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DESCRIPCIÓN

Microorganismo productor de O-acetil-homoserina y el método de producción de O-acetil-homoserina usando el 
microorganismo

5
Antecedentes de la invención

1. Campo de la invención

La presente invención se refiere a una cepa de Escherichia sp., capaz de producir O-acetil homoserina con alto 10
rendimiento. Además, la presente invención se refiere a un método de producción de O-acetil homoserina usando la 
cepa.

2. Descripción de la técnica relacionada 
15

La metionina para uso en alimentación animal, alimentos y medicinas pude sintetizarse química o biológicamente.

En la ruta de síntesis química, por lo general, la metionina se produce mediante la hidrólisis de 5-(-
metilmercaptoetil)-hidantoína. Sin embargo, la metionina sintetizada está desventajosamente presente en una 
mezcla de formas L y D que necesita un difícil proceso adicional para separarlas entre sí. Con el fin de resolver este 20
problema, los inventores de la presente invención desarrollaron un método biológico para sintetizar selectivamente
L-metionina, un producto químico, para el que ya se ha solicitado una patente (WO 2008/103432). El método, 
denominado de forma resumida “un proceso de dos etapas”, comprende la producción fermentativa de un precursor 
de L-metionina y la conversión enzimática del precursor de L-metionina en L-metionina. El precursor de metionina
preferentemente incluye O-acetilhomoserina y O-succinil homoserina. El proceso de dos etapas es evaluado en 25
términos de haber superado los problemas de los que adolecen los métodos convencionales, tales como toxicidad 
de sulfuro, regulación de retroalimentación en la síntesis de metionina mediante metionina y SAMe, y degradación 
de intermedios mediante cistationina gamma sintasa, O-succinilhomoserina sulfhidrilasa y O-acetilhomoserina 
sulfhidrilasa. Además, en comparación con el método de síntesis química convencional de producción de DL-
metionina, el proceso de dos etapas tiene la ventaja de ser selectivo para L-metionina solamente, con la producción 30
concomitante de ácidos orgánicos, tales como ácido succínico y ácido acético como subproductos útiles.

Descubierta como intermedio en la ruta de biosíntesis de metionina, la O-acetil-homoserina se usa como precursor 
para la producción de metionina (WO 2008/013432). La O-acetil-homoserina se sintetiza a partir de L-homoserina y 
acetil-CoA con ayuda de O-acetil transferasa, tal como se muestra en la siguiente fórmula: 35

L-homoserina + Acetil-CoA → O-acetil-homoserina.

En la solicitud de patente de Estados Unidos N.º 12/062835 del cesionario de la presente invención, se desvela una 
cepa de microorganismo en la que se introduce un gen thrA responsable de la actividad aspartato quinasa y 40
homoserina deshidrogenasa y un gen metX derivado de Deinococcus que codifica homoserina acetil transferasa,
para mejorar la biosíntesis de L-homoserina y O-acetil-homoserina, respectivamente, y un método para producir O-
acetil homoserina con alto rendimiento usando dicha cepa.

En este contexto, los inventores de la presente invención concibieron que la intensificación de las otras tres enzimas 45
responsables de las reacciones catalíticas en la ruta de biosíntesis de homoserina, es decir, fosfoenolpiruvato 
carboxilasa (ppc), aspartato aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehído deshidrogenasa (asd), incrementaría 
un rendimiento de producción de O-acetil homoserina mayor que el método del documento US12/062835.

Como la intensificación concomitante de una serie de las enzimas implicadas en la conversión de fosfoenolpiruvato50
en O-acetilhomoserina de acuerdo con la presente invención, se han realizado intentos de incrementar la 
productividad de L-aminoácidos expresando simultáneamente las enzimas que desempeñan papeles importantes en 
las rutas de biosíntesis de L-aminoácidos derivados de aspartato, tales como L-lisina, L-treonina y L-metionina.

El documento EP00900872 se refiere a la producción eficaz de L-lisina, que presenta un incremento de las 55
actividades de una serie de enzimas implicadas en la biosíntesis de lisina, incluyendo dihidropicolinato sintasa
(dapA), aspartoquinasa (lysC), dihidropicolinato reductasa (dapB), diaminopimelato deshidrogenasa (ddh), 
tetrahidropicolinato succinilasa (dapD), succinil diaminopimelato diacilasa (lysE), aspartato semialdehído 
deshidrogenasa (asd), fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), en E. coli. Las patentes japonesas N.º JP2006-520460 y 
JP2000-244921 describen la producción eficaz de L-treonina en E. coli incrementando las actividades de aspartato 60
semialdehído deshidrogenasa (asd), fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartoquinasa (thrA), homoserina 
deshidrogenasa (thrA), homoserina quinasa (thrB) y treonina sintasa (thrC). Además, el documento WO 
2007/012078 desvela una cepa recombinante de Corynebacterium capaz de producir niveles incrementados de L-
metionina en la que genes que codifican aspartoquinasa (lysC), homoserina deshidrogenasa (hom), homoserina 
acetil transferasa (metX), O-acetilhomoserina sulfhidrilasa (metY), cistationina gamma sintasa (metB), transmetilasa 65
dependiente de cobalamina (metH), metionina sintasa independiente de cobalamina (metE), metiltetrahidrofolato 
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reductasa (metF), y glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (zwf) tienen el nivel de expresión incrementado, mientras que 
genes que codifican proteína represora de metionina (mcbR), homoserina quinasa (hsk), S-adenosilmetionina 
sintetasa (metK), y treonina deshidratasa (livA) tienen el nivel de expresión reducido.

Todas las patentes están relacionadas con la producción eficaz de L-aminoácidos derivados de aspartato, es decir, 5
L-lisina, L-treonina y L-metionina, respectivamente, que presenta el empleo de combinaciones de genes que 
dependen de los productos respectivos.

El documento WO2006/082252 se refiere a una cepa de Escherichia para producir alfa-cetobutirato a través de una 
reacción de gamma-eliminación de OAH. El documento WO 2007/012078 se refiere a un microorganismo 10
recombinante con productividad de metionina intensificada.

En la presente invención, están diseñadas una serie de enzimas responsables de las etapas catalíticas desde 
fosfoenolpiruvato a O-acetilhomoserina en la ruta de biosíntesis de O-acetilhomoserina, para incrementar su nivel de 
expresión para producir O-acetilhomoserina con mayor rendimiento, lo que no se ha mencionado nunca en la 15
documentación anterior. Además, la combinación de enzimas empleada en la presente invención es diferente de la 
empleada para la producción del L-aminoácido derivado de aspartato, tal como L-lisina, L-treonina o L-metionina, 
como productos finales, son diferentes.

Conduciendo a la presente invención, una investigación intensiva y exhaustiva sobre la producción de O-acetil 20
homoserina con máximo rendimiento, llevada a cabo por los inventores de la presente invención, dio como resultado 
el descubrimiento de que la intensificación concomitante de los genes que codifican aspartato quinasa y homoserina 
deshidrogenasa (thrA), y homoserina acetil transferasa (metX) más un gen que codifica al menos una enzima 
seleccionada entre fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartato aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehído 
deshidrogenasa (asd) en forma de un ADN genómico y/o un plásmido en una cepa de microorganismo podría 25
provocar un incremento significativo de la producción de O-acetil homoserina.

Sumario de la invención

Es, por lo tanto, un objetivo de la presente invención proporcionar una cepa de microorganismo capaz de producir O-30
acetil homoserina con alto rendimiento, que está diseñada para fortificar una serie de genes responsables de las 
enzimas implicadas en la ruta de biosíntesis de homoserina desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina.

Es otro objetivo de la presente invención proporcionar un método de producción de O-acetil homoserina con alto 
rendimiento, usando la cepa de microorganismo.35

De acuerdo con un aspecto de la presente invención, se proporciona una cepa de Escherichia sp., capaz de producir 
O-acetil homoserina con alto rendimiento, con sobreexpresión de genes que codifican homoserina acetil transferasa, 
aspartoquinasa, homoserina deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotransferasa y aspartato 
semialdehído deshidrogenasa, en la que la cepa de Escherichia sp., se caracteriza además por la deleción de genes 40
metB, thrB, metJ y metA.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, se proporciona un método de producción de O-acetil 
homoserina en un medio de cultivo, que comprende fermentar la cepa en el medio de cultivo.

45
De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona un método de producción de L-
metionina y acetato, que comprende: (a) fermentar la cepa para producir O-acetil homoserina; (b) separar la O-acetil 
homoserina; y (c) convertir la O-acetil homoserina, junto con metilmercaptano, en L-metionina y acetato en presencia 
de una enzima seleccionada entre un grupo que consiste en cistationina gamma sintasa, O-acetil homoserina 
sulfhidrilasa y O-succinil homoserina sulfhidrilasa.50

De acuerdo con la presente invención, por lo tanto, puede producirse O-acetil homoserina con alto rendimiento
fermentando una cepa de Escherichia sp., que ancla los seis genes de aspartato quinasa y homoserina 
deshidrogenasa (thrA), homoserina acetil transferasa (metX), fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartato 
aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehído deshidrogenasa (asd), responsables de la ruta de biosíntesis55
desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina, en forma de ADN cromosómico o ADN plasmídico. Además, la O-
acetil-L-homoserina producida por la cepa de la presente invención puede convertirse, tal como se desvela en el 
documento WO2008/013432, titulado “Microorganism producing L-methionine precursor and method of producing L-
methionine and organic acid from the L-methionine precursor”, expedida a los inventores de la presente invención, 
en L-metionina con alto rendimiento.60

La materia para la que se busca protección es tal como se expone en las reivindicaciones.
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Breve descripción de los dibujos 

Los anteriores y otros objetivos, características y ventajas de la presente invención se entenderán más claramente a 
partir de la siguiente descripción detallada tomada junto con los dibujos adjuntos, en los que: 

5
La figura 1 es una vista esquemática que muestra una ruta de biosíntesis de O-acetil homoserina de la cepa de 
acuerdo con la presente invención;
La figura 2 es una vista esquemática que muestra el mapa genético y la construcción de un vector pSG-2ppc
para integración cromosómica;
La figura 3 es una vista esquemática que muestra el mapa genético y la construcción de un vector pSG-2aspC10
para integración cromosómica;
La figura 4 es una vista esquemática que muestra el mapa genético y la construcción de un vector pSG-2asd
para integración cromosómica; y
La figura 5 es una vista esquemática que muestra el mapa genético y la construcción de un vector de expresión
pCJ-thrA(M)-metX-CL;15

Descripción de las realizaciones preferidas 

De acuerdo con un aspecto de la misma, la presente invención se refiere a una cepa de Escherichia sp., capaz de 
producir O-acetil homoserina con alto rendimiento, con sobreexpresión de genes que codifican homoserina acetil 20
transferasa, aspartoquinasa, homoserina deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotransferasa
y aspartato semialdehído deshidrogenasa, en la que la cepa de Escherichia sp., se caracteriza además por la 
deleción de genes metB, thrB, metJ y metA.

Tal como se usa en el presente documento, la expresión “precursor de L-metionina” pretende referirse a un 25
metabolito descubierto en la ruta de biosíntesis de metionina o un derivado de la misma, y particularmente a O-acetil 
homoserina.

Tal como se usa en el presente documento, la expresión “cepa que produce O-acetil homoserina” pretende referirse 
a un microorganismo eucariota o procariota que puede producir O-acetil homoserina por vía intracelular o 30
extracelular y particularmente a un microorganismo modificado genéticamente que puede acumular O-acetil 
homoserina en su interior. Los ejemplos de la cepa útiles en la presente invención incluyen Escherichia sp., Erwinia 
sp., Serratia sp., Providencia sp., Corynebacteria sp., Pseudomonas sp., Leptospira sp., Salmonella sp., 
Brevibacteria sp., Hypomononas sp., Chromobacterium sp., Norcardia sp., hongos y lavaduras, con preferencia por 
Escherichia sp., Corynebacteria sp., y Leptospira sp., y levaduras. Más preferida es Escherichia sp. Mucho más 35
preferida es Escherichia coli. Aún mucho más preferida es una cepa de E. coli que puede producir L-lisina, L-
treonina, L-isoleucina o L-metionina. Lo más preferido es un derivado de la cepa de E. coli de N.º de acceso del 
KCCM (Korean Culture Center of Microorganisms) 10921P o KCCM 10925P depositada por el cesionario de la 
presente invención (US12/062835), o de FTR2533 (N.º de acceso KCCM 10541).

40
Tal como se usa en el presente documento, la expresión “introducción e intensificación de actividad” pretende 
significar un incremento de la actividad intracelular de una enzima codificada por el gen correspondiente, que puede 
conseguirse, generalmente, mediante la sobreexpresión del gen. Existen muchas estrategias para la sobreexpresión 
de un gen diana. Por ejemplo, la sobreexpresión puede implementarse mediante la modificación de una base en la 
región promotora y/o 5'-UTR para el gen diana, introduciendo la copia extra del gen diana en el cromosoma, o45
mediante la introducción del gen diana en combinación con un promotor autólogo o uno heterólogo sobre un vector, 
seguido por la transformación del vector en una cepa de microorganismo. Además, una mutación en el ORF (marco 
abierto de lectura) del gen diana puede dar como resultado la sobreexpresión del mismo. En términos numéricos, 
cuando se produce sobreexpresión, la proteína correspondiente incrementa su actividad o concentración en un 10
%, 25 %, 50 %, 75 %, 100 %, 150 %, 200 %, 300 %, 400 % o 500 %, 1000 % o hasta 2000 %, en comparación con 50
cuando se expresa en un estado natural. Las estrategias para la introducción e intensificación de la actividad de un 
gen incluyen transformación con un plásmido que porta el gen correspondiente, un incremento del número de copias 
de genes, el empleo de un promotor fuerte para el gen, o una mutación en un promotor preexistente para el gen.

En una realización preferida de la misma, la presente invención proporciona una cepa de microorganismo capaz de 55
producir O-acetil homoserina con mayor rendimiento, con la introducción e intensificación de la actividad de una 
serie de seis enzimas que consisten en aspartato quinasa y homoserina deshidrogenasa (thrA), homoserina acetil 
transferasa (metX), fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartato aminotransferasa (aspC), y aspartato 
semialdehído deshidrogenasa (asd), y un método de producción de O-acetil homoserina usándola. Preferentemente, 
aspartato quinasa y homoserina deshidrogenasa (thrA) u homoserina acetil transferasa (metX) se introducen en y se 60
intensifican en células mediante transformación con un vector de expresión que porta los genes correspondientes 
mientras que dos o más copias de un gen que codifica al menos una seleccionada entre fosfoenolpiruvato 
carboxilasa (ppc), aspartato aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehído deshidrogenasa (asd) pueden estar 
ubicadas en el genoma de la cepa de microorganismo. De la forma más preferente, todos estos tres genes están 
ubicados en dos o más copias en el genoma de E. coli.65
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Con mayor detalle, la cepa de microorganismo está diseñada para incrementar el nivel del gen metX que codifica 
homoserina O-acetiltransferasa responsable de la primera etapa de la ruta de biosíntesis de metionina, que causa 
una mejora de la síntesis del precursor de L-metionina O-acetil homoserina. En el presente documento, metX se 
refiere, en general, a un gen que codifica una proteína que tiene la actividad de homoserina, O-acetiltransferasa. 
Para uso en la presente invención, nueva, homoserina O-acetiltransferasa exógena puede originarse a partir de 5
diversos microorganismos. Los ejemplos de los microorganismos a partir de los que puede obtenerse un gen que 
codifica homoserina O-acetiltransferasa, incluyen Corynebacterium sp., Leptospira sp., Deinococcus sp., 
Pseudomonas sp., o Mycobacterium sp., aunque no se limitan a estos. Preferentemente, la homoserina O-
acetiltransferasa puede estar codificada por un gen que se origina a partir de una cepa seleccionada entre un grupo 
que consiste en Corynebacterium glutamicum, Leptospira meyeri, Deinococcus radiodurans, Pseudomonas 10
aeruginosa y Mycobacterium smegmatis. Más preferentemente, la homoserina O-acetiltransferasa tiene una 
secuencia de aminoácidos de la base de datos UniProt N.º de acceso Q9RVZ8 (SEQ ID NO. 18), NP_249081 (SEQ 
ID NO. 19) o YP_886028 (SEQ ID NO. 20). Se sabe que el gen metX que se origina a partir de Leptospira meyeri
muestra resistencia a la inhibición por retroalimentación (J Bacteriol. Enero de 1998; 180(2): 250-5. Belfaiza J et al.). 
También se descubrió que las otras homoserina O-acetiltransferasas eran refractarias a inhibición por 15
retroalimentación en estudios previos de los inventores de la presente invención.

Por ejemplo, la introducción e intensificación de homoserina O-acetiltransferasa puede implementarse mediante la 
introducción de metX o mediante la modificación de una base en la región 5'-UTR y/o promotora para el gen diana. 
Preferentemente, el gen diana en combinación con un promotor autólogo o heterólogo se inserta en un vector, 20
seguido por la transformación del vector en una cepa de microorganismo. La introducción e intensificación de metX
da como resultado un incremento de la síntesis del precursor de metionina.

Además, la cepa de microorganismo está diseñada para incrementar la actividad de aspartoquinasa u homoserina 
deshidrogenasa para mejorar la síntesis del precursor de O-acetil homoserina, homoserina. En el presente 25
documento, thrA se refiere, en general, a un gen que codifica un péptido que tiene la actividad de aspartoquinasa y
homoserina deshidrogenasa. Preferentemente, la aspartoquinasa y homoserina deshidrogenasa es codificada por 
un gen de la base de datos Uniprot N.º de acceso AP_000666. El gen thrA puede introducirse preferentemente
mediante un plásmido y permanecer como un ADN plasmídico. Es decir, un vector de expresión que porta el gen 
thrA puede transformarse en la cepa. Más preferentemente, tanto metX como thrA se introducen en la cepa y 30
permanecen como ADN plasmídicos en la cepa. Es decir, un vector de expresión que porta tanto metX como thrA se 
transforma en la cepa.

En una realización de la presente invención, la cepa de microorganismo que produce O-acetil-L-homoserina puede 
prepararse de la siguiente manera.35

En primer lugar, la cepa de microorganismo está diseñada para acumular O-acetil-L-homoserina incrementando el 
número de copias de genes que codifican respectivamente fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartato 
aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehído deshidrogenasa (asd). Para esto, estos genes se clonan en 
vectores pSG respectivos útiles para la integración de un gen en un cromosoma, seguida por transformación con los 40
vectores pSG para incrementar el número de los genes respectivos a dos o más copias. Como resultado, la 
expresión de los genes mejora. A continuación, los genes que codifican aspartato quinasa y homoserina 
deshidrogenasa (thrA) y homoserina acetil transferasa (metX) se introducen como ADN plasmídicos en la cepa de 
microorganismo. A este respecto, un operón thrA-metX compuesto por un gen thrA (aspartato quinasa y homoserina 
deshidrogenasa), un gen metX (homoserina acetil transferasa) derivado de Deinococcus, y un promotor CJ1 se 45
construye y se clona en pCL1920, un plásmido de bajas copias, seguido por la transformación del plásmido 
recombinante en la cepa que tiene 2 copias de cada uno de los genes (fosfoenolpiruvato carboxilasa (ppc), aspartato 
aminotransferasa (aspC) y aspartato semialdehído deshidrogenasa (asd)). Por lo tanto, la cepa de microorganismo
mejora en cada etapa de la ruta de biosíntesis desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina.

50
Una serie de las enzimas son responsables de las etapas catalíticas de la ruta de biosíntesis desde 
fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina tal como se muestra en las siguientes fórmulas de reacción. Por 
consiguiente, la sobreexpresión de los genes en serie causa la acumulación intracelular de O-acetil homoserina. 

Fosfoenolpiruvato + H2O + CO2 <-> Oxaloacetato + Fosfato55

Oxaloacetato + Glutamato <-> Aspartato + -cetoglutarato

Aspartato + ATP <-> Aspartil-4-fosfato + ADP
60

Aspartil-4-fosfato + NADPH <-> Aspartato-semialdehído + Fosfato + NADP+

Aspartato-semialdehído + NADPH <-> Homoserina

Homoserina + Acetil-CoA <-> O-Acetil-Homoserina + CoA65
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Genes que codifican respectivamente fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotransferasa, aspartato 
semialdehído deshidrogenasa, aspartato quinasa y homoserina deshidrogenasa, y homoserina acetil transferasa se 
expresan, generalmente, como ppc, aspC, asd, thrA y metX. Estos genes pueden obtenerse de las secuencias 
genómicas de Escherichia coli y Deinococcus radiodurans R1 desveladas previamente (Mol Syst Biol. 2006; 2:
2006.0007. Publicación en línea, 21 de febrero de 2006., Science. 19 de noviembre de 1999; 286(5444): 1571-7). 5
Además, las secuencias génicas pueden obtenerse de bases de datos públicas tales como las construidas por el 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) o el DNA Data Bank of Japan (DDBJ). Por ejemplo, el N.º de 
ID. del GenBank 89110074 se da a ppc, el N.º de ID. del GenBank 85674274 a aspC, el N.º de ID. del GenBank
89110578 a asd, el N.º de ID. del GenBank 89106886 a thrA, y el N.º de ID. del GenBank 1799718 a metX. La cepa 
de microorganismo preparada de este modo se mejora en una serie de etapas catalíticas que se prolongan desde 10
aspartato a O-acetil homoserina en la ruta de biosíntesis, produciendo de este modo O-acetil-L-homoserina con alto 
rendimiento. Esta cepa que produce O-acetil homoserina, CJM-XPA2 (pCJ-thrA(M)-metX-CL), llamada “Escherichia 
coli CA05-0567” se depositó en la KCCM (Korean Culture of Microorganisms, Eulim build, Hongje-1-Dong, 
Seodaemun-ku, Seúl, 361-221, Corea) el 11 de agosto de 2009, con el N.º de acceso KCCM11025P.

15
Una cepa que produce L-metionina puede prepararse basándose en una cepa que produce L-lisina-, L-treonina-, o
L-isoleucina, y preferentemente basándose en una cepa que produce L-treonina. En este caso, estas cepas ya han 
sido adaptadas para sintetizar homoserina y pueden genomanipularse adicionalmente para producir el precursor de 
metionina en una gran cantidad incrementando la expresión de metX.

20
Tal como se usa en el presente documento, la expresión “cepa que produce L-treonina” pretende referirse a un 
microorganismo procariota o eucariota que puede producir L-treonina de forma intracelular. Los ejemplos de la cepa 
útil en la presente invención incluyen Escherichia sp., Erwinia sp., Serratia sp., Providencia sp., Corynebacteria sp., 
Pseudomonas sp., o Brevibacteria sp., con preferencia por Escherichia sp. Más preferida es Escherichia coli.

25
En una realización preferida de la presente invención, puede usarse la cepa que produce L-treonina FRT2533 
desvelada en el documento WO 2005/075625. FTR2533 se deriva de Escherichia coli TFR7624 que se origina a 
partir de la Escherichia coli N.º de acceso KCCM10236 que se basa, a su vez, en Escherichia coli TF4076. 
Escherichia coli N.º de acceso KCCM10236 expresa a niveles altos el gen ppc que codifica una enzima responsable 
de la formación de oxaloacetato a partir de PEP, junto con los genes que codifican enzimas esenciales para la 30
biosíntesis de treonina a partir de aspartato, incluyendo thrA (aspartoquinasa, 1-homoserina deshidrogenasa), thrB 
(homoserina quinasa), y thrC (treonina sintasa), mostrando de este modo productividad incrementada de L-treonina. 
Escherichia coli TFR7624 (KCCM10538) porta un gen tyrR inactivado que reprime la expresión del gen tyrB
necesario para la biosíntesis de L-treonina. Escherichia coli FTR2533 (KCCM10541) es una cepa de E.coli que 
produce L-treonina que porta un gen galR inactivado.35

En una realización preferida de la presente invención, puede usarse CJM2-X/pthrA(M)-CL (N.º de acceso KCCM 
10925P), desvelada en el documento US 12/062835. Esta cepa se deriva de E. coli FTR2533 delecionando los 
genes metB, thrB, metJ y metA e insertando un gen metX derivado de Deinococcus radiodurans en el locus de 
metA, seguido por transformación con un vector de expresión que porta un gen thrA.40

Además, en una realización preferida de la presente invención, puede usarse CJM-X/pthrA(M)-CL (N.º de acceso
KCCM 10921P), desvelada en el documento US 12/062835. Esta cepa se deriva de E.coli CJM002 (N.º de acceso
KCCM10568) delecionando los genes metB, thrB, metJ y metA e insertando un gen metX derivado de Deinococcus 
radiodurans en el locus de metA, seguido por transformación con un vector de expresión que porta un gen thrA.45

En ejemplos concretos de la presente invención, dos copias de cada uno de los genes ppc, aspC y asd se integran
en el cromosoma de E. coli. Con este fin, se construyen plásmidos recombinantes para la integración de genes 
respectivos, tal como se muestra en la figura 2 para pSG-2ppc, la figura 3 para pSG-2aspC, y la figura 4 para pSG-
2asd. Además, un vector de expresión recombinante pCJ-thrA(M)-metX-CL se construye para expresar tanto thrA 50
como metX simultáneamente (figura 5). Los vectores recombinantes pSG-2ppc, pSG-2aspC y pSG-2asd se 
transforman secuencialmente en la cepa CJM-X/pthrA(M)-CL intensificada con los genes thrA y metX, desvelada en 
el documento US 12/062835 (N.º de acceso KCCM 10921P). La cepa transformada tiene dos copias de cada uno de 
los genes ppc, aspC y asd integradas en el cromosoma de la misma y se llama CJM-XPA2. Después de la 
transformación con el vector pCJ-thrA(M)-metX-CL, esta cepa mutante se cultiva en matraces para analizar 55
cuantitativamente la producción de O-acetil homoserina. En comparación con el control CJM-X/pthrA(M)-CL (N.º de 
acceso KCCM 10921P), se descubrió que el rendimiento de producción de O-acetil se incrementaba en un 3,6 % del 
29,1 % al 32,7 % en la cepa que tenía dos copias de cada uno de los genes ppc, aspC, asd (responsables de la 
conversión de fosfoenolpiruvato en aspartato) integradas en el cromosoma de la misma, y en hasta un 16,9 % del 
29,1 % al 46 % en la cepa que anclaba todos los genes ppc, aspC, asd, thrA y metX (responsables de la ruta de 60
biosíntesis desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina) en forma de ADN cromosómico o ADN plasmídico. 
Considerando el hecho de que el rendimiento de producción de O-acetil homoserina era del 32,7 % tras la 
intensificación de solamente los genes ppc, aspC y asd (responsables de la conversión de fosfoenolpiruvato en
aspartato) y del 37,5 % tras la intensificación de solamente thrA y metX, cuando todos los genes responsables de 
toda la ruta de biosíntesis que se extiende desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina se intensifican juntos, el 65
rendimiento de producción de O-acetil homoserina se incrementa adicionalmente al 46 % (ejemplo 2, tabla 2). Por lo 
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tanto, la cepa preparada de acuerdo con la presente invención produce O-acetil homoserina en mayor rendimiento 
que la contrapartida de tipo silvestre.

De acuerdo con otro aspecto de la misma, la presente invención se refiere a un método de producción de O-acetil-
homoserina, que comprende la fermentación de la cepa de E. coli que produce O-acetil-homoserina en un medio de 5
cultivo para acumular O-acetil-homoserina en el medio.

De acuerdo con un aspecto adicional de la misma, la presente invención se refiere a un método de producción de L-
metionina y acetato, que comprende (a) producir O-acetil-homoserina mediante la fermentación de la cepa de
Escherichia sp., que produce O-acetil homoserina de la presente invención; (b) separar la O-acetil homoserina; y (c) 10
convertir la O-acetilhomoserina separada, junto con metilmercaptano, en L-metionina y acetato en presencia de una 
transferasa seleccionada entre cistationina gamma sintasa, O-acetilhomoserina sulfhidrilasa y O-succinilhomoserina 
sulfhidrilasa.

Cuando se usa en conexión con la cepa de la presente invención, el método de producción de L-metionina, que se 15
basa en el uso de la enzima convertidora, cistationina gamma sintasa, O-acetilhomoserina sulfhidrilasa u O-
succinilhomoserina sulfhidrilasa, tal como se desvela en el documento WO 2008/013432, expedido a los inventores 
de la presente invención, puede provocar un mayor rendimiento en la producción de L-metionina.

La cepa que produce O-acetil-L-homoserina preparada anteriormente puede cultivarse en un medio y en condiciones 20
conocidos en la técnica. Como es bien entendido por los expertos en la materia, el método de cultivo puede 
ajustarse de acuerdo con la cepa usada. La fermentación puede llevarse a cabo en un lote, en un cultivo de tipo 
continuo o en uno semicontinuo, aunque no se limita a esto. En la siguiente referencia: “Biochemical Engineering” de 
James M. Lee, Prentice-Hall International Editions, págs. 138-176, se describen diversos métodos de fermentación.

25
El medio de cultivo tiene que cumplir las condiciones de cultivo para una cepa específica. Diversos medios de cultivo 
de microorganismos se describen en la siguiente referencia: “Manual of Methods for General Bacteriology” de la 
American Society for Bacteriology, Washington D. C., EE. UU., 1981. En general, un medio de cultivo incluye
diversas fuentes de carbono, fuentes de nitrógeno y oligoelementos. Los ejemplos de la fuente de carbono incluyen 
carbohidratos tales como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidón y celulosa; grasas tales como aceite 30
de soja, aceite de girasol, aceite de ricino y aceite de coco; ácidos grasos tales como ácido palmítico, ácido 
esteárico, y ácido linoleico; alcoholes tales como glicerol y etanol; y ácidos orgánicos tales como ácido acético. Estas 
fuentes de carbono pueden usarse en solitario o en combinación. Los ejemplos de la fuente de nitrógeno incluyen 
fuentes de nitrógeno orgánicas, tales como peptona, extracto de levadura, salsa de carne, extracto de malta, licor de 
maíz fermentado (CSL) y harina de alubias, y fuentes de nitrógeno inorgánicas tales como urea, sulfato de amonio, 35
cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio, que pueden usarse en solitario o en 
combinación. Adicionalmente, el medio puede contener dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de dipotasio 
y/o las sales que contienen sodio, correspondientes de los mismos. Además, en el medio puede haber metal en 
forma de sales, como sulfato de magnesio o sulfato de hierro. Además, también pueden añadirse aminoácidos, 
vitaminas y precursores apropiados. Los medios o los precursores pueden añadirse al cultivo de forma discontinua o40
continua.

El pH del cultivo puede ajustarse con un compuesto adecuado, por ejemplo, hidróxido de amonio, hidróxido de 
potasio, amoniaco, ácido de fosfato, y ácido sulfúrico. Con el fin de inhibir la generación de burbujas en el cultivo, 
puede usarse un agente desespumante tal como éster poliglicólico de ácidos grasos. Para crear condiciones 45
aeróbicas, el medio de cultivo puede airearse con oxígeno o gas que contiene oxígeno (por ejemplo, aire). El medio 
de cultivo se mantiene a 20 ~ 45 °C y preferentemente a 25 ~ 90 °C. La cepa se cultiva a un nivel deseado del 
precursor de L-metionina preferentemente durante 10 ~ 160 h.

Una mejor comprensión de la presente invención puede obtenerse a través de los siguientes ejemplos que se 50
describen para ilustrar, pero no debe interpretarse que limitan la presente invención.

EJEMPLO 1: Preparación de la cepa que produce O-acetil homoserina

<1-1> Construcción del vector pSG, para integración cromosómica de ppc55

Para el uso en la integración de ppc en el cromosoma de E. coli, se construyó un vector pSG-2ppc.

La secuencia básica del gen ppc se obtuvo de la base de datos GenBank del NIH (NCBI-gi: 89110074). Tomando 
como base esta secuencia básica, se sintetizaron dos conjuntos de cebadores para la amplificación del gen ppc: un 60
conjunto que comienza desde 200 pb cadena arriba del codón de inicio del ORF de ppc y que contiene los sitios de 
las enzimas de restricción EcoRI y SacI (SEQ ID NO. 1 y 2); y el otro conjunto que comienza desde 200 pb cadena 
arriba del codón de inicio del ORF de ppc y que contiene los sitios de las enzimas de restricción SacI y KpnI (SEQ ID 
NO. 3 y 4). Aunque el ADN cromosómico de Escherichia coli W3110 sirvió como plantilla, se realizó PCR usando un 
conjunto de cebadores de SEQ ID NO. 1 y 2 o SEQ ID NO. 3 y 4 en presencia de ADN polimerasa de alta fidelidad65
PfuUltra™ (Stratagene), con 30 ciclos de desnaturalización a 96 °C durante 30 s; hibridación a 50 °C durante 30 s; y
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extensión a 72 °C durante 4 min.

Los productos de PCR obtenidos de este modo fueron dos tipos de genes ppc de aproximadamente 3,1 kb que 
contenían sitios de EcoRI y SacI, y sitios de SacI y KpnI en su interior, respectivamente.

5
Después de la digestión con las enzimas de restricción EcoRI y SacI, y SacI y KpnI, respectivamente, los dos genes 
ppc amplificados se ligaron entre sí y se insertaron en un vector pSG76-C tratado con enzimas de restricción EcoRI 
y KpnI (J Bacteriol. Julio de 1997; 179(13): 4426-8), para construir un plásmido recombinante pSG-2ppc que porta 
dos copias del gen ppc. La figura 2 muestra el mapa genético y la construcción del vector pSG-2ppc para integración 
cromosómica de 2 copias de ppc.10

<1-2> Construcción del vector pSG para integración cromosómica de aspC

Para uso en la integración de aspC en el cromosoma de E. coli, se construyó un vector pSG-2aspC.
15

La secuencia básica del gen aspC se obtuvo de la base de datos GenBank del NIH (NCBI-gi: 85674274). Tomando 
como base esta secuencia básica, se diseñó un conjunto de cebadores para la amplificación del gen aspC para 
comenzar desde 200 pb cadena arriba del codón de inicio del ORF de aspC y contener el sitio de la enzima de 
restricción BamHI (SEQ ID NO. 5 y 6).

20
Aunque el ADN cromosómico de Escherichia coli W3110 sirvió como plantilla, se realizó PCR usando un conjunto de 
cebadores de SEQ ID NO. 5 y 6 en presencia de ADN polimerasa de alta fidelidad PfuUltra™ (Stratagene), con 30 
ciclos de desnaturalización a 96 °C durante 30 s; hibridación a 50 °C durante 30 s; y extensión a 72 °C durante 2 
min.

25
El producto de PCR obtenido de este modo fue un gen aspC de aproximadamente 1,5 kb que contenía un sitio de 
BamHI en su interior.

Después de la digestión con la enzima de restricción BamHI, el gen apsC amplificado se ligó a un vector pSG76-C 
tratado con la misma enzima de restricción para construir un plásmido recombinante pSG-2aspC que porta dos 30
copias del gen aspC. La figura 3 muestra el mapa genético y la construcción del vector pSG-2aspC para integración 
cromosómica de 2 copias de aspC.

<1-3> Construcción del vector pSG para integración cromosómica de asd
35

Para uso en la integración de asd en el cromosoma de E. coli, se construyó un vector pSG-2asd.

La secuencia básica del gen asd se obtuvo de la base de datos GenBank del NIH (NCBI-gi: 89110578). Tomando 
como base esta secuencia básica, se sintetizaron dos conjuntos de cebadores para la amplificación del gen asd: un 
conjunto que comienza desde 200 pb cadena arriba del codón de inicio del ORF de asd y que contiene los sitios de 40
las enzimas de restricción EcoRI y XbaI (SEQ ID NO. 7 y 8); y el otro conjunto que comienza desde 200 pb cadena 
arriba del codón de inicio del ORF de asd y que contiene los sitios de las enzimas de restricción XbaI y EcoRI (SEQ 
ID NO. 9 y 10).

Aunque el ADN cromosómico de Escherichia coli W3110 sirvió como plantilla, se realizó PCR usando un conjunto de 45
cebadores de SEQ ID NO. 7 y 8 o SEQ ID NO. 9 y 10 en presencia de ADN polimerasa de alta fidelidad PfuUltra™ 
(Stratagene), con 30 ciclos de desnaturalización a 96 °C durante 30 s; hibridación a 50 °C durante 30 s; y extensión 
a 72 °C durante 2 min.

Los productos de PCR obtenidos de este modo fueron dos clases de genes asd de aproximadamente 1,5 kb que 50
contenían sitios EcoRI y XbaI, y sitios XbaI y EcoRI en su interior, respectivamente.

Después de la digestión con las enzimas de restricción EcoRI y XbaI, los genes asd amplificados se ligaron entre sí 
y se insertaron en un vector pSG76-C tastado con la enzima de restricción EcoRI para construir un plásmido 
recombinante pSG-2asd que porta dos copias del gen asd. La figura 4 muestra el mapa genético y la construcción 55
del vector pSG-2asd para integración cromosómica de 2 copias de asd.

<1-4> Construcción de pCJ-thrA(M)-metX-CL recombinante para la expresión de ThrA y MetX

Para la biosíntesis de O-acetil homoserina, se intensificaron thrA y metX mediante la introducción de un vector de 60
expresión recombinante que porta los genes.

Una secuencia de nucleótidos del gen metX se obtuvo del GenBank del NIH (NCBI gi: 1799718). Tomando como 
base esta secuencia de nucleótidos, se diseñó un conjunto de cebadores para cubrir un ORF de metX que varía 
entre ATG y TAA y tienen el sitio de la enzima de restricción HindIII en ambos extremos del mismo (SEQ ID NO. 11 y65
12).
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Usando los cebadores de las SEQ ID NO. 11 y 12, se realizó PCR en presencia de ADN polimerasa de alta fidelidad
con 30 ciclos de desnaturalización a 96 °C durante 30 s; hibridación a 50 °C durante 30 s; y extensión a 72 °C
durante 2 min durante la cual el ADN cromosómico de Deinococcus radiodurans R1 servía como plantilla.

El producto de PCR obtenido de este modo era un gen metX de aproximadamente 1 kb que contenía el sitio de la 5
enzima de restricción HindIII.

Después de la digestión con la enzima de restricción HindIII, el gen metX amplificado se ligó al vector de expresión 
de thrA, plásmido pCJ-thrA(M)-CL, desvelado en el documento US12/062835, que se trató previamente con la 
misma enzima de restricción, para construir un vector de expresión recombinante que porta tanto thrA como metX, 10
denominado pCJ-thrA(M)-metX-CL (figura 5).

<1-5> Preparación de una cepa que produce O-acetil-homoserina

El plásmido pSG-2ppc que porta dos copias del gen ppc, construido en el ejemplo <1-1>, se transformó en la cepa 15
desvelada en el documento US12/062835, CJM-X/pthrA(M)-CL (N.º de acceso KCCM 10921P), seguido por 
incubación en placas LB-Cm (extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/l, triptona 10 g/l, cloranfenicol 25 g/l) para 
seleccionar 10 colonias resistentes a cloranfenicol para cada transformante. El transformante seleccionado anclaba 
el vector pSG-2ppc en el sitio de ppc cromosómico del mismo. A continuación, la cepa con dos copias del gen ppc 
insertada en su interior se transformó con pAScep, un vector de expresión que porta la enzima de restricción I-SceI, 20
para escindir el sitio de I-SceI presente en el vector pSG, seguido por la selección en LB-Ap (extracto de levadura 10
g/l, NaCl 5 g/l, Triptona 10 g/l, Ampicilina 100 g/l). Como resultado, se seleccionó una cepa en la que 2 copias del 
gen ppc se anclaron en el cromosoma de la misma, con el vector pSG76-C eliminado de la misma. El mismo 
procedimiento que en el plásmido pSG-2ppc se repitió para los vectores pSG76C-2aspC y pSG76C-2asd, 
construidos en los ejemplos <1-2> y <1-3>, respectivamente, en orden. Finalmente, se obtuvo una cepa de CJM-25
X/pthrA(M)-CL (N.º de acceso 10921P) con dos copias de cada uno de ppc, asd y aspC insertadas en el cromosoma 
de la misma, y se llamó CJM-XPA2.

Además, la cepa CJM-XPA2 se transformó con el vector pCJ-thrA(M)-metX-CL construido en el ejemplo <1-4> y a 
continuación se cultivó en LB-Sp (extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/l, Triptona 10 g/l, espectinomicina 25 g/l) 30
para seleccionar 10 colonias resistentes a espectinomicina. La CJM-XPA2 (pCJ-thrA(M)-metX-CL), llamada 
“Escherichia coli CA05-0567” se depositó en la KCCM (Korean Culture of Microorganisms, Eulim build, Hongje-1-
Dong, Seodaemun-ku, Seúl, 361-221, Corea) el 11 de agosto de 2009, con el N.º de acceso KCCM11025P. Se 
compararon entre sí para productividad de O-acetil homoserina.

35
EJEMPLO 2: Fermentación para la producción de O-acetil homoserina

Con el fin de examinar las cepas preparadas en el ejemplo 1 para la capacidad de producir el precursor de 
metionina, O-acetil homoserina, éstas se cultivaron en matraces Erlenmeyer.

40
Para este cultivo, se empleó el medio de valoración cuantitativa de O-acetil-homoserina mostrado en la tabla 1. 

TABLA 1

Composición del medio para la producción de O-acetil-homoserina

Composición Concentración (por litro)

Glucosa 60 g

Sulfato de amonio 17 g

KH2PO4 1,0 g

MgSO4 • 7H2O 0,5 g

FeSO4 • 7H2O 5 mg

MnSO4 • 8H2O 5 mg

ZnSO4 5 mg

CaCO3 30 g

Extracto d levadura 2 g

Metionina 0,15 g

Treonina 0,15 g

Se generaron colonias individuales en placas de LB durante la incubación durante una noche a 32 °C, se recogieron 45
con asas de platino y se inocularon respectivamente en 25 ml del medio de valoración cuantitativa de O-acetil 
homoserina, seguido por cultivo a 32 °C durante 42 ∼ 64 h con agitación a 250 rpm. Cada cultivo se analizó 
cuantitativamente para O-acetil homoserina usando HPLC. Los datos del análisis se resumen en la tabla 2, a 
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continuación.

En comparación con la CJM-X/pthrA(M)-CL de control (N.º de acceso KCCM 10921P), tal como se muestra en la 
tabla 2, se descubrió que el rendimiento de producción de O-acetil homoserina se incrementaba en un 3,6 % del 
29,1 % al 32,7 % en la cepa que tiene dos copias de cada uno de los genes ppc, aspC, asd, responsables de la 5
conversión de fosfoenolpiruvato en aspartato, integradas en el cromosoma de la misma, y en hasta un 16,9 % del 
29,1 % al 46 % en la cepa que ancla todos los genes ppc, aspC, asd, thrA y metX, responsables de la ruta de 
biosíntesis desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina, en forma de ADN cromosómico o ADN plasmídico.

Tomados conjuntamente, los datos obtenidos en los ensayos en matraz indican que, considerando el hecho de que10
el rendimiento de producción de O-acetil homoserina es del 32,7 % tras la intensificación de solamente los genes 
ppc, aspC y asd, responsables de la conversión de fosfoenolpiruvato en aspartato, y el 37,5 % tras la intensificación
de solamente thrA y metX, cuando todos los genes responsables de toda la ruta de biosíntesis que se extiende 
desde fosfoenolpiruvato a O-acetil homoserina se intensifican juntos, el rendimiento de producción de O-acetil 
homoserina se incrementa adicionalmente hasta el 46 %. Por lo tanto, la cepa preparada de acuerdo con la presente 15
invención producía O-acetil homoserina con mayor rendimiento que la contrapartida de tipo silvestre. 

TABLA 2

Ensayos en matraz para la producción de O-acetil-homoserina

Cepa Plásmido Producción de OAH (g/l) Rendimiento (%)

CJM-X/pthrA(M)-CL (N.º de 
acceso KCCM 10921P)

- 17,5 29,1

pCJ-thrA(M)-metX-CL 22,5 37,5

CJM-XPA2 - 19,6 32,7

pCJ-thrA(M)-metX-CL 27,6 46,0

Aplicabilidad industrial20

Tal como se ha descrito hasta ahora, la presente invención proporciona una cepa de Escherichia sp., que produce
O-acetil homoserina con alto rendimiento en un medio de cultivo cuando se fermenta en el medio. Además, la O-
acetil homoserina puede convertirse, junto con metilmercaptano, mediante el proceso de dos etapas en L-metionina, 
con la producción concomitante de ácido acético.25

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> CJ Cheiljedang Corporation
30

<120> Microorganismo productor de O-acetil-homoserina y el método de producción de O-acetil-homoserina 
usando el microorganismo 

<130> OPA09052
35

<150> US12/550.121
<151> 28-08-2009

<160> 20
40

<170> Kopatentln 1.71

<210> 1
<211> 31
<212> ADN45
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para ppc

50
<400> 1

<210> 2
<211> 3055
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador inverso para ppc

<400> 2

5

<210> 3
<211> 31
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> Cebador directo para ppc

<400> 315

<210> 4
<211> 30
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para ppc

25
<400> 4

<210> 5
<211> 3030
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para aspC35

<400> 5

<210> 640
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> Cebador inverso para aspC

<400> 6

50
<210> 7
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

55
<220>
<223> Cebador directo para asd

<400> 7

60

<210> 8
<211> 28
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para asd

5
<400> 8

<210> 9
<211> 2810
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para asd15

<400> 9

<210> 1020
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220> 25
<223> Cebador inverso para asd

<400> 10

30
<210> 11
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> Cebador directo para metX

<400> 11

40

<210> 12
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial45

<220>
<223> Cebador inverso para metX

<400> 1250

<210> 13
<211> 1005
<212> ADN55
<213> Deinococcus radioduran R1

<400> 13
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<210> 14
<211> 31255
<212> ADN
<213> Escherichia coli W3110

<400> 14
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<210> 15
<211> 1563
<212> ADN5
<213> Escherichia coli W3110

<400> 15

10
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<210> 16
<211> 1556
<212> ADN5
<213> Escherichia coli W3110

<400> 16

10
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<210> 17
<211> 2464
<212> ADN5
<213> Escherichia coli W3110

<400> 17

10
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<210> 18
<211> 334
<212> PRT5
<213> Deinococcus radiodurans

<220>
<221> PÉPTIDO

10
<222> (1)..(334)
<223> Péptido de homoserina o-acetiltransferasa con la base de datos Uniprot N.º Q9RVZ8

<400> 18
15
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<210> 19
<211> 379
<212> PRT
<213> Pseudomonas aeruginosa5

<220>
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<221> PÉPTIDO 
<222> (1)..(379)
<223> Péptido de homoserina O-acetiltransferasa con N.º de acceso del GenBank NP_249081

<400> 195
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<210> 20
<211> 380
<212> PRT5
<213> Mycobacterium smegmatis

<220>
<221> PÉPTIDO 
<222> (1)..(380)10
<223> Péptido de homoserina O-acetiltransferasa con N.º de acceso del GenBank YP_886028

<400> 20

15

E10250455
07-12-2016ES 2 606 540 T3

 



22

E10250455
07-12-2016ES 2 606 540 T3

 



23

REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Escherichia sp., capaz de producir O-acetil homoserina con alto rendimiento, con sobreexpresión de
genes que codifican la homoserina acetil transferasa, la aspartoquinasa, la homoserina deshidrogenasa, la 
fosfoenolpiruvato carboxilasa, la aspartato aminotransferasa y la aspartato semialdehído deshidrogenasa, en la que 5
la cepa de Escherichia sp., se caracteriza, además, por la deleción de genes metB, thrB, metJ y metA.

2. La cepa de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la sobreexpresión de genes se consigue mediante 
transformación con un plásmido que porta un gen correspondiente, incrementando un número de copias de un gen 
correspondiente, empleando un promotor fuerte para un gen correspondiente, o mediante una mutación en un 10
promotor preexistente para un gen correspondiente.

3. La cepa de acuerdo con la reivindicación 2, en la que la sobreexpresión de genes que codifican la homoserina
acetil transferasa, la aspartoquinasa y la homoserina deshidrogenasa se consigue introduciendo un plásmido que 
porta genes metX y thrA.15

4. La cepa de acuerdo con la reivindicación 3, en la que la fosfoenolpiruvato carboxilasa, la aspartato 
aminotransferasa y la aspartato semialdehído deshidrogenasa se codifican por genes respectivos, estando cada uno 
de ellos ubicado en dos o más copias en un genoma de la cepa.

20
5. La cepa de acuerdo con la reivindicación 1, en la que cada una de las enzimas homoserina acetil transferasa, 
aspartoquinasa y homoserina deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotransferasa y
aspartato semialdehído deshidrogenasa está codificada por genes metX, thrA, ppc, aspC y asd de Escherichia coli.

6. La cepa de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la homoserina acetil transferasa se selecciona de25
homoserina acetil transferasas de Corynebacterium sp., Leptospira sp., Deinococcus sp., Pseudomonas sp., y
Mycobacterium sp.

7. La cepa de acuerdo con la reivindicación 6, en la que la homoserina acetil transferasa se selecciona de
homoserina acetil transferasas de Corynebacterium glutamicum, Leptospira meyeri, Deinococcus radiodurans, 30
Pseudomonas aeruginosa y Mycobacterium smegmatis.

8. La cepa de acuerdo con la reivindicación 7, en la que la homoserina acetil transferasa tiene una secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO. 18, 19 o 20.

35
9. La cepa de acuerdo con la reivindicación 1, en la que la homoserina acetil transferasa es una homoserina acetil 
transferasa de Deinococcus radiodurans que tiene una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO. 18.

10. La cepa de acuerdo con la reivindicación 1, que se prepara usando una cepa capaz de producir L-treonina, L-
isoleucina o L-lisina.40

11. La cepa de acuerdo con la reivindicación 1, que pertenece a Escherichia coli.

12. La cepa de acuerdo con la reivindicación 1, que se prepara usando E. coli CJM-X/pthrA(M)-CL depositada con el 
N.º de acceso KCCM 10921 P.45

13. La cepa de acuerdo con la reivindicación 1, que se prepara usando E. coli CJM2-X/pthrA(M)-CL depositada con 
el N.º de acceso KCCM 10925P.

14. La cepa de acuerdo con la reivindicación 1, que se prepara usando E. coli FTR2533 depositada con el N.º de 50
acceso KCCM 10541.

15. La cepa de acuerdo con la reivindicación 1, que se deposita con el N.º de acceso KCCM 11025P.

16. Un método de producción de O-acetil homoserina en un medio de cultivo, que comprende fermentar la cepa de55
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 en el medio de cultivo.

17. Un método de producción de L-metionina y acetato, que comprende: (a) fermentar la cepa de una cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 15 para producir O-acetil homoserina; (b) separar la O-acetil homoserina; y (c) convertir la O-
acetil homoserina, junto con metilmercaptano, en L-metionina y acetato en presencia de una enzima seleccionada 60
de un grupo que consiste en cistationina gamma sintasa, O-acetil homoserina sulfhidrilasa y O-succinil homoserina 
sulfhidrilasa.
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