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DESCRIPCIÓN

Escherichia coli recombinante modificada por ingeniería genética productora de L-triptófano que tiene originalmente 
productividad de L-fenilalanina, y método para producir L-triptófano usando el microorganismo

5
Campo técnico

La presente invención se refiere a un microorganismo que tiene productividad de L-triptófano y a un método para 
producir L-triptófano usando el mismo. Más particularmente, la presente invención se refiere a una E. coli
recombinante que tiene productividad de triptófano producida por ingeniería genética a través de la pérdida de su 10
auxotrofía para triptófano, bloqueando la biosíntesis de L-fenilalanina y aumentando el gen implicado en la 
biosíntesis de triptófano a partir de la E. coli mutante KFCC 10066 que tiene productividad de L-fenilalanina, y a un 
método para producir L-triptófano usando el mismo.

Antecedentes de la técnica15

El L-triptófano es uno de los aminoácidos esenciales, el cual se ha usado como aditivo alimenticio o como materia 
prima para medicinas incluyendo inyecciones y alimentos saludables debido a su efecto hipnótico o efecto 
tranquilizante. El L-triptófano se ha producido por síntesis química, reacción enzimática y fermentación por 
microorganismo.20

Para la síntesis química, se requiere reacción a alta temperatura y alta presión y tanto el tipo D como el tipo L están 
incluidos en el producto de reacción, lo cual hace difícil el proceso de purificación. La reacción enzimática tiene 
problemas de alto precio del indol y la serina usados como sustratos y de inestabilidad de la enzima, como se 
muestra en la descripción de patente de Mitsui Toatsu (Publicación de Patente Coreana Nº 90-005773).25

Por lo tanto, la producción de L-triptófano en gran parte ha dependido de la fermentación directa usando un 
microorganismo. La producción de L-triptófano según la fermentación por microorganismo convencional en su 
mayoría se ha llevado a cabo en auxótrofo y mutante con mutación de región control de diversos microorganismos 
incluyendo E. coli y Corynebacterium. Con el asombroso avance de las técnicas de ADN recombinante desde 1980, 30
se han descrito la ruta del metabolismo y su mecanismo de regulación. Desde entonces, los investigadores han 
tenido éxito en el desarrollo de excelentes cepas recombinantes usando técnicas de manipulación génica, lo cual
llevó a un notable incremento en la producción.

Algunas de las Patentes Coreanas en relación con la producción de triptófano mediante fermentación directa usando 35
un microorganismo describen respectivamente la producción de triptófano mediante el uso de cepas mutantes que 
tienen resistencia análoga a triptófano o auxotrofía (Publicación de Patente Coreana Nº 87-1813, 90-8251 y 92-
7405) y la producción de triptófano mediante el uso de cepas recombinantes (Publicación de Patente Coreana Nº 90-
5772 y 91-5672). En el caso de usar una cepa resistente análoga a triptófano, era un objetivo muy importante 
superar la retroinhibición de enzimas en la biosíntesis de triptófano. En el caso de usar una cepa recombinante, era 40
un objetivo muy importante la clonación de los genes implicados en la biosíntesis de triptófano. Y, los métodos 
anteriores, de hecho, registraron un gran éxito. Sin embargo, aunque el método convencional para producir L-
triptófano que usa la E. coli mutante convencional tiene una ventaja de producción de L-triptófano por el uso de 
medio de cultivo económico, tiene una desventaja de baja productividad de L-triptófano. Los presentes inventores 
consideraron que la producción de L-triptófano mediante fermentación de E. coli CJ285 (KCCM-10534, 45
PCT/KR2004/003030) que se desarrolló y conservó por la compañía de los presentes inventores también tiene un 
problema de baja productividad. Por tanto, los presentes inventores consideraron que era importante el desarrollo de 
cepa mutante excelente como cepa madre para maximizar la productividad de L-triptófano por técnicas de ADN 
recombinante.

50
Por otro lado, la cepa productora de L-fenilalanina (KFCC 10066, Publicación de Patente Coreana Nº 1985-0001232) 
se había desarrollado y conservado por la compañía de los presentes inventores puesto que se pueden sintetizar 
aminoácidos aromáticos (L-triptófano, L-fenilalanina, L-tirosina) en una ruta de metabolismo común. Entonces, los 
presentes inventores consideraron que la manipulación apropiada de la cepa anterior por técnicas de ingeniería 
genética, podría incrementar la productividad de L-triptófano. Por lo tanto, los presentes inventores, usaron la cepa 55
productora de L-fenilalanina (KFCC 10066, Publicación de Patente Coreana Nº 1985-0001232) como cepa madre 
para una cepa recombinante de E. coli productora de L-triptófano con alto rendimiento a través de la pérdida de la 
auxotrofía del triptófano, bloqueando la biosíntesis de L-fenilalanina y aumentando el gen implicado en la biosíntesis 
de triptófano.

60
Descripción de la invención

Problema técnico

La presente invención proporciona una cepa productora de triptófano desarrollada a partir de la cepa madre de E. 65
coli (KFCC 10066) que produce L-fenilalanina liberando la auxotrofía del triptófano en el cromosoma e inactivando 
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los genes pheA, trpA, mtr, y tnaAB y mutando los genes aroG y trpE en el cromosoma para bloquear la biosíntesis 
de L-fenilalanina e inducir la producción de triptófano.

Es otro objetivo de la presente invención proporcionar un método para producir L-triptófano a alta concentración 
cultivando la cepa recombinante de E. coli en medio de fermentación que contiene glucosa por fermentación directa.5

Solución técnica

Los objetivos anteriores y otros objetivos de la presente invención se pueden alcanzar a través de las siguientes 
realizaciones de la presente invención.10

La presente invención se describe con detalle a continuación.

El método para producir L-triptófano de la presente invención comprende las siguientes etapas: liberar la auxotrofía 
para triptófano de la cepa mutante de E. coli (KFCC 10066) que tiene productividad de L-fenilalanina en el 15
cromosoma; bloquear la biosíntesis de L-fenilalanina, es decir, inactivar el gen pheA implicado en la biosíntesis de L-
fenilalanina, el gen trpR implicado en la regulación de la biosíntesis de triptófano, el gen mtr implicado en la 
reentrada intracelular del triptófano producido, y el gen tnaAB implicado en la degradación del triptófano producido; 
aumentar el gen implicado en la biosíntesis de triptófano, es decir, mutar el gen aroG que codifica la enzima para la 
síntesis de 3-desoxiarabinosa-heptulosonato-7-fosfato (DAHP) en el cromosoma y el trpE implicado en la biosíntesis 20
de triptófano para liberar la retroinhibición; y confirmar la producción de L-triptófano a partir de la cepa recombinante 
de E. coli anteriormente obtenida en el medio de fermentación que contiene glucosa por fermentación directa.

La etapa de liberación de la auxotrofía para triptófano incluye el método de restablecimiento del gen del operón de 
triptófano en el cromosoma de una cepa productora de L-fenilalanina que tiene auxotrofía para triptófano a la forma 25
de una cepa de tipo silvestre. El gen del operón de triptófano comprende la forma de trpEDCBA y está compuesto de 
genes requeridos para la conversión de corismato en triptófano, sugiriendo que es necesario para la cepa productora 
de triptófano. Entonces, el gen del operón de triptófano se seleccionó como un gen objetivo a restablecer.

La etapa de bloqueo de la biosíntesis de L-fenilalanina en esta invención incluye el método de inactivación de los 30
genes implicados en la biosíntesis de L-fenilalanina. En el presente documento, “inactivación” indica la deleción de 
los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB activos intracelulares o mutación de los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB para 
reducir los niveles de las proteínas codificadas por esos genes.

El gene pheA (gen ID de NCBI: 16130520) (SEQ. ID. NO: 33) es el gen que codifica la proteína necesaria para la 35
biosíntesis de L-fenilalanina en E. coli y compite con la ruta de biosíntesis de triptófano en corismato. Por lo tanto, se 
seleccionó como un gen objetivo a inactivar para la producción de una cepa productora de triptófano.

El gen trpR (gen ID de NCBI: 16132210 (SEQ. ID. NO: 34) es el gen que codifica la proteína TrpR necesaria para la 
regulación de la biosíntesis del operón de triptófano (trpEDCBA) en E. coli, que se une a triptófano endógeno para 40
funcionar como represor mediante la unión al promotor del operón de triptófano. Entonces, la inactivación de esta 
proteína da como resultado la sobreexpresión de ARNm de operón de triptófano, indicando el incremento de la 
concentración de triptófano. Por lo tanto, se seleccionó como gen objetivo a inactivar.

El gen mtr (gen ID de NCBI: 16131053) (SEQ. ID. NO: 35) es el gen que codifica la proteína necesaria para el influjo 45
de triptófano desde el exterior de las células. Entonces, este gen se debería someter a deleción de la cepa 
productora de triptófano, lo cual convierte al gen en objetivo a inactivar.

El gen tnaAB (gen ID de NCBI: 90111643, 16131577) (SEQ. ID. NO: 36 y NO: 37) está compuesto de tnaA que 
codifica la proteína necesaria para la degradación de triptófano intracelular y tnaB que codifica la proteína implicada 50
en el influjo de triptófano extracelular. Se cree que este gen no es necesario para el cultivo productor de L-triptófano. 
Entonces, se seleccionó como gen objetivo a inactivar.

El microorganismo de la presente invención se prepara inactivando los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB que existen 
en el cromosoma de un microorganismo que tiene productividad de L-triptófano. Para inactivar esos genes, se 55
induce mutación usando un rayo tal como UV o un producto químico. Y a partir de los mutantes, se selecciona una 
cepa que tenga genes inactivados codificadores de pheA, trpR, mtr y tnaAB. La inactivación se puede realizar 
mediante técnicas de ADN recombinante. Por ejemplo, la inactivación se puede alcanzar insertando la secuencia de 
nucleótidos o el vector que contiene la secuencia de nucleótidos que tiene homología con los genes codificadores de
pheA, trpR, mtr y tnaAB en un microorganismo objetivo para inducir recombinación homóloga. La secuencia de 60
nucleótidos o el vector anterior puede incluir un marcador de selección dominante.

En esta invención, los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB o sus fragmentos de ADN contienen secuencia de 
polinucleótidos que tiene homología de secuencia con los genes pheA, trpR mtr y tnaAB del hospedador, pero estas 
secuencias de polinucleótidos tienen tal mutación como truncamiento, deleción, sustitución, inserción e inversión 65
para ser incapaces de expresar las proteínas codificadas por los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB. La inserción de los 
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genes pheA, trpR, mtr y tnaAB inactivados o sus fragmentos de ADN en una célula hospedadora se puede alcanzar 
mediante transformación, conjugación, transducción o electroporación, pero no siempre limitado a los mismos.

Cuando los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB inactivados o sus fragmentos de ADN se introducen en una célula 
hospedadora por transformación, la inactivación se induce mezclando las secuencias de polinucleótidos con el 5
cultivo de la cepa. A la vez, la cepa se puede transformar debido a que es naturalmente competente a la inserción 
del ADN, pero se prefiere hacer que la cepa sea competente para la inserción de ADN mediante el método 
apropiado de antemano (véase LeBlanc y col., Plasmid 28, 130-145, 1992; Pozzi y col., J. Bacteriol. 178, 6.087-
6.090, 1996). A través de la recombinación homóloga, se inactiva la copia del cromosoma tipo silvestre de la 
secuencia mediante deleción de una parte de los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB del ADN genómico o inserción de 10
un fragmento de ADN extraño.

La etapa de aumentar el gen implicado en la biosíntesis de triptófano de la presente invención incluye el método de 
la mutación del gen implicado en la biosíntesis de triptófano. En el presente documento, “mutación” indica que la 
actividad de las proteínas que codifican los genes aroG y trpE está modificada para liberar la retroinhibición.15

El aroG (gen ID de NCBI: 16128722) (SEQ. ID. NO: 38) es el gen que codifica la proteína necesaria para la síntesis 
de 7P-2-deshidro-3-desoxi-D-arabinoheptosa que es el punto de inicio de la ruta de biosíntesis de aminoácidos 
aromáticos (triptófano, L-fenilalanina, tirosina). Se consideró que este gen necesariamente se muta para incrementar 
la productividad de triptófano.20

El trpE (gen ID de NCBI: 16129225) (SEQ. ID. NO: 39) es el gen que codifica la proteína implicada en la síntesis de 
antranilato. Entre los genes que constituyen el operón de triptófano, el gen se inhibe por triptófano. Entonces, se 
consideró que este gen necesariamente se mutaba para prevenir la inhibición.

25
La presente invención también proporciona un método para producir el L-triptófano a alta concentración con alto 
rendimiento mediante el cultivo de la cepa recombinante de E. coli anteriormente preparada en el medio de 
fermentación que contenía glucosa por fermentación directa.

Mejor modo para llevar a cabo la invención30

Las realizaciones prácticas y actualmente preferidas de la presente invención son ilustrativas como se muestra en 
los siguientes Ejemplos.

Sin embargo, se apreciará que los expertos en la técnica, en consideración de esta divulgación, pueden hacer 35
modificaciones y mejoramientos dentro del espíritu y el alcance de la presente invención.

Ejemplo 1: Construcción de una cepa que ha perdido la propiedad de auxotrofía para triptófano

En este ejemplo, se restableció al tipo silvestre el gen del operón de triptófano que existe en el cromosoma de la 40
cepa auxótrofa para triptófano que produce L-fenilalanina.

Para hacerlo, se usó el lisado celular de la E. coli de tipo silvestre infectada con fago P1. Precisamente, se inoculó 
un asa de platino de E. coli en medio líquido LB (Lurina-Bertani, referido más adelante como LB; 10 g/l de bacto 
triptona, 5 g/l de extracto de levadura bacto, 10 g/l de cloruro de sodio), seguido de cultivo a 37 ºC durante la noche. 45
Se recuperaron las células cultivadas y se volvieron a poner en suspensión en medio líquido LB-GMC (glucosa al 0,2 
%, sulfato de magnesio lmM (MgSO4), cloruro de calcio 0,05 mM (CaCl2)), seguido de infección con 2 □ de fago P1. 
Después de cultivar a 37 ºC durante 30 minutos, el producto de cultivo se lavó dos veces con citrato de Na 0,1 M 
para eliminar el fago P1 restante. Las células se volvieron a poner en suspensión en 0,1 ml de citrato de Na, que se 
extendieron sobre el medio mínimo sólido M9 complementado con 20 mg/l de tirosina. Se confirmó que la colonia 50
obtenida era capaz de crecer en un medio libre de triptófano, sugiriendo que las cepas han perdido la propiedad de 
auxotrofía para triptófano. La cepa construida se denominó “CJ001 (Trp+)”.

Ejemplo 2: Construcción de una cepa recombinante productora de L-triptófano con gen pheA inactivado
55

En este ejemplo, se inactivó el gen pheA de E. coli mediante recombinación homóloga.

Para inactivar el gen pheA, se usó inactivación en una etapa, que es un método que usa recombinasa Red de 
lambda desarrollada por Datsenko KA y col. (“One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 
using PCR products”, Datsenko KA, Wanner BL., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 6 de junio de 2000; 97(12):6.640-5). 60
Para confirmar la inserción en el gen, se usó el gen resistente a cloranfenicol de pKD3 como marcador. Se realizó la 
reacción en cadena de la Polimerasa (referida, más adelante, como PCR) usando pKD3 como plantilla con el 
cebador 1 y el cebador 2 mostrados en la Tabla 1 que comprenden una parte del gen pheA y una parte de la 
secuencia del gen resistente a cloranfenicol de pKD3, dando como resultado la amplificación de un fragmento de 
gen de aproximadamente 1.100 pb [Sambrook y col., “Molecular Cloning, a Laboratory Manual” (1989)”, Cold Spring 65
Harbor Laboratories]. La solución de reacción usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL (BIONEER, 
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Corea). Y la PCR se realizó como sigue; desnaturalización a 94 ºC durante 30 segundos, anillamiento a 55 ºC 
durante 30 segundos, elongación a 72 ºC durante 1 minuto (30 ciclos). El producto de PCR se sometió a 
electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elución.

Tabla 15
Cebador 1 5’- aggcaacactatgacatcgtgtaggctggagctgcttc -3’ (SEQ. ID. NO: 1)
Cebador 2 5’- ggtcgccattaacaacgtggcatatgaatatcctccttag -3’ (SEQ. ID. NO: 2)

Para obtener el fragmento de ADN 5’ del gen pheA de E. coli, la PCR se realizó usando el cromosoma de E. coli tipo 
silvestre W3110 como plantilla con los cebadores 3 y 4 mostrados en la tabla 2, dando como resultado la 
amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 250 pb. La solución de reacción usada en el presente 
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realizó como sigue; desnaturalización a 94 ºC durante 30 10
segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 ºC durante 20 segundos (30 ciclos). El 
producto de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elución.

Tabla 2
Cebador 3 5’- tattgagtgtatcgccaac -3’ (SEQ. ID. NO: 3)
Cebador 4 5’- cgatgtcatagtgttgcc -3’ (SEQ. ID. NO: 4)

15
Para obtener el fragmento de ADN 3’ del gen pheA de E. coli, la PCR se realizó usando el cromosoma de E. coli tipo 
silvestre W3110 como plantilla con los cebadores 5 y 6 mostrados en la tabla 3, dando como resultado la 
amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 250 pb. La solución de reacción usada en el presente 
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realizó como sigue; desnaturalización a 94 ºC durante 30 
segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 ºC durante 20 segundos (30 ciclos). El 20
producto de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elución.

Tabla 3
Cebador 5 5’- ccacgttgttaatggcgacc -3’ (SEQ. ID. NO: 5)
Cebador 6 5’- ttcattgaacgggtgatttc -3’ (SEQ. ID. NO: 6)

En el presente documento, 18 pares de las secuencias de nucleótidos del cebador 1 y el cebador 4 eran 25
complementarios, y 20 pares de las secuencias de nucleótidos del cebador 2 y el cebador 5 eran complementarios. 
Por tanto, el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 1 y 2, el fragmento obtenido por PCR usando los 
cebadores 3 y 4 y el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 5 y 6 podrían estar ligados como un 
fragmento. Los productos de PCR se amplificaron mediante cinco ciclos de PCR sin cebadores. El cebador 3 y el 
cebador 6 se añadieron a los mismos, seguido de 25 ciclos de PCR. Como resultado, se amplificó un fragmento de 30
gen de aproximadamente 1.600 pb.

Se preparó la E. coli CJ001 transformada con pKD46 por el método de Datsenko KA y col. como una cepa 
competente, seguido de inducción del fragmento de gen de 1.600 pb de tamaño obtenido por PCR, las cepas se 
extendieron sobre el medio sólido LB complementado con 30 mg/ml de cloranfenicol. Se confirmó que la cepa 35
obtenida tenía pheA inactivado por el fragmento de gen de 1.600 pb de tamaño obtenido por PCR usando el cebador 
3 y el cebador 6. La cepa recombinante resultante se denominó “CJ100 (Trp+∆pheA)”.

Ejemplo 3: Construcción de un microorganismo recombinante productor de L-triptófano con gen trpR inactivado
40

En este ejemplo, se inactivó el gen trpR de E. coli mediante recombinación homóloga.

La PCR se realizó usando pKD3 como plantilla con el cebador 7 y el cebador 8 mostrados en la Tabla 4 que 
comprenden una parte del gen trpR y una parte de la secuencia del gen resistente a cloranfenicol de pKD3, dando 
como resultado la amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 1.100 pb. La solución de reacción 45
usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizó como sigue; desnaturalización a 94 
ºC durante 30 segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 ºC durante 1 minuto (30 ciclos). 
El producto de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elución.

Tabla 450
Cebador 7

Cebador 8
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Para obtener el fragmento de ADN 5’ del gen trpR de E. coli, la PCR se realizó usando el cromosoma de E. coli tipo 
silvestre W3110 como platilla con los cebadores 9 y 10 mostrados en la Tabla 5, dando como resultado la 
amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 250 pb. La solución de reacción usada en el presente 
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realizó como sigue; desnaturalización a 94 ºC durante 30 
segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 ºC durante 20 segundos (30 ciclos). El 5
producto de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elución.

Tabla 5
Cebador 9 5’- gcgccgggcgtatcgacgca -3’ (SEQ. ID. NO: 9)
Cebador 10 5’- gcatatcataaacgtgcgga -3’ (SEQ. ID. NO: 10)

Para obtener el fragmento de ADN 3’ del gen trpR de E. coli, la PCR se realizó usando el cromosoma de E. coli tipo 10
silvestre W3110 como platilla con los cebadores 11 y 12 mostrados en la Tabla 6, dando como resultado la 
amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 250 pb. La solución de reacción usada en el presente 
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realizó como sigue; desnaturalización a 94 ºC durante 30 
segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 ºC durante 20 segundos (30 ciclos). El 
producto de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elución.15

Tabla 6
Cebador 11 5’- tgtaggcctgataagacgtg -3’ (SEQ. ID. NO: 11)
Cebador 12 5’-aaggggcgatcggcgtgttt-3’ (SEQ. ID. NO: 12)

En el presente documento, 20 pares de las secuencias de nucleótidos del cebador 7 y el cebador 10 eran 20
complementarios, y 20 pares de las secuencias de nucleótidos del cebador 8 y el cebador 11 eran complementarios. 
Por tanto, el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 7 y 8, el fragmento obtenido por PCR usando los 
cebadores 9 y 10 y el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 11 y 12 podrían estar ligados como un 
fragmento. Los productos de PCR se amplificaron por cinco ciclos de PCR sin cebadores. El cebador 9 y el cebador 
12 se añadieron a los mismos, seguido de 25 ciclos de PCR. Como resultado, se amplificó un fragmento de gen de 25
aproximadamente 1.600 pb.

Se generó E. coli CJ100 transformada con pKD46 por el método de Datsenko KA y col. como cepa competente, 
seguido de inducción usando el fragmento de gen de 1.600 pb de tamaño obtenido por PCR. Las cepas se 
extendieron sobre el medio sólido LB que contenía cloranfenicol.30

Se confirmó que la cepa obtenida tenía trpR inactivado por el fragmento de gen de 1.600 pb de tamaño obtenido por 
PCR usando el cebador 9 y el cebador 12. La cepa recombinante resultante se denominó “CJ200 (Trp+

∆pheA∆trpR)”.
35

Ejemplo 4: Construcción de una cepa recombinante productora de L-triptófano con gen mtr inactivado

En este ejemplo, se inactivó el gen mtr de E. coli mediante recombinación homóloga.

La PCR se realizó usando pKD3 como plantilla con el cebador 13 y el cebador 14 mostrados en la Tabla 7 que 40
comprenden una parte del gen mtr y una parte de la secuencia del gen resistente a cloranfenicol de pKD3, dando 
como resultado la amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 1.100 pb. La solución de reacción 
usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizó como sigue; desnaturalización a 94 
ºC durante 30 segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 ºC durante 1 minuto (30 ciclos). 
El producto de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elución.45

Tabla 7
Cebador 13

Cebador 14

Para obtener el fragmento de ADN 5’ del gen mtr de E. coli, la PCR se realizó usando el cromosoma de E. coli tipo 
silvestre W3110 como platilla con los cebadores 15 y 16 mostrados en la Tabla 8, dando como resultado la 50
amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 500 pb. La solución de reacción usada en el presente 
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realizó como sigue; desnaturalización a 94 ºC durante 30 
segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 ºC durante 30 segundos (30 ciclos). El 
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producto de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elución.

Tabla 8
Cebador 15 5’- gcagccgttacattggtaac -3’ (SEQ. ID. NO: 15)
Cebador 16 5’- gtggtggttagtgttgccat -3’ (SEQ. ID. NO: 16)

Para obtener el fragmento de ADN 3’ del gen mtr de E. coli, la PCR se realizó usando el cromosoma de E. coli tipo 5
silvestre W3110 como platilla con los cebadores 17 y 18 mostrados en la Tabla 9, dando como resultado la 
amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 500 pb. La solución de reacción usada en el presente 
documento era el kit de premezcla de PCR HL y la PCR se realizó como sigue; desnaturalización a 94 ºC durante 30 
segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 ºC durante 30 segundos (30 ciclos). El 
producto de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elución.10

Tabla 9
Cebador 17 5’- tactgccggtgtatcagtaa -3’ (SEQ. ID. NO: 17)
Cebador 18 5’- tcaaaccgtcagcacggctg -3’ (SEQ. ID. NO: 18)

En el presente documento, 20 pares de las secuencias de nucleótidos del cebador 13 y el cebador 16 eran 
complementarios, y 20 pares de las secuencias de nucleótidos del cebador 14 y el cebador 17 eran 15
complementarios. Por tanto, el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 13 y 14, el fragmento obtenido 
por PCR usando los cebadores 15 y 16 y el fragmento obtenido por PCR usando los cebadores 17 y 18 podrían 
estar ligados como un fragmento. Los productos de PCR se amplificaron mediante cinco ciclos de PCR sin 
cebadores. El cebador 15 y el cebador 18 se añadieron a los mismos, seguido de 25 ciclos de PCR. Como 
resultado, se amplificó un fragmento de gen de aproximadamente 2.100 pb.20

Se preparó E. coli CJ200 transformada con pKD46 por el método de Datsenko KA y col. como cepa competente, 
seguido de inducción usando el fragmento de gen de 2.100 pb de tamaño obtenido por PCR. Las cepas se 
extendieron sobre el medio sólido LB que contenía cloranfenicol.

25
Se confirmó que la cepa obtenida tenía mtr inactivado por el fragmento de gen de 2.100 pb de tamaño obtenido por 
PCR usando el cebador 15 y el cebador 18. La cepa recombinante resultante se denominó “CJ300 (Trp+

∆pheA∆trpR∆mtr)”.

Ejemplo 5: Construcción de una cepa recombinante productora de L-triptófano con gen tnaAB inactivado30

En este ejemplo, se inactivó el gen tnaAB de E. coli mediante recombinación homóloga.

La PCR se realizó usando pKD3 como plantilla con el cebador 19 y el cebador 20 que comprenden una parte del 
gen tnaAB y una parte de la secuencia del gen resistente a cloranfenicol de pKD3 mostrados en la Tabla 10, dando 35
como resultado la amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 1.100 pb. La solución de reacción 
usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizó como sigue; desnaturalización a 94 
ºC durante 30 segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 ºC durante 1 minuto (30 ciclos). 
El producto de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La banda objetivo se obtuvo por elución.

40
Tabla 10

Cebador 19

Cebador 20 

Se preparó E. coli CJ300 transformada con pKD46 por el método de Datsenko KA y col. como cepa competente, 
seguido de inducción usando el fragmento de gen de 1.100 pb de tamaño obtenido por PCR. Las cepas se 
extendieron sobre medio sólido LB que contenía cloranfenicol. Se confirmó que la cepa tenía tnaAB inactivado por el 45
fragmento de gen de 1.900 pb de tamaño obtenido por PCR usando el cebador 21 y el cebador 22. La cepa 
recombinante resultante se denominó “CJ400 (Trp+ ∆pheA∆trpR∆mtr∆tnaAB)”.

Tabla 11
Cebador 21 5’- ttaagcgaaatcaccggggaa -3’ (SEQ. ID. NO: 21)
Cebador 22 5’- atgtccgagcactggcgc -3’ (SEQ. ID. NO: 22)

50
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Ejemplo 6: Construcción del vector pSKH que induce mutación génica específica

En este ejemplo, se construyó el vector que es capaz de inducir mutación génica específica en el cromosoma de E. 
coli.

5
Para hacerlo, se insertó el gen sacb de Bacillus subtilis en el vector pKCG119 usado en la Publicación de Patente 
Coreana Nº 10-2006-0079297. Para seleccionar las cepas mutadas sin la inserción de un gen extraño, se usó el gen 
sacB.

El gen sacB (1,9 kb) se amplificó por PCR usando el cromosoma de Bacillus subtilis de tipo silvestre (Marburg 168) 10
como plantilla con los cebadores 23 y 24 (“Molecular organization of intrinsic restriction and modification genes BsuM 
of Bacillus subtilis Marburg”, Ohshima H., Matsuoka S., Asai K., Sadaie Y. J Bacteriol. enero de 2002; 184(2):381-9). 
La solución de reacción usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizó como sigue; 
desnaturalización a 94 ºC durante 30 segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 ºC 
durante 2 minutos (30 ciclos).15

Tabla 12
Cebador 23 5’- tgctctagagatcctttttaacccatcacatat -3’ (SEQ. ID. NO: 23)
Cebador 24 5’- cgcggatcctcgtgatggcaggttgggcgtcgc -3’ (SEQ. ID. NO: 24)

El producto de PCR se digirió con Xbal y BamHI, que se pasó al gel de agarosa al 0,8 %. Como resultado, se obtuvo 
un fragmento de ADN de 1,9 kb de tamaño. El fragmento obtenido se sometió a ligación con el vector pKCG119 20
digerido con XbaI y BamH (ligation kit NEB). E. coli Top 10 se transformó con la mezcla de ligación. Las células 
transformadas se extendieron sobre medio sólido LB que contenía kanamicina (50 mg/l) y se cultivaron a 37 ºC 
durante la noche.

La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inoculó en 3 ml de medio líquido LB que contenía kanamicina y se 25
cultivó durante la noche. El ADN de plásmido se recuperó usando el kit de minipreparación de plásmido. La 
secuencia de nucleótidos del sacB insertado se identificó mediante secuenciación de ADN. El vector construido se 
denominó “pSKH”.

Ejemplo 7: Construcción de una cepa recombinante productora de L-triptófano con gen aroG mutado30

En este ejemplo, se mutó el gen aroG de E. coli.

El ADN cromosómico se extrajo de una cepa productora de triptófano usando el sistema Genomic-tip (QIAGEN). La 
PCR se realizó usando el ADN cromosómico como plantilla con los cebadores 25 y 26 mostrados en la Tabla 13, 35
dando como resultado la amplificación de un fragmento de ADN de 660 pb que contenía ORF del gen aroG. La 
solución de reacción usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizó como sigue; 
desnaturalización a 94 ºC durante 30 segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 ºC 
durante 30 segundos (30 ciclos). El producto de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La 
banda objetivo se obtuvo por elución.40

Tabla 13
Cebador 25 5’- cgcggatccgaaaagcgatccataagatat -3’ (SEQ. ID. NO: 25)
Cebador 26 5’- cgcgtcgactgctggcaggcctgctttgtt -3’ (SEQ. ID. NO: 26)

El fragmento del gen aroG obtenido por la anterior PCR se sometió a ligación con el vector pCR2.1-TOPO usando el 
kit TA cloning (Invitrogen). E. coli Top 10 se transformó con la mezcla de ligación. Las células transformadas se 45
extendieron sobre medio sólido LB que contenía ampicilina (100 mg/l) y se cultivaron a 37 ºC durante la noche. El 
vector construido se denominó “TOPO2.1-aroG”.

La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inoculó en 3 ml de medio líquido LB que contenía ampicilina y se 
cultivó durante la noche. Se recuperó el ADN de plásmido usando el kit de minipreparación de plásmido (QIAGEN) y 50
se midió el tamaño de TOPO2.1-aroG. Para generar la forma mutante del gen aroG, se realizó mutación dirigida a 
sitio (Kit de mutagénesis dirigida a sitio QuickChange, STRANTAGENE) usando el vector TOPO2.1-aroG como 
plantilla con los cebadores 27 y 28 mostrados en la Tabla 14. Las condiciones de reacción eran como sigue; 
desnaturalización a 95 ºC durante 30 segundos, anillamiento a 55 ºC durante 1 minuto, y elongación a 68 ºC durante 
6 min y 30 segundos (18 ciclos). Las células de E. coli Top10 se transformaron con 12 µl de cada solución de 55
reacción, las cuales se extendieron sobre el medio sólido LB que contenía ampicilina, seguido de cultivaron a 37 ºC 
durante la noche. El vector construido se denominó “TOPO2.1-maroG”.

Tabla 14
Cebador 27 5’-cgatatgatcaccctacaatatctcgctga -3’ (SEQ. ID. NO: 27)
Cebador 28 5’-tcagcgagatattgtagggtgatcatatcg-3’ (SEQ. ID. NO: 28)
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La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inoculó en 3 ml de medio líquido LB que contenía ampicilina y se 
cultivó durante la noche. Se recuperó el ADN de plásmido usando el kit de minipreparación de plásmido. Se 
identificó la secuencia de nucleótidos del gen aroG mutado mediante secuenciación de ADN. Se digirió TOPO2.1-
maroG que contenía el gen aroG mutado con BamHI y Sall, que se pasó al gel de agarosa al 0,8 %. Como resultado, 
se obtuvo un fragmento de ADN de 660 pb de tamaño. El fragmento obtenido se sometió a ligación con el vector 5
pSKH digerido con BamHI y SalI. Las células de E. coli Top 10 se transformaron con la mezcla de ligación. Las 
células transformadas se extendieron sobre medio sólido LB que contenía kanamicina y se cultivaron a 37 ºC 
durante la noche. El vector construido se denominó “pSKH-maroG”.

La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inoculó en 3 ml de medio líquido LB que contenía kanamicina y se 10
cultivó durante la noche. Se recuperó el ADN de plásmido usando el kit de minipreparación de plásmido (QIAGEN) y 
se midió el tamaño de pSKH-maroG. Se eliminó el origen de replicación del plásmido digiriendo con Nhel y, a 
continuación, se sometió a ligación. El fragmento de ADN se introdujo en CJ400 que se preparó como una célula 
competente. El CJ400 se extendió sobre medio sólido LB que contenía kanamicina a 37 ºC durante la noche. La 
PCR se realizó usando la colonia generada con los cebadores 25 y 26, y como resultado se confirmó la banda de 15
4,4 kb. A partir del resultado, se confirmó que el vector pSKH que contenía el gen aroG mutado se introdujo con 
éxito en el ADN cromosómico. Para eliminar el vector excepto la parte del gen aroG mutado del ADN cromosómico, 
la cepa se cultivó en medio de LB+sacarosa al 10 % durante 16 horas, y se extendió sobre medio de placa LB. Las 
colonias generadas se cultivaron sobre el medio sólido que contenía kanamicina y sobre el medio sólido libre de 
kanamicina. Se seleccionaron las colonias que crecían sobre el medio libre de antibiótico, seguido de secuenciación 20
de ADN. A continuación, finalmente se seleccionó la cepa mutante con la sustitución del 150º aminoácido del gen 
aroG con leucina. La cepa mutante se denominó “CJ500 (Trp+ ∆pheA∆trpR∆mtr∆tnaAB aroGm)”.

Ejemplo 8: Construcción de una cepa recombinante productora de L-triptófano con gen trpE mutado
25

En este ejemplo, se mutó el gen trpE de E. coli.

Se extrajo ADN cromosómico de una cepa productora de triptófano usando el sistema Genomic-tip (QIAGEN). La 
PCR se realizó usando el ADN cromosómico como plantilla con los cebadores 29 y 30 mostrados en la Tabla 15, 
dando como resultado la amplificación de un fragmento de ADN de 600 pb que contenía una parte del ORF del gen 30
trpE. La solución de reacción usada en este ejemplo era el kit de premezcla de PCR HL. Y la PCR se realizó como 
sigue; desnaturalización a 94 ºC durante 30 segundos, anillamiento a 55 ºC durante 30 segundos, elongación a 72 
ºC durante 30 segundos (30 ciclos). El producto de PCR se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %. La 
banda objetivo se obtuvo por elución.

35
Tabla 15

Cebador 29 5’- cgcggatccaccgtggaaatttccacgccg -3’ (SEQ. ID. NO: 29)
Cebador 30 5’- cgcgtcgactttccgctgacagttgcggta -3’ (SEQ. ID. NO: 30)

El fragmento del gen trpE obtenido por la anterior PCR se sometió a ligación con el vector pCR2.1-TOPO usando el 
kit TA Cloning (Invitrogen). E. coli Top 10 se transformó con la mezcla de ligación. Las células transformadas se 
extendieron sobre medio sólido LB que contenía ampicilina y se cultivaron a 37 ºC durante la noche. El vector 40
construido se denominó “TOPO2.1-trpE”.

La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inoculó en 3 ml de medio líquido LB que contenía ampicilina y se 
cultivó durante la noche. Se recuperó el ADN de plásmido usando el kit de minipreparación de plásmido (QIAGEN) y 
se midió el tamaño de TOPO2.1-trpE. Para generar la forma mutante del gen trpE, se realizó mutación dirigida a sitio 45
usando el vector TOPO2.1-trpE como platilla con los cebadores 31 y 32 mostrados en la Tabla 16. Las condiciones 
de reacción eran las siguientes; desnaturalización a 95 ºC durante 30 segundos, anillamiento a 55 ºC durante 1 
minuto, y elongación a 68 ºC durante 6 minutos y 30 segundos (18 ciclos). Las células de E. coli Top10 se 
transformaron con 12 µl para cada solución de reacción, las cuales se extendieron sobre medio sólido LB que 
contenía ampicilina, seguido de cultivo a 37 ºC durante la noche. El vector construido se denominó “TOPO2.1-50
mtrpE”.

Tabla 16
Cebador 31 5’-gcttatcgcgacaatgccaccgcgctttttcac-3’ (SEQ. ID. NO: 31)
Cebador 32 5’- gtgaaaaagcgcggtggcattgtcgcgataagc-3’ (SEQ. ID. NO: 32)

55
La colonia se obtuvo mediante palillo, la cual se inoculó en 3 ml de medio líquido LB que contenía ampicilina y se 
cultivó durante la noche. Se recuperó el ADN de plásmido usando el kit de minipreparación de plásmido Se identificó 
la secuencia de nucleótidos de trpE mutado mediante secuenciación de ADN. Se digirió el plásmido TOPO2.1-mtrpE
que contenía el gen trpE mutado con BamHI y Sall, que se pasó al gel de agarosa al 0,8 %. Como resultado, se 
obtuvo un fragmento de ADN de 660 pb de tamaño. El fragmento obtenido se sometió a ligación con el vector pSKH 60
digerido con BamHI y SalI. Las células de E. coli Top 10 se transformaron con la mezcla de ligación. Las células 
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transformadas se extendieron sobre medio sólido LB que contenía kanamicina y se cultivaron a 37 ºC durante la 
noche. El vector construido se denominó “pSKH-mtrpE”.

La colonia se obtuvo mediante palillo, el cual se inoculó en 3 ml de medio líquido LB que contenía kanamicina y se 
cultivó durante la noche. Se recuperó el ADN de plásmido usando el kit de minipreparación de plásmido (QIAGEN) y 5
se midió el tamaño de pSKH-mtrpE. Se eliminó el origen de replicación del plásmido digiriendo con Nhel y, a 
continuación, se sometió a ligación. El fragmento de ADN se introdujo en CJ500, que se extendió sobre medio sólido 
LB que contenía kanamicina a 37 ºC durante la noche. La PCR se realizó usando la colonia generada con los 
cebadores 29 y 30 y, como resultado, se confirmó la banda de 4,4 kb. A partir del resultado, se confirmó que el 
vector pSKH que contenía el gen trpE mutado se introdujo con éxito en el ADN cromosómico. Para eliminar el vector 10
excepto la parte del gen trpE mutado a partir del ADN cromosómico, la cepa se cultivó en medio de LB+sacarosa al 
10 % durante 16 horas, seguido de distribución sobre medio de placa LB. Las colonias generadas se cultivaron 
sobre el medio sólido que contenía kanamicina y sobre el medio sólido libre de kanamicina. Se seleccionaron las 
colonias que crecían sobre el medio libre de antibiótico, seguido de secuenciación de ADN. A continuación, 
finalmente se seleccionó la cepa mutante con la sustitución del 21º aminoácido del gen trpE con alanina. La cepa 15
mutante se denominó “CJ600 (Trp+ ∆pheA∆trpR∆mtr∆tnaAB aroGmtrpEm)”, y se depositó en KCCM (Korean Culture 
Center of Microorganisms; Centro de Cultivo de Microorganismos Coreano) de KFCC (Korean Federation of Culture 
Collection; Federación Coreana de Colección de Cultivo), la Autoridad Internacional de Depósito (International 
Depository Authority) localizada en 361-221, Hongje-1-Dong, Seodaemungu-Gu, Seúl, Corea, el 8 de diciembre de 
2006 (Número de acceso: KCCM 10812P).20

Ejemplo 9: Comparación de la productividad de triptófano del microorganismo construido por recombinación genética

En este ejemplo, las colonias de las cepas recombinantes construidas en el Ejemplo 1 al Ejemplo 6, CJ001, CJ100, 
CJ200, CJ300, CJ400, CJ500 y CJ600 (KCCM 10812P) se extendieron sobre medio sólido LB por un asa de platino 25
cada una, y se cultivaron durante la noche. Las cepas que crecieron se inocularon en medio de titulación en matraz 
que tenía la composición mostrada en la Tabla 17 mediante un asa de platino cada una. Después de la inoculación, 
las cepas se cultivaron a 37 ºC, 200 rpm durante 48 horas. Se compararon los niveles de triptófano y L-fenilalanina 
obtenidos a partir del cultivo anterior y los niveles de triptófano y L-fenilalanina obtenidos a partir del cultivo de la E. 
coli mutante KFCC 10066 productora de L-fenilalania. La densidad óptica (DO) y los niveles de L-triptófano y L-30
fenilalanina se representaron por el valor medio obtenido a partir de tres matraces.

Tabla 17
Composición Concentración (g/l)

glucosa 60
extracto de levadura 2,5

(NH4)2SO4∙7H2O 20
MgSO4 1

Citrato de Na 5
NaCl 1

L-tirosina 0,1
L-fenilalanina 0,15

CaCO3 40
KH2PO4 2

Como resultado, como se muestra en la Tabla 18, no se produjo L-triptófano en el mutante de E. coli KFCC 10066 35
productor de L-fenilalanina, mientras que se produjo 6,5 g/l de L-triptófano en E. coli CJ600 (KCCM 10812P) 
desarrollada en la presente invención

Tabla 18
Nombre cepa OD Celular (562 nm) L-triptófano (g/l) L-fenilalanina (g/l)
KFCC 10066 15,2 0,0 9,1

CJ001 17,6 0,0 3,5
CJ100 16,1 0,1 0
CJ200 16,3 0,3 0
CJ300 16,8 0,3 0
CJ400 16,4 0,3 0
CJ500 16,3 0,4 0
CJ600 13,5 6,5 0

40
Aplicabilidad industrial

Los presentes inventores desarrollaron la cepa recombinante de E. coli CJ600 productora de triptófano a alta 
concentración a partir de la E. coli productora de L-fenilalanina sin producir L-fenilalanina durante un rato liberando la 
auxotrofía del triptófano y la mutación o inactivación de genes. Particularmente, la cepa recombinante de E. coli45
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CJ600 (KCCM 10812P) se preparó a partir de la E. coli mutante KFCC 10066 que tiene productividad de L-
fenilalanina liberando la auxotrofía del triptófano, inactivando los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB y mutando los genes 
aroG y trpE en el cromosoma. El L-triptófano se produjo a alta concentración cultivando la cepa recombinante
anterior, indicando que la productividad de L-triptófano estaba incrementada.

5
<110> CJ Cor p.

<120> Escherichia coli recombinante modificada por ingeniería genética productora de L-triptófano que tiene 
originalmente productividad de L-fenilalanina, y método para producir L-triptófano usando el microorganismo

10
<130> PP07-0139

<160> 39

<170> Kopatent In 1.7115

<210> 1
<211> 38
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa recombinante de E. coli que tiene productividad de L-triptófano preparada a partir de la E. coli mutante 
KFCC 10066 que tiene productividad de L-fenilalanina, liberando la auxotrofía del triptófano en el cromosoma, 
inactivando los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB y mutando los genes aroG y trpE en el cromosoma para liberar su 5
retroinhibición.

2. La cepa recombinante de E. coli de la reivindicación 1, en donde dicha cepa es CJ600 KCCM 10812P.

3. Un método para producir una cepa recombinante de E. coli que tiene productividad de L-triptófano a partir de la E. 10
coli mutante KFCC 10066 que comprende las siguientes etapas:

liberar la auxotrofía del triptófano en el cromosoma por manipulación génica en dicha E. coli mutante;
bloquear la biosíntesis de L-fenilalanina inactivando los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB en dicha E. coli mutante; y
aumentar los genes implicados en la biosíntesis de L-triptófano mutando los genes aroG y trpE para liberar su 15
retroinhibición en dicha E. coli mutante.

4. Un método para producir L-triptófano usando la E. coli recombinante de la reivindicación 1 o reivindicación 2.
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