0,01 y aproximadamente 10, preferiblemente
entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 5, lo mas preferiblemente entre aproximadamente 0,02 y
aproximadamente 2. Esta relacion depende de la concentracion de células y sustrato en la primera y segunda
corriente, respectivamente.

Otra forma de llevar a cabo el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo de la
presente invencion, puede ser un procedimiento que usa una determinada densidad celular de células en reposo en
el recipiente de produccion. La densidad celular se mide como unidades de absorbancia (densidad 6ptica) a 600 nm
por métodos conocidos para el experto. En una realizacién preferida, la densidad celular en la etapa de produccién
es al menos aproximadamente 10, mas preferiblemente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 200, incluso
mas preferiblemente entre aproximadamente 15 y aproximadamente 200, incluso mas preferiblemente entre
aproximadamente 15 y aproximadamente 120, y lo mas preferiblemente entre aproximadamente 20 y
aproximadamente 120.

En relacién con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, con el fin de mantener
las células en el recipiente de produccién a la densidad celular deseada durante la fase de producciéon cuando se
lleva a cabo, por ejemplo, en modo continuo o semicontinuo, se puede usar cualquier medio conocido en la técnica,
tal como por ejemplo reciclado de células por centrifugacion, filtracion, ultrafiliracion o microfiltracion de flujo cruzado
con membrana, decantacién, floculacion, retencién de células en el recipiente por dispositivos de membrana o
inmovilizacién celular. Ademas, en el caso de que la etapa de produccion se lleve a cabo en modo continuo o
semicontinuo y las células se alimenten de forma continua o intermitente desde el recipiente de crecimiento, la
densidad celular en el recipiente de produccién se puede mantener a un nivel constante, por ejemplo, recogiendo
una cantidad de células del recipiente de produccién que corresponde a la cantidad de células que se alimenta
desde el recipiente de crecimiento.

En relacion con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, la vitamina C producida
contenida en la llamada corriente de recoleccion es recupera/recoge del recipiente de produccion. La corriente
recogida puede incluir, por ejemplo, solucién acuosa exenta de células o que contiene células que viene del
recipiente de produccién, que contiene vitamina C como resultado de la conversién del sustrato de produccién por
las células en reposo en el recipiente de produccién. Las células todavia presentes en la corriente de recoleccion se
pueden separar de la vitamina C por cualquier operacion conocida en la técnica, tal como, por ejemplo, filtracién,
centrifugacion, decantacion, ultrafiltracion o microfiltracion de flujo cruzado con membrana, ultrafiltracion o
microfiltracion de flujo tangencial o filtracion frontal. Después de esta operacién de separacion de células, la
corriente de recoleccion esta esencialmente exenta de células.

En relacion con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, el procedimiento de la
presente invencion conduce a rendimientos de vitamina C que son de al menos aproximadamente 1,8 g/,
preferiblemente al menos aproximadamente 2,5 g/l, mas preferiblemente al menos aproximadamente 4,0 g/l, y lo
mas preferiblemente al menos aproximadamente 5,7 g/l. En una realizacion, el rendimiento de vitamina C producido
por el procedimiento de la presente invencién esta en el intervalo de aproximadamente 1,8 a aproximadamente 600
g/l. El rendimiento de vitamina C se refiere a la concentracion de vitamina C en la corriente de recoleccion que viene
directamente del recipiente de produccién, es decir, el liquido sobrenadante exento de células que comprende
vitamina C.
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En relacion con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, en una realizacion de la
presente invencion, la vitamina C se produce por el procedimiento como se ha descrito antes que usa células en
reposo de microorganismos recombinantes, tales como por ejemplo bacterias recombinantes que se seleccionan de
bacterias que pueden expresar la L-sorbosona deshidrogenasa como una forma activa in vivo, es decir, bacterias del
género Gluconobacter, Acetobacter, Pseudomonas y Escherichia, mas preferidas de Gluconobacter, Acetobacter o
E. coli. Incluso son mas preferidas por ejemplo G. oxydans y E. coliy las mas preferidas se seleccionan del grupo
que consiste en G. oxydans N44-1, G. oxydans IFO 3293 y G. oxydans IFO 3244. Un microorganismo recombinante
puede ser cualquier microorganismo que se modifique genéticamente por técnicas conocidas para contener uno o
mas genes deseados en su cromosoma o un plasmido introducido en dicho microorganismo, que lleve, p. €j., a un
exceso de expresion de dicho o dichos genes. El gen o genes deseados que se introducen en dicho microorganismo
pueden codificar, por ejemplo, una enzima implicada en la conversién de un sustrato en vitamina C. En una
realizacion preferida, el gen deseado codifica una L-sorbosona deshidrogenasa, que cataliza la conversion de L-
sorbosona en vitamina C. Una L-sorbosona deshidrogenasa preferida usada en la presente invencion es, por
ejemplo, la L-sorbosona deshidrogenasa (SNDHai) de G. oxydans N44-1 (Sugisawa et al., Agric. Biol. Chem. 54:
1201-1209, 1990) representada por la SEQ ID NO: 2, la secuencia de nucleétidos que codifica dicha SNDHai esta
representada por la SEQ ID NO: 1. Se entiende que las secuencias de nucleétidos que tienen una homologia de al
menos 80%, preferiblemente de al menos 90%, comparadas con la SEQ ID NO: 1 y que codifican enzimas que
pueden catalizar la conversion de la L-sorbosona en vitamina C también son parte de la presente invencion.

El microorganismo recombinante, tal como por ejemplo G. oxydans N44-1, puede comprender varias copias de
SNDHai clonadas en un plasmido adecuado o integradas en su cromosoma. Las copias de plasmido que pueden ser
adecuadas para la presente invencién estan, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 2 a aproximadamente
15, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 por microorganismo transformado.
El nimero de copias de plasmido se puede determinar, por ejemplo, por comparacion de la intensidad de una
respectiva banda visible en SDS-PAGE.

En relacién con el procedimiento anterior que usa células en reposo de un microorganismo, cuando se usan
microorganismos recombinantes para el procedimiento de la presente invencion, la etapa de crecimiento y
produccion pueden ser esencialmente las mismas descritas antes. Si se usa un microorganismo recombinante que
comprende SNDHai, tal como por ejemplo G. oxydans N44-1 recombinante con mayor dosis de SNDHai, el medio
de crecimiento puede contener por ejemplo D-sorbitol, L-sorbosa, glicerol o D-glucosa solos o mezclas de los
mismos, una o mas fuentes de nitrégeno adecuadas y sales. El medio de produccion puede contener, por ejemplo,
D-sorbitol y/o L-sorbosa y sales. La recogida de la vitamina C se puede llevar a cabo esencialmente como se
describe en la presente memoria.

En un aspecto adicional, el procedimiento de la presente invencién se puede combinar con otras etapas de
separacion y/o purificacion de la vitamina C producida, de otros componentes contenidos en la corriente de
recoleccion, es decir, las llamadas etapas de procesamiento corriente abajo. Estas etapas pueden incluir cualquier
medio conocido para el experto en la técnica, tal como, por ejemplo, concentracion, cristalizacion, precipitacion,
adsorcion, intercambio idnico, electrodialisis, electrodialisis con membranas bipolares y/o ésmosis inversa. La
vitamina C se puede purificar ademas en la forma del acido libre o cualquiera de sus formas de sal conocidas,
mediante operaciones tales como por ejemplo el tratamiento con carbén activado, intercambio idnico, adsorcién y
elucién, concentracion, cristalizacion, filtracion y secado. Especificamente, se puede llevar a cabo una primera
separacion de la vitamina C de otros componentes en la corriente de recoleccién por cualquier combinaciéon o
repeticion adecuada de, por ejemplo, los siguientes métodos: electrodialisis de dos o tres compartimentos,
electrodialisis con membranas bipolares, 6smosis inversa o adsorcion sobre, por ejemplo, resinas de intercambio
idnico o resinas no idénicas. Si la forma resultante de la vitamina C es una sal del acido L-ascorbico, la conversion de
la forma de sal en la forma de acido libre se puede llevar a cabo, por ejemplo, por electrodialisis con membranas
bipolares, intercambio i6nico, técnicas cromatograficas en lecho mévil simulado, y similares. También se puede usar
combinacién de las etapas mencionadas, p. e€j., electrodialisis y electrodialisis con membranas bipolares en una
etapa, asi como la combinacién de las etapas mencionadas, p. €j., varias etapas de intercambio iénico usando
métodos cromatograficos en lecho movil simulado. Cualquiera de estos procedimientos solos o en combinacion
constituyen un medio conveniente para aislar y purificar el producto, es decir, la vitamina C. El producto asi obtenido
se puede aislar ademas de una forma tal como, p. €j., por concentracion, cristalizacion, precipitacion, lavado y
secado de los cristales y/o purificar ademas, por ejemplo, por tratamiento con carbon activado, intercambio iénico y/o
recristalizacion.

En una realizacion preferida, la vitamina C se purifica de la corriente de recolecciéon por una serie de etapas de
procesamiento corriente abajo, como se ha descrito antes, sin tener que ser transferida a una solucién no acuosa en
cualquier momento de este procesamiento, es decir, todas las etapas se llevan a cabo en un entorno acuoso. Dicho
procedimiento de procesamiento corriente abajo preferido puede incluir, por ejemplo, la concentracion de la corriente
de recoleccion que viene del recipiente de produccion mediante electrodidlisis de dos o tres compartimentos,
conversion de vitamina C en su forma de sal presente en la solucién concentrada en su forma acida mediante
electrodialisis con membranas bipolares y/o intercambio iénico, purificacion por métodos tales como por ejemplo el
tratamiento con carbén activado, resinas de intercambio idnico o no idnicas, seguido de una etapa de concentracion
adicional y cristalizacion. Estos cristales se pueden separar, lavar y secar. Si es necesario, los cristales se pueden
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volver a solubilizar en agua, tratar con carb6n activado y/o resinas de intercambio i6nico y recristalizar. Después
estos cristales se pueden separar, lavar y secar.

Los siguientes ejemplos ilustran mas la presente invencion y no se pretende que limiten la invencion de ninguna
forma.

Ejemplo 1: Produccion de acido L-ascérbico con SNDHai purificada
1. Purificacién de SNDHai:

Se suspendieron células de un microorganismo capaz de producir SNDHai cultivadas por fermentacion discontinua
alimentada (para el cultivo véase el ejemplo 3) en 25 ml de tampdn de fosfato (20 mM, pH 7,0) que contenia MgCly,
2 mM, ditiotreitol (DTT), 1 mM, y 2-3 comprimidos de inhibidor de proteasa exento de EDTA (Roche Diagnostics
GmbH). La suspension celular se trato tres veces con una prensa de French. Posteriormente, se afiadieron 25 ml de
tampon de fosfato (20 mM, pH 7,0) que contenia MgCl, 2 mM y NaCl 1 M y la suspension se ultracentrifugé (30.000
rpm, 60 min, 4°C). El sedimento que contenia la fraccion de membrana se lavd con tampén de fosfato (20 mM, pH
7,0) que contenia MgCl, 2 mM y NaCl 500 mM y después se suspendio en una cantidad adecuada de tampoén de
fosfato (20 mM, pH 7,0) que contenia MgCl, 2 mM. Después se afiadié N-octilglucésido (Fluka) a una concentracion
final de 2% (p/v) y la suspensidon se incubd durante 90 min con agitacion suave sobre hielo. Después de
centrifugacion (20.000 rpm, 60 min, 4°C) se recogid el liquido sobrenadante rojizo transparente y se afadio
polietilenglicol 6000 (Fluka) a una concentracion final de 15% (p/v). Después de incubacion durante 60 min a 4°C
con agitacion suave seguido de centrifugacion (10.000 rpm, 30 min, 4°C), el sedimento se disolvié en tampoén de
Tris-HCI (20 mM, pH 7,6) que contenia MgCl, 2 mM vy lauril-sulfobetaina al 0,5% (p/v) (Fluka). Después de agitacion
suave a 4°C durante la noche la solucion se centrifugé (20.000 rpm, 30 min, 4°C). El liquido sobrenadante se recogio
y se purific6 mas como sigue.

Las siguientes etapas de purificacion se hicieron a 4°C en un sistema AKTA Explorer 10 S (Amersham Biosciences)
con el software UNICORN 3.1. Los caudales tipicos para la cromatografia de intercambio i6nico estaban en el
intervalo de 1-2 ml/min. La elucién de proteina se vigil6 a 280 nm y las fracciones activas de SNDHai se
determinaron usando el ensayo fotométrico convencional en todas las etapas de purificacion (véase mas adelante) o
el ensayo de producto con las fracciones purificadas.

El liquido sobrenadante transparente IV se desalinizd en porciones de 2,5 ml en una columna de filtracion en gel
Sephadex G 25 (volumen hueco: 2,5 ml) usando tampén de Tris-HCI 20 mM (pH 7,6) que contenia MgCl; 2 mM y
lauril-sulfobetaina al 0,5 % (p/v).

Las fracciones positivas para SNDHai se mezclaron y se puso una parte alicuota (aproximadamente 10 ml) en una
columna de intercambio aniénico fuerte (p. ej., Mono-Q HR, Amersham Biosciences, volumen de columna: 8 ml) que
se habia equilibrado antes de usar con tampén A1 (Tris 10 mM, BisTris 10 mM, MES 10 mM, MgCl; 2 mM, lauril-
sulfobetaina al 0,5%, pH 7,6). Las proteinas que no se unian se eluyeron con 100% de tampoén A1y después de 4
volumenes de columna se aplicd un gradiente de pH lineal en 6 volimenes de columna hasta 100% de tampdn B1
(Tris, 10 mM; BisTris, 10 mM; MES, 10 mM; MgCl,, 2 mM, y lauril-sulfobetaina, 0,5%, pH 4,7) seguido de 8
volumenes de columna de 100% de tampdn B1. La SNDHai eluy6 a un valor de pH de aproximadamente 6,5, que
esta muy cerca del valor de pl de 6,52 calculado a partir de la secuencia de aminoacidos. Las fracciones activas se
mezclaron, se diluyeron con la misma cantidad de tampoén de HEPES (50 mM, pH 8,0) que contenia MgCl, 2 mM y
lauril-sulfobetaina al 0,5% (volumen final: 15-20 ml), y se aplicaron a otra columna de intercambio aniénico fuerte (p.
€j., Mono-Q HR, Amersham Biosciences, volumen de columna: 1 ml) que se habia equilibrado con tampén A2
(HEPES 15 mM, MgCl> 2 mM, lauril-sulfobetaina al 0,5%, pH 7,6). Las proteinas que no se unian se eluyeron con
100% de tampo6n A2 y después de 4 volumenes de columna se aplicd un gradiente salino lineal en 20 volimenes de
columna hasta 40% de tampoén B2 (HEPES, 15 mM; MgCl,, 2 mM, LiCl, 1 M, y lauril-sulfobetaina, 0,5 %, pH 7,6)
seguido de un gradiente por etapas hasta 100% de tampén B2. La SNDHai eluyé alrededor de LiCl 150 mM. Las
fracciones activas mostraron una sola banda a aproximadamente 85 kDa en la electroforesis en gel SDS.

2. Ensayo fotométrico para la SNDHai.

La mezcla de reaccién para la medicién fotométrica de la actividad de la SNDHai consistia en cloruro de nitroazul de
tetrazolio 0,196 mM (NBT), metosulfato de fenazina 0,137 mM (PMS), L-sorbosona 20,4 mM, y solucién enzimatica
en un volumen final de 1,0 ml de tampdn de fosfato sédico 0,1 M, pH 7,5. La reaccion se inicié con la adiciéon de
enzima y se midi6 la actividad enzimatica en una cubeta con paso de luz de 1 cm como velocidad de reduccion
inicial del NBT a 570 nm (T = 25°C). Una unidad de actividad enzimatica se definié6 como la cantidad de enzima que
cataliza la reducciéon de NBT 1 uM por minuto. El coeficiente de extincion del NBT a pH 7,5 se consideré como 100
mM” cm™. Se usaron dos tipos de cubetas de referencia para la determinacién de la actividad: una contenia los
componentes mencionados antes excepto la L-sorbosona y la otra contenia todos los componentes excepto la
solucion de enzima.

3. Ensayo de producto para la SNDHai.
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Se analizé directamente en las fracciones que contenian SNDHai pura la produccién de acido L-ascérbico a partir de
L-sorbosona con un ensayo de la siguiente composicion (volumen total de 0,5 ml): SNDHai purificada y desalinizada
0,14 mg/ml, tampodn de fosfato 50 mM (pH 6,5), albimina de suero bovino 8 mg/ml (BSA), L-sorbosona 100 mM,
PMS 1 mM, CaCl; 5 mM, PQQ-K; 50 pM. El ensayo se llevé a cabo en tubos de reaccion adecuados a 25°C con
suficiente agitacion (900 rpm en un agitador de sobremesa) con exclusion de luz.

Las muestras se analizaron por cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) usando un sistema de HPLC
Agilent 1100 (Agilent Technologies, Wilmington, EE.UU.) con una columna LiChrospher-100-RP18 (125 x 4,6 mm)
(Merck, Darmstadt, Alemania) unida a una columna Aminex-HPX-78H (300 x 7,8 mm) (Biorad, Reinach, Suiza). La
fase movil era acido sulfurico 0,004 M y el caudal era 0,6 ml/min. Se registraron dos sefiales usando un detector de
UV (longitud de onda 254 nm) en combinacion con un detector del indice de refraccion. Ademas, la identificacion del
acido L-ascoérbico se hizo usando una amino-columna (YMC-Pack Polyamine-ll, YMC, Inc., Kyoto, Japén) con
deteccion UV a 254 nm. La fase movil era NHsH2PO, 50 mM y acetonitrilo (40:60). Las productividades volumétricas
de acido L-ascorbico iniciales tipicas en estas condiciones eran 0,5-1,0 g/I/h. Por lo tanto, después de 1 h de tiempo
de reaccion, la concentracion de acido L-ascorbico en el liquido sobrenadante era de 300 a 930 mg/l.

Ejemplo 2: Produccién de acido L-ascorbico a partir de L-sorbosa y D-sorbitol en fermentaciones en tubos vy
matraces

Se usaron células de G. oxydans N44-1 para inocular 4 ml de medio liquido N° 3BD y se cultivaron en un tubo (18
mm de diametro) a 30°C durante 3 dias con agitacion a 220 rpm. Al final del periodo de incubacion se habian
acumulado 20 mg/l de acido L-ascérbico.

Se cultivaron células de la cepa N44-1 (por triplicado) en 50 ml de medio N° 5 que contenia D-sorbitol 100 g/,
glicerol 0,5 g/l, extracto de levadura 15 g/l (Difco), MgSQO4-7H,0 2,5 g/l, y CaCO3 15 g/l en un matraz de agitacion
con deflectores de 500 ml a 30°C con agitacion a 200 rpm. Después de 72 h de cultivo, las cantidades de acido L-
ascorbico medidas por HPLC en los tres matraces eran 400, 500 y 680 mg/I.

Ejemplo 3: Produccion de acido L-ascorbico a partir de D-sorbitol en fermentacion discontinua alimentada

Células G. oxydans N44-1 se cultivaron en 200 ml de medio N° 5 que contenia D-sorbitol 100 g/l, glicerol 0,5 g/,
extracto de levadura 15 g/l (Fluka BioChemika, Buchs, Suiza), MgSO.-7H,0 2,5 g/l y CaCO3 15 g/l en un matraz de
agitacion con deflectores de 2 litros a 30°C con agitacion a 180 rpm. Después de 48 h, se usaron 150 ml de este
cultivo para inocular un biorreactor de 10 litros (B. Braun ED10, Melsungen, Alemania) previamente preparado con
5,3 litros de medio que contenia D-sorbitol 20 g/l, glicerol 0,5 g/l, extracto de levadura 15 g/l (Fluka BioChemika,
Buchs, Suiza) y MgS04.7H20 2,5 g/l y equipado con sensores de temperatura, pH y oxigeno disuelto y bucles de
control. La temperatura se controlé a 30°C, el pH se controlé a 6,0 por adicion de una disolucion de amoniaco al
28%, el flujo de aire era 4,5 I/min y el oxigeno disuelto se controlé al 30% mediante una cascada con velocidad de
agitacion (minimo 300 rpm). Después de un tiempo de proceso de 6 h, se alimenté una solucion de sorbitol de 500
g/l a una velocidad de 25 g/h durante un periodo de 44 h. Después de un tiempo de proceso de 96 h, quedaba
aproximadamente 1% de sustrato en el liquido sobrenadante, y se habian producido 950 mg/I de acido L-ascérbico.

Ejemplo 4: Produccion de acido L-ascorbico a partir de L-sorbosona o L-sorbosa con una fraccion de membrana
celular

Se cultivaron células de G. oxydans N44-1 en 100 ml de medio de cultivo 3BD en un matraz de agitacion con
deflectores de 500 ml a 30°C con agitacion a 220 rpm durante 3 dias. El cultivo resultante se centrifugd a 500 rpm
para separar el CaCO:s. El liquido sobrenadante de esta etapa después se centrifugé a 5.000 rpm para sedimentar
las células. Las células recogidas se suspendieron en 3 ml de tampdn de fosfato potasico 50 mM (pH 7,0) y las
células se alteraron mediante dos pasos por una prensa de French (SIM-AMINCO Spetronic Instruments, EE.UU.) a
63,28 kg/cm? (900 psi). EI homogeneizado resultante primero se centrifugd a 5.000 rpm para separar los restos
celulares. Después el liquido sobrenadante se diluyé hasta una concentracion final de proteinas de 3 mg de
proteinas/ml. Esta muestra diluida se designé como el extracto exento de células (CFE). EI CFE se centrifugd a
100.000 x g durante 60 min. El liquido sobrenadante se descart6 y el sedimento se recogié como la fraccion de
membrana.

La reaccion (200 pl) con la fraccion de membrana (100 pl) se llevé a cabo en tampon de fosfato potasico 50 mM (pH
7,0), 30°C con agitacion a 220 rpm durante 15 h. Los sustratos ensayados eran L-sorbosona (concentracion final
1%) y L-sorbosa (concentracion final 2%). La concentracion final de proteinas usada en la reaccion era 1,5 mg/ml. Al
final del periodo de incubacion se habian producido 680 mg/l y 10 mg/l de acido L-ascérbico a partir de 1% de L-
sorbosona y 2% de L-sorbosa, respectivamente.

Ejemplo 5: Aislamiento del gen de SNDHai de Gluconobacter oxydans N44-1
1. Mutagénesis de Tn5

El plasmido pSUP2021, un vector "suicida" que contiene Tn5 (Simon R. et al. 1983. BIO/TECHNOLOGY 1: 784-791),
se transfirié de E. coli HB101 a G. oxydans N44-1 por un método de apareamiento por conjugacion como sigue. G.
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oxydans N44-1 se cultivd en un tubo de ensayo que contenia 5 ml de medio liquido MB a 30°C durante la noche. E.
coli HB101 que llevaba el plasmido auxiliar pRK2013 (D. H. Figurski, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 1648-1652,
1979) y E. coli HB101 que llevaba el plasmido pSUP2021 se cultivaron en tubos de ensayo que contenian 5 ml de
medio LB con kanamicina 50 yg/ml a 37°C durante la noche. Se recogieron células de G. oxydans N44-1, E. coli
HB101(pRK2013), y E. coli HB101(pSUP2021) de los cultivos de la noche por separado por centrifugacion, y se
suspendieron hasta el volumen original en medio MB. Después estas suspensiones celulares se mezclaron en
volumenes iguales y la mezcla se extendié sobre una membrana de nitrocelulosa de 0,45 ym colocada sobre la
parte superior de una placa de agar MB. Después de cultivar a 27°C durante un dia, las células se separaron por
raspado de la membrana y se prepararon diluciones en caldo MB. Después las células diluidas se extendieron sobre
medio agar MB que contenia polimixina B 10 pg/ml y kanamicina 50 pg/ml (medio MPK). La polimixina B selecciona
frente a cepas donantes y auxiliares de E. coli, mientras que la kanamicina selecciona las células de G. oxydans que
han sido transformadas con el plasmido pSUP2021 (es decir, los transconjugados). Se obtuvieron aproximadamente
30.000 transconjugados.

2. Cribado de no productores de acido L-ascorbico.

En total se transfirieron 3.760 transcojugados con palillos estériles a placas de rejilla con MPK y se cultivaron a 27°C
durante 3 dias. Para ensayar la produccion de acido L-ascorbico a partir de L-sorbosona, se separaron células de
cada uno de los transconjugados de la placa de rejilla con un palillo estéril y se suspendieron en 50 yl de una mezcla
de reaccion de células en reposo que contenia L-sorbosona al 0,5%, NaCl al 0,3%, y CaCOs3; al 1% en placas de
microvaloracién de 96 pocillos. Las placas de microvaloracion se incubaron a 30°C durante un dia sin agitacion. Se
analiz6 en un microlitro de cada una de las mezclas de reaccion resultantes la formacion de acido L-ascorbico
usando tiras de ensayo de acido ascorbico y el instrumento RQFlex2 (Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Alemania). La
cepa de control positivo era G. oxydans N44-1 desarrollada en idénticas condiciones. Por este método se identificd
el mutante N44-1-6A9 no productor de acido L-ascérbico. Después se llevaron a cabo analisis de hibridacion de
transferencia Southern para confirmar la presencia de Tn5 en el ADN cromosémico del mutante N44-1-6A9. Se
digirieron 2 pg del ADN cromosoémico aislado del mutante con Apal, Clal, EcoRIl, EcoRV, Kpnl, Stul, BamHI, Sall o
Hindlll y se sometieron a electroforesis en gel de agarosa (agarosa al 0,8%). Después el gel se traté con HCI 0,25 N
durante 15 min, seguido de NaOH 0,5 N durante 30 min. El ADN se transfiri6 a una membrana de nailon con el
sistema de transferencia descendente rapido TurboBlotter (Schleicher & Schuell GmbH, Alemania). La sonda se
prepard con el kit de marcaje PCR-DIG (Roche Diagnostics GmbH, 68298 Mannheim, Alemania) usando los
cebadores Tn2419 (SEQ ID NO: 3) y Tn3125R (SEQ ID NO: 4) con el plasmido pSUP2021 como molde. Se obtuvo
un producto por PCR de 707 pb.

Las condiciones de hibridacion usadas eran las siguientes: la hibridacion se hizo en condiciones de hibridacion
restrictivas, p. €., de 2 hora a 4 dias de incubacién a 42°C usando una sonda de ADN marcada con digoxigenina
(DIG) (preparada usando un sistema de marcaje con DIG; Roche Diagnostics GmbH, 68298 Mannheim, Alemania)
en solucion DigeasyHyb (Roche Diagnostics) con ADN de esperma de salmén 100 pg/ml, seguido de lavado de los
filtros durante 15 min (dos veces) en 2 x SSC y SDS al 0,1% SDS a temperatura ambiente y después lavado durante
15 min (dos veces) en 0,5 x SSC y SDS al 0,1% 0 0,1 x SSC y SDS al 0,1% a 65°C.

Después de la etapa de hibridacion, la deteccion de la hibridacion se hizo con conjugado anti-DIG-AP (Roche
Diagnostics GmbH, 68298 Mannheim, Alemania) y sustrato ECF (Amersham Biosciences Uppsala, Suecia) usando
el instrumento STORM (Amersham Biosciences). Todas las operaciones se hicieron de acuerdo con las
instrucciones de los proveedores.

Usando los métodos descritos antes, se confirmé la presencia de Tn5 en el cromosoma del mutante N44-1-6A9.
3. Clonacién de un fragmento de ADN interrumpido por Tn5 y secuenciacion de las regiones adyacentes.

Basandose en los resultados de las digestiones con enzimas de restriccion descritas en la seccién 2 anterior, se
seleccionaron Apal, Clal, EcoRl y EcoRV como las enzimas que generaban fragmentos de ADN que tenian mas de
1 kb de ADN cromosémico flanqueador a ambos lados de la insercion Tn5. La digestion doble del ADN mutante
N44-1-6A9 con Sall (que corta aproximadamente en el medio de Tn5) y Apal dio dos fragmentos (6,2 y 3,8 kb) que
hibridaban con la sonda de 707 pb descrita antes.

Se preparé el ADN cromosémico del mutante Tn5 de G. oxydans N44-1-6A9 y se digirié con Apal. Los fragmentos
de ADN con el tamafio de 9 a 12 kb se aislaron del gel de agarosa y se ligaron con el vector de clonacion pBluescript
Il KS+ (Stratagene, Suiza), previamente digerido con Apal. Después la mezcla de ligado se usé para transformar
células de E. coli competentes, seleccionando en placas de L-agar que contenian kanamicina 50 yg/ml y ampicilina
100 pg/ml. Se extrajo el plasmido de un transformante y se secuenciaron las regiones clonadas que flanqueaban la
insercion Tn5. La secuencia de nucleétidos del marco de lectura abierto individual (interrumpido por la insercion Tn5)
se ensamblé después de eliminar un duplicado de 9 pb que se sabe que se produce durante el suceso de
transposicion de Tn5. La secuencia de nucledtidos del marco de lectura abierto completo, en lo sucesivo
denominado el gen de SNDHai de Gluconobacter oxydans N44-1, consistia en 2367 pb y se da como la SEQ ID NO:
1. La correspondiente secuencia de aminoacidos deducida de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1 se da
aqui como la SEQ ID NO: 2.
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La secuencia de nuclettidos del gen de SNDHai (SEQ ID NO: 1) se sometié a una busqueda con Blast 2 (version 2
de BLAST del National Center for Biotechnology Information [NCBI] descrito en Altschul et al. (Nucleic Acids Res. 25:
3389-3402, 1997)) en la base de datos PRO SW-SwissProt (version completa mas actualizaciones incrementales).
Las condiciones usadas eran alineamiento con huecos vy filtracion de la secuencia investigada para la region de
complejidad baja.

Usando el programa MOTIFS, las secuencias identificadores de quinoproteina deshidrogenasas bacterianas se
identificaron facilmente, indicando que la SNDHai tiene caracteristicas de una enzima dependiente de PQQ.

Ejemplo 6: Analisis de transferencia Southern de las bacterias que producen acido L-ascorbico a partir de L-
sorbosona

El ADN cromosomico se preparé a partir de células de Gluconobacter oxydans IFO 3293, IFO 3292, IFO 3244, IFO
3287, Gluconobacter frateurii IFO 3260 y IFO 3265, Gluconobacter cerinus IFO 3266 y IFO 3269, Acefobacter aceti
subsp. orleanus IFO 3259, Acetobacter aceti subsp. xylinum IFO 13693 y IFO 13773, Acetobacter sp. ATCC 15164,
y Escherichia coli K-12. Las cepas IFO 13693 y IFO 13773 se cultivaron a 27°C durante 3 dias en medio N° 350 que
contenia Bactopeptona 5 g/l (Difco), extracto de levadura 5 g/l (Difco), glucosa 5 g/l, manitol 5 g/l, MgSO4.7H-0 1 g/,
etanol 5 ml/l, y agar 15 g/l. Todas las demas cepas de Acetobacter y todas las cepas de Gluconobacter se cultivaron
a 27°C durante 3 dias en medio de agar-caldo de manitol (MB) que contenia manitol 25 g/l, extracto de levadura 5 g/l
(Difco Laboratories, Detroit, Mich., EE.UU.), Bactopeptona 3 g/l (Difco), y agar 18 g/l (Difco). E. coli K-12 se cultivd
en medio de agar-caldo Luria. Las preparaciones de ADN cromosomico se usaron para la hibridacion por
transferencia Southern en condiciones restrictivas como se describe en el ejemplo 5. Las preparaciones de ADN
cromosomico se digirieron con Clal (cuando se analizaba la regién de dominio N) o EcoRI (cuando se analizaba la
region de dominio C), y se separd 1 ug de fragmentos de ADN por electroforesis en gel de agarosa (agarosa al 1%).
El gel se tratd con HCI 0,25 N durante 15 min y después NaOH 0,5 N durante 30 min, y después se transfirié a
membrana de nailon con el dispositivo Vacuum Blotter Modelo 785 (BIO-RAD Laboratories AG, Suiza) de acuerdo
con las instrucciones del proveedor. Las sondas se prepararon con el kit de marcaje PCR-DIG (Roche Diagnostics)
usando los conjuntos de cebadores descritos en la tabla 2. El producto P1 de la PCR corresponde a la region de
SNDHai designada como el dominio N (posible region transmembrana) mientras que el producto P2 de la PCR
corresponde a la regién de SNDHai designada como el dominio C (posible region de deshidrogenasa principal).

Tabla 2. Cebadores usados para la PCR para generar sondas marcadas para las hibridaciones Southern

Conjunto de cebadores SEQ ID NO de los producto de la Tamario esperado del
cebadores PCR producto de la PCR (pb)
SNDH1F y SNDH420R 5y6 P1 420
SNDH501F y SNDH2364R 7y8 P2 1864
SNDH501F y SNDH1530R 7y9 P3 1030
SNDH1391F y SNDH2364R 10y 8 P4 974

La tabla 2 muestra los resultados de los experimentos de hibridacién por transferencia Southern. En la hibridacion
con la sonda P1 (dominio N), se observaban bandas positivas claras para G. oxydans IFO 3293, IFO 3292, IFO
3244, IFO 3287 y A. sp. ATCC 15164. En la hibridacion con la sonda P2 (dominio C) se observaban bandas
positivas claras para las cepas IFO 3293, IFO 3292, IFO 3244, IFO 3287 y A. sp. ATCC 15164, mientras que se
observaba una banda débil para las cepas IFO 3260, IFO 3265, IFO 3266, IFO 3269 y IFO 13773. La cepa de
control, E. coli K-12, no mostrd sefales detectables para ninguno de los dominios.
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Tabla 3. Deteccion de sefiales de hibridacién en diferentes cepas obtenidas por hibridacién por transferencia
Southern con sondas para los dominios N y C de SNDHai (sondas P1y P2)

Cepa P1 P2
G. oxydans IFO 3293 + +
G. oxydans IFO 3292 + +
G. oxydans IFO 3244 + +
G. frateurii IFO 3260 nd tr
G. frateurii IFO 3265 nd tr
G. cerinus IFO 3266 nd tr
G. oxydans IFO 3269 nd tr
G. oxydans IFO 3287 + +
A. aceti subsp. orleanus IFO 3259 nd nd
A. aceti subsp. xylinum IFO 13693 nd nd
A. aceti subsp. xylinum IFO 13773 nd tr
Acetobacter sp. ATCC 15164 + +
E. coliK-12 nd nd

Tr, trazas; nd, no detectado. Las sondas P1 y P2 se sintetizaron (como productos de la PCR marcados con DIG) con
los conjuntos de cebadores especificados en la tabla 2.

Ejemplo 7: Amplificacion por PCR y secuenciacion de ortdlogos del gen de SNDHai de Gluconobacter oxydans N44-
1

Se usaron preparaciones de ADN cromosomico (preparadas como se describe en el ejemplo 6) como moldes para la
PCR con los cuatro conjuntos de cebadores mostrados en la tabla 2. Se usaron de cinco a 100 ng de ADN
cromosomico por reaccion (volumen total, 50 yl). Salvo que se especifique de otra forma se uso6 el sistema de PCR
Expand High Fidelity (Roche Diagnostics). Las condiciones de la PCR eran las siguientes:

Incubacion a 94°C durante 2 min; 30 ciclos de (i) etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 15 s, (ii) etapa de
reasociacion a 60°C durante 30 s, (iii) etapa de sintesis a 72°C durante 45 a 120 s (el tiempo para la etapa de
sintesis para los conjuntos de cebadores P1, P2, P3y P4 era45s, 120 s, 90 s y 90 s, respectivamente); extension a
72°C durante 7 min.

Se separaron muestras de las reacciones de PCR por electroforesis en gel de agarosa y las bandas se visualizaron
con un transiluminador después de tincidon con bromuro de etidio. Los resultados de las reacciones de la PCR se
resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Deteccion de los productos de la PCR P1, P2, P3 y P4 en diferentes cepas obtenidas con los conjuntos de
cebadores de la tabla 2 (productos visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa)

Cepa P1 P2 P3 P4
G. oxydans IFO 3293 + +* ne +
G. oxydans IFO 3292 + nd nd +
G. oxydans IFO 3244 + + + +
G. frateurii IFO 3260 nd nd nd nd
G. cerinus IFO 3266 nd nd nd nd
G. oxydans IFO 3287 + + nd +
A. aceti subsp. orleanus IFO 3259 nd nd nd nd
A. aceti subsp. xylinum IFO 13693 nd nd nd nd
A. aceti subsp. xylinum IFO 13773 nd nd nd nd
Acetobacter sp. ATCC 15164 + + nd nd
E. coliK-12 nd nd ne nd

+, detectado; nd, no detectado; ne, no ensayado. *Esta PCR se hizo con el sistema de PCR rico en GC (Roche
Diagnostics) con el mismo ciclo de reacciones usado para el sistema de PCR Expand High Fidelity.

Cuando se observaron bandas de PCR claras en el gel de agarosa (tabla 4), los productos de la PCR se usaron
directamente para la secuenciacién de nucleétidos usando métodos convencionales. Las secuencias de nucleétidos
obtenidas para los diferentes productos de la PCR, y las correspondientes secuencias de aminoacidos de los
péptidos codificados, se compararon con la secuencia de longitud completa del gen de SNDHai y la proteina de G.
oxydans N44-1.

Ortélogo de SNDHai de Gluconobacter oxydans IFO 3292

El producto de la PCR (aproximadamente 1 kb) obtenido tras amplificacion con los cebadores SNDH1391F (SEQ ID
NO: 10) y SNDH2364R (SEQ ID NO:8) y ADN cromosomico de G. oxydans IFO 3292 como molde, se usé para la
secuenciacion con el cebador SNDH1391F (SEQ ID NO: 10). La secuencia de nucleétidos determinada de 771 pb
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(SEQ ID NO: 11) mostré 98,7% (761/771) de homologia con los nucleétidos 1431-2201 de la secuencia de SNDHai
de G. oxydans N44-1 (SEQ ID NO: 1). La secuencia de aminoacidos deducida de 256 aminoacidos (SEQ ID NO: 12)
mostré 100% de identidad con los aminoacidos 478-733 de la secuencia de aminoacidos de SNDH de G. oxydans
N44-1 (SEQ ID NO: 2).

Ortélogo de SNDHai de Gluconobacter oxydans IFO 3287

El producto de la PCR (aproximadamente 0,4 kb) obtenido tras amplificacion con los cebadores SNDH1F (SEQ ID
NO: 5) y SNDH420R (SEQ ID NO: 6) y ADN cromosomico de G. oxydans IFO 3287 como molde, se usé para la
secuenciacion con el cebador SNDH420R (SEQ ID NO: 6). La secuencia de nucleotidos determinada de 350 pb
(SEQ ID NO: 13) mostré 97,4% (341/350) de homologia con los nucleétidos 31-380 de la SEQ ID NO: 1. La
secuencia de aminoacidos deducida de 116 restos (SEQ ID NO: 14) mostré 100% de identidad con los aminoacidos
11-126 de la SEQ ID NO: 2.

El producto de la PCR (aproximadamente 1,9 kb) obtenido tras amplificacion con los cebadores SNDH501F (SEQ ID
NO: 7) y SNDH2364R (SEQ ID NO: 8) se us6 para la secuenciacion con el cebador SNDH501F (SEQ ID NO: 7). La
secuencia de nucledtidos determinada de 808 pb (SEQ ID NO: 15) mostré 98,0% (745/808) de homologia con los
nucleotidos 578-1385 de la SEQ ID NO: 1). La secuencia de aminoacidos deducida de 268 restos (SEQ ID NO: 16)
mostré 100% de identidad con los aminoacidos 194-461 de la SEQ ID NO: 2.

El producto de la PCR (aproximadamente 1 kb) obtenido tras amplificacion con los cebadores SNDH1391F (SEQ ID
NO: 10) y SNDH2364R (SEQ ID NO: 8) se uso para la secuenciacion con el cebador SNDH1391F (SEQ ID NO: 10).
La secuencia de nucledtidos determinada de 800 pb (SEQ ID NO: 17) mostré 98,8% (790/800) de homologia con los
nucleotidos 1469-2268 de la SEQ ID NO: 1. La secuencia de aminoacidos deducida de 266 restos (SEQ ID NO: 18)
mostré 100% de identidad con los aminoacidos 491-756 de la SEQ ID NO: 2.

Ortélogo de SNDHai de Acetobacter sp. ATCC 15164

El producto de la PCR (aproximadamente 0,4 kb) obtenido tras amplificacion con los cebadores SNDH1F (SEQ ID
NO: 5) y SNDH420R (SEQ ID NO: 6) y ADN cromosomico de A. sp. ATCC 15164 como molde, se usé para la
secuenciacion con el cebador SNDH420R (SEQ ID NO: 6). La secuencia de nucleotidos determinada de 360 pb
(SEQ ID NO: 19) mostré 97,8% (352/360) de homologia con los nucleétidos 31-390 de la SEQ ID NO: 1. La
secuencia de aminoacidos deducida de 120 restos (SEQ ID NO: 20) mostré 100% de identidad con los aminoacidos
11-130 de la SEQ ID NO: 2.

El producto de la PCR (aproximadamente 1,9 kb) obtenido tras amplificaciéon con los cebadores SNDH501F (SEQ ID
NO: 7) y SNDH2364R (SEQ ID NO: 8) se us6 para la secuenciacion con el cebador SNDH501F (SEQ ID NO: 7). La
secuencia de nucledtidos determinada de 760 pb (SEQ ID NO: 21) mostré 98,0% (745/760) de homologia con los
nucleotidos 563-1322 de la SEQ ID NO: 1. La secuencia de aminoacidos deducida de 252 restos (SEQ ID NO: 22)
mostré 100% de identidad con los aminoacidos 189-440 de la SEQ ID NO: 2.

Ortélogo de Gluconobacter oxydans IFO 3244 SNDHai

La secuencia de nucleétidos completa del gen ortdlogo de SNDHai de G. oxydans IFO 3244 se determiné usando
los productos de la PCR obtenidos con el ADN cromosomico de G. oxydans IFO 3244 como molde y los siguientes
conjuntos de cebadores: SNDH1F (SEQ ID NO: 5) y SNDH420R (SEQ ID NO: 6); SNDH501F (SEQ ID NO: 7) y
SNDH1530R (SEQ ID NO: 9); SNDH1391F (SEQ ID NO: 10) y SNDH2364R (SEQ ID NO: 8); SNDH382 (SEQ ID
NO: 23) y SNDH1530R (SEQ ID NO: 9); SNDH1F (SEQ ID NO: 5) y SNDH689R (SEQ ID NO: 24). EI ADN
cromosomico digerido con Bglll y BamHI y ligado se usdé para dos PCR mas con los siguientes conjuntos de
cebadores: SNDH420R (SEQ ID NO: 6) y SNDH501F (SEQ ID NO: 7) y SNDH1530R (SEQ ID NO: 9) y 1S-50.3
(SEQ ID NO: 25). La secuencia de nucleétidos completa (SEQ ID NO: 26) mostré 98,4% de homologia con la
secuencia de nucleétidos de SNDHai de G. oxydans N44-1 (SEQ ID NO: 1). La secuencia de aminoacidos deducida
(SEQ ID NO: 27) mostré 100% de identidad con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 8: Produccion de acido L-ascorbico mayor a partir de L-sorbosona mediante el aumento de la dosis de gen
de SNDHai

El gen de SNDHai con las regiones flanqueadoras en la direccion 5' y en la direccion 3' se amplificé por PCR con
ADN cromosomico de la cepa N44-1 como molde y el conjunto de cebadores N1 (SEQ ID NO: 28) y N2 (SEQ ID NO:
29).

La PCR se hizo con el sistema de PCR rico en GC (Roche Diagnostics) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. El fragmento de ADN amplificado se inserté en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.). El plasmido resultante después se digirié con Hindlll y Xhol. El fragmento Hindlll-Xhol que incluia el gen de
SNDHai se ligé al vector pVK100 (disponible en la American Type Culture Collection, n°® de catalogo ATCC 37156)
previamente tratado con Hindlll y Xhol. La mezcla de ligacion se us6 para transformar E. coli TG1. El plasmido
deseado, designado pVK-P-SNDHai-T, se aislé de E. coli, y se introdujo en la cepa de G. oxydans N44-1 por
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electroporacion usando métodos convencionales (Electrocell manipulator ECM600, BTX Inc., San Diego, CA,
EE.UU.).

Células de las cepas de G. oxydans N44-1 y N44-1 que llevaban el plasmido pVK-P-SNDHai-T se cultivaron en 50
ml de medio N° 5 que contenia D-sorbitol 100 g/l, glicerol 0,5 g/l, extracto de levadura 15 g/l (Difco), MgSO4-7H,0
2,5 g/l, y CaCO3 15 g/l en un matraz de agitacién con deflectores de 500 ml a 30°C con agitacién a 200 rpm.
Después de 48 h de cultivo, las cantidades medidas de acido L-ascérbico en el liquido sobrenadante por HPLC en
los dos matraces eran 110 mg/l y 200 mgl/l, respectivamente.

Ejemplo 9: Produccién de acido L-ascorbico a partir de L-sorbosona usando células en reposo cultivadas en medio
agar-caldo de manitol

Se usaron las cepas IFO 3293, 3292, 3244, 3260, 3266, 3287, 3259, 13693, y 13773 asi como Acetobacter sp.
ATCC 15164 y Gluconobacter oxydans N44-1, un derivado de la cepa IFO 3293, para la producciéon de acido L-
ascorbico a partir de L-sorbosona.

Las cepas IFO 13693 y IFO 13773 se cultivaron a 27°C durante 3 dias en medio N° 350 que contenia Bactopeptona
5 g/l (Difco), extracto de levadura 5 g/l (Difco), glucosa 5 g/l, manitol 5 g/l, MgSO4-7H20 1 g/l, etanol 5 ml/l, y agar 15
g/l. Todas las demas cepas de Acetobacter y todas las cepas de Gluconobacter se cultivaron a 27°C durante 3 dias
en medio agar-caldo de manitol (MB) que contenia manitol 25 g/l, extracto de levadura 5 g/l (Difco Laboratories,
Detroit, Mich., EE.UU.), Bactopeptona 3 g/l (Difco), y agar 18 g/l (Difco).

Las células se rasparon de las placas de agar, se suspendieron en agua destilada y se usaron para las reacciones
de las células en reposo llevadas a cabo a 30°C durante 20 h en tubos de 5 ml con agitacion a 230 rpm. Las
mezclas de reaccion (0,5 ml) contenian 1% de L-sorbosona, 0,3% de NaCl, 1% de CaCOs; y células en una
concentracion final de 10 unidades de absorbancia a 600 nandmetros (ODsgo). Al final del periodo de incubacion, las
mezclas de reaccion se analizaron por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) usando un sistema de
HPLC Agilent 1100 (Agilent Technologies, Wilmington, EE.UU.) con una columna LiChrospher-100-RP18 (125 x 4,6
mm) (Merck, Darmstadt, Alemania) unida a una columna Aminex-HPX-78H (300 x 7,8 mm) (Biorad, Reinach, Suiza).
La fase movil era acido sulfarico 0,004 My el caudal era 0,6 ml/min. Se registraron dos sefiales usando un detector
de UV (longitud de onda de 254 nm) en combinacidon con un detector del indice de refraccion. Ademas, la
identificacion del acido L-ascorbico se hizo usando una amino-columna (YMC-Pack Polyamine-Il, YMC, Inc., Kyoto,
Japon) con deteccion UV a 254 nm. La fase movil era NH4H2PO4 50 mM y acetonitrilo (40:60).

Se us6 un sistema de HPLC-espectrometria de masas (MS) Agilent Series 1100 para identificar el acido L-ascorbico.
La MS se hizo en el modo de ion positivo usando la interfaz de electropulverizacion. La separacion se llevé a cabo
usando una columna LUNA-C8(2) (100 x 4,6 mm) (Phenomenex, Torrance, EE.UU.). La fase mévil era una mezcla
de acido férmico al 0,1% y metanol (96:4). El acido L-ascorbico eluia con un tiempo de retencion de 3,1 minutos. La
identidad del acido L-ascérbico se confirmé por el tiempo de retencién y la masa molecular del compuesto.

Para excluir la presencia de acido D-isoascorbico, la identificacion del acido L-ascérbico se hizo ademas por el
tiempo de retencion usando una amino-columna (YMC-Pack Polyamine-ll, YMC, Inc., Kyoto, Japdn) con deteccion
UV a 254 nm. La fase mévil era NHsH2PO4 50 mM y acetonitrilo (40:60).

Las cepas Gluconobacter y Acetobacter producian acido L-ascoérbico a partir de L-sorbosona como se muestra en la
tabla 5.

Tabla 5. Produccion de acido L-ascérbico a partir de L-sorbosona

Cepa acido L-ascorbico (mg/l)
G. oxydans IFO 3293 1740

G. oxydans N44-1 570

G. oxydans IFO 3292 410

G. oxydans IFO 3244 1280

G. frateurii IFO 3260 50

G. cerinus IFO 3266 140

G. oxydans IFO 3287 60

A. aceti subsp. Orleanus IFO 3259 30

A. aceti subsp. Xylinum IFO 13693 40

A. aceti subsp. Xylinum IFO 13693 120
Acetobacter sp. ATCC 15164 310
Blanco No detectado

Blanco; la reaccién se hizo en la mezcla de reaccion sin células.

Ejemplo 10: Produccion de acido L-ascorbico a partir de D-sorbitol, L-sorbosa o L-sorbosona usando células en
reposo cultivadas en medio agar 3BD
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Células de G. oxydans N44-1 se cultivaron a 27°C durante 3 dias en medio agar N° 3BD que contenia L-sorbosa 70
g/l, glicerol 0,5 g/l, extracto de levadura 7,5 g/l (Difco), MgSO4-7H,0 2,5 g/l, CaCO3 10 g/l y agar 18 g/l (Difco). Las
reacciones de las células en reposo (1 ml de mezcla de reaccién en tubo de 10 ml) se llevaron a cabo con D-sorbitol
al 2%, L-sorbosa al 2% o L-sorbosona al 1% a 30°C durante 24 h como se describe en el ejemplo 9. La cepa N44-1
producia 280, 400 y 1780 mg/l de acido L-ascorbico a partir de D-sorbitol, L-sorbosa y L-sorbosona,
respectivamente.

Se llevaron a cabo otras reacciones (0,5 ml de mezcla de reaccién en tubo de 10 ml) con células N44-1 cultivadas
en medio agar N° 3BD en mezclas de reaccién que contenian D-sorbitol al 2%, L-sorbosa al 2% o L-sorbosona al 2%
durante 2 dias como se describe en el ejemplo 9. La cepa N44-1 producia 1,8, 2,0 y 5,1 g/l de acido L-ascorbico a
partir de D-sorbitol, L-sorbosa y L-sorbosona, respectivamente.

Se llevo a cabo una reaccién usando células de G. oxydans IFO 3293 con L-sorbosona al 2% como se ha descrito
antes. La cepa IFO 3293 producia 5,7 g/l de acido L-ascorbico en 2 dias.

Ejemplo 11: Produccion de acido L-ascorbico a partir de D-sorbitol usando células en reposo cultivadas en medio
liquido

Células de G. oxydans N44-1 se cultivaron en 200 ml de medio N° 5 que contenia D-sorbitol 100 g/l, glicerol 0,5 g/l,
extracto de levadura 15 g/l (Fluka BioChemika, Buchs, Suiza), MgSO.-7H,0 2,5 g/l y CaCO3 15 g/l en un matraz de
agitacion con deflectores de 2 litros a 30°C con agitacion a 180 rpm. Después de 24 h, el cultivo se centrifugé a 3220
g (Eppendorf 5810R, Hamburg, Alemania), y las células se volvieron a suspender en solucion de NaCl al 0,9% NaCl,
se centrifugaron de nuevo a 3220 g y el sedimento celular se us6 para inocular un matraz de agitacion con
deflectores de 500 ml que contenia 50 ml de medio de crecimiento completo (D-sorbitol 100 g/l, glicerol 0,5 g/l,
extracto de levadura 15 g/l, MgS0O.4.7H20 2,5 g/l, CaCO315 g/l) y otro matraz de agitacion con deflectores de 500 ml
que contenia 50 ml de medio de produccién (D-sorbitol 100 g/l, NaCl 3 g/l, CaCO310 g/l). La densidad celular inicial,
medida como la densidad 6ptica a 600 nm (DOeono), en ambos matraces era 10. Ambos matraces se incubaron a
30°C con agitacion a 180 rpm. Después de 48 h, la suspension celular en medio de crecimiento y medio de
produccion habia acumulado 1,06 y 1,18 g/l de acido L-ascorbico, respectivamente. No se observé crecimiento
adicional en medio completo durante el tiempo del periodo de incubacion.

Ejemplo 12: Produccion de acido L-ascorbico a partir de L-sorbosona o D-sorbitol por células en reposo de
microorganismos recombinantes con dosis mayores de gen de SNDHai

El gen de SNDHai de G. oxydans N44-1 (SEQ ID NO: 1) con las regiones flanqueadoras en la direccion 5' y
direccién 3' se amplifico por PCR con ADN cromosomico de la cepa N44-1 como molde y el conjunto de cebadores
N1 (SEQ ID NO: 28) y N2 (SEQ ID NO: 29).

La PCR se hizo con el sistema de PCR rico en GC (Roche Diagnostics) GmbH de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. El fragmento de ADN amplificado se inserté en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.). El plasmido resultante después se digirié con Hindlll y Xhol. El fragmento Hindlll-Xhol que incluia el gen de
SNDHai se ligé al vector pVK100 (disponible en la American Type Culture Collection, n° de catalogo ATCC 37156)
previamente tratado con Hindlll y Xhol. La mezcla de ligacion se us6 para transformar E. coli TG1. El plasmido
deseado, designado pVK-P-SNDHai-T, se aislé de E. coli, y se introdujo en la cepa de G. oxydans N44-1 por
electroporacion usando métodos convencionales (Electrocell manipulator ECM600, BTX Inc., San Diego, CA,
EE.UU.).

Se cultivaron cada uno de los tres transformantes independientes, designados ndmero de clon de N44-1(pVK-P-
SNDHai-T) 1, 2, y 3, junto con la cepa original G. oxydans N44-1, en medio agar N° 3BD y medio agar MB. Las
células se rasparon de las placas y se usaron para las reacciones de las células en reposo (L-sorbosona al 1% como
sustrato) como se describe en el ejemplo 9. Después de crecimiento en agar N° 3BD, en el ensayo de células en
reposo la cepa N44-1 producia 2,5 g/l de acido L-ascorbico, mientras que los clones de las cepas N44-1(pVK-P-
SNDHai-T) 1, 2 y 3 producian 4,2, 4,1y 4,2, g/l de acido L-ascorbico, respectivamente. Después de cultivo en agar
MB, en el ensayo de células en reposo la cepa N44-1 producia 0,12 g/l de acido L-ascorbico, mientras que los
clones de las cepas N44-1(pVK-P-SNDHai-T) 1, 2 y 3 producian 1,8, 2,5 y 0,94 g/l de acido L-ascérbico,
respectivamente.

Se llevo a cabo otra reaccion usando células de G. oxydans N44-1y el clon 2 (véase antes) cultivadas en 50 ml de
medio N° 5 (D-sorbitol 100 g/l, glicerol 0,5 g/l, extracto de levadura 15 g/l, MgSO4-7H,0 2,5 g/l, CaCOs3 15 g/l) por
duplicado en matraces de agitacion con deflectores de 500 ml a 30°C con agitacién a 220 rpm durante 3 dias. De un
matraz de cada cepa se centrifug6 el caldo resultante a 500 rpm para separar el CaCOs. El liquido sobrenadante de
esta etapa después se centrifugd a 5.000 rpm para sedimentar las células. Las células recogidas se volvieron a
suspender en 10 ml de solucién de NaCl al 0,9%, y se centrifugaron de nuevo a 5.000 rpm para sedimentar las
células. Las células recogidas se volvieron a suspender en agua y se usaron para inocular 1 ml de medio de
produccion (D-sorbitol 20 g/l, NaCl 3 g/l, CaCO3 10 g/l) en un tubo de reaccion de 10 ml a una densidad final de
células en reposo correspondiente a 5 unidades de DO a 600 nm. Después de 20 h de tiempo de reaccion a 30°C y
220 rpm, el liquido sobrenadante recogido del matraz de produccion contenia 360 y 760 mg/l de acido L-ascorbico,
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respectivamente para las cepas N44-1 y N44-1 que expresaban en exceso SNDHai. En cambio, después de 72 h el
liquido sobrenadante recogido del medio de crecimiento que quedaba contenia 0 y 440 mg/l de acido L-ascorbico,
respectivamente.

Ejemplo 13: Produccién de acido L-ascérbico a partir de L-sorbosona en células en reposo de E. coli

El gen de SNDHai sin codéon de parada denominado SNDHai-1, que corresponde a los nucledtidos 1-2364 de la
SEQ ID NO: 1, se amplifico a partir del ADN cromosémico de la cepa N44-1 por PCR (Roche High Fidelity kit)
usando la pareja de cebadores SNDHai-Nde (SEQ ID NO: 30) y SNDHaiHis-X (SEQ ID NO: 31).

El ADN amplificado se cloné en pCR2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) para obtener pCR2.1-TOPO-
SNDHai-1, cuya secuencia de SNDHai se confirmd que era correcta por secuenciacion de nucleétidos. El gen
SNDHai-1 se corté con Ndel y Xhol y se ligd entre los sitios Ndel y Xhol de pET-21b(+) (Novagen, Madison, WI,
EE.UU.) para producir pET21b-SNDHaiHis; se afiadié 6xHis en el extremo C de SNDHai. El pET21b-SNDHaiHis se
introdujo en E. coli BL21 (DE3).

Se inocularon cinco ml de un cultivo de una la noche de E. coli BL21 (DE3)/ pET21b- SNDHaiHis en LB con
carbenicilina 50 pg/ml en 200 ml del mismo medio. Las células se cultivaron a 230 rpm a 37°C durante 2 h, después
se indujeron con IPTG 1 mM y se continuaron cultivando a 230 rpm a 25°C durante 3 h. El cultivo resultante se
centrifugd y se lavo dos veces con solucion salina y el sedimento celular se volvié a suspender en 2 ml de agua. Las
células se usaron para la reaccion de las células en reposo con la mezcla de reaccion (500 pl en tubo de 5 ml) que
contenia células a una DO600=10, sorbosona monohidrato al 1%, PQQ 5 yM, MgCl, 5 mM, NaCl 0,3%, y CaCO3 al
1% llevada a cabo a 30°C durante 15 h. Se produjeron 0,14 g/l de acido L-ascérbico después de incubacion durante
15 h. Cuando la reaccién de las células en reposo se hizo con PQQ 1 uM (las otras condiciones eran las mismas
que las descritas antes), se produjeron 0,05 g/l de acido L-ascoérbico después de incubacion durante 3 h.

Ejemplo 14: Producciéon de acido L-ascorbico a partir de D-sorbitol por células en reposo de microorganismos
recombinantes con dosis de gen SNDHai mayores

Células de G. oxydans N44-1 que expresan en exceso SNDHai se cultivan en 50 ml de medio N° 5 que contiene D-
sorbitol 100 g/l, glicerol 0,5 g/l, extracto de levadura 15 g/l (Fluka BioChemika, Buchs, Suiza), MgSO4:7H20 2,5 g/l y
CaCO0315 g/l en un matraz de agitacion con deflectores de 500 ml a 30°C con agitacion a 180 rpm durante 48 h. La
suspension de células resultante se usa para inocular un biorreactor de 2 litros, llamado recipiente de reaccién
(Biostat-MD, B. Braun Melsungen, Melsungen, Alemania) que contenia 1,25 | de medio compuesto de D-sorbitol 100
g/l, extracto de levadura 15 g/l (Fluka BioChemika, Buchs, Suiza), MgSO4-7H20 2,5 g/l, KH.PO4 0,3 g/l y CaSO4 0,12
g/l. Las células se cultivan a 30°C, velocidad de aireacion 1 I/min, el pH se controla a 5,7 con una solucion de
Na>COs al 25%, el oxigeno disuelto se controla al 10% de saturacion variando la velocidad de agitacion. Después de
24 h, la densidad celular medida como unidades de absorcién a 600 nm es 20. En este punto, se alimenta una
soluciéon de alimentacion que contiene D-sorbitol 100 g/l, extracto de levadura 15 g/l (Fluka BioChemika, Buchs,
Suiza), MgS04-7H20 2,5 g/l, KH2PO4 0,3 g/l y CaSO4 0,12 g/l en el recipiente de crecimiento a una velocidad de
crecimiento de 125 ml/h, y se recoge continuamente el caldo a una velocidad de recoleccion de 125 mi/h. Por este
medio, el volumen en el recipiente de crecimiento se mantiene constante a 1,25 litros. Otros parametros del
procedimiento contindian controlandose como se ha mencionado antes.

Este caldo se alimenta continuamente a una velocidad de 125 mil/h a un segundo reactor, llamado reactor de
produccion, cargado con 5 litros de medio de produccion que contiene D-sorbitol 100 g/l, NaCl 0,3 g/l y CaS0O4 0,12
g/l, y la temperatura se mantiene a 30°C, pH a 7,0 controlando con una soluciéon de NaOH al 20%. La velocidad de
reaccion se mantiene constante a 10 I/min, y el oxigeno disuelto se controla al 20% variando la velocidad de
agitacion. El medio de produccion con la misma composicion se alimenta continuamente al recipiente de produccion
a una velocidad de alimentacion de 375 ml/h. El volumen del recipiente se mantiene constante a 5 litros mediante la
recoleccién continua de liquido sobrenadante a una velocidad de 500 ml/h, resultando de una corriente de filtrado de
un modulo de ultrafiltracion de flujo cruzado con tamafio de poros de 500 kDa (UFP-500-E-9A, Amersham
Biosciences), a través del cual la suspension de células recogida del recipiente de produccion se bombea a 50 I/h
usando una bomba Masterflex. El flujo retenido es bombeado de nuevo al recipiente. Una vez que la densidad
celular en el recipiente de producciéon alcanza 100 unidades de absorcion a 600 nm, empiezan a recogerse las
células de la corriente de células concentrada que fluye de nuevo al recipiente de produccién a una velocidad de 25
mil/h, con el fin de mantener la densidad celular constante en el recipiente de produccion.

La corriente recogida del liquido sobrenadante exento de células contiene 4 g/l de acido L-ascorbico y se alimenta
continuamente a una velocidad de 500 ml/h a un recipiente de recoleccion con una camisa doble a 30°C (Ecoline
Re112, Lauda, Lauda-Koenigshofen, Alemania). Este recipiente alimenta continuamente liquido sobrenadante al
compartimento del diluido de una unidad de electrodidlisis de dos compartimentos (pila que contiene 10 parejas de
celdas con membranas de intercambio catiénico CMX-S y membranas de intercambio aniénico ASM, area total de
membrana 0,2 m2, de Eurodia Industries, Wissous, Francia) a una velocidad de 180 I/h, y se bombea una corriente
constante fuera del recipiente para mantener su volumen constante a 2 litros. Otro recipiente con doble camisa que
contiene inicialmente agua desionizada a 30°C se alimenta continuamente con agua desionizada de nueva
aportacion a una velocidad de 62,5 ml/h, se bombea constantemente solucién acuosa en el compartimento
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concentrado de la unidad de electrodialisis a una velocidad de 200 I/h, y se bombea fuera del recipiente una
corriente de recoleccion constante. Las soluciones de alimentacion se bombean a la pila de electrodialisis usando
bombas peristalticas (7518-00, Masterflex, EE.UU.), y la recirculacion de soluciones a través de cada compartimento
de electrodialisis se hace con ayuda de bombas rotatorias (MD-20, IWAK, Tokyo, Japén). Durante todo el
procedimiento, se aplican 14 V a la pila de electrodialisis (fuente de alimentacion FUMATech TS001/5, St. Ingbert,
Alemania). La concentracion del acido L-ascorbico en la corriente de recogida es 16 g/l.

Ejemplo 15: Purificacion del acido L-ascoérbico producido por una reaccion de células en reposo por etapas de
procesamiento corriente abajo

La corriente de recoleccion del ejemplo 14 que contiene 16 g/l de acido L-ascoérbico se alimenta a una resina de
quelacion (Amberlite IRC 748, Rohm and Haas, Philadelphia, PA, EE.UU.) para eliminar los cationes divalentes de la
corriente. Después se recoge en un recipiente enfriado (recipiente de alimentacion), y cuando se han recogido 10
litros, se procesan en un modo discontinuo a través de una unidad de electrodialisis de membrana bipolar (pila que
contiene 7 membranas Neosepta BP1 / CMB, area total de membranas 0,14 m2, de Eurodia Industries, Wissous,
Francia). Esta solucion se bombea a 200 I/h a través del compartimento de alimentacién de la unidad de
electrodialisis, y se recicla al recipiente de alimentacion. Otro recipiente enfriado (recipiente de concentrado) que
contiene inicialmente 5 litros de solucion de NaOH 2 g/l se bombea a 100 I/h a través del compartimento de
concentrado de la unidad de electrodialisis de membrana bipolar. Aplicando un voltaje maximo de 25 V y corriente
eléctrica maxima de 20 A, los cationes de sodio del compartimento de alimentacion se transfieren al compartimento
de concentrado, y asi la forma sddica del acido L-ascorbico presente en la corriente de alimentacion se convierte en
la correspondiente forma acida. Después de alcanzar rendimientos de 90%, se detiene el procedimiento. En el
recipiente de concentrado, 6 litros de solucidon que contiene NaOH 7,5 g/l se recogen en el recipiente de diluido, 9
litros de solucién que contiene aproximadamente 16 g/l de acido L-ascérbico en su forma de acido libre y 1,6 g/l de
acido L-ascorbico en su forma de sal de sodio son procesados ademas a través de la resina de intercambio catiénico
(Amberlite FPC 21 H, Rohm and Haas, Philadelphia, PA, EE.UU.), con el fin de aumentar el rendimiento de
conversion de la sal de sodio en la forma de acido libre a aproximadamente 99%. Alternativamente, la solucién de 10
litros que contiene 16 g/l de acido L-ascoérbico en su forma de sal de sodio que viene de la etapa de electrodialisis se
trata directamente mediante la resina de intercambio catidnico, convirtiéndose en la forma de acido libre con 99% de
rendimiento. La corriente de acido L-ascérbico en forma del acido libre, obtenida por cualquiera de los métodos
descritos antes, después se procesa ademas por una secuencia de las siguientes etapas: intercambio aniénico,
tratamiento con carbon activado, concentracion, cristalizacion, filtracion de los cristales y secado. La pureza final de
los cristales obtenidos es 98%, y el rendimiento obtenido con la etapa de procesamiento corriente abajo combinada
es 80%.
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660
720
771



10

Ser Ala Leu Ser Ile Gly Thr

50 55

Tyr

Trp Gly Gly Thr Ile pPhe Gln

65 70

Asp

Glu Glu Phe

85

Ser Tyr Arg Tyr Gly

Thr Ile Pro Gly Tyr Tyr

100

Thr
120

Ala val Asp Glu Ser Thr Gly

GlIn Phe

130

Gly Met

135

Ala Trp Lys Lys

Glu Glu

150

Phe
145

Lys Pro Ser Ser Gly

Trp Gly val val Arg Ser Met Phe

val Pro Pro Thr Met

180

Lys Tyr Gly

val Ser Met Leu

200

Lys Trp Pro

Gly val Ala

210

Pro Gly Leu

215

His

Ser Pro Leu Ala Thr His Thr

225

Gly

val Ala

245

Leu Asp Asn Tyr Arg Leu

<210> 13

< 211> 350

< 212> ADN

< 213> Gluconobacter oxydans IFO 3287

<220>

< 221> misc_feature

< 222> (123)..(123)
<223>nesaocogot

<400> 13

Glu

Leu

Thr

Gly

Leu

Glin

Tyr

Phe

Asn

185

Gly

Ile

Gly

Asn

atcatcggga
atcatcctcg
gtntacatga
acagccctgt
atcgtatttc

ggccggegcet

ttctgggcgc
gcggctcatg
tccgtegeaa
ggtcgctcge
tgtgcgtcge

acttcacccg

cctcatggec
gttttacacc
catcctcteg
cgaagtcggc
cctgatcgeg

cccecgtcaca

ES 2593 811 T3

Arg Leu

Leu Cys

75

Pro val

90

Gly Ile

val

Leu

Glu Glu

Arg

Asn

AsSn

Asn

Ala

Pro Ser

Ile GlIn

Glu

Lys

Gly
110

Trp
Ile

Asp

Arg Arg

140

Glu
155

ser

Ser Pro

170

Ala Ile

Ile

Thr

Pro Leu

Gln

Ala

Asp

Gln

Gly

Lys Gly

Gly Leu

Leu
190

Asp Met

205

Met Pro

N
N
(e

val
235

Leu

Thr
250

Asp

gccttcctga
ctcgccggca
acatggatcg
accagcttct
accctcatgg

ggcgccacct

30

Phe

Thr

Phe Ser

Gly Glu

tcatcgaagg
tcgcgetgge
cccteggect
ggcccagett
cgccctgget

ccggegeect

Asp Met

Ala
80

Phe

Gln Ala

95

Gly Gly

Arg Met

Ser Gly

Thr Pro

160

Pro
175

Cys
Ser Gly
Pro val
Thr

Met

Thr
240

Gly

val val

255

cctecaccte
agccagcagce
gcttgtggca
ctcecgectyg

cagcggcccc

60
120
180
240
300
350



10

15

<210> 14
<211> 116
<212>PRT

< 213> Gluconobacter oxydans IFO 3287

<400> 14

Ile Ile Gly Ile
1

Gly Leu

Gly Ile

35

Ser
50

Leu

Ser
65

Leu

Ile val

Leu Ser

Thr Ser

<210> 15
<211> 808
<212> ADN

His

Ala

Thr

Ala

Phe

Gly

Gly
115

Leu Ile

20

Leu Ala

Trp Ile

Glu val

70

Leu Cys val

Pro Gly

100

Ala

Eeu Gly Ala Leu
Ile
Ala
Ala

Gly

Arg

Leu Gly

Ser
40

Ser

Leu Gly

55

Thr Ser

Ala

Leu

Arg Tyr

Met
Gly
25

val
Leu
Phe
Ile

Phe

ES 2593 811 T3

Ala Ala

10

Ser Trp

Met

Tyr

Leu val

Phe

Phe

Ile

Ala

Leu Ile

Thr
30

Tyr

Arg
45

Arg

Thr Ala

60

Pro
75

Trp

Ala Thr

90

Thr Arg

105

< 213> Gluconobacter oxydans IFO 3287

<400> 15
gcaagctccg

tccagggcac
tctcggecect
cgaaagtctg
ccaacgcgcec
tcgacgeccg

tgaccggcct

ccggtgacat

ccggegtegt
ccaacccgcea
ccaacatgtg
gcaaccagac
acgecttegt
accacgacct
<210> 16

<211> 268
<212>PRT

cgtcgectgg
ccccatcaag
cgaccccgat
gcagcgctgce
ctgcgectcg
caccggccag
cggcccgaca
cgtggtcgtc
ccgcggetat
tcgcggecacc
gggcaccgcc
ccccgatttce
cgccgtggac

cgtggactac

acctaccgca
atcggcgaca
accggcacgg
cgcggegteg
cgcatcgtcc
gcctgcacgg
gccccecggtt
ggcggecgea
gacgtccgca
acaccgctgg
agctacgacc
tggggcggcyg
gccaagaccg

gatgccac

< 213> Gluconobacter oxydans IFO 3287

ctggcgacat
cggtctatat
aaaagtggaa
gctactggca
tcaccacgat
atttcggaac
cctactaccc
tcgccgataa
ccggegcegea
ccgaaggcga
cgaagctcaa
accgcagcaa

gcgacgaacg

31

Ser

Leu

Pro

Phe ser

Ala

Met

Thr
110

val

ggcgctgaac
ctgctcgecyg
gttcgacccc
tgacagcacg
cgacgcccgce
gaacggcaac
gaccgccgcec
cgagcgcacc
ggtctgggec
gatctatccc
cctegtette
ggcttctgat
ctggcacttc

Ile Glu

15

Leu Ala

Asn Ile
Leu

Trp

Leu
80

Arg

Pro
95

Trp

Gly Ala

ggggccgagt
cacaacatcg
cacgcccaga
gccacggacg
ctcatcacca
gtcaatctcc
cccctegtgg
ggcgaaccct
tgggacgcca
gccgaaaccc
ttccecgetcg
gaatacaacg

cgcaccgeca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
808



<400> 16
Lys Leu
1

Gly Ala
Ile Cys
Thr Glu

50

Arg Cys
65

Asn Ala
Leu Ile
Thr Asn
Gly Ser

130
val val
145
Gly val
Trp Asp

Glu Ile

Asp Pro
210

Asp Phe

225

Ala Phe

Arg Thr

<210> 17

Arg

Glu

Ser

35

Lys

Arg

Pro

Thr

Gly

Tyr

Gly

val

Ala

Tyr

195

Lys

Trp

val

Ala

< 211> 800
< 212> ADN
< 213> Gluconobacter oxydans IFO 3287

val

Phe

20

Pro

Trp

Gly

Cys

Ile

100

Asn

Tyr

Gly

Arg

Thr

180

Pro

Leu

Gly

Ala

Asn
260

Ala

Gln

His

Lys

val

Ala

85

Asp

val

Pro

Arg

Gly

Asn

Ala

Asn

Gly

val

245

His

Trp

Gly

Asn

Phe

Gly

70

Ser

Ala

Asn

Thr

Ile

150

Tyr

Pro

Glu

Leu

Asp

Thr

Thr

Ile

Asp

55

Tyr

Arg

Arg

Leu

Ala

135

Ala

Asp

His

Thr

val

215

Arg

Ala

Leu

Tyr

Pro

val

40

Pro

Trp

Ile

Thr

Leu

120

Ala

Asp

val

Arg

Pro

200

Phe

Ser

Lys

val

ES 2593 811 T3

Arg

Ile

25

Ser

His

His

val

Gly

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Asn

Phe

Lys

Thr

Asp

Thr

10

Lys

Ala

Ala

Asp

Leu

90

Gln

Gly

Leu

Glu

Thr

170

Thr

Met

Pro

Ala

Gly

TYyr

Gly

Ile

Leu

Gln

Ser

75

Thr

Ala

Leu

val

Arg

Gly

Thr

Trp

Leu

Ser

Asp

Asp

Asp

Gly

Asp

Thr

60

Thr

Thr

Cys

Gly

Ala

140

Thr

Ala

Pro

Gly

Gly

Asp

Glu

Ala

32

Met

Asp

Pro

45

Lys

Ala

Ile

Thr

Pro

125

Gly

Gly

Gln

Leu

Thr

205

Asn

Glu

Arg

Ala

Thr

30

Asp

val

Thr

Asp

Asp

110

Thr

Asp

Glu

val

Ala

190

Ala

Gln

Tyr

Trp

Leu

15

val

Thr

Trp

Asp

Ala

95

Phe

Ala

Ile

Pro

Trp

Glu

Ser

Thr

Asnh

His
255

Asn

Tyr

Gly

Gln

Ala

80

Arg

Gly

Pro

val

Ser

160

Ala

Gly

Tyr

Pro

Asp

240

Phe



ES 2593

<400> 17

tcttcgtgct cgaccgccgc gacggcaccc cgatcgtccc

cgcaggacgg cgcaccggaa caccagtacc tcgcccccga

ccatcggaac agagcgcctg aaacccagcg atatgtgggg

tcctgtgccg catccagttc gecctcctacc gctatgaagg

agaaacaggc caccatcatc tatccgggct attacggcgg

ccgtggatga aagcaccgga acgctgctgg tcaacgacat

agttcatgaa gcaggaagaa gcccgtcgca gcggcttcaa

attccgaaca gaaaggcacc ccctggggcg tcgtccgctc

gtctcccctg cgtaaaaccg ccctatggca cgatgaacgc

aggtgaaatg gagcatgccg cttggcacga tccaggacat

caggcctcge catcccgetc ggaatgccaa ccatgagcegg

gcttggtctt cttctccggc acgctcgaca actacgtccg

gcgaggtcgt ctggaaagcc cgtctccccg tcgectcaca

tgtccgacaa gaccggcaaa

<210> 18

< 211> 266

<212>PRT

< 213> Gluconobacter oxydans IFO 3287

<400> 18

Phe val Leu Asp Arg Arg Asp Gly Thr Pro Ile

1 5 10

Arg Lys val Pro GIn Asp Gly Ala Pro Glu His

20 25
Glu Gln Pro Tyr Ser Ala Leu Ser Ile Gly Thr
35 40

Ser Asp Met Trp Gly Gly Thr Ile Phe Asp GlIn
50 55

Gln Phe Ala Ser Tyr Arg Tyr Glu Gly Glu Phe

65 70 75

Lys GIn Ala Thr Ile Ile Tyr Pro Gly Tyr Tyr
: 85 90

Gly Gly Gly Ala val Asp Glu Ser Thr Gly Thr

100 105
Ile Arg Met Ala Gln Trp Gly Lys Phe Met Lys
115 120

Arg Ser Gly Phe Lys Pro Ser Ser Glu Gly Glu

130 135

811 T3

cgtggaaatg
acagccctat
tggtacgatt
cgagttcacc
catcaactgg
ccgcatggec
acccagctceg
gatgttcttc
catcgacctg
gcecggtecac
ccecgetggec
cgcgctcaac

ggccgctccg

val Pro val

Gln Leu

30

Tyr

Glu Arg

45

Leu

Leu Leu

60

Cys

Thr pPro val

Gly Gly Ile

val
110

Leu Leu

GIn Glu Glu

Tyr Ser Glu

33

cgcaaagtcc
tccgeectcet
ttcgaccagce
ccegtcaacg
g9gcggcggcy
cagtggggca
gaaggcgaat
tcceecgeceg
cgcagcggcea
ggcatggtcc
acccataccg
accgacaccg

atgagctaca

Glu
15

Met
Ala Pro
Lys Pro
Ile

Arg

Glu
80

Asn

Asn

Trp
95

Asn Asp
Ala

Arg

Gln Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
800



10

15

Thr Pro

Pro Cys

Arg Ser Gly

val
195

Met Pro

Thr
210

Pro Met

Ser Thr

225

Gly

Glu val val

Met Ser Tyr

<210> 19
< 211> 360
<212> ADN

< 213> Acetobacter sp. ATCC 15164

<220>

< 221> misc_feature

Trp

val

Ser

Leu

Trp

Met
260

< 222> (123)..(123)
<223>nesaocogot

<400> 19
atcatcggga

atcatcctcg
gtntacatga
acagccctgt
atcgtgttcc

ggccggcgcet

Gly

Gly

Asp

Lys

Ser

val

150

Pro

Lys

Met

Pro

Asn

230

Ala

Asp

val

Pro

Trp

val

Leu

215

Tyr

Arg

Lys

Arg

Tyr

Ser

Pro

200

Ala

val

Leu

Thr

ES 2593 811 T3

Ser

Gly

Met

185

Gly

Thr

Arg

Pro

Gly

Met

Thr

170

Pro

Leu

His

Ala

val

250

Lys

Phe

155

Met

Leu

Ala

Thr

Leu

235

Ala

Phe

Asn

Gly

Ile

Gly

Asn

Ser

<210> 20
<211>120
<212>PRT

ttctgggcgce
gcggetegtg
tccgtcgeaa
ggtcgctcgce
tgtgcgtcge

acttcacccg

cctcatggcec
gttttacacc
catcctctcg
cgaagtcggc
cctgatcgeg

cccegtcaca

< 213> Acetobacter sp. ATCC 15164

<400> 20

gccttectga
ctcgceggea
acatggatcg
accagcttct
actctcatgg

ggggccacct

Ser Pro Ala Gly

Ala Ile Asp Leu

175

Ile Glin

190

Thr Asp

Pro Met

205

Leu Gly

Leu val Phe Phe

Thr Asp Thr Gly

Ala
255

Gln Ala Pro

tcatcgaagg cctccacctc
tcgegetgge ggccageage
ccctcggect gettgtageca
ggcccagett ctcccgectg
cgcecctgget cagcggeccc

ccggcgecact cggegecatce

ITe Ile Gly Ile Leu Gly Ala Leu Met Aaa Ala phe Leu Ile Ile Glu
1 5 1

15

Gly Leu His Leu Ile Ile Leu Gly Gly Ser Trp Phe Tyr ggr Leu Ala
2 25

Gly Ile Ala Leu Ala Ala Ser Ser val Tyr Met Ile Arg Arg Asn Ile
35 40 45

34

60
120
180
240
300
360



10

Ser Thr

50

Leu

Ser Leu Ala

65

Ile val Phe

Leu Ser Gly

Thr Ser Gly

<210> 21
<211> 760

< 212> ADN
< 213> Acetobacter sp. ATCC 15164

<400> 21

accgcgacaa
tgaacggcgc
caccccacaa
acccccacgce
gcacagccac
cccgecteat
gcaacgtcaa
ccgcecccct
gcacaggcga
gggcctggga
accccgccga
tcttcttcecc

cggatgaata

<210> 22
<211> 252
<212>PRT

Trp Ile Al

Gl
70

Glu val

Leu Cys Va

85

Pro Gly Ar

100

Ala Leu Gl

tgtcagcaag
cgaattccag
catcgtctcg
ccagacgaaa
ggacgccaac
caccatcgac
tctcctgacc
cgtggcgagt
gcctteeggce
cgccaccaac
aacccccaac
gctcggcaac

caacgacgcc

a Leu
55

Gly
y Thr Ser
1 Ala Leu
g Arg Tyr

Ile
120

y Ala

ctccgegteg
ggcaccccca
gccctcgacc
gtctggcagce
gcgcectgeg
gceccgeaccg
ggcctcggec
gacatcgtgg
gtcgtccgeg
ccgcatcgeg
atgtggggca
cagacccccg

ttcgtcgecg

< 213> Acetobacter sp. ATCC 15164

<400> 22

Arg Asp Asn val Ser Lys Leu Arg val Ala Trp Thr Tyr Arg
1 5 10 :
Asp Met Ala Leu Asn Gly Ala Glu Phe GIn Gly Thr Pro Ile
0 25 30
Gly Asp Thr val Tyr Ile Cys Ser Pro His Asn Ile val Ser
35 40

Asp Pro Asp Thr Gly Thr Glu Lys Trp Lys Phe Asp Pro His
50 55 60

ES 2593 811 T3

Leu Leu val

Phe Trp Pro
75

Ile Ala Thr

Phe Thr Arg
105

cctggaccta
tcaagatcgg
ccgacaccgg
gctgccgegg
cctcgegeat
gccaggectyg
cgacagcccc
tcgtcggegg
gctacgacgt
gcaccacacc
ccgccageta
atttctgggg

tggacgccaa

35

Ala Thr Ala Leu Trp

Ser Phe Ser Arg Leu
80

Leu Met Ala Pro Trp

95

Pro val Thr Gly Ala
110

ccgcaccggc
cgatacggtc
cacggaaaag
cgtcggctac
cgtcctcacc
cacggatttc
cggctcctac
ccgcatcgcec
ccgcaccggce
actggccgaa
cgacccgaaa

cggcgaccgce

gacatggcgc
tatatctgct
tggaagttcg
tggcatgaca
acgatcgacg
ggaacgaacg
tacccgaccg
gataacgagc
gcacaggtct
ggcgagatct
ctcaacctcg

agcaaggect

Thr Gly
15

Lys Ile
Ala Leu

Ala Gln

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
760



10

15

20

Thr Lys val Trp Gln
65

Thr Ala Thr Asp Ala
85

Thr Ile Asp Ala Arg
100

Cys Thr Asp Phe Gly
115

Gly Pro Thr Ala Pro
130

Ala Gly Asp Ile val
145

Thr Gly Glu Pro Ser
165

Ala GIn val Trp Ala
180

Pro Leu Ala Glu Gly
195

Gly Thr .A1a ser Tyr
210

Gly Asn Gln Thr Pro
225

Asp Glu Tyr Asn Asp

<210> 23
<211>20
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 23
ggcgcgatca tcgtggcttt

<210> 24
<211>23
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 24
gggtcaaggg ccgagacgat gtt

<210> 25
<211>20
<212> ADN

< 213> Artificial

Arg

70

Asn

Leu

Thr

Gly

val

150

Gly

Trp

Glu

Asp

Asp

230

Ala

Cys

Ala

Ile

Asn

Ser

135

val

val

Asp

Ile

Pro

215

Phe

Phe

Arg

Pro

Thr

Gly

Tyr

Gly

val

Ala

Tyr

200

Lys

Trp

val

ES 2593 811 T3

Gly

Cys

Ile

105

Asn

Tyr

Gly

Arg

Thr

185

Pro

Leu

Gly

Ala

20

23

val

Ala

90

Asp

val

Pro

Arg

Gly

170

Asn

Ala

Asn

Gly

val
250

Gly

75

Ser

Ala

ASn

Thr

Ile

155

Tyr

Pro

Glu

Leu

Asp

235

Asp

Tyr

Arg

Arg

Leu

Ala

140

Ala

Asp

His

Thr

val

220

Arg

Ala

36

Trp

Ile

Thr

Leu

125

Ala

Asp

val

Arg

Pro

205

Phe

Ser

His

val

Gly

110

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Asn

Phe

Lys

Asp
Leu
95

Gln

Gly

Leu

Thr
175
Thr
Met

Pro

Ala

Ser

80

Thr

Ala

Leu

val

Arg

Gly

Thr

Trp

Leu

Ser
240



10

<220>

< 223> Cebador

<400> 25

gcacgctcga caactatgtc

<210> 26
< 211> 2367
< 212> ADN

< 213> Gluconobacter oxydans IFO 3244

<400> 26
atgaacagcg

gccttcctga
ctcgeeggea
acatggatcg
accagcttct
actctcatgg
ggggccacct
gtccacccga
gactccgacc
tacgccagct
taccgcaccg
ggcgatacgg
ggcacggaaa
ggcgtcggct
atcgtcctca
tgcacggatt
cccggctect
ggccgcatcg
gtccgcaccg
ccactggecg
tacgacccga
ggcggcgacc
aaaaccggcg
gccacggecce
atcatcgcca
atcgtccccg
gcccccgaac
atgtggggcy
tatgaaggcg
tacggcggca

aacgacatcc

gcccccgeac
tcatcgaagg
tcgegetgge
cccteggect
ggcccagett
cgcecctgget
ccggegeact
ccatcgeccc

agcccggeca

tcacacagat

gcgacatggc
tctatatctg
agtggaagtt
actggcatga
ccacgatcga
tcggaacgaa
actacccgac
ccgataacga
gcgcacaggt
aaggcgagat
aactcaacct
gcagcaaggc
acgaacgctg
agcccatcct
tgaccaagcg
tggaaatgcg
agccctattc
gcacgatctt
agttcacccc
tcaactgggg

gcatggccca

gctctccatg
cctccacctc
ggccagcagce
gcttgtagca
ctcccgectyg
cagcggceccc
cggcgccatc
gcaggacacc
tgactggccc
caaccgcgac
gctgaacggc
ctcaccccac
cgacccccac
cagcacagcc
cgcececgectce
cggcaacgtc
cgccgeeccce
gcgcacaggc
ctgggcctgg
ctaccccgcec
cgtcttcttc
ctcggatgaa
gcacttccgce
ctacgacatt
cggccagatc
caaagtcccc
cgcectetec
cgaccagctc
cgtcaacgag
cggcggcgec
gtggggcaag

ES 2593 811 T3

20

atcatcggga
atcatcctcg
gtctacatga
acagccctgt
atcgtgttcc
ggccggeget
atcgtggctt
acccacccgc
gcctatggcec
aatgtcagca
gccgaattcc
aacatcgtct
gcccagacga
acggacgcca
atcaccatcg
aatctcctga
ctcgtggcgg
gagccttccg
gacgccacca
gaaaccccca
ccgctcggea
tacaacgacg
accgccaacc
ccggacggcec
ttcgtgctcg
caggacggcg
atcggaacag
ctgtgccgca
aagcaggcca
gtggatgaaa
ttcatgaagc

37

ttctgggcgce
gcggctegtg
tccgtcgeaa
ggtcgctcge
tgtgcgtcgce
acttcacccg
tcctcgecgg
aggaaaccgc
gcacagcttc
agctccgegt
agggcacccc
cggccctega
aagtctggca
acgcgecectg
acgcccgeac
ccggectcgg
gtgacatcgt
gcgtcgtccg
acccgcatcg
acatgtgggg
accagacccc
ccttegtege
acgatctcgt
atggcggceac
accgccgcega
caccggaaca
agcgcctgaa
tccagttcgce
ccatcatcta
gcaccggaac

aagaagaagc

cctcatggcec
gttctacacc
catcctctcg
cgaagtcggc
cctgatcacg
ccecegtcaca
catgttccgg
gtccaccgcc
cggcacgcgce
cgcctggacc
catcaagatc
ccccgacacc
gcgcetgecgce
cgcctegege
cggccaggcc
cccgacagcec
ggtcgtcggce
cggctacgac
cggcaccaca
caccgccagc
cgatttctgg
cgtggacgcc
ggactacgat
ccgeecggceg
cggcaccccg
ccagtacctc
acccagcgat
ctcctaccgce
tccgggctat
gctgctggtc

ccgccgeagce

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860



ggcttcaaac
gtccgctcga
atgaacgcca
caggacatgc
atgagcggcc
tatgtccgcyg
gcctcacagd
gtcaccgcag
gcctacgcecec

<210> 27
<211>788
<212>PRT

ccagctcgga
tgttcttctc
tcgacctgceg
cggtccacgg
cgctggecac
cgctcaacac
ccgctccgat
gcggectgac

tgccctccga

aggcgaatat
ccecgecggt
cagcggcaag
catggtcccc
ccataccggc
cgacaccggc
gagctacatg
ccgctecggce

agaataa

< 213> Gluconobacter oxydans IFO 3244

<400> 27
Met Asn
1 ’

Ala Leu

Leu Gly

35

Ser
50

Ser

Leu Gly

65

Thr Ser

Ala

Leu

Arg Tyr

Ser Gly

Met

Gly

val

Leu

Phe

Ile

Phe

Ala Ala

20

Ser Trp

Met

TYyr

Leu val

Pro Arg
5

Phe
Phe
Ile

Ala

Thr Leu
Ile

Leu

Thr
40

Tyr

Arg
55

Arg

Thr Ala

70

Pro
85

Trp

Ala Thr

100

Thr Arg

115

Ile
130

Ala

Ile Ala

145

Asp Ser

Gly

Ser

Ser Lys

Ile

Pro

Asp

Thr

Leu

val Ala

Gln Asp

Ser

Leu

Pro

Phe

Thr

Phe Ser

Met Ala

Thr
120

val

Leu Ala

135

Thr His

150

Gln Pro

165

Arg Tyr

Arg val

Gly

Ala

Ala

His Asp

Phe

Ser

Trp Thr
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tccgaacaga
ctcecectgeg
gtcaaatgga
ggcctcgeca
ctggtcttct
gaagtcgtct
tccgacaaga

gtcgacaaaa

Ser Met Ile

10

Ile Glu

25

Gly

Leu Ala Gly

Asn Ile Leu

Ser
75

Leu Trp

teu Ile

Arg
90

Pro
105

Trp Leu

Gly Ala Thr

Gly Met Phe

Glu
155

Pro Gln

Pro Ala

170

Trp

Thr
185

Gln Ile

Tyr Arg Thr

aaggcacccc

tgaaaccgcc
gcatgccgct
tcecgetegy
tctccggeac
ggaaagcccg
ccggcaaaca

accgcggega

Ile Gly

His

Leu

Ala
45

Ile

ser Thr

60

Leu Ala

Phe

val

Ser Gly

Ile

Leu

30

Leu

Trp

Glu

Leu

Pro

ctggggcgtc
ctatggcacg

tggcacgatc
aatgccgacc
gctcgacaac
tctcececgtce
gtacatcgtc

ctacgtcatc

Leu
15

Gly
ITe Ile
Ala Ala
Ile

val Gly

80

val

Arg

110

Ser Gly

Arg val
Thr Ala
Gly

Tyr

Asn Arg

Ala

His

Ser

Arg

Leu Gly

Pro Thr

Thr Ala

160

Thr Ala

175

Asn val

190

Gly Asp

38

Met

Ala Leu

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2367



Asn
Tyr

225

Gly

Ala

Arg

Gly

Pro

val

Ser

Ala

Gly

Tyr

Pro

Asp

Phe

Pro

465

Ile

Asp

Gly

Ile

Thr

Arg

Asn

Leu

290

Thr

Gly

val

Gly

Trp

370

Glu

Asp

Asp

Ala

Ar

45

Ile

Ile

Gly

195

Ala

Cys

Glu

Cys

Ala

275

Ile

Asn

Ser

val

val

355

Asp

Ile

Pro

Phe

Phe

435

Thr

Leu

Ala

Thr

Glu

Ser

Lys

Arg

260

Pro

Thr

Gly

Tyr

Gly

val

Ala

Tyr

Lys

Ala

Tyr

Met

Pro

Phe

Pro

Trp

Gly

Cys

Ile

Asn

TYr

325

Gly

Arg

Thr

Pro

Leu

405

Gly

Ala

Asn

Asp

Thr

485

Ile

Gln

His

230

Lys

val

Ala

Asp

val

310

Pro

Arg

Gly

Asn

Ala

390

Asn

Gly

val

His

Ile

470

Lys

val

Gly

Asn

Phe

Gly

Ser

Ala

295

Asn

Thr

Tyr

Pro

375

Glu

Leu

Asp

Asp

Asp

455

Pro

Arg

Pro

200

Thr
Ile
Asp

Tyr

Arg
Leu
Ala
Ala
Asp
360
His
Thr
val
Arg
Ala
440
Leu
Asp

Gly

val

Pro

val

Pro

Trp

265

Ile

Thr

Leu

Ala

Asp

val

Arg

Pro

Phe

Ser

425

Lys

val

Gly

Gln

Glu
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Ile

Ser

His

His

val

Gly

Thr

Pro

330

Asn

Arg

Gly

Asn

Phe

410

Lys

Thr

Asp

His

Ile

490

Met

Lys

Ala

235

Ala

Asp

Leu

Gln

Gly

Leu

Glu

Thr

Thr

Met

395

Pro

Ala

Gly

Tyr

Gly

Phe

Arg

Ile

220

Leu

Gln

Ser

Thr

Ala

300

Leu

val

Arg

Gly

Thr

380

Trp

Leu

Ser

Asp

Asp

460

Gly

val

Lys

205

Gly

Asp

Thr

Thr

Thr

285

Cys

Gly

Ala

Thr

Ala

365

Pro

Gly

Gly

Asp

Glu

445

Ala

Thr

Leu

val

39

Asp

Pro

Lys

Ala

270

Ile

Thr

Pro

Gly

Gly

Gln

Leu

Thr

Asn

Glu

430

Arg

Thr

Arg

Asp

Pro

Thr

Asp

val

255

Thr

Asp

Asp

Thr

Asp

Glu

val

Ala

Ala

GlIn

415

Tyr

Trp

Ala

Pro

Arg

Gln

val

Thr

240

Trp

Asp

Ala

Phe

Ala

320

Ile

Pro

Trp

Glu

ser

400

Thr

Asnh

His

Gln

Ala

480

Arg

Asp



Gly

Leu

Thr

545

Tyr

Tyr

Glu

Gly

Ser

625

val

Pro

Trp

val

Leu

705

Tyr

Arg

Lys

Ser

Ala

Ser

530

Ile

Glu

Pro

Ser

Lys

Ser

Arg

Tyr

Ser

Pro

690

Ala

val

Leu

Thr

Gly
770

Pro

515

Ile

Phe

Gly

Gly

Thr

595

Phe

Glu

sSer

Gly

Met

675

Gly

Thr

Arg

Pro

Gly

val

Pro Ser Glu

785

<210> 28
<211>30

<212> ADN
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 28

500

Glu

Gly

Asp

Glu

TYyr

Gly

Met

Gly

Met

Thr

660

Pro

Leu

His

Ala

val

740

Lys

Asp

Glu

His

Thr

Gln

Phe

565

Tyr

Thr

Lys

Glu

Phe

645

Met

Leu

Ala

Thr

Leu

725

Ala

Gln

Lys

GIn

Glu

Leu

550

Thr

Gly

Leu

Gln

Tyr

Phe

Asn

Gly

Ile

Gly

Asn

Ser

Tyr

Asn

Tyr
Arg
535
Leu
Pro
Gly
Leu
Glu
615
Ser
Ser
Ala
Thr
Pro
695
Leu
Thr
Gln

Ile

Arg
775

Leu

520

Leu

Cys

val

Ile

val

600

Glu

Glu

Pro

Ile

Ile

680

Leu

val

Asp

Ala

val

760

Gly

ccgaattcag gccgaacagc agcaggtcac

505

Ala

Lys

Arg

Asn

Asn

585

Asn

Ala

Gln

Ala

Asp

Gln

Gly

Phe

Thr

Ala

745

val

Asp
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Pro

Pro

Ile

Glu

570

Trp

Asp

Arg

Lys

Gly

Leu

Asp

Met

Phe

Gly

Pro

Thr

Tyr

30

Glu

Ser

Gln

555

Lys

Gly

Ile

Arg

Gly

Leu

Arg

Met

Pro

ser

715

Glu

Met

Ala

val

Gln

Asp

540

Phe

Gln

Gly

Arg

Ser

620

Thr

Pro

Ser

Pro

Thr

700

Gly

val

Ser

Gly

Ile
780

Pro

525

Met

Ala

Ala

Gly

Met

605

Gly

Pro

Cys

Gly

val

685

Met

Thr

val

Tyr

Gly

Ala

40

510

Tyr

Trp

Ser

Thr

Ala

590

Ala

Phe

Trp

val

Lys

His

Ser

Leu

Trp

Met

750

Leu

Tyr

Ser

Gly

Tyr

Ile

575

val

Gln

Lys

Gly

Gly

Gly

Asp

Lys

Ser

Thr

Ala

Ala

Gly

Arg

560

Ile

AsSp

Trp

Pro

val

640

Pro

Lys

Met

Pro

Asn

720

Ala

Asp

Arg

Leu
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25

<210> 29
<211>30
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 29
gtgcctgggt acctcggtgg aggtcatgaa

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

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 30
aagtcatatg aacagcggcc cccgcacgct

<210> 31
<211>30

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 31
atctcgagtt cttcggaggg cagggcgtag
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccién de un microorganismo seleccionado de Gluconobacter, Acetobacter,
Pseudomonas o Escherichia capaz de expresar L-sorbosona deshidrogenasa como una forma activa in vivo y capaz
de convertir directamente la L-sorbosona en vitamina C, en donde dicho microorganismo se modifica genéticamente
introduciendo mas de 1 copia de un polinucleétido que codifica dicho polipéptido que tiene actividad de L-sorbosona
deshidrogenasa capaz de convertir directamente la L-sorbosona en acido L-ascorbico, seleccionandose dicho
polinucleétido del grupo que consiste en:

(a) polinucledtidos que codifican un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de acuerdo
con las SEQ ID NO: 2, 12, 14, 16, 18, 20, 22 o 27;

(b) polinucledtidos que comprenden la secuencia de nucledétidos de acuerdo con las SEQ ID NO: 1, 11, 13,
15, 17,19, 21 o0 26;

(c) polinucledtidos cuya cadena complementaria hibrida en condiciones restrictivas con un polinucleétido
como se define en uno cualquiera de (a) a (b); y

(d) polinucledtidos que comparten al menos 80% de homologia con una cadena de al menos 100
nucleétidos consecutivos del polinucledtido segun la SEQ ID NO: 1.

2. Procedimiento para la conversion directa de L-sorbosona en vitamina C usando un microorganismo obtenido por
el procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

(i) cultivar el microorganismo en condiciones adecuadas a una densidad celular de al menos
aproximadamente 10 medida como densidad éptica a 600 nm;

(ii) reduccion de la velocidad de crecimiento a una cantidad menor de 0,02 h™; y
(iii) conversion de L-sorbosona en acido L-ascérbico.
3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en donde la vitamina C se aisla del medio de produccion.

4. Un procedimiento para aumentar la relacion entre la vitamina C y el acido 2-ceto-L-gulénico producido a partir de
L-sorbosona en un microorganismo que produce vitamina C, en donde células en reposo del microorganismo
obtenido por el procedimiento segun la reivindicacion 1, se cultivan en condiciones adecuadas y en donde la relacion
entre la concentracion de acido L-ascérbico y acido 2-ceto-L-gulénico es mas de 0,1 medido en una reaccion de
células en reposo.

5. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el microorganismo se selecciona
del grupo que consiste en Gluconobacter.

6. Un procedimiento segun la reivindicacion 5, en donde el microorganismo se selecciona de Gluconobacter
oxydans.

7. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde el polinucleétido que codifica un
polipéptido que tiene actividad de L-sorbosona deshidrogenasa capaz de convertir directamente la L-sorbosona en
acido L-ascorbico es expresado en exceso en dicho microorganismo.

8. Un procedimiento segun la reivindicacion 7, en donde dicho microorganismo comprende mas de 1 copia del
polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene actividad de L-sorbosona deshidrogenasa capaz de convertir
directamente la L-sorbosona en acido L-ascérbico, en donde dichas copias se clonan en un plasmido o integran en
un cromosoma.

9. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el rendimiento de acido L-
ascorbico producido por dicho microorganismo genéticamente modificado es al menos 1,8 g/l.
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