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2

DESCRIPCIÓN

Variantes del promotor del gen gap que codifica la glicerinaldehído-3-fosfato-deshidrogenasa

Es objeto del invento un procedimiento para la preparación de productos químicos finos mediando utilización de 
microorganismos modificados por tecnología genética, en los que unas variantes del promotor del gen gap, que 
codifica la glicerinaldehído-3-fosfato-deshidrogenasa, hacen posible la sobreexpresión de diferentes genes.5

Estado de la técnica 

Los productos químicos finos con se entienden en particular aminoácidos, ácidos orgánicos, vitaminas, nucleósidos
y nucleótidos, encuentran aplicación en la medicina humana, en la industria farmacéutica, en la cosmética, en la 
industria alimentaria y en la nutrición de animales.

Numerosos de estos compuestos se preparan por fermentación de cepas de bacterias corineformes, en particular10
Corynebacterium glutamicum. A causa de la gran importancia de ellos, se está trabajando constantemente en el 
mejoramiento de los procedimientos de preparación. Unos mejoramientos de los procedimientos pueden concernir a 
medidas técnicas de fermentación tales como por ejemplo agitación y abastecimiento con oxígeno, o a la 
composición de los medios nutritivos tales como por ejemplo la concentración de azúcares durante la fermentación, 
o a la elaboración a la forma del producto mediante por ejemplo una cromatografía por intercambio de iones o a las 15
propiedades intrínsecas de rendimiento del microorganismo propiamente dicho.

Para el mejoramiento de las propiedades de rendimiento de estos microorganismos se aplican unos métodos de
mutagénesis, selección y elección de mutantes. De esta manera se obtienen unas cepas, que son resistentes contra 
unos antimetabolitos tales como p.ej. el compuesto análogo a lisina S-(2-aminoetil)-cisteína o el compuesto análogo
a valina 2-tiazol-alanina y unos compuestos químicos, por ejemplo unos L-aminoácidos tales como L-lisina o           20
L-valina.

Desde hace algunos años se están empleando asimismo unos métodos de tecnología de ADN recombinante para el 
mejoramiento de cepas de Corynebacterium glutamicum productoras de L-aminoácidos, en los que se refuerzan o 
debilitan por ejemplo genes individuales de la biosíntesis de aminoácidos y se investiga la repercusión sobre la 
producción del compuesto químico.25

Unas exposiciones recopilativas acerca de la biología, genética y biotecnología de Corynebacterium glutamicum se 
pueden encontrar en el manual "Handbook of Corynebacterium glutamicum" (Coordinadores de edición: L. Eggeling 
y M. Bott, CRC Press, Taylor & Francis, 2005), en la edición especial del Journal of Biotechnolgy (Coordinador Jefe: 
A. Pühler) con el título "A New Era in Corynebacterium glutamicum Biotechnology" (Journal of Biotechnolgy 104/1-3, 
(2003)) y en el libro de T. Scheper (Editor gerente) "Microbial Production of L-Amino Acids" (Advances in 30
Biochemical Engineering/Biotechnology 79, Editorial Springer, Berlin, Alemania, 2003)

La secuencia de nucleótidos del genoma de Corynebacterium glutamicum se describe en la referencia de Ikeda y 
Nakagawa (Applied Microbiology and Biotechnology 62, 99-109 (2003)), en el documento de patente europea        
EP 1 108 790 y en la referencia de Kalinowski y colaboradores (Journal of Biotechnology 104/1-3, (2003))

Las secuencias de nucleótidos del genoma de Corynebacterium glutamicum están disponibles asimismo en el Banco 35
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) de la National Library of Medicine (Bethesda, MD, 
EE.UU.), en el banco de datos de ADN “DNA Data Bank of Japan” (DDBJ, Mishima, Japón) o en el banco de datos 
de secuencias de nucleótidos de los European Molecular Biologies Laboratories (EMBL, Heidelberg, Alemania o 
respectivamente Cambridge, Reino Unido).

El promotor natural del gen gap que codifica la glicerinaldehído-3-fosfato-deshidrogenasa de Corynebacterium 40
glutamicum fue descrito y analizado por Patek y colaboradores (Journal of Biotechnology 104, 311-323 (2003)).

En el documento de solicitud de patente de los EE.UU. US 2008/0050786 se representa en SEQ ID NO:20 una
molécula de ADN que tiene una longitud de 484 pb y designada como seqP-RBS_20, que comprende el promotor 
del gen gap e incluye el sitio de fijación a ribosomas. Este promotor se puede aprovechar de manera ventajosa para 
la expresión de diferentes genes tales como por ejemplo el gen lysC que codifica la aspartato cinasa. Para la mejor 45
claridad se reproduce la secuencia bajo la SEQ ID NO:1.

Misión del invento

El invento se basó en la misión de poner a disposición unas variantes del promotor y/o de la unidad de expresión del 
gen gap que codifica la glicerinaldehído-3-fosfato-deshidrogenasa, bajo cuyo control se pueden expresar de manera 
ventajosa diferentes genes, tales como por ejemplo el gen lys C que codifica la aspartato cinasa.50
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Descripción del invento

En los trabajos realizados para desarrollar el presente invento se comprobó que, después de un intercambio de la 
nucleobase guanina en la posición 362 del promotor del gen gap de Corynebacterium glutamicum ATCC13032, 
representado en SEQ ID NO:2, por la nucleobase adenina se aumenta la actividad del promotor.

Un aumento adicional de la actividad del promotor se comprobó después de un intercambio adicional de las 5
nucleobases
citosina en la posición 265 por timina, 
guanina en la posición 269 por citosina, 
adenina en la posición 290 por timina así como
guanina en la posición 292 por adenina 10
en el promotor del gen gap de Corynebacterium glutamicum ATCC13032, representado en SEQ ID NO:2.

Es objeto del invento, por lo tanto, un polinucleótido aislado con actividad de promotor que comprende un 
polinucleótido con la secuencia de nucleótidos representada en SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34.

La solicitud divulga también un polinucleótido aislado con actividad de promotor, que consiste esencialmente en un 
nucleótido con la secuencia de nucleótidos representada en SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34. El 15
concepto "esencialmente" significa en este contexto que junto al extremo 5' del polinucleótido según SEQ ID NO:3 o 
SEQ ID NO:34 está unido un polinucleótido con una longitud de como máximo (≤) 1.000, como máximo (≤) 800, 
como máximo (≤) 700, como máximo (≤) 600, como máximo (≤) 500 o como máximo (≤) 400 nucleótidos y junto al 
extremo 3' está unido un polinucleótido con una longitud de como máximo (≤) 15.000, como máximo (≤) 10.000, 
como máximo (≤) 7.500, como máximo (≤) 5.000, como máximo (≤) 2.500, como máximo (≤) 1.000, como máximo   20
(≤) 800, como máximo (≤) 700, como máximo (≤) 600, como máximo (≤) 500 o como máximo (≤) 400 nucleótidos.

Es conforme al invento en tal caso cualquier conveniente combinación de las características de las dos listas.
Como "combinación conveniente" se entiende, por ejemplo, una combinación de características que conduce a la 
realización de una combinación eficiente. La transferencia de una zona de ADN mediante una recombinación 
homóloga es facilitada en la realización experimental mediante la utilización de apéndices de la misma longitud que 25
flanquean a la zona que ha de ser intercambiada. Para la recombinación eficiente entre moléculas de ADN de forma 
anular son ventajosas unas zonas de homología flanqueadoras más largas, pero la clonación del vector de 
intercambio es dificultada con un aumento de la longitud de los flancos (Wang y colaboradores, Molecular 
Biotechnology 32:43-53 (2006)). Por lo tanto se prefiere la combinación específica de apéndices de en cada caso 
600 hasta como máximo (≤) 1.000 nucleótidos y se prefieren especialmente preferidos apéndices de en cada caso 30
750 hasta 850 nucleótidos.

Es objeto del invento además un polinucleótido aislado con actividad de promotor, que se compone de la secuencia 
de nucleótidos representada en SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34.

Ciertos detalles acerca de la bioquímica o respectivamente de la estructura química de polinucleótidos, tal como los 
que se presentan en seres vivos, tales como por ejemplo microorganismos, se encuentran, entre otros, en el libro de 35
texto "Biochemie" de Berg y colaboradores (Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg·Berlin, Alemania, 2003; 
ISBN 3-8274-1303-6).

Si el polinucleótido se compone de monómeros de desoxirribonucleótidos con las nucleobases o respectivamente 
bases adenina (A), guanina (G), citosina (C) y uracilo (U), entonces se habla de desoxirribo-polinucleótidos o de un 
ácido desoxirribonucleico (ADN). Si el polinucleótido se compone de monómeros de ribonucleótidos con las40
nucleobases o respectivamente bases adenina (A), guanina (G), citosina (C) y uracil (U) entonces se habla de ribo-
polinucleótidos o de un ácido ribonucleico (ARN). En los mencionados polinucleótidos, los monómeros están unidos 
entre sí por enlaces covalentes mediante un enlace de 3'→ 5'-fosfodiéster.

Por el concepto de un "polinucleótido con actividad de promotor" o de un "promotor" se entiende un polinucleótido, 
preferiblemente un desoxirribo-polinucleótido, o respectivamente un ácido nucleico, preferiblemente un ácido 45
desoxirribonucleico (ADN), que establece el punto de iniciación y la frecuencia de iniciación de la transcripción de 
este polinucleótido en combinación funcional con un polinucleótido que ha de ser transcrito con lo cual se puede 
influir sobre la fuerza de expresión del polinucleótido controlado.

A causa de la estructura de doble hebra del ADN, la hebra complementaria con la hebra del protocolo de secuencias
complementarias en SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34 es asimismo un objeto del invento.50

Por el concepto de "transcripción" se entiende el proceso, mediante el cual partiendo de una matriz de ADN se 
produce una molécula de ARN complementaria. En este proceso participan unas proteínas tales como la polimerasa 
de ARN, los denominados factores Sigma y unas proteínas reguladoras de la transcripción. El ARN sintetizado (ARN
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mensajero, ARNm) sirve entonces como matriz en el proceso de la traducción, que conduce entonces al polipéptido 
o respectivamente a la proteína.

Un gen, considerado químicamente, es un polinucleótido. Un polinucleótido, que codifica una proteína / un 
polipéptido es usada aquí como sinónimo del concepto de "gen". Por consiguiente, los dos conceptos de "gen" y
"región codificadora" se utilizan como sinónimos al igual que los dos conceptos "proteína" y "polipéptido".5

Por el concepto de una "unión funcional" se entiende en este contexto la disposición en secuencia del polinucleótido 
con actividad de promotor conforme al invento con otro oligo- o polinucleótido, que conduce a una transcripción del 
otro polinucleótido.

Si en el caso del otro polinucleótido se trata de un polinucleótido designado a continuación como segundo 
polinucleótido, que codifica un polipéptido / una proteína, que se compone de la región codificadora para un 10
polipéptido que comienza con un codón de iniciación, inclusive el codón de detención y eventualmente inclusive un 
terminados de la transcripción, entonces una "unión funcional" significa la disposición en secuencia del polinucleótido 
con actividad de promotor conforme al invento con el segundo polinucleótido, que conduce a una transcripción del 
segundo polinucleótido y a la traducción del ARN sintetizado.

El segundo polinucleótido codifica uno o varios polipéptido(s). Un polinucleótido que codifica una proteína / un 15
polipéptido se compone esencialmente de un codón de iniciación, seleccionado entre el conjunto formado por ATG, 
GTG y TTG, de manera preferida ATG o GTG, de manera especialmente preferida ATG, de una secuencia 
codificadora de proteína y de uno o varios codones de iniciación seleccionados entre el conjunto formado por TAA, 
TAG y TGA.

Si el segundo polinucleótido codifica varias proteínas / polipéptidos, entonces delante de cada gen se puede 20
encontrar un sitio de fijación a ribosoma. Detrás del último gen se encuentra eventualmente un terminador.

Preferiblemente el segundo polinucleótido codifica uno o varios polipéptido(s) o respectivamente proteínas de la ruta 
de biosíntesis de productos químicos finos, seleccionados preferiblemente entre el conjunto formado por 
aminoácidos proteinógenos, aminoácidos no proteinógenos, vitaminas, nucleósidos, nucleótidos y ácidos orgánicos. 

El segundo polinucleótido se compone preferiblemente de uno o varios de los polinucleótidos registrados en la Tabla25
1 del documento de patente europea EP 1 108 790 A2 que se incluye con ello por su referencia.

Preferiblemente, en este contexto el segundo polinucleótido se compone de uno o varios de los genes o 
respectivamente polinucleótidos, que codifican enzimas de la ruta del pentosafosfato, seleccionados entre el 
conjunto formado por:

a) el polinucleótido (gen zwf), que codifica la subunidad Zwf de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa 30
(Zwf, Nº DE EC: 1.1.1.49),

b) el polinucleótido (gen opcA), que codifica la subunidad OpcA de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa 
(OpcA, Nº DE EC: 1.1.1.49),

c) el polinucleótido (gen devB), que codifica una 6-fosfogluconolactonasa (DevB, Nº DE EC: 3.1.1.31),

d) el polinucleótido (gen tkt), que codifica una transcetolasa (Tkt, Nº DE EC: 2.2.1.1),35

e) el polinucleótido (gen tal), que codifica una transaldolasa (Tal, Nº DE EC: 2.2.1.2),

f) el polinucleótido (gen gnd), que codifica una 6-fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd, Nº DE EC: 1.1.1.44),

g) el polinucleótido (gen rpe), que codifica una ribulosa-fosfato-3-epimerasa (Rpe, Nº DE EC: 5.1.3.1), y

h) el polinucleótido (gen rpi), que codifica una ribosa-5-fosfato isomerasa B (Rpi, Nº DE EC: 5.3.1.6),

siendo preferidos especialmente los genes zwf y opcA.40

De modo aún más preferido el segundo nucleótido se compone de uno o varios de los genes o respectivamente 
polinucleótidos, que codifican enzimas de la anaplerosis y de la gluconeogénesis, seleccionados entre el conjunto 
formado por:
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i) el polinucleótido (gen ppc), que codifica una fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc, Nº DE EC: 4.1.1.31),

j) el polinucleótido (gen fbp), que codifica una fructosa-1,6-bisfosfatasa (Fbp, Nº DE EC: 3.1.3.11), y

k) el polinucleótido (gen pyc), que codifica una piruvato-carboxilasa (Pyc, Nº DE EC: 6.4.1.1),

siendo especialmente preferido el gen pyc.

En conexión con la preparación de L-lisina, el segundo polinucleótido se compone preferiblemente de uno o varios 5
de los genes o respectivamente polinucleótidos, que codifican enzimas de la biosíntesis de L-lisina, seleccionados 
entre el conjunto formado por:

l) el polinucleótido (gen dapA), que codifica una dihidrodipicolinato sintasa 
(DapA, Nº de EC: 4.2.1.52),

m) el polinucleótido (gen asd), que codifica una aspartatosemialdehído deshidrogenasa 10
(Asd, Nº de EC: 1.2.1.11),

n) el polinucleótido (gen ddh), que codifica una meso-diaminopimelato deshidrogenasa 
(Ddh, Nº de EC: 1.4.1.16),

o) el polinucleótido, (gen lysA), que codifica una diaminopimelat-descarboxilasa (LysA, Nº de EC: 4.1.1.20),

p) el polinucleótido (gen Aat), que codifica una aspartato-aminotransferasa (Aat, Nº de EC: 2.6.1.1),15

q) el polinucleótido (gen lysE), que codifica un polipéptido con actividad exportadora de L-lisina
(LysE, lisina eflujo permeasa),

r) el polinucleótido (gen dapB), que codifica una dihidrodipicolinato reductasa (DapB, Nº de EC: 1.3.1.26),

s) el polinucleótido (gen lysC), que codifica una aspartatocinasa (LysC, Nº DE EC: 2.7.2.4),

t) el polinucleótido (gen dapC), que codifica una succinildiaminopimelato aminotransferasa, AT clase I20
(DapC, Nº de EC: 2.6.1.17),

u) el polinucleótido (gen dapD), que codifica una tetrahydrodipicolinato succinilasa 
(DapD, Nº DE EC: 2.3.1.117),

v) el polinucleótido (gen dapE), que codifica una succinildiaminopimelato desuccinilasa 
(DapE, Nº DE EC: 3.5.1.18), y25

w) el polinucleótido (gen dapF), que codifica una diaminopimelato epimerasa (DapF, Nº DE EC: 5.1.1.7),

siendo especialmente preferidos los genes dapA, asd, ddh, lysA, lysE, dapB y lysC y siendo muy especialmente 
preferidos los genes asd y lysC, puesto que particularmente con los dos mencionados en último término se consigue 
un refuerzo de la producción adicional especial de L-lisina.

En conexión con la preparación de L-valina, L-isoleucina, ácido α-cetoisovaleriánico, ácido α-ceto-β-metilvaleriánico 30
o ácido α-cetoisocaproico, el segundo polinucleótido se compone preferiblemente de uno o varios de los genes o 
respectivamente polinucleótidos, que codifican enzimas de la biosíntesis de L-valina, L-isoleucina, ácido α-
cetoisovaleriánico, ácido α-ceto-β-metilvaleriánico o ácido α-cetoisocaproico, seleccionados entre el conjunto 
formado por

x) los polinucleótidos (gen ilvB y gen ilvN), que codifican las subunidades de una acetolactato sintasa (IlvBN, 35
Nº de EC: 4.1.3.18),

y) el polinucleótido (gen ilvC), que codifica una isómerorreductasa (IlvC, Nº de EC: 1.1.1.86),

z) el polinucleótido (gen ilvD), que codifica una dihidroxi-ácido deshidratasa (IlvD, Nº de EC: 4.2.1.9),
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aa) el polinucleótido (gen ilvE), que codifica una transaminasa (IlvE, Nº de EC: 2.6.1.42),

bb) el polinucleótido (gen ilvA) que codifica una treoninadeshidratasa (IlvA, Nº de EC: 4.3.1.19),

cc) el polinucleótido (gen hom) que codifica una homoserinadeshidrogenasa (Hom, Nº de EC: 1.2.1.11)

dd) el polinucleótido (gen thrB), que codifica una homoserinacinasa (ThrB, Nº de EC: 2.7.1.39)

ee) el polinucleótido (gen thrC), que codifica una treoninasintasa (ThrC, Nº de EC: 4.2.3.1)5

ff) el polinucleótido (gen leuA), que codifica una isopropilmalatosintasa (LeuA, Nº de EC: 2.3.3.13)

gg) el polinucleótido (gen leuB), que codifica una isopropilmalatodeshidrogenasa (LeuB, Nº de EC: 1.1.1.85)

hh) el polinucleótido (gen leuC), que codifica la subunidad grande de una isopropilmalatoisomerasa           
(LeuC, Nº de EC: 4.2.1.33)

ii) el polinucleótido (gen leuD), que codifica la subunidad pequeña de una isopropilmalatoisomerasa        10
(LeuD, Nº de EC: 4.2.1.33),

siendo especialmente preferidos los genes ilvBN, hom, ilvA, ilvC, ilvD y ilvE para isoleucina y valina, siendo 
especialmente preferidos los genes ilvBN, ilvC y ilvD para ácido α-cetovaleriánico (KIV) y ácido α-ceto-β-
metilvaleriánico (KMV) y siendo especialmente preferidos los genes ilvBN, ilvC, ilvD, leuA, leuB, leuC y leuD para 
ácido α-cetoisocaproico (KIC).15

En conexión con la preparación de L-ornitina el segundo polinucleótido se compone preferiblemente de uno o varios 
de los genes o respectivamente polinucleótidos, que codifican enzimas de la biosíntesis de L-ornitina, seleccionados 
entre el conjunto formado por:

jj) el polinucleótido (gen lysE), que codifica un transportador de lisina/ornitina (número de solicitud                
DE 102010003419.3)20

kk) el polinucleótido (gen argB), que codifica una N-acetilglutamatocinasa (ArgB, Nº de EC: 2.7.2.8)

ll) el polinucleótido (gen gdh), que codifica una glutamato deshidrogenasa (Gdh, Nº de EC: 1.4.1.3),

mm) el polinucleótido (gen argJ), que codifica una glutamato N-acetiltransferasa (ArgJ, Nº de EC: 2.3.1.35 y     
Nº de EC: 2.3.1.1),

nn) el polinucleótido (gen argC), que codifica una N-acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa (ArgC, Nº de EC: 25
1.2.1.38), y

oo) el polinucleótido (gen argD), que codifica una acetil-ornitina aminotransferasa (ArgD, Nº de EC: 2.6.1.11),

siendo especialmente preferidos los genes lysE y argB.

El promotor conforme al invento se puede utilizar por consiguiente en cada uno de los casos para (sobre)expresar el 
segundo polinucleótido en Corynebacterium glutamicum.30

El segundo polinucleótido es colocado detrás del promotor conforme al invento, es decir junto al extremo 3’, de 
manera tal que los dos polinucleótidos están unidos funcionalmente entre sí directamente o por medio de un 
oligonucleótido de puente o un polinucleótido de puente. Preferiblemente, ambos polinucleótidos están unidos
funcionalmente entre sí directamente o por medio de un oligonucleótido de puente o un polinucleótido de puente.

Este oligonucleótido de puente o polinucleótido de puente se compone de desoxirribonucleótidos.35

La expresión "unidos funcionalmente entre sí directamente" significa en este contexto que el nucleótido con el 
nucleótido adenosina en la posición 461 junto al extremo 3’ de SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34 está unido 
directamente con el primer nucleótido del codón de iniciación de una región codificadora. A partir de esto resultan los 
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denominados ARNm "sin líder", que comienza directamente con el codón de iniciación AUG terminal en 5’ y por 
consiguiente no tienen ninguna otra señal de iniciación de la traducción.

La expresión "unidos funcionalmente entre sí por medio de un oligonucleótido de puente" significa en este contexto 
que el nucleótido con el nucleótido adenosina en la posición 461 junto al extremo 3’ de SEQ ID NO:3 o SEQ ID 
NO:34 está unido mediante un oligonucleótido con una longitud de 1, 2, 3, 4 ó 5 nucleótidos con el primer nucleótido 5
del codón de iniciación de una región codificadora.

La expresión "unidos funcionalmente entre sí por medio de un polinucleótido de puente" significa en este contexto 
que el nucleótido con el nucleótido adenosina en la posición 461 junto al extremo 3’ de SEQ ID NO:3 o SEQ ID 
NO:34 está unido mediante un polinucleótido con una longitud de 6 hasta como máximo (≤) 600 nucleótidos con el 
primer nucleótido del codón de iniciación de una región codificadora. 10

La expresión "unidos funcionalmente entre sí” significa en este contexto que el segundo polinucleótido está unido al 
polinucleótido con actividad de promotor conforme al invento de tal manera que se garantiza la transcripción del 
segundo polinucleótido y la traducción del ARN sintetizado.

Según sea el requisito técnico, el polinucleótido de puente tiene una longitud de 
6 - 600, 6 - 500, 6 - 400, 6 - 300, 6 - 200, 6 - 180, 6 - 160, 6 - 140, 6 - 120, 6 - 100, 6 - 80, 6 - 60, 6 - 50, 6 - 40, 6 -15
30, 6 - 28, 6 - 27, 6 - 26, 6 - 25 o

8 - 600, 8 - 500, 8 - 400, 8 - 300, 8 - 200, 8 - 180, 8 - 160, 8 - 140, 8 - 120, 8 - 100, 8 - 80, 8 - 60, 8 - 50, 8 - 40, 8 -
30, 8 - 28, 8 - 27, 8 - 26, 8 - 25 o

10 - 600, 10 - 500, 10 - 400, 10 - 300, 10 - 200, 10 - 180, 10 - 160, 10 - 140, 10 - 120, 10 - 100, 10 - 80, 10 - 60, 10 -
50, 10 - 40, 10 - 30, 10 - 28, 10 - 27, 10 - 26, 10 - 25 o20

12 - 600, 12 - 500, 12 - 400, 12 - 300, 12 - 200, 12 - 180, 12 - 160, 12 - 140, 12 - 120, 12 - 100, 12 - 80, 12 - 60, 12 -
50, 12 - 40, 12 - 30, 12 - 28, 12 - 27, 12 - 26, 12 - 25 o

14 - 600, 14 - 500, 14 - 400, 14 - 300, 14 - 200, 14 - 180, 14 - 160, 14 - 140, 14 - 120, 14 - 100, 14 - 80, 14 - 60, 14 -
50, 14 - 40, 14 - 30, 14 - 28, 14 - 27, 14 - 26, 14 - 25 o

16 - 600, 16 - 500, 16 - 400, 16 - 300, 16 - 200, 16 - 180, 16 - 160, 16 - 140, 16 - 120, 16 - 100, 16 - 80, 16 - 60, 16 -25
50, 16 - 40, 16 - 30, 16 - 28, 16 - 27, 16 - 26, 16 - 25 o

18 - 600, 18 - 500, 18 - 400, 18 - 300, 18 - 200, 18 - 180, 18 - 160, 18 - 140, 18 - 120, 18 - 100, 18 - 80, 18 - 60, 18 -
50, 18 - 40, 18 - 30, 18 - 28, 18 - 27, 18 - 26, 18 - 25 o

20 - 600, 20 - 500, 20 - 400, 20 - 300, 20 - 200, 20 - 180, 20 - 160, 20 - 140, 20 - 120, 20 - 100, 20 - 80, 20 - 60, 20 -
50, 20 - 40, 20 - 30, 20 - 28, 20 - 27, 20 - 26, 20 - 25 nucleótidos.30

En una forma de realización especialmente preferida, el polinucleótido de puente tiene una longitud de 20, 21, 22, 
23, 24 o 25 nucleótidos, resultando en el presente contexto preferiblemente unas construcciones artificiales 
funcionales, como se puede reconocer también en los Ejemplos 3 hasta 5.

En el caso del polinucleótido de puente se trata preferiblemente de un polinucleótido que comprende una secuencia 
de nucleótidos que garantiza la traducción de los ARN sintetizados. Una tal secuencia se designará por los expertos35
también como sitio de fijación a ribosomas (RBS) o también como secuencia de Shine Dalgarno.

Otro objeto del invento es correspondientemente un polinucleótido aislado que se compone de un polinucleótido 
según SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34, que con el nucleótido adenosina en la posición 461 está unido funcionalmente 
junto al extremo 3’ con un segundo polinucleótido, que contiene junto al extremo 5’ un codón de iniciación ATG o 
GTG y codifica uno o varios polipéptido(s), directamente o por medio de un polinucleótido de puente, que garantiza 40
la traducción de ARN. Preferiblemente ambos polinucleótidos están unidos entre sí funcionalmente por medio de un 
polinucleótido de puente

Otro objeto del invento es también un polinucleótido aislado, que se compone de un polinucleótido según SEQ ID 
NO:3 o SEQ ID NO:34, que con el nucleótido adenosina en la posición 461 está unido funcionalmente junto al 
extremo 3’ con un oligonucleótido de puente.45
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Otro objeto del invento es además un polinucleótido aislado, que se compone de un polinucleótido según SEQ ID 
NO:3 o SEQ ID NO:34, que con el nucleótido adenosina en la posición 461 está unido funcionalmente junto al 
extremo 3’ con un polinucleótido de puente, que garantiza la traducción de ARN.

Los sitios de fijación a ribosomas del género Corynebacterium, preferiblemente de la especie Corynebacterium 
glutamicum, están bien descritos. Por Amador y colaboradores (Microbiology, 145, 915-924 (1999)) se determinó la 5
anti-Shine-Dalgarno de ARNr 16S de Corynebacterium glutamicum; ella se representa en SEQ ID NO:4. La
secuencia indicada por Martin y colaboradores (Journal of Biotechnology 104, 41-53 (2003)) se reproduce en      
SEQ ID NO:5 

Otros ejemplos de apropiados sitios de fijación a ribosomas son, entre otros

el sitio de fijación a ribosomas del gen ppc de C. glutamicum ATCC13032 (O'Regan y colaboradores, Gene 77, 237-10
251 (1989)), representado en SEQ ID NO:6; 

el sitio de fijación a ribosomas del gen aceA de C. glutamicum ATCC13032 (Reinscheid y colaboradores, Journal of 
Bacteriology 176 (12), 3474-3483 (1994)), representado en SEQ ID NO:7;

15
el sitio de fijación a ribosomas del gen thiX de C. glutamicum ATCC13032 (Reinscheid y colaboradores, Journal of 
Bacteriology 176 (12), 3474-3483 (1994)), representado en SEQ ID NO:8;

el sitio de fijación a ribosomas del gen sod de C. glutamicum ATCC13032 (documento de solicitud de patente 
internacional WO2005/059144), representado en SEQ ID NO:9;20

el sitio de fijación a ribosomas del gen tuf de C. glutamicum ATCC13032 (documento WO2005/059093), 
representado en SEQ ID NO:10;

el sitio de fijación a ribosomas según SEQ ID NO:44 del documento EP 1918378, representado en SEQ ID NO:11;25

el sitio de fijación a ribosomas del gen fbp de C. glutamicum ATCC13032, representado en SEQ ID NO:12;

el sitio de fijación a ribosomas del gen gap de C. glutamicum ATCC13032 (Eikmanns, Journal of Bacteriology 174 
(19), 6076-6086 (1992)) representado en SEQ ID NO:13.

Preferiblemente, el polinucleótido de puente contiene el sitio de fijación a ribosomas del gen gap representado en 30
SEQ ID NO:13 o del gen fbp representado en SEQ ID NO:12.

Unas formas de realización especialmente preferidas del polinucleótido de puente, que contienen el sitio de fijación a 
ribosomas del gen gap están representadas en SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16 y SEQ ID NO:17.

Una forma realización especialmente preferida del polinucleótido de puente, que contiene el sitio de fijación a 
ribosomas del gen fbp se representa en SEQ ID NO:18,.35

Estas formas de realización especialmente preferidas del polinucleótido de puente garantizan la traducción de ARN 
de manera ventajosa.

Para facilitar la unión química entre el polinucleótido conforme al invento que tiene la secuencia de nucleótidos de 
acuerdo con SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34, el polinucleótido de puente, que garantiza la traducción de ARN y el 
segundo polinucleótido, que codifica uno o varios polipéptido(s), que junto al extremo 5' tiene un codón de iniciación 40
ATG o GTG, se pueden incorporar en estos polinucleótidos junto a sus extremos 5' y 3' unas secuencias de 
nucleótidos funcionales necesarias para la clonación, que también pueden permanecer por lo menos parcialmente 
conservadas también después de la clonación.

El concepto de "secuencia de nucleótidos funcional necesaria para la clonación" representa en el presente contexto 
cualquier arbitrario sitio de corte de REII (endonucleasa de restricción del tipo II) presente, cuya secuencia se 45
compone por regla general de 4 hasta 8 nucleótidos.

Complementariamente se mencionará en este lugar que por medio de una mutagénesis específica de un sitio 
mediante unos cebadores de la mutagénesis o en el caso de una síntesis génica de novo (p.ej. por la entidad 
GENEART AG (Regensburg, Alemania) de las secuencias de nucleótidos para la eliminación de sitios de corte para 
endonucleasas de restricción se pueden introducir unas mutaciones silenciosas dentro de la secuencia, para que 50
estos sitios de corte se puedan utilizar ventajosamente para posteriores etapas de clonación.
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El polinucleótido, que resulta mediante la unión funcional del promotor conforme al invento con el polinucleótido de 
puente, que garantiza la traducción de ARN, es designado en lo sucesivo también como unidad de expresión. 

Es objeto del invento además la utilización del promotor conforme al invento o de la unidad de expresión conforme al 
invento para la expresión de genes o respectivamente polinucleótidos deseados en microorganismos. El promotor 
conforme al invento o la unidad de expresión conforme al invento garantiza la transcripción y la traducción del ARN, 5
preferiblemente ARNm, sintetizado, para dar un polipéptido.

La expresión se lleva a cabo de manera preferida en microorganismos del género Corynebacterium. Dentro del 
género Corynebacterium se prefieren las cepas que se basan en las siguientes especies: Corynebacterium efficiens, 
habiendo sido depositada la cepa tipo como DSM44549, Corynebacterium glutamicum, habiendo sido depositada la 
cepa tipo como ATCC13032, y Corynebacterium ammoniagenes, habiendo sido depositada la cepa tipo como10
ATCC6871. Se prefiere muy especialmente la especie Corynebacterium glutamicum.

De esta manera se pueden llevar a expresión unos polinucleótidos, que codifican unos polipéptidos con una 
propiedad, preferiblemente una actividad enzimática, que no están presentes o no son detectables en el 
correspondiente anfitrión. Así, Yukawa y colaboradores describen por ejemplo la expresión de genes procedentes de 
Escherichia coli para el aprovechamiento de D-xilosa en Corynebacterium glutamicum R cajo el control del promotor 15
constitutivo Ptrc (Applied Microbiology and Biotechnology 81, 691-699 (2008)).

El promotor conforme al invento o la unidad de la expresión conforme al invento se utiliza además para 
sobreexpresar unos deseados genes o respectivamente polinucleótidos en microorganismos (sobreexpresión).

Por el concepto de sobreexpresión se entiende por lo general una elevación de la concentración o actividad 
intracelular de un ácido ribonucleico, de una proteína (un polipéptido) o de una enzima en comparación con la cepa 20
de partida (cepa progenitora) o cepa de tipo silvestre, cuando ésta es la cepa de partida. Por una cepa de partida 
(cepa progenitora) se entiende la cepa en la que se habían llevado a cabo las medidas técnicas que conducen a la 
sobreexpresión.

En el caso de la sobreexpresión se prefieren los métodos de sobreexpresión recombinante. Dentro de este concepto 
se recopilan todos los métodos en los cuales un microorganismo se produce mediando utilización de una molécula 25
de ADN puesta a disposición in vitro. Tales moléculas de ADN abarcan por ejemplo promotores, casetes de 
expresión, genes, alelos, regiones de codificación, etc. Éstas son transformadas mediante métodos de 
transformación, conjugación, traducción o similares en el deseado microorganismo.

En el caso del presente invento, al referirse a los promotores se trata preferiblemente de un polinucleótido según 
SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34 y en el caso de las casetes de expresión se trata preferiblemente de un 30
polinucleótido según SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34, que está unido funcionalmente con el nucleótido adenosina en 
la posición 461 junto al extremo 3’ con un polinucleótido de puente, que garantiza la traducción de ARN.

Mediante las medidas técnicas de sobreexpresión mediando utilización del promotor conforme al invento o de la 
unidad de expresión conforme al invento se aumenta la actividad o la concentración del correspondiente polipéptido 
en general en por lo menos 10 %, 25 %, 50 %, 75 %, 100 %, 150 %, 200 %, 300 %, 400 % o 500 %, de manera 35
preferida como máximo hasta 1.000 %, 2.000 %, 4.000 %, 10.000 % o 20.000 % referido a la actividad o
concentración del polipéptido en la cepa antes de la medida técnica que conduce a la sobreexpresión.

El grado de la expresión o respectivamente sobreexpresión se puede comprobar mediante medición de la cantidad 
del ARNm que ha sido transcrito por el gen, mediante determinación de la cantidad del polipéptido y mediante
determinación de la actividad enzimática.40

Para la determinación de la cantidad de ARNm se puede utilizar, entre otros, el método de "transferencia Northern" y 
de PCR RT cuantitativa. En el caso de la PCR RT cuantitativa, delante de la reacción en cadena de polimerasa se 
conecta una transcripción inversa. Para esto se puede utilizar el sistema LightCycler™ de la entidad Roche 
Diagnostics (Boehringer Mannheim GmbH, Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania), tal como ha sido 
descrito por ejemplo en la referencia de Jungwirth y colaboradores (FEMS Microbiology Letters 281, 190-197 45
(2008)). La concentración de la proteína se puede determinar por medio de una separación de proteínas y una 
subsiguiente identificación óptica en 1 y 2 dimensiones de la concentración de proteínas con un correspondiente 
programa lógico de evaluación en el gel. Un método habitual para la producción de los geles proteínicos en el caso 
de bacterias corineformes y para la identificación de las proteínas es el modo de proceder descrito por Hermann y 
colaboradores (Electrophoresis, 22:1712-23 (2001)). La concentración de proteínas puede ser determinada 50
asimismo mediante una hibridación por transferencia Western con un anticuerpo específico para la proteína que ha 
de ser detectada (Sambrook y colaboradores, Molecular cloning: a laboratory manual. 2ª ed., Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989) y una subsiguiente evaluación óptica con un correspondiente 
programa lógico para la determinación de la concentración (Lohaus y Meyer (1998) Biospektrum 5:32-39; Lottspeich, 
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Angewandte Chemie 321: 2630-2647 (1999)). La significancia estadística de los datos resultantes se determina 
mediante un ensayo T (Gosset ,Biometrika 6(1): 1-25 (1908)).

La medida técnica para la sobreexpresión de genes deseados mediando utilización del promotor conforme al invento 
se puede combinar de un modo apropiado con otras medidas técnicas para la sobreexpresión.

Para la consecución de una sobreexpresión están a disposición en el estado de la técnica un gran número de 5
métodos. A éstos pertenece, junto a la modificación de las secuencias de nucleótidos que regulan o respectivamente 
controlan la expresión del gen, también la elevación del número de copias.

La elevación del número de copias puede efectuarse mediante unos plásmidos que se replican en el citoplasma del 
microorganismo. Para esto se han descrito en el estado de la técnica una plétora de plásmidos para los más 
diferentes grupos de microorganismos, con los cuales se puede ajustar la deseada elevación del número de copias 10
del gen. Unos apropiados plásmidos para el género Corynebacterium se han descrito por ejemplo en la referencia de 
Tauch y colaboradores (Journal of Biotechnology 104 (1-3), 27-40, (2003)) o en la referencia de Stansen y 
colaboradores (Applied and Environmental Microbiology 71, 5920-5928 (2005)).

La elevación del número de copias en por lo menos una (1) copia puede efectuarse por lo demás mediante inserción 
de otras copias en el cromosoma del microorganismo. Unos métodos apropiados para el género Corynebacterium se15
describen por ejemplo en los documentos de solicitudes de patente internacionales WO 03/014330, WO 03/040373 y 
WO 04/069996.

La elevación de la expresión génica puede efectuarse además colocando o respectivamente uniendo funcionalmente 
varios promotores delante del gen deseado o respectivamente uniéndolos funcionalmente con el gen que se ha de 
expresar y de esta manera se llega a una expresión aumentada. Ejemplos de ellos se describen en el documento 20
WO 2006/069711.

La transcripción de un gen es controlada eventualmente mediante unas proteínas que reprimen (proteínas de 
represión) o favorecen (proteínas activadoras) la transcripción. Para la consecución de una sobreexpresión es por lo 
tanto asimismo posible aumentar la expresión de proteínas activadoras o disminuir o excluir la expresión de 
proteínas represoras o también eliminar los sitios de fijación de las proteínas represoras.25

La velocidad de la elongación es influenciada mediante la utilización de codones, mediante el uso de codones para 
ARN’s t (transferencia) que se presentan frecuentemente en la cepa de partida, se puede reforzar la traducción. Por 
lo demás, el intercambio de un codón de iniciación con el codón ATG presente con la mayor frecuencia en muchos 
microorganismos (77 % en Escherichia coli) se puede mejorar considerablemente la traducción, puesto que en el 
plano del ARN el codón AUG es dos o tres veces más efectivo que por ejemplo los codones GUG y UUG 30
(Khudyakov y colaboradores, FEBS Letters 232(2):369-71 (1988); Reddy y colaboradores, Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the EE.UU. 82(17):5656-60 (1985)). También el entorno de secuencia del codón de 
iniciación puede ser optimizado, puesto que se han descrito efectos cooperadores entre el codón de partida y las 
zonas flanqueadoras (Stenstrom y colaboradores, Gene 273(2):259-65 (2001); Hui y colaboradores, EMBO Journal 
3(3):623-9 (1984)).35

Unas instrucciones para el trato con ADN, la digestión y la ligación de ADN, la transformación y la selección de 
transformantes se pueden encontrar, entre otros, en el conocido manual de Sambrook y colaboradores "Molecular 
Cloning: a Laboratory Manual”, Segunda Edición (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)..

Son objeto del invento también unos vectores que contienen el polinucleótido conforme al invento.

Kirchner y Tauch (Journal of Biotechnology 104:287-299 (2003)) describen una selección de los vectores que se han 40
de usar en Corynebacterium glutamicum.

La recombinación homóloga permite, mediando utilización de los vectores conforme al invento, el intercambio de 
segmentos de ADN en el cromosoma por polinucleótidos conformes al invento, que son transportados a la célula 
mediante el vector. Para la recombinación eficiente entre la molécula de ADN de forma anular del vector y del ADN 
diana en el cromosoma la zona de ADN que ha de ser intercambiada es provista con el polinucleótido conforme al 45
invento junto a los extremos con unas secuencias de nucleótidos que son homólogas con respecto al sitio diana, 
éstas determinan el sitio de la integración del vector o respectivamente del intercambio del ADN.

Así, el polinucleótido conforme al invento con actividad de promotor 
1. se puede intercambiar en el cromosoma con el promotor nativo en el sitio génico nativo del segundo polinucleótido 
o 2. se puede integrar con el segundo polinucleótido junto a su sitio génico nativo o se puede integrar en otro sitio 50
génico.
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Mediante "intercambio del promotor nativo en el sitio génico nativo del segundo polinucleótido" se entiende la 
circunstancia de que es intercambiado el promotor presente en la naturaleza de aquel gen que se presenta en la
naturaleza en una copia junto a su sitio génico en el correspondiente tipo silvestre o en el correspondiente 
organismo de partida en forma de su secuencia de nucleótidos.

Por el concepto de "otro sitio génico" se entiende un sitio génico cuya secuencia de nucleótidos es diferente de la 5
secuencia del segundo polinucleótido. Este otro sitio génico, o respectivamente la secuencia de nucleótidos presente 
en el otro sitio génico, está situado preferiblemente en el cromosoma y por lo general no es esencial para el 
crecimiento ni para la producción de los productos químicos deseados. Por lo demás se pueden utilizar unas zonas 
intergénicas en el cromosoma, es decir unas secuencias de nucleótidos sin función codificadora.

La expresión o sobreexpresión se lleva a cabo preferiblemente en unos microorganismos del género del género10
Corynebacterium. Dentro del género Corynebacterium se prefieren las cepas que se basan en las siguientes 
especies: Corynebacterium efficiens, habiendo sido depositada la cepa tipo como DSM44549, Corynebacterium 
glutamicum, habiendo sido depositada la cepa tipo como ATCC13032, y Corynebacterium ammoniagenes, habiendo 
sido depositada la cepa tipo como ATCC6871. Se prefiere muy especialmente la especie Corynebacterium 
glutamicum.15

Algunos representantes de la especie Corynebacterium glutamicum son conocidos en el estado de la técnica 
también con otras denominaciones. A éstas pertenecen por ejemplo: la cepa ATCC13870, que se designó como 
Corynebacterium acetoacidophilum, la cepa DSM20137, que se designó como Corynebacterium lilium, la cepa 
ATCC17965, que se designó como Corynebacterium melassecola, la cepa ATCC14067, que se designó como 
Brevibacterium flavum, la cepa ATCC13869, que se designó como Brevibacterium lactofermentum, y la cepa 20
ATCC14020, que se designó como Brevibacterium divaricatum.

El concepto de "Micrococcus glutamicus" para Corynebacterium glutamicum es asimismo habitual. Algunos 
representantes de la especie Corynebacterium efficiens se designaron en el estado de la técnica también como
Corynebacterium thermoaminogenes, como por ejemplo la cepa FERM BP-1539.

Los microorganismos o respectivamente las cepas (cepas de partida) que se emplean para las medidas técnicas 25
conformes al invento de la expresión o sobreexpresión poseen preferentemente ya la capacidad de segregar un 
deseado producto químico fino en el medio nutritivo que les rodea y acumularlo allí. Para esto se utiliza a 
continuación también la expresión "producir". Particularmente las cepas empleadas para las medidas técnicas de la 
sobreexpresión poseen la capacidad de enriquecer o respectivamente acumular en la célula o en el medio nutritivo ≥ 
(por lo menos) ≥ 0,10 g/l, 0,25 g/l, ≥ 0,5 g/l, ≥ 1,0 g/l, ≥ 1,5 g/l, ≥ 2,0 g/l, ≥ 4 g/l o ≥ 10 g/l del deseado producto 30
químico fino ≤ (como máximo) 120 horas, ≤ 96 horas, 48 horas, ≤ 36 horas, ≤ 24 horas o ≤ 12 horas. En el caso de 
las cepas de partida se trata preferiblemente de unas cepas que se habían producido por mutagénesis y selección, 
mediante técnicas de ADN recombinante o mediante una combinación de ambos métodos.

Es comprensible para un experto el hecho de que se puede llegar a un microorganismo apropiado para as medidas 
técnicas del invento también mediante el recurso de que en una cepa silvestre tal como por ejemplo en la cepa tipo 35
ATCC 13032 o en la cepa ATCC 14067 de Corynebacterium glutamicum, se emplea en primer lugar el promotor 
conforme al invento según SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34 para la sobreexpresión de los genes deseados y a 
continuación mediante otras medidas técnicas genéticas descritas en el estado de la técnica se provoca que el 
microorganismo produzca el o los deseado(s) producto(s) químico(s) fino(s).

Por el concepto de "productos químicos finos" se entienden para las medidas técnicas del invento aminoácidos, 40
ácidos orgánicos, vitaminas, nucleósidos y nucleótidos. Se prefieren especialmente aminoácidos proteinógenos, 
aminoácidos no proteinógenos y ácidos orgánicos.

Por el concepto de "aminoácidos proteinógenos" se entienden los aminoácidos que se presentan en proteínas 
naturales, es decir en proteínas de microorganismos, plantas, animales o seres humanos. Ellos sirven como 
unidades estructurales para proteínas, dentro de las que ellos están unidos entre sí a través de enlaces peptídicos.45

Los conceptos de proteína y polipéptido son recíprocamente intercambiables.

Si en lo sucesivo se menciona L-aminoácidos proteinógenos se piensa con este concepto en uno o varios de los 
aminoácidos inclusive sus sales, seleccionados entre el conjunto formado por ácido L-aspártico, L-asparagina,        
L-treonina, L-serina, L-ácido glutámico, L-glutamina, L-glicina, L-alanina, L-cisteína, L-valina, L-metionina,                
L-isoleucina, L-leucina, L-tirosina, L-fenilalanina, L-histidina, L-lisina, L-triptófano, L-arginina, L-prolina y 50
eventualmente L-selenocisteína y L-pirrolisina. Son especialmente preferidos los L-aminoácidos L-lisina, L-triptófano, 
L-metionina, L-valina, L-isoleucina y L-prolina. Se prefieren muy especialmente L-lisina y L-valina.
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Si en lo sucesivo se menciona L-lisina o lisina, con este concepto se piensa no solamente en las bases sino también 
en las sales tales como p.ej. el monohidrocloruro de lisina o el sulfato de lisina.

A los aminoácidos no proteinógenos, pertenecen, entre otros, L-ornitina y L-homoserina.

A los ácidos orgánicos pertenecen, entre otros, unos α-cetoácidos. Son especialmente preferidos ácido α-
cetoisocaproico (KIC), ácido α-cetovaleriánico (KIV) y ácido α-ceto-β-metilvaleriánico (KMV).5

Unas cepas de la especie Corynebacterium glutamicum que segregan o respectivamente producen L-lisina son por 
ejemplo: 

Corynebacterium glutamicum MH20-22B (= DSM16835) descrita en Menkel y colaboradores (Applied and 
Environmental Microbiology 55(3), 684-688 (1989)) y depositada como DSM16835,

Corynebacterium glutamicum DM1729 descrita bei Georgi y colaboradores (Metabolic Engineering 7, 291-10
301 (2005)) y en EP 1 717 616 a2 y depositada como DSM17576,

Corynebacterium glutamicum DSM13994 descrita en el documento US 6.783.967, y

Corynebacterium glutamicum DM1933 descrita en la referencia de Blombach y colaboradores (Appl Environ 
Microbiol. Ene de 2009;75(2):419-27).

Una cepa de la especie Corynebacterium efficiens, que segrega o respectivamente produce L-lisina es por ejemplo:15

Corynebacterium thermoaminogenes AJ12521 (= FERM BP-3304) descrita en el documento US 5.250.423.

Los microorganismos productores de L-lisina poseen típicamente una aspartato cinasa resistente o respectivamente 
desensibilizada a la "feed back" [retroalimentación]. Como aspartato cinasas resistentes a la "feed back"
[retroalimentación] se entienden unas aspartato cinasas (LysC) que, en comparación con la forma silvestre (tipo 
silvestre) poseen una más pequeña sensibilidad frente a la inhibición por mezclas de lisina y treonina o por mezclas 20
de AEC (aminoetilcisteína) y treonina o lisina a solas o AEC a solas. Los genes o respectivamente alelos, que 
codifican estas aspartato cinasas desensibilizadas en comparación con el tipo silvestre, se designan también como 
alelos lysCFBR. En el caso de las aspartato cinasas de la especie Corynebacterium glutamicum el tipo silvestre 
apropiado es la cepa ATCC13032. En el estado de la técnica se han descrito numerosos alelos lysCFBR que 
codifican variantes de aspartato cinasas, que poseen unos intercambios de aminoácidos en comparación con la 25
proteína de tipo silvestre. En el caso de bacterias del género Corynebacterium el gen lys se designa también como 
gen ask. En el caso de enterobacteriáceas la aspartato cinasa codificada por el gen lys se designará también como 
aspartato cinasa III.

Una lista detallada con datos de qué intercambios de aminoácidos en la proteína aspartato cinasa de 
Corynebacterium glutamicum conducen a una desensibilización está contenida entre otros en el documento 30
WO2009141330A1 (desde página 10, línea 21 hasta página 13, línea 17), que se incluye en la presente por su 
referencia. Preferentemente se seleccionan unas variantes de aspartato cinasas que llevan los siguientes 
intercambios de aminoácidos seleccionados entre el conjunto formado por: en la posición 380 de la secuencia de 
aminoácidos L-isoleucina en lugar de L-treonina y eventualmente en la posición 381 L-fenilalanina en lugar de         
L-serina, en la posición 311 L-isoleucina en lugar de L-treonina y en la posición 279 L-treonina en lugar de L-alanina.35

Una cepa de la especie Corynebacterium glutamicum que segrega o respectivamente produce L-metionina es por 
ejemplo 

Corynebacterium glutamicum M1179 (= DSM 17322) descrita en el documento WO 2007/011939

Unos representantes conocidos de cepas de bacterias corineformes que producen o respectivamente segregan L-
triptófano son por ejemplo: 40

Corynebacterium glutamicum K76 (= Ferm BP-1847) descrita en el documento US 5.563.052,

Corynebacterium glutamicum BPS13 (= Ferm BP-1777) descrita en el documento US 5.605.818, y

Corynebacterium glutamicum Ferm BP-3055 descrita en el documento US 5.235.940.
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Unos representantes conocidos de cepas de bacterias corineformes que producen o respectivamente segregan     
L-valina son por ejemplo: 

Brevibacterium lactofermentum FERM BP-1763 descrita en el documento US 5.188.948,

Brevibacterium lactofermentum FERM BP-3007 descrita en el documento US 5.521.074,

Corynebacterium glutamicum FERM BP-3006 descrita en el documento US 5.521.074, y5

Corynebacterium glutamicum FERM BP-1764 descrita en el documento US 5.188.948.

Los microorganismos productores de L-valina poseen típicamente una acetolactato sintasa (AHAS, EC 4.1.3.18),
resistente o respectivamente desensibilizada para la “feed-back” (retroalimentación), que es la primera enzima de la 
ruta paralela de metabolismo para la sintasa de isoleucina, valina y leucina (Umbarger, H. E. 1987. Biosynthesis of 
the branched-chain amino acids, p. 352-367. en F. C. Neidhardt, J. L. Ingraham, K. B. Low, B. Magasanik, M. 10
Schaechter, y H.E. Umbarger (coordinadores de edición), Escherichia coli and Salmonella typhimurium: Cellular and 
Molecular Biology. American Society for Microbiology, Washington, D.C.). La holoenzima se compone siempre de    
2 subunidades grandes y 2 subunidades pequeñas. La subunidad grande de AHAS forma los dominios catalíticos y 
es codificada por ilvB, la subunidad pequeña que funciona como dominio regulador, es codificada por ilvN. Por 
“acetolactato sintasas resistentes a la “feed-back” (retroalimentación) se entienden unas acetolactato sintasas, que 15
en comparación con la forma silvestre (tipo silvestre) tienen una sensibilidad más pequeña frente a la inhibición por 
los aminoácidos de cadenas ramificadas valina, leucina e isoleucina o respectivamente por mezclas de éstos. En el 
caso de las acetolactato sintasas de la especie Corynebacterium glutamicum la cepa ATCC13032 es el tipo silvestre
apropiado y dentro de la especie Brevibacterium flavum la cepa ATCC14067 es el tipo silvestre apropiado.

Los genes ilvBN, que codifican una acetolactato sintasa en Corynebacterium glutamicum han sido descritos por 20
ejemplo por Keilhauer y colaboradores (Journal of Bacteriology 175(17):5595-603 (1993)) o en el documento 
EP1108790. El número de acceso L09232 representa la secuencia de los genes.

Unas variantes enzimáticas de la AHAS, que ya no están sujetas a la inhibición de la retroalimentación por los 
aminoácidos de cadena ramificada (leucina, valina, isoleucina) han sido descritas por ejemplo en las referencias 
Mendel y colaboradores (Journal of Molecular Biology 325, 275-284 (2003)), Elisakova y colaboradores (Applied and 25
Environmental Microbiology 71, 207-213 (2005)), Wada y colaboradores (Bioscience Biotechnology & Biochemistry, 
72 (11), 2959-2965, (2008)) y en el documento EP1491634 . Se prefieren unas variantes de una acetatolactato
sintasa resistente a la "retroalimentación", que llevan uno o varios de los siguientes intercambios de aminoácidos en 
las subunidad pequeña codificada por ilvN, seleccionados entre el conjunto de: en la posición 20 de la secuencia de 
aminoácidos L-ácido aspártico en lugar de glicina, en la posición 21 de la secuencia de aminoácidos L-ácido 30
aspártico en lugar de L-isoleucina, en la posición 22 de la secuencia de aminoácidos L-fenilalanina en lugar de        
L-isoleucina, en la posición 42 cualquier aminoácido proteinógeno excluyendo a la L-alanina, preferiblemente          
L-valina, L-isoleucina y L-leucina, de manera especialmente preferida L-valina y eventualmente en la posición 47    
L-leucina en lugar de L-histidina.

Unos representantes conocidos de cepas de bacterias corineformes que producen o respectivamente segregan      35
L-isoleucina son por ejemplo:

Brevibacterium flavum FERM BP-760 descrita en el documento US 4.656.135,

Brevibacterium flavum FERM BP-2215 descrita en el documento US 5.294.547, y

Corynebacterium glutamicum FERM BP-758 descrita en el documento US 4.656.135.

Unos representantes conocidos de cepas de bacterias corineformes que producen o respectivamente segregan      40
L-homoserina son por ejemplo:

Micrococcus glutamicus ATCC 14296 descrita en el documento US 3.189.526 y

Micrococcus glutamicus ATCC 14297 descrita en el documento US 3.189.526.

Unos representantes conocidos de cepas de bacterias corineformes que producen o respectivamente segregan      
L-ornitina son por ejemplo:45
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Brevibacterium lactofermentum FERM-BP 2344 descrita en el documento US 5.188.947 y

Corynebacterium glutamicum FERM-BP 2345 descrita en el documento US 5.188.947.

Unas cepas que segregan o respectivamente producen un α-cetoácido se basan por ejemplo en:

Corynebacterium glutamicum, cepa ATCC13032,

Brevibacterium flavum, cepa ATCC 14067 y5

Brevibacterium lactofermentum, cepa ATCC 13869.

El presente invento pone a disposición un microorganismo que produce un producto químico fino, teniendo el 
microorganismo, mediante la utilización del promotor conforme al invento según SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34 una 
expresión aumentada de uno o varios genes en comparación con la respectiva cepa de partida.

Además, el presente invento pone a disposición un procedimiento para la producción por fermentación de un 10
producto químico fino, que comprende las etapas: 

a) cultivar el microorganismo más arriba descrito de acuerdo con el presente invento en un medio 
apropiado, obteniéndose un caldo de fermentación, 

b) enriquecer el producto químico fino en el caldo de fermentación procedente de a) y/o en las células del 
microorganismo.15

En este caso, es preferido que a partir del caldo de fermentación que contiene un producto químico fino se recupere 
el producto fino líquido o un producto que contenga el producto químico fino líquido o sólido.

Los microorganismos producidos pueden ser cultivados de un modo continuo – tal como se describe por ejemplo en 
el documento WO 05/021772 – o de modo discontinuo en el procedimiento batch (cultivación por tandas o 
respectivamente procedimiento de tandas) o en el procedimiento fed batch (procedimiento de afluencia) o repeated 20
fed batch (procedimiento de afluencia repetitiva) con el fin de producir el deseado compuesto químico orgánico. Una 
recopilación de tipo general acerca de conocidos métodos de cultivación está disponible en el libro de texto de 
Chmiel (Bioprozesstechnik 1. Einführung in die Bioverfahrenstechnik [Técnica de bioprocesos 1. Introducción en la 
técnica de los bioprocesos] (editorial Gustav Fischer, Stuttgart, 1991)) o en el libro de texto de Storhas (Bioreaktoren 
und periphere Einrichtungen [Biorreactores y disposiciones periféricas] (editorial Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden, 25
1994)).

El medio de cultivo o respectivamente el medio de fermentación que se ha de utilizar debe satisfacer de manera 
apropiada los requisitos de las respectivas cepas. Unas descripciones de medios de cultivo de diferentes 
microorganismos están contenidos en el manual “Manual of Methods for General Bacteriology” [Manual de métodos 
para la bacteriología general] de la American Society for Bacteriology (Washington D.C., EE.UU., 1981). Los 30
conceptos de medio de cultivo y medio de fermentación o respectivamente el medio son intercambiables 
recíprocamente.

Como fuente de carbono se pueden utilizar azúcares e hidratos de carbono tales como p.ej. glucosa, sacarosa, 
lactosa, fructosa, maltosa, melaza, soluciones que contienen sacarosa procedentes de la elaboración de remolacha 
azucarera o de caña de azúcar, almidones, un material hidrolizado de almidón y celulosa, aceites y grasas, tales 35
como por ejemplo aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y grasa de coco, ácidos grasos, tales como 
por ejemplo ácido palmítico, ácido esteárico y ácido linoleico, alcoholes tales como por ejemplo glicerol, metanol y 
etanol y ácidos orgánicos, tales como, por ejemplo, ácido acético o ácido láctico.

Como fuente de nitrógeno se pueden utilizar unos compuestos nitrogenados orgánicos tales como peptonas, un 
extracto de levadura, un extracto de carne, un extracto de malta, agua de maceración de maíz, harina de soja y urea 40
o unos compuestos orgánicos tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de 
amonio y nitrato de amonio. Las fuentes de nitrógeno se pueden utilizar individualmente o como una mezcla.

Como fuente de fósforo se pueden utilizar ácido fosfórico, dihidrógenofosfato de potasio, hidrógenofosfato de 
dipotasio o las correspondientes sales que contienen sodio.

El medio de cultivo debe contener además sales, por ejemplo en forma de cloruros o sulfatos de metales tales como45
por ejemplo sodio, potasio, magnesio, calcio y hierro tales como por ejemplo sulfato de magnesio o sulfato de hierro, 
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que son necesarias para el crecimiento. Finalmente se pueden utilizar hormonas del crecimiento esenciales tales 
como aminoácidos, por ejemplo homoserina y vitaminas, por ejemplo tiamina, biotina o ácido pantoténico 
adicionalmente a las sustancias más arriba mencionadas. 

Las sustancias empleadas mencionadas se pueden añadir al cultivo en forma de una única tanda o se pueden 
alimentar de manera apropiada durante la cultivación. 5

Para el control del pH del cultivo se emplean compuestos de carácter básico tales como hidróxido de sodio,
hidróxido de potasio, amoníaco o respectivamente agua amoniacal o compuestos de carácter ácido tales como ácido
fosfórico o ácido sulfúrico de una manera apropiada. El pH es ajustado por lo general a un valor de 6,0 hasta 8,5 de 
manera preferida de 6,5 hasta 8. Para el control del desarrollo de espuma se pueden agentes antiespumantes tales 
como por ejemplo ésteres poliglicólicos de ácidos grasos. Para el mantenimiento de la estabilidad de plásmidos se 10
puede añadir al medio unas apropiadas sustancias que actúan selectivamente tales como por ejemplo antibióticos. 
La fermentación es llevada a cabo preferiblemente en condiciones aerobias. Con el fin de mantener éstas, se 
incorporan en el cultivo oxígeno o mezclas gaseosas que contienen oxígeno, tales como por ejemplo aire. La 
utilización de unos líquidos que están enriquecidos con peróxido de hidrógeno es asimismo posible. Eventualmente
la fermentación se realiza con una sobrepresión, por ejemplo con una sobrepresión de 0,03 a 0,2 MPa. La 15
temperatura del cultivo está situada normalmente en 20°C hasta 45°C y preferiblemente en 25°C hasta 40°C, de 
manera especialmente preferida a 30° hasta 37°C. En los procedimientos discontinuos o discontinuos de afluencia la 
cultivación se prolonga durante tanto tiempo hasta que se haya formado una cantidad suficiente para la medida 
técnica de la recuperación del deseado compuesto químico orgánico. Esta meta se alcanza normalmente en el 
transcurso de 10 horas hasta 160 horas. En el caso de procedimientos continuos son posibles unos tiempos de 20
cultivación más largos. Mediante la actividad de los microorganismos se llega a un enriquecimiento (una 
acumulación) del compuesto químico orgánico en el medio de fermentación y/o en las células de los 
microorganismos.

Ejemplos de apropiados medios de fermentación se encuentran, entre otros, en los documentos de patentes
5.770.409, US 5.990,350, US 5.275.940. WO 2007/012078, US 5.827.698, WO 2009/043803, US 5.756.345 o US 25
7.138.266.

El análisis de L-aminoácidos para la determinación de la concentración en uno o varios momento(s) en el transcurso 
de la fermentación se puede efectuar por separación de los L-aminoácidos mediante una cromatografía de 
intercambio de iones, preferiblemente una cromatografía de intercambio de cationes con subsiguiente derivatización 
en columna posterior mediando utilización de ninhidrina, tal como se ha descrito en la referencia de Spackman y 30
colaboradores (Analytical Chemistry 30: 1190-1206 (1958)). En lugar de ninhidrina se puede emplear también orto-
ftalodialdehído para la derivatización en columna posterior. Un artículo recopilativo acerca de la cromatografía con 
intercambio de iones se encuentra en la referencia de Pickering (LC·GC (Magazine of Chromatographic Science) 
7(6), 484-487 (1989)).

Asimismo es posible una derivatización en columna preliminar por ejemplo mediando utilización de orto-35
ftalodialdehído o isotiocianato de fenilo y separar los derivados de aminoácidos resultantes mediante una 
cromatografía en fase inversa (RP), preferiblemente en forma de una cromatografía de líquido de alto rendimiento 
(HPLC). Un tal método ha sido descrito por ejemplo en la referencia de Lindroth y colaboradores (Analytical 
Chemistry 51: 1167-1174 (1979)).

La detección se efectúa fotométricamente (por absorción, fluorescencia).40

Una representación recopilativa acerca del análisis de aminoácidos se encuentra, entre otros, en el libro de texto 
"Bioanalytik" de Lottspeich y Zorbas (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Alemania 1998).

El análisis de α-cetoácidos para la determinación de la concentración en uno o varios momento(s) en el transcurso 
de la fermentación separación de los cetoácidos y otros productos de separación mediante una cromatografía por 
intercambio de iones, preferiblemente una cromatografía por intercambio de cationes en un polímero de estireno y 45
divinilbenceno sulfonado en la forma H+, p.ej. mediante ácido sulfúrico 0,025 N con subsiguiente detección por UV a 
215 nm (alternativamente también a 230 o 275 nm). Preferiblemente se puede emplear una columna REZEX RFQ -
Fast Fruit H+ (Phenomenex), otros suministradores para la fase de separación (p.ej. Aminex de BioRad) son 
posibles. Unas separaciones análogas se han descrito en correspondientes ejemplos de aplicación de los 
suministradores.50

El rendimiento de los procedimientos o respectivamente procesos de fermentación en los cuales se presenta la 
variante de promotor conforme al invento en lo que se refiere a uno o varios parámetros seleccionadosentre el 
conjunto de la concentración (compuesto formado por volumen), del rendimiento (compuesto formado por fuente de 
carbono consumida), la formación (compuesto formado por volumen y tiempo) y de la formación específica 
(compuesto formado por masa seca de células o respectivamente biomasa seca y tiempo o compuesto formado por 55
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proteína celular en tiempo) o también otros parámetros de procesos y combinaciones de los mismos, se aumenta en 
por lo menos 0,5 %, por lo menos 1 %, por lo menos 1,5 % o por lo menos 2 % en comparación con unos 
procedimientos o respectivamente procesos de fermentación con microorganismos, en los cuales no se presenta la 
variante de promotor conforme al invento. Esto ha de ser considerado como muy valioso en el marco de un proceso 
realizado a gran escala técnica.5

Mediante las medidas técnicas de la fermentación se obtiene un caldo de fermentación, que contiene los productos 
químicos finos deseados, preferiblemente un aminoácido o un ácido orgánico.

A continuación se efectúa la puesta a disposición o respectivamente la producción o recuperación de un producto 
que contiene el producto químico fino en una forma líquida o sólida. 

Por el concepto de un caldo de fermentación se entiende un medio de fermentación o respectivamente un medio 10
nutritivo, en el que un microorganismo había sido cultivado durante un cierto tiempo y a una cierta temperatura. El 
medio de fermentación o respectivamente los medios empleados durante la fermentación contiene/contienen todas 
las sustancias o respectivamente todos los componentes que aseguran una producción del deseado compuesto y 
asegurar típicamente la reproducción o respectivamente la viabilidad.

Al terminarse la fermentación, el caldo de fermentación resultante contiene correspondientemente15

a) la biomasa (masa celular) del microorganismo, que ha resultado como consecuencia de la reproducción de 
las células del microorganismo,

b) el deseado producto químico fino formado en el transcurso de la fermentación,

c) los productos secundarios orgánicos eventualmente formados en el transcurso de la fermentación, y

d) los componentes del medio de fermentación empleado que no se han consumido por la fermentación o 20
respectivamente las sustancias empleadas tales como por ejemplo unas vitaminas tales como biotina o 
unas sales tales como sulfato de magnesio.

A los productos secundarios orgánicos pertenecen unas sustancias que son producidas por los microorganismos 
empleados al realizar la fermentación junto al respectivo compuesto deseado, y que eventualmente son segregadas.

El caldo de fermentación es sacado del recipiente de cultivo o respectivamente del recipiente de fermentación, 25
eventualmente es recogido y utilizado para poner a disposición un producto que contiene el producto químico fino en 
una forma líquida o sólida. Para ello se utiliza también la expresión "recuperar el producto que contiene el producto 
químico fino". En el caso más sencillo, el propio caldo de fermentación que contiene un producto químico finosacado
del recipiente de fermentación, constituye el producto obtenido.

Mediante una o varias de las medidas técnicas escogidas entre el conjunto de 30

a) retirada desde parcial (> 0 % hasta < 80 %) hasta completa (100 %) o casi completa (≥ 80 %, ≥ 90 %,         
≥ 95 %, ≥ 96 %, ≥ 97 %, ≥ 98 %, ≥ 99 %) del agua,

b) retirada desde parcial (> 0 % hasta < 80 %) hasta completa (100 %) o casi completa (≥ 80 %, ≥ 90 %,         
≥ 95 %, ≥ 96 %, ≥ 97 %, ≥ 98 %, ≥ 99 %) de la biomasa, siendo desactivada ésta eventualmente antes de la 
retirada,35

c) retirada desde parcial (> 0 % hasta < 80 %) hasta completa (100 %) o casi completa (≥ 80 %, ≥ 90 %,        
≥ 95 %, ≥ 96 %, ≥ 97 %, ≥ 98 %, ≥ 99 %, ≥ 99,3 %, ≥ 99,7 %) de los productos secundarios formados en el 
transcurso de la fermentación, y

d) retirada desde parcial (> 0 %) hasta completa (100 %) o casi completa (≥ 80 %, ≥ 90 %, ≥ 95 %,                   
≥ 96 %, ≥ 97 %, ≥ 98 %, ≥ 99 %, ≥ 99,3 %, ≥ 99,7 %) de los componentes del medio de fermentación o 40
respectivamente de las sustancias empleadas, que no han sido consumidos por la fermentación,

a partir del caldo de fermentación se consigue una concentración o respectivamente purificación del compuesto
químico orgánico deseado. De esta manera se aíslan unos productos que tienen un deseado contenido en cuanto al 
compuesto.
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La retirada del agua parcial (> 0 % hasta < 80 %) hasta completa (100 %) o casi completa (≥ 80 % hasta < 100 %)     
(medida técnica a)) se designará también como desecación.

En una variante del procedimiento, mediante una retirada completa o casi completa del agua, de la biomasa, de los 
productos secundarios orgánicos y de los componentes no consumidos del medio de fermentación empleado se 
llega a unas formas de productos puras ((≥ 80 % en peso, ≥ 90 % en peso) o muy puras (≥ 95 % en peso, ≥ 97 % en 5
peso, ≥ 99 % en peso) del deseado compuesto químico orgánico, preferiblemente de L-aminoácidos. Para las 
medidas técnicas según a), b), c) o d) están disponibles en el estado de la técnica una plétora de instrucciones 
técnicas.

En el caso del aminoácido L-lisina se conocen en el estado de la técnica esencialmente cuatro diferentes formas de 
productos.10

Un conjunto de productos que contiene L-lisina comprende soluciones alcalinas, acuosas y concentradas de L-lisina 
purificada (documento EP-B-0534865). Otro conjunto, tal como se describe por ejemplo en los documentos           
US 6.340.486 y US 6.465.025), comprende unos concentrados acuosos, de carácter ácido, de caldos de 
fermentación que contienen L-lisina, que contienen una biomasa,. El conjunto más conocido de productos sólidos 
comprende unas formas pulverulentas o cristalinas de L-lisina purificada o respectivamente pura, que típicamente se 15
presenta en forma de una sal tal como por ejemplo el monohidrocloruro de L-lisina. Otro conjunto de formas de 
productos sólidas se describe por ejemplo en el documento EP-B-0533039. La forma de producto que se ha descrito 
allí contiene, junto a L-lisina, la mayor parte de las sustancias empleadas utilizadas y no consumidas durante la 
producción por fermentación y eventualmente la biomasa del microorganismo empleado con una proporción de        
> 0% - 100 %.20

Correspondiendo a las diferentes formas de productos, se conocen los más diferentes procedimientos, en los que a 
partir del caldo de fermentación se produce el producto que contiene L-lisina o la L-lisina purificada. 

Para la preparación de L-lisina pura y sólida se usan esencialmente unos métodos de cromatografía por intercambio 
de iones eventualmente mediando utilización de carbón activo y unos métodos de cristalización. De esta manera se 
obtiene la correspondiente base o una sal correspondiente tal como por ejemplo el monohidrocloruro (Lys-HCl) o el 25
sulfato de lisina (Lys2-H2SO4).

En el documento EP-B-0534865 se describe un procedimiento para la producción de soluciones acuosas de carácter 
básico que contienen L-lisina a base de caldos de fermentación. En el caso del procedimiento que allí se describe, la 
biomasa es separada del caldo de fermentación y desechada. Mediante una base, tal como por ejemplo hidróxido de 
sodio, potasio o amonio, se ajusta un valor de pH comprendido entre 9 y 11. Los componentes minerales (sales 30
inorgánicas) se separan, después de una concentración y un enfriamiento, por cristalización a partir del caldo y o 
bien se utilizan como fertilizantes o se desechan.

En el caso de procedimientos para la preparación de lisina mediante utilización de bacterias del género 
Corynebacterium se prefieren aquellos procedimientos, en los que se obtienen unos productos, que contienen 
componentes del caldo de fermentación. Éstos son utilizados particularmente como aditivos para piensos de 35
animales.

Según sea el requisito, la biomasa puede ser retirada total o parcialmente, mediante unos métodos de separación 
tales como p.ej. los de centrifugación, de filtración, de decantación o una combinación de ellos, del caldo de 
fermentación o ser dejada completamente en éste. Eventualmente la biomasa o respectivamente el caldo de 
fermentación que contiene la biomasa es desactivado durante una etapa de procedimiento apropiada, por ejemplo 40
mediante un tratamiento térmico (calentamiento) o mediante adición de ácidos. 

En un modo de procedimiento la biomasa es retirada completamente o casi completamente, de manera tal que no 
queda nada (0 %) o queda a lo sumo 30 %, a lo sumo 20 %, a lo sumo 10 %, a lo sumo 5 %, a lo sumo 1 % o a lo 
sumo 0,1 % de biomasa en el producto producido. En otro modo de procedimiento la biomasa no es retirada o es 
retirada solamente en insignificantes proporciones, de manera tal que queda en el producto producido toda la 45
biomasa (100%) o más de 70%, 80%, 90%, 95%, 99% o 99,9% de la biomasa. En un procedimiento conforme al 
invento se retira correspondientemente la biomasa en unas proporciones de ≥ 0 % hasta ≤ 100 %.

Finalmente, el caldo de fermentación obtenido después de la fermentación, antes o después de la retirada total o 
parcial de la biomasa con un ácido inorgánico, tal como por ejemplo ácido clorhídrico, ácido sulfúrico o ácido 
fosfórico, o con un ácido orgánico, tal como por ejemplo ácido propiónico, para el mejoramiento de las propiedades 50
de manipulación del producto final, es ajustado a un valor ácido del pH (documento de patente británica                 
GB 1.439.728 o EP 1 331 220)). Igualmente es posible acidificar el caldo de fermentación con la biomasa contenida 
completamente. Finalmente, el caldo puede ser estabilizado también por adición de bisulfito de sodio (NaHSO3, 
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documento GB 1.439.728) o de otra sal, por ejemplo la sal de amonio, de un metal alcalino o de un metal alcalino-
térreo del ácido sulfuroso.

En el caso de la separación de la biomasa se retiran parcial o completamente los materiales sólidos orgánicos o 
inorgánicos eventualmente contenidos en el caldo de fermentación. Los productos secundarios orgánicos disueltos 
en el caldo de fermentación y los componentes disueltos no consumidos del caldo de fermentación (sustancias 5
empleadas) permanecen por lo menos parcialmente (> 0 %), preferiblemente en por lo menos 25 %, de manera 
especialmente preferida en por lo menos 50 % y de manera muy especialmente preferida en por lo menos 75 % en 
el producto. Eventualmente, éstos permanecen en el producto también completamente (100 %) o casi 
completamente (es decir > 95 % o > 98 % o mayor que 99 %. Si un producto contiene en este sentido por lo menos 
una parte de los componentes del caldo de fermentación, esto está circunscrito también con el concepto "producto 10
sobre la base del caldo de fermentación".

A continuación se substrae agua del caldo con métodos conocidos tales como p.ej. con ayuda de un evaporador 
rotatorio, de un evaporador de capa delgada, de un evaporador de película descendente, mediante ósmosis inversa 
o mediante nanofiltración, o respectivamente éste se espesa o se concentra. Este caldo de fermentación aumentado 
de concentración puede ser elaborado a continuación por métodos de liofilización, de desecación por atomización, 15
de granulación por atomización o por procedimientos de otros tipos, tal como por ejemplo en la capa turbulenta 
circulante según el documento PCT/EP2004/006655, para dar productos capaces de corrimiento, en particular para 
dar un polvo finamente dividido o preferiblemente un granulado de grano grueso. Eventualmente a partir del 
granulado obtenido se aísla por tamizado o separación del polvo fino un producto deseado.

Asimismo es posible secar el caldo de fermentación directamente, es decir sin un precedente aumento de la 20
concentración, mediante desecación por atomización o granulación por atomización.

Por el concepto de "capaz de corrimiento" se entienden unos polvos que salen sin obstáculos desde una serie de 
recipientes de vidrio de derrame con orificios de salida de diferentes tamaños, por lo menos a partir del recipiente 
con el orificio de 5 mm (milímetros) (Klein: Seifen, Öle, Fette, Wachse 94, 12 (1968)).

Con el concepto de "finamente dividido" se entiende un polvo con una proporción predominante (> 50 %) de un 25
tamaño de granos con un diámetro de 20 a 200 µm.

Con el concepto de "grano grueso" se entiende un producto con una proporción predominante (> 50 %) con un 
tamaño de granos con un diámetro de 200 a 2.000 µm.

La determinación de los tamaños de granos se puede llevar a cabo con métodos de espectrometría por difracción de 
rayos láser. Los correspondientes métodos han sido descritos en el libro de texto "Medición de los tamaños de 30
partículas en la práctica de laboratorio" de R. H. Müller y R. Schuhmann, Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft 
Stuttgart (1996) o en el libro de texto "Introduction to Particle Technology" de M. Rhodes, Verlag Wiley & Sons (1998)

El polvo finamente dividido, capaz de corrimiento puede ser transformado de nuevo, mediante apropiados 
procedimientos de compactación y granulación, en un producto de grano grueso, bien capaz de corrimiento, 
almacenable y ampliamente exento de polvo.35

El concepto "exento de polvo" significa que el producto contiene solamente pequeñas proporciones (< 5 %) de 
tamaños de granos con un diámetro situado por debajo de 100 µm.

El concepto "almacenable", en el sentido de este invento, significa un producto que puede ser almacenado por lo 
menos durante un (1) año o durante un tiempo más largo, preferiblemente por lo menos durante 1,5 años o durante 
un tiempo más largo, de manera especialmente preferida durante dos (2) años o durante un tiempo más largo en un 40
entorno seco y frío sin que aparezca una pérdida esencial del respectivo aminoácido. Por el concepto de “pérdida 
esencial” se entiende una pérdida de > 5 %.

Otro objeto del invento es un procedimiento que en sus rasgos esenciales está descrito en el documento WO 
2007/042363 A1. Para ello, mediante utilización del caldo de fermentación obtenido conforme al invento, a partir del 
cual se había separado eventualmente de un modo total o parcial la biomasa, se lleva a cabo un procedimiento que 45
comprende las siguientes etapas:

a) disminuir el valor del pH, por adición de ácido sulfúrico, a 4,0 hasta 5,2, particularmente a 4,9 hasta 5,1, y 
ajustar en el caldo una relación molar de sulfato/L-lisina de 0,85 hasta 1,2, de manera preferida de 0,9 hasta 
1,0, de manera especialmente preferida de > 0,9 hasta < 0,95, eventualmente por adición de otro o varios 
compuestos que contienen sulfato y50

b) aumentar la concentración de la mezcla así obtenida por substracción de agua y eventualmente granular,
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llevándose a cabo eventualmente antes de la etapa a) una o ambas de las siguientes medidas técnicas:

c) medir la relación molar de sulfato/L-lisina con el fin de determinar la cantidad necesaria de 
compuestos que contienen sulfato,

d) añadir un compuesto que contiene sulfato seleccionado entre el conjunto formado por sulfato de amonio,
hidrógeno-sulfato de amonio y ácido sulfúrico en unas correspondientes relaciones.5

Eventualmente se añade a esto además antes de la etapa b) una sal del ácido sulfuroso, preferentemente un 
hidrógenosulfito de metal alcalino, de manera especialmente preferida hidrógenosulfito de sodio, en una 
concentración de 0,01 hasta 0,5 % en peso, de manera preferida de 0,1 hasta 0,3 % en peso, de manera 
especialmente preferida de 0,1 hasta 0,2 % en peso, referida al caldo de fermentación.

Como preferidos compuestos que contienen sulfato en el sentido de las etapas de procedimiento más arriba 10
mencionadas, se han de mencionar en particular sulfato de amonio y/o hidrógenosulfato de amonio o 
correspondientes mezclas de amoniaco y ácido sulfúrico, y el ácido sulfúrico propiamente dicho.

La relación molar de sulfato/L-lisina V se calcula de acuerdo con la fórmula V = 2 x [SO4
2-] / [L-lisina]. Esta fórmula 

toma en consideración el hecho de que el anión SO4
2- o respectivamente el ácido sulfúrico es bivalente. Una 

relación V = 1 significa que se presenta un Lys2-H2SO4) compuesto estequiométricamente, mientras que en el caso 15
de una relación V = 0,9 se encuentra un déficit de sulfato de 10 % y en el caso de una relación V = 1,1 se encuentra 
un exceso de sulfato de 10 %.

Es ventajoso en el caso de la granulación o compactación el empleo de usuales sustancias auxiliares orgánicas o 
inorgánicas o respectivamente soportes, tales como almidones, gelatinas, derivados de celulosa o sustancias 
similares tal como ellas encuentran utilización usualmente en la elaboración de alimentos o piensos como agentes 20
aglutinantes, gelificantes o espesantes, o de otras sustancias, tales como por ejemplo ácidos silícicos, silicatos 
(documento EP0743016A) y estearatos.

Por lo demás, es ventajoso tratar la superficie de los granulados obtenidos con aceites o grasas, de la manera que 
se ha descrito en el documento WO 04/054381. Como aceites se pueden utilizar aceites minerales, aceites 
vegetales o mezclas de aceites vegetales. Ejemplos de tales aceites son aceite de soja, aceite de oliva, mezclas de 25
aceite de soja y lecitina. De igual manera son apropiados también aceites de siliconas, poli(etilenglicoles) o una
hidroxietil-celulosa. Mediante el tratamiento de las superficies con los aceites mencionados, se consigue una 
aumentada resistencia a la abrasión del producto y una disminución de la proporción de polvo fino. El contenido de 
aceite en el producto es de 0,02 hasta 2,0 % en peso, de manera preferida de 0,02 hasta 1,0 % en peso, y de 
manera muy especialmente preferida de 0,2 hasta 1,0 % en peso, referido a la cantidad total del aditivo para 30
piensos. 

Se prefieren unos productos con una proporción de ≥ 97 % en peso con un tamaño de granos de 100 hasta 1.800 
µm o una proporción de ≥ 95 % en peso de un tamaño de granos con un diámetro de 300 hasta 1.800 µm. La 
proporción de polvo fino, es decir de partículas con un tamaño de granos < 100 µm, está situada preferentemente en
> 0 hasta 1 % en peso, de manera especialmente preferida en como máximo 0,5 % en peso.35

Alternativamente, el producto se puede extender también sobre una sustancia de soporte orgánica o inorgánica 
conocida en la elaboración de piensos y usual, tal como por ejemplo ácidos silícicos, silicatos, granos triturados, 
salvados, harinas, almidones, azúcares ácidos silícicos, silicatos, granos triturados, salvados, harinas, almidones, 
azúcares u otras y/o mezclar con usuales agentes espesantes o aglutinantes y estabilizar. Ejemplos de aplicación y 
procedimientos acerca de ello se describen en la bibliografía (Die Mühle + Mischfuttertechnik 132 (1995) 49, página 40
817).

Finalmente, el producto se puede llevar también, mediante unos procedimientos de revestimiento (en inglés 
"Coating") con agentes formadores de películas tales como por ejemplo carbonatos metálicos, ácidos silícicos, 
silicatos, alginatos, estearatos, almidones, gomas y éteres celulósicos tal como se describen en el documento       
DE-C-4100920, a un estado en el que él es estable frente a la digestión por estómagos de animales, en particular el 45
estómago de rumiantes.

Para el ajuste de una deseada concentración de L-lisina en el producto, según sea el requisito, la L-lisina puede ser 
añadida durante el proceso en forma de un concentrado o eventualmente de una sustancia ampliamente pura o 
respectivamente una de sus sales en forma líquida o sólida. Éstas se pueden añadir individualmente o en forma de 
mezclas al caldo de fermentación obtenido o aumentado de concentración, o también durante el proceso de 50
desecación o granulación.
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La solicitud divulga una combinación con un procedimiento para la producción de un producto sólido que contiene 
lisina, que se describe en sus rasgos esenciales en el documento US 20050220933. En este caso mediando 
utilización del caldo de fermentación obtenido conforme al invento se lleva a cabo un procedimiento, que comprende 
las siguientes etapas:

a) filtrar el caldo de fermentación, preferentemente con un filtro de membrana, de manera tal que se obtienen5
un lodo que contiene biomasa y un material filtrado, 

b) aumentar la concentración del material filtrado, preferentemente de manera tal que se obtenga un 
contenido de materiales sólidos de 48 a 52 % en peso, 

c) granular el concentrado obtenido en la etapa b), preferentemente a una temperatura de 50°C hasta 62°C, y

d) revestir el granulado obtenido en c) con uno o varios de los agentes de revestimiento (en inglés coating 10
agent(s))

Para el revestimiento en la etapa d) se utilizan preferentemente unos agentes de revestimiento, que se seleccionan 
entre el conjunto que se compone de 

d1) la biomasa obtenida en la etapa a),

d2) un compuesto que contiene L-lisina, seleccionado entre el conjunto formado por hidrocloruro de L-lisina o 15
sulfato de L-lisina, 

d3) una sustancia esencialmente exenta de L-lisina con un contenido de L-lisina < 1 % en peso, de manera 
preferida < 0,5 % en peso, seleccionado preferentemente entre el conjunto formado por almidones, 
carragenano, agar, ácidos silícicos, silicatos, granos triturados, salvados y harinas, y

d4) una sustancia repelente de agua, seleccionada preferentemente entre el conjunto formado por aceites, 20
poli(etilenglicoles) y parafinas líquidas.

Mediante las medidas técnicas correspondientes a las etapas d1) hasta d4), particularmente d1) hasta d3), el 
contenido de L-lisina se ajusta a un valor deseado.

En el caso de la producción de productos que contienen L-lisina, la relación de los iones se ajusta preferentemente 
de tal manera que se establezca la relación iónica molar correspondiente a la siguiente fórmula 25

2x[SO4
2-] + [Cl-] - [NH4

+] - [Na+] - [K+] -2x [Mg2+] -2x [Ca2+] / [L-Lys]

de 0,68 hasta 0,95, de manera preferida de 0,68 hasta 0,90, de manera especialmente preferida de 0,68 hasta 0,86, 
tal como se describió por Kushiki y colaboradores en el documento US 20030152633.

En el caso de la L-lisina, el producto sólido constituido sobre la base de un caldo de fermentación, producido de esta 
manera, tiene un contenido de lisina (como base de lisina) de 10 % en peso hasta 70 % en peso o de 20 % en peso30
hasta 70 % en peso, de manera preferida de 30 % en peso hasta 70 % en peso y de manera muy especialmente 
preferida de 40 % en peso hasta 70 % en peso referido a la masa seca del producto. Son asimismo posibles unos 
contenidos máximos de la base de lisina de 71 % en peso, 72 % en peso o 73 % en peso.

El contenido de agua del producto sólido que contiene L-lisina es hasta de 5 % en peso, preferentemente hasta de   
4 % en peso, y de manera especialmente preferida de menos que 3 % en peso.35

Ejemplo 1

Secuenciación de la zona de promotor del gen gap procedente de DM1547

La cepa DM1547 de Corynebacterium glutamicum se produjo por mutagénesis no dirigida múltiple, selección y
elección de mutantes de C. glutamicum ATCC13032. La cepa es resistente contra el compuesto análogo a lisina S-
(2-aminoetil)-L-cisteína.40

Un cultivo puro de la cepa DM1547 se depositó en la Deutsche Sammlung für Mikrorganismen und Zellkulturen 
(DSMZ, Braunschweig, Alemania) el 16 de Enero de 2001 según el Convenio de Budapest como DSM 13994. La 
cepa DSM 13994 se expone en el documento EP 1 239 040.
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La secuencia de nucleótidos del genoma de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 se ha descrito en la 
referencia de Ikeda y Nakagawa (Applied Microbiology and Biotechnology 62, 99-109 (2003)), en el documento EP 1 
108 790 y en la referencia de Kalinowski y colaboradores (Journal of Biotechnolgy 104(1-3), (2003)). La secuencia 
de nucleótidos del genoma de Corynebacterium glutamicum R se ha descrito en la referencia de Yukawa y 5
colaboradores (Microbiology 153(4):1042-1058 (2007)).

La secuencia de nucleótidos del genoma de Corynebacterium efficiens se ha descrito en la referencia de Nishio y 
colaboradores (Genome Research. 13 (7), 1572-1579 (2003)).

10
Las secuencias de nucleótidos del genoma de Corynebacterium glutamicum y Corynebacterium efficiens están 
disponibles asimismo en el Banco de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) de la National 
Library of Medicine (Bethesda, MD, EE.UU.), en el Banco de datos de ADN de Japón (DDBJ, Mishima, Japón) o en 
el Banco de datos de secuencias de nucleótidos European Molecular Biologies Laboratories (EMBL, Heidelberg, 
Alemania o respectivamente Cambridge, Reino Unido).15

A partir de la cepa DM1547 se aisló el ADN cromosomal con el método de Eikmanns y colaboradores (Microbiology 
140: 1817 - 1828 (1994)). Con ayuda de la reacción en cadena de la polimerasa se amplificó un segmento de ADN, 
que contiene la zona situada secuencia arriba del gen gap. Sobre la base de la secuencia del gen gap conocida para
C.glutamicum se utilizaron como cebadores los siguientes oligonucleótidos: 20

Pgap3-1 (SEQ ID NO:31): 
5' cgtttggggtcaatgtccat 3'

Pgap3-2 (SEQ ID NO:32): 
5' cccagtccaggttctttg 3'

Los cebadores representados fueron sintetizados por la entidad MWG Biotech (Ebersberg, Alemania). Ellos hacen 25
posible la amplificación de un tramo de ADN con una longitud de 529 pb. El cebador Pgap3-2 se fija a la región 
correspondiente a las posiciones 742 hasta 759 de la hebra complementaria para SEQ ID NO:30 (y SEQ ID NO:33).
El cebador Pgap3-1 se fija a la región correspondiente a la posiciones 231 hasta 250 de la hebra según SEQ ID 
NO:30 (y SEQ ID NO:33).

La reacción de PCR se llevó a cabo con la polimerasa Phusion High Fidelity DNA Polymerase (New England 30
Biolabs, Frankfurt, Alemania). La tanda de reacción se formuló de acuerdo con los datos del fabricante y en un 
volumen total de 50 µl contenía 10 µl del tampón 5 x Phusion HF conjuntamente suministrado,
desoxinucleósidotrifosfatos en una concentración de en cada caso 200 µM, cebadores en una concentración de 0,5 
µM, aproximadamente 50 ng de ADN de molde y 2 unidades de la polimerasa Phusion. Por adición de H2O el 
volumen se ajustó a 50 µl.35

La tanda de PCR se sometió primeramente a una desnaturalización introductoria a 98°C durante 30 segundos. A ella
le siguieron repitiéndose 35 veces una etapa de desnaturalización a 98°C durante 20 segundos, una etapa para la 
fijación de los cebadores al ADN previamente dispuesto a 60°C durante 20 segundos y la etapa de extensión para la 
prolongación de los cebadores a 72°C durante 60 segundos. Después de la etapa de extensión final durante 5 
minutos a 72°C, la tanda de PCR se sometió a una electroforesis en gel de agarosa (agarosa al 0,8 %). Se identificó 40
un fragmento de ADN con una longitud de aproximadamente 0,53 kb, se aisló a partir del gel y se purificó mediando 
utilización del QIAquick Gel Extraction Kit de la entidad Qiagen, (Hilden, Alemania).

La secuencia de nucleótidos del fragmento de ADN o respectivamente del producto de PCR amplificado fue 
determinada por la entidad Agowa (Berlin, Alemania).

La secuencia de nucleótidos de la zona de promotor del gen gap procedente de la cepa DM1547 contiene en la 45
posición 379 die nucleobase adenina (véase la SEQ ID NO:33). La zona de promotor del tipo silvestre (véase la SEQ 
ID NO:30) contiene en esta posición la nucleobase guanina. Esta mutación se designará en lo sucesivo como
Pgap3.

Ejemplo 2

Construcción del vector pK18mobsacB-IBcg005450

Para la caracterización de la mutación conforme al invento se utilizó una zona situada secuencia arriba del gen gap,
que contiene el promotor, para el refuerzo de un operón sintetizado. El operón sintetizado se compone en este caso 
de una aspartato cinasa desensibilizada de Corynebacterium glutamicum, codificada por un alelo del gen lysC, que 
en posición 311 de la proteína aspartato cinasa codificada posee la nucleobase isoleucina en lugar de la nucleobase 
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treonina de tipo silvestre (véanse los documentos WO 00/63388 y US 6.893.848) y una aspartato semialdehído 
deshidrogenasa de Corynebacterium glutamicum, codificada por el gen asd. La integración del operón sintético se 
efectúa a través de una recombinación homóloga en una zona intergénica en el cromosoma de Corynebacterium 
glutamicum, de manera tal que la inserción da como resultado una elevación del número de copias de los genes
lysC y asd. Una secuencia de ADN homóloga, que hace posible la incorporación del operón sintético, fue sintetizada5
por la entidad Geneart AG (Regensburg, Alemania). Esta secuencia de ADN se representa en la SEQ ID NO:35 y 
lleva la denominación IBcg0054. La secuencia de ADN contiene una zona intergénica que abarca 383 pb flanqueada 
por una zona de 595 pb (gen cg0055 que codifica una proteína membranal putativa y una parte del gen cg0057 que 
codifica una serina/treonina-proteínacinasa) así como una zona de 663 pb (parte del gen cg0054 que codifica una 
proteína de absorción de hierro).10

Adicionalmente a los sitios de corte por restricción de las enzimas AvrII y NsiI centralmente dentro de la zona 
intergénica para la inserción de diferentes secuencias de ADN se construyeron unos sitios de corte que flanquean a 
las endonucleasas de restricción MunI y HindIII para transclonaciones del fragmento total.

El fragmento Geneart con una longitud de 1.660 pb (SEQ IDNO:35) se digirió con las enzimas de restricción MunI y 
HindIII y a continuación se transclonó al vector pK18mobsacB movilizable, que ha sido descrito por Schäfer y 15
colaboradores (Gene, 145, 69-73 (1994)). Para ello el pK18mobsacB se digirió con las enzimas de restricción EcoRI 
y HindIII. El vector preparado previamente se mezcló con el fragmento IBcg0054 y la tanda se trató con el estuche 
Ready-To-Go T4 DNA Ligasa Kit (Amersham-Pharmacia, Freiburg, Alemania).

A continuación, la cepa de E.coli S17-1 (Simon y colaboradores, Bio/Technologie 1: 784-791, 1993) se transformó 
con la tanda de ligación (Hanahan, In. DNA cloning. a practical approach. Vol.1. ILR-Press, Cold Spring Habor, New 20
York, 1989). La selección en cuanto a células portadoras del plásmido se efectuó por siembra en placas de la tanda 
de transformación sobre un agar LB (Sambrock y colaboradores, Molecular Cloning: a laboratory manual. 2ª Ed. 
Cold Spring Habor, New York, 1989), que había sido suplementado con 50 mg/l de kanamicina.

El ADN plasmídico se aisló a partir de un transformante con ayuda del estuche QIAprep Spin Miniprep Kit de la 
entidad Qiagen, y se examinó mediante desdoblamiento por restricción con las enzimas EcoRI y HindIII, así como 25
por subsiguiente electroforesis en gel de agarosa. El plásmido lleva la denominación pK18mobsacB_IBcg0054.

Ejemplo 3

Construcción de los vectores de intercambio
pK18mobsacB_PgapWT_lysCT311I_asd,
pK18mobsacB_Pgap3_lysCT311I_asd y30
pK18mobsacB_Pg3N3_lysCT311I_asd

La caracterización de la mutación en la zona situada secuencia arriba del gen gap se efectúa con ayuda de una 
casete de ADN, que contiene un operón sintético de los genes lysC y asd, bajo el control de los respectivos 
promotores de PgapWT, Pgap3 o respectivamente Pg3N3, que se inserta en la zona intergénica que ha sido 
descrita en el Ejemplo 2. Los operones sintéticos fueron sintetizados por la entidad Geneart AG (Regensburg, 35
Alemania) y llevan las denominaciones PgapWT_lysCT311I_asd, Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente 
Pg3N3_lysCT311I_asd. Las secuencias de ADN se representan en Seq ID No:36 para PgapWT_lysCT311I_asd, en 
Seq ID No:37 para Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente en Seq ID No:38 para Pg3N3_lysCT311I_asd.

La zona de promotor del gen gap abarca las posiciones 9 hasta 469, correspondiendo la secuencia de la 
construcción artificial en esta zona en cada caso a las secuencias representadas en Seq ID No:2 (para PgapWT), en 40
Seq ID No:3 (para Pgap3) o respectivamente Seq ID No:34 (para Pg3N3). Secuencia abajo le sigue la secuencia 
codificadora de una aspartato cinasa desensibilizada procedente de Corynebacterium glutamicum, codificada por un 
alelo del gen lysC, que en la posición 311 de la proteína aspartato cinasa codificada posee la nucleobase isoleucina 
en lugar de la nucleobase treonina de tipo silvestre. Adicionalmente la nucleobase guanina se intercambió por la 
nucleobase adenina dentro del codón de iniciación de lysC. A continuación de esto sigue de nuevo secuencia abajo 45
la secuencia codificadora de la aspartatosemialdehído deshidrogenasa procedente de Corynebacterium glutamicum, 
que codifica el gen asd. Secuencia arriba de los dos genes lysC y asd se encuentra en cada caso el sitio de fijación 
a ribosomas del gen gap (delante de lysC en forma de la Seq ID No:16, delante de asd en forma de la Seq ID No:26) 
así como secuencia abajo de asd se encuentra el terminador del gen gap.

Para unas transclonaciones se construyeron sitios de corte por restricción de las enzimas AvrII y NsiI flanqueando al 50
operón sintético.

Los fragmentos se disociaron con las enzimas de restricción AvrII y NsiI, y a continuación se transclonaron en el 
vector movilizable pK18mobsacB_IBcg0054 que se ha descrito en el Ejemplo 2. Para esto el 
pK18mobsacB_IBcg0054 se digirió con las enzimas de restricción AvrII y NsiI, el vector así preparado previamente 
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se mezcló con los fragmentos PgapWT_lysCT311I_asd, Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente 
Pg3N3_lysCT311I_asd, y la tanda se trató con el estuche Ready-To-Go T4 DNA Ligase Kit (Amersham-Pharmacia, 
Freiburg, Alemania).

A continuación la cepa S17-1 de E.coli (Simon y colaboradores, Bio/Technologie 1: 784-791, 1993), se transformó 
con la tanda de ligación (Hanahan, In. DNA cloning. a practical approach. Vol.1. ILR-Press, Cold Spring Habor, New 5
York, 1989). La selección en cuanto a células portadoras de plásmidos se efectuó por siembra en placas de la tanda 
de transformación sobre un agar LB (Sambrock y colaboradores, Molecular Cloning: a laboratory manual. 2nd Ed. 
Cold Spring Habor, New York, 1989), que había sido suplementado con 50 mg/l de kanamicina.

El ADN de plásmido se aisló a partir de un transformante con ayuda QIAprep Spin Miniprep Kit de la entidad Qiagen
y se examinó mediante disociación por restricción con las enzimas AvrII y NsiI, así como por una subsiguiente10
electroforesis en gel de agarosa. Los plásmidos, según sea el alelo del promotor de gap llevan la denominación 
pK18mobsacB_PgapWT_lysCT311I_asd, pK18mobsacB_Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente 
pK18mobsacB_Pg3N3_lysCT311I_asd. A modo de ejemplo el pK18mobsacB_Pg3N3_lysCT311I_asd se representa 
en la Figura 1.

Ejemplo 415

Producción de las cepas de C.glutamicum DM1729_PgapWT_lysCT311I_asd, 
DM1729_ Pgap3_lysCT311I_asd y DM1729_ Pg3N3_lysCT311I_asd

Las mutaciones PgapWT_lysCT311I_asd, Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente Pg3N3_lysCT311I_asd deben 
ser introducidas en la cepa Corynebacterium glutamicum DM1729. La cepa DM1729 es una mutante resistente a 20
aminoetilcisteína de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 y se describe en la solicitud de patente EP 1 717 616 
A2 y por Georgi y colaboradores (Metabolic Engineering 7, 291-301 (2005)). Ella ha sido depositada bajo la 
denominación DSM17576 en la Deutsche Sammlung für Mikroorganismen y Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig, 
Alemania.

25
Los vectores pK18mobsacB_PgapWT_lysCT311I_asd, pK18mobsacB_Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente 
pK18mobsacB_Pg3N3_lysCT311I_asd descritos en el Ejemplo 3 se transfirieron según el protocolo de Schäfer y 
colaboradores (Journal of Microbiology 172: 1663-1666 (1990)) a la cepa DM1729 C. glutamicum por conjugación. El 
vector no se puede replicar en DM1729 espontáneamente y se retiene en la célula solamente cuando él, como 
consecuencia de un suceso de recombinación, se presenta integrado en el cromosoma. La selección de 30
transconjugantes, es decir de clones con pK18mobsacB_PgapWT_lysCT311I_asd, 
pK18mobsacB_Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente pK18mobsacB_Pg3N3_lysCT311I_asd integrado, se 
efectuó por siembra en placas de la tanda de conjugación sobre un agar LB, que había sido suplementado con       
25 mg/l de kanamicina y 50 mg/l de ácido nalidíxico. Unos transconjugantes resistentes a kanamicina fueron
extendidos seguidamente sobre placas de agar LB suplementadas con kanamicina (25 mg/l) e incubadas durante35
24 horas a 33°C. Para la selección de mutantes, en cuyos casos como consecuencia de un segundo suceso de 
recombinación había tenido lugar la escisión del plásmido, los clones fueron cultivados durante 30 horas de manera 
no selectiva en un medio líquido LB, extendidos seguidamente sobre un agar LB, que había sido suplementado con 
10 % de sacarosa e incubados durante 24 horas a 33°C.

40
Los plásmidos pK18mobsacB_PgapWT_lysCT311I_asd, pK18mobsacB_Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente 
pK18mobsacB_Pg3N3_lysCT311I_asd contienen, al igual que el plásmido de partida pK18mobsacB, junto al gen de 
resistencia a kanamicina una copia del gen sacB que codifica la levanoo sucrasa procedente de Bacillus subtilis. La
expresión del gen sacB inducible por sacarosa conduce a la formación de la levanoo sucrasa, que cataliza la síntesis
del producto levano tóxico para C. glutamicum. Sobre un agar LB suplementado con  sacarosa crecen por lo tanto45
solamente aquellos clones, en los cuales se ha escindido el pK18mobsacB_PgapWT_lysCT311I_asd, 
pK18mobsacB_Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente pK18mobsacB_Pg3N3_lysCT311I_asd integrado, como 
consecuencia de un segundo suceso de recombinación. En dependencia de la posición del segundo suceso de 
recombinación en relación con el sitio de mutación, tiene lugar en el caso de la escisión el intercambio de alelos o 
respectivamente la introducción de la mutación o la copia original permanece en el cromosoma del anfitrión.50

Seguidamente se buscó en cada caso un clon, en el que se había efectuado el intercambio deseado, la 
incorporación de la casete PgapWT_lysCT311I_asd, Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente 
Pg3N3_lysCT311I_asd en la zona intergénica.

55
Para esto se examinaron en cada caso 20 clones con el fenotipo "crecimiento en presencia de sacarosa" y "no
crecimiento en presencia de kanamicina" sobre integración de la casete PgapWT_lysCT311I_asd, 
Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente Pg3N3_lysCT311I_asd mediando uso de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR).
Con este objeto se utilizaron los siguientes oligonucleótidos sintéticos (cebadores): 60
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Cebador cg0054_9.p (SEQ ID No.39): 

5' CCACCCATCACCCTCACTTC 3'

Cebador cg0054_10.p (SEQ ID No.40): 

5' GCACTCTCGTTTGGCAGTTC 3'

Cebador QlysC_WT_P2 (SEQ ID No.41): 5

5'AAGTGCCGGGATCATTACTA 3'

Los cebadores expuestos fueron sintetizados por la entidad MWG Biotech (Ebersberg, Alemania). Los cebadores
cg0054_9.p y cg0054_10.p hacen posible la amplificación de un fragmento de ADN con un tamaño de 1.032 pb en el 
caso de presentarse la disposición de tipo silvestre en la zona intergénica. Por medio de la utilización de otro
cebador (QlysC_WT_P2) en la misma tanda de reacción, que se puede adicionar al gen lysC, se la amplificación10
hacen posible la amplificación de un fragmento de ADN con un tamaño de 1.330 pb, con lo que se detecta 
específicamente la integración del operón sintético PgapWT_lysCT311I_asd, Pgap3_lysCT311I_asd o 
respectivamente Pg3N3_lysCT311I_asd en la zona intergénica IBcg0054. La combinación del cebador cg0054_9.p y 
cg0054_10.p no proporciona ningún material amplificado en el caso de la integración en la zona intergénica en las 
condiciones escogidas para la reacción de PCR. Con ayuda de sus reacciones de detección, se identifican además 15
de ello unas reacciones de PCR, que por motivos técnicos no han proporcionado ningún material amplificado.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con el estuche Taq PCR Core Kit de Quiagen (Hilden, Alemania), que 
contiene la Taq ADN Polymerasa procedente de Thermus aquaticus, en un Mastercycler de la entidad Eppendorf 
(Hamburg, Alemania). Las condiciones en la tanda de reacción se ajustaron según los datos del fabricante. La tanda 20
de PCR se sometió en primer lugar a una desnaturalización introductoria a 94°C durante 2 minutos. A esta le 
siguieron repitiéndose 35 veces una etapa de desnaturalización a 94°C durante 30 segundos, una etapa para la 
fijación del cebador al ADN a 57°C durante 30 segundos y la etapa de extensión para la prolongación del cebador a
72°C durante 60 s. Después de la etapa de extensión final durante 5 min a 72°C los productos amplificados de esta 
manera se ensayaron por electroforesis en un gel de agarosa.25

De este modo se identificaron unos mutantes, que tienen presente la casete PgapWT_lysCT311I_asd, 
Pgap3_lysCT311I_asd o respectivamente Pg3N3_lysCT311I_asd en forma de una integración, habiéndose
mencionado en cada caso una de las cepas DM1729_ PgapWT_lysCT311I_asd, DM1729_ Pgap3_lysCT311I_asd y 
DM1729_ Pg3N3_lysCT311I_asd de C. glutamicum obtenidas.30

Ejemplo 5

Producción de L-lisina

Las cepas DM1729_ PgapWT_lysCT311I_asd, DM1729_ Pgap3_lysCT311I_asd y DM1729_ Pg3N3_lysCT311I_asd 
de C. glutamicum obtenidas en el Ejemplo 4 y la cepa de partida DM1729 se cultivaron en un medio nutritivo35
apropiado para la producción de lisina y se determinó el contenido de lisina en el material sobrenadante de cultivo.

Para esto los clones fueron reproducidos primeramente sobre unas placas de agar de corazón y cerebro (Merck, 
Darmstadt, Alemania) durante 24 horas a 33°C. Partiendo de estos cultivos en placas de agar se inoculó en cada 
caso un cultivo preliminar (10 ml de medio en el matraz Erlenmeyer con una capacidad de 100 ml). Como medio40
para el cultivo preliminar se utilizó el medio MM. El cultivo preliminar se incubó durante 24 horas a 33°C y 240 rpm 
sobre un dispositivo sacudidor. De este cultivo preliminar se inoculó un cultivo principal, de manera que la D.O. 
inicial (a 660 nm) del cultivo principal fue de 0,1 DO. Para el cultivo principal se utilizó asimismo el medio MM.

45
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Medio MM

CSL 5 g/l

MOPS 20 g/l

Glucosa (autoclavada por separado) 50 g/l

Sales:

(NH4)2SO4) 25 g/l

KH2PO4 0,1 g/l

MgSO4 * 7 H2O 1,0 g/l

CaCl2 * 2 H2O 10 mg/l

FeSO4 * 7 H2O 10 mg/l

MnSO4 * H2O 5,0mg/l

Biotina (filtrada en condiciones estériles) 0,3 mg/l

Tiamina * HCl (filtrada en condiciones estériles) 0,2 mg/l

CaCO3 25 g/l

El CSL (acrónimo de Corn Steep Liquor = líquido de maceración de maíz), el MOPS (abreviatura para ácido 
morfolinopropanosulfónico) y la solución de sales se ajustaron con agua amoniacal a un pH de 7 y se autoclavaron. 
Seguidamente se añadieron las soluciones estériles de substrato y vitaminas así como el CaCO3 autoclavado en 
seco.5

La cultivación se efectuó en volúmenes de 10 ml, que estaban contenidos en matraces Erlenmeyer con obstáculos 
que tenían una capacidad de 100 ml. La temperatura fue de 33°C, el número de revoluciones era de 250 rpm y la 
humedad del aire fue de 80 %.

10
Después de 24 horas se determinó la densidad óptica (OD) a una longitud de onda de medición de 660 nm con el 
imstrumento Biomek 1000 (Beckmann Instruments GmbH, München) bestimmt. La cantidad de lisina formada se 
determinó con un aparato analizador de aminoácidos de la entidad Eppendorf-BioTronik (Hamburg, Alemania) por
cromatografía con intercambio de iones y derivatización en columna posterior con detección mediante ninhidrina.

15
En la Tabla 1 se representa el resultado del ensayo.

Tabla 1: Preparación de L-lisina 

Cepa L-lisina HCl (g/l) DO (a 660nm)

DM1729 (cepa de partida) 9,9 14,9

DM1729_ PgapWT_lysCT311I_asd 12,5 13,9

DM1729_ Pgap3_lysCT311I_asd 12,8 13,2

DM1729_ Pg3N3_lysCT311I_asd 13,2 12,9

Todos los valores son valores medios de 3 experimentos independientes con las cepas mencionadas.20

El resultado muestra el efecto positivo sobre la formación del deseado producto (L-lisina) por utilización de las
variantes de promotor Pgap3 y Pg3N3 conformes al invento en relación con las cepas de partida precedentemente 
mencionadas.

Ejemplo 625

Construcción del vector de intercambio pK18mobsacB_IBcg0054_Pg3_argJB

Partiendo de la secuencia genómica de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 se sintetizó un fragmento grande
de ADN con un tamaño de 2.722 pb en la entidad GeneArt (Regensburg, Alemania) (Seq ID: 29) que lleva el
promotor Pgap3 y los genes argJ (que codifica una glutamato-N-acetiltransferasa) y argB (que codifica una30
acetilglutamatocinasa) trägt. La zona de promotor del gen gap abarca las posiciones 10 hasta 470, correspondiendo
la secuencia de la construcción artificial en esta zona a la secuencia representada en Seq ID No:3 (para Pgap3). 
Secuencia abajo siguen las secuencias codificadoras de una glutamato-N-acetiltransferasa y eine 
acetilglutamatocinasa procedente de Corynebacterium glutamicum. El fragmento fue cortado a través de los sitios de 
corte de SphI y BlnI introducidos terminalmente por disociación con SphI y BlnI y seguidamente en el vector 35
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pK18mobsacB_IBcg0054 asimismo cortado con SphI/BlnI (del Ejemplo 2) cloniert. El plásmido lleva la denominación 
pK18mobsacB_IBcg0054_Pg3_argJB.

Ejemplo 7

Producción de la cepa de C. glutamicum Corynebacterium glutamicum ATCC13032-DargFRGH-Pg3-argJB
5

El vector pK18mobsacB_IBcg0054_Pg3_argJB mencionado en el Ejemplo 6 fue transferido análogamente al 
Ejemplo 4 mediante conjugación según un protocolo de Schäfer y colaboradores (Journal of Microbiology 172: 1663-
1666 (1990)) a la cepa de Corynebacterium glutamicum Corynebacterium glutamicum ATCC13032_DargFRGH (de 
la solicitud de patente DE102010003419.3).

10
Para esto el vector fue previamente transformado en la cepa S17-1 de E.coli (Simon y colaboradores, Biotechnolgy 
1:784-791). El vector pK18mobsacB o respectivamente pK18mobsacB_IBcg0054_Pg3_argJB no puede replicarse
espontáneamente en C.glutamicum ATCC13032 y se retiene en la célula solamente solamente cuando él, como 
consecuencia de un suceso de recombinación, se ha integrado en el cromosoma. Die selección de clones con 
pK18mobsacB_IBcg0054_Pg3_argJB integrado se efectúa por siembra en placas de la tanda de conjugación sobre 15
un agar LB (Sambrook y colaboradores, Molecular Cloning: a Laboratory Manual, 2ª Ed., Cold Spring Habor, New 
York, 1989), que ha sido suplementado con 15 mg/l de kanamicina y 50 mg/ml de ácido nalidíxico. 15 clones 
crecidos son extendidos sobre placas de agar LB con 25 mg/l de kanamicina e incubadas durante 16 horas a 33°C. 
Para la selección de unos mutantes, en los cuales, como consecuencia de un segundo suceso de recombinación, ha 
tenido lugar la escisión del plásmido, los clones son cultivados durante 20 horas 20 de una manera no selectiva en20
un medio líquido LB, seguidamente extendidos sobre un agar LB con 10 % de sacarosa e incubados durante 24 
horas. El plásmido pK18mobsacB_IBcg0054_Pg3_argJB contiene, al igual que el plásmido de partida
pK18mobsacB, junto al gen de resistencia a kanamicina, una copia del gen sacB que codifica la levano sucrasa de 
Bacillus subtilis. La expresión inducible por sacarosa conduce a la formación de la levano sucrasa, que cataliza la 
síntesis del producto levano tóxico para C. glutamicum. Sobre un agar LB con sacarosa crecen por lo tanto 25
solamente aquellos clones, en los cuales se ha escindido de nuevo el pK18mobsacB_IBcg0054_Pg3_argJB 
integrado. En el caso de la escisión, juntamente con el plásmido, puede escindirse o bien la casete 
IBcg0054_Pg3_argJB completa, o la zona intergénica cromosomal IBcg0054. Aproximadamente 40 hasta 50
colonias fueron examinadas en cuanto al fenotipo "crecimiento en presencia de sacarosa" y "no crecimiento en
presencia de kanamicina". Con el fin de detectar que la casete IBcg0054_Pg3_argJB ha permanecido en el 30
cromosoma, fueron examinadas aproximadamente 20 colonias, que tienen el fenotipo 5 "crecimiento en presencia 
de sacarosa" y "no crecimiento en presencia de kanamicina", de acuerdo con el método de PCR patrón de Innis y 
colaboradores (PCR Protocols. a Guide to Methods and applications, 1990, Academic Press) con ayuda de la 
reacción en cadena de la polimerasa. En el presente caso, a partir del ADN cromosomal de las colonias se amplificó
un fragmento de ADN, que lleva la zona circundante a la zona intergénica IBcg0054 y una parte del gen arg35
insertado. Se escogieron los siguientes oligonucleótidos cebadores para la PCR.
.
argA-E1: TGTCGCGGAAGTGCTGCAAC

cg0054_10.p: GCACTCTCGTTTGGCAGTTC40

La detección de los clones correctos se efectuó por producción de un fragmento de ADN de 1.949 pb, que se 
detectó en el gel de agarosa.

Ejemplo 8

Producción de L-ornitina con Corynebacterium glutamicum45

Para la investigación de su capacidad para producir L-ornitina se cultivaron previamente en cada caso tres clones de 
la cepa de C. glutamicum ATCC13032_DargFRGH_Pg3_argJB y tres clones de la cepa ATCC 
13032_Delta_argFRGH en cada caso en 10 ml de un medio de ensayo durante 16 h a 33°C. Para el ensayo de 
producción se inocularon con el cultivo preliminar obtenido en cada caso 10 ml de un medio de ensayo de tal 
manera que la DO600 (densidad óptica bei 600 nm) de partida fuese de 0,1. Cada clon fue ensayado en tres50
matraces de sacudimiento, de tal manera que cada cepa está representada por en total nueve matraces de 
sacudimiento.

El medio de ensayo era idéntico al medio CgXII descrito en la referencia de Keilhauer y colaboradores (Journal of 
Bacteriology (1993) 175: 5593-5603), pèro contenía adicionalmente 7,5 g/l de un extracto de levadura (Difco), 25 55
µg/ml de kanamicina, 1 mM de IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosido) y 40 g/l de sacarosa en lugar de 
glucosa. Por motivos de sencillez, la composición del medio de ensayo se recopila en la subsiguiente Tabla 2. 
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Tabla 2

Componente Contenido por l

(NH4)2SO4 20 g

Urea 5 g

KH2PO4 1 g

K2HPO4 1 g

MgSO4 x 7 H2O 0,25 g

Ácido 3-morfolinopropanosulfónico (MOPS) 42 g

CaCl2 0,01 g

FeSO4 x 7H2O 0,01 g

MnSO4 x H2O 0,01 g

ZnSO4 x 7 H2O 0,001 g

CuSO4 0,0002 g

NiCl2 x 6H2O 0,00002 g

Biotina 0,0002 g

Ácido protocatecuico 0,03 g

Sacarosa 40 g

Extracto de levadura 7,5 g

pH (con NaOH) 7

La cultivación se efectuó a 33°C y 200 rpm en matraces de sacudimiento que tienen una capacidad de 100 ml. La 
desviación del sacudidor era de 5 cm. Después de 24 y 48 horas se tomaron muestras de los cultivos y se 
determinaron la densidad óptica, el contenido de sacarosa y el contenido de L-ornitina y las células se centrifugaron 5
brevemente (centrifugadora de mesa tipo 5415D (de Eppendorf) a 13.000 rpm, durante 10 min, a la temperatura 
ambiente).

La determinación de la densidad óptica se efectuó a una longitud de onda de 660 nm con un fotómetro de placas de 
microtitulación GENios (Tecan, Reading, Reino unido). Las muestras se diluyeron a 1:100 con agua 10
desmineralizada, antes de la medición.

La determinación de la sacarosa se efectuó con un sistema de ensayo (Nº de cat. 10 716 251 035) de la entidad R-
Biopharm AG (Darmstadt, Alemania). En el presente caso se invierte sacarosa y la glucosa formada se detecta con
un ensayo enzimático acoplado (hexocinasa/glucosa-6-fosfato deshidrogenasa) a través de la formación de NADH.15

La determinación cuantitativa de las concentraciones extracelulares de aminoácidos a partir del material 
sobrenadante de cultivo se efectuó mediante una HPLC de fase inversa (Lindroth y colaboradores, Analytical 
chemistry (1979) 51: 1167-1174). Se utilizó un aparato de HPLC de la serie HP1100 (Hewlett-Packard, Waldbronn, 
Alemania) con un detector de fluorescencia (G1321A) conectado; la regulación del sistema y la evaluación de los 20
datos se efectuaron con un puesto HP-Chem-Station (de Hewlett-Packard). 1 µL de la solución de aminoácidos que 
se había de analizar se mezcló en una derivatización en columna preliminar automática con 20 µl de un reactivo 
acabado de orto-ftalaldehído/2-mercaptoetanol (de Pierce Europe BV, Oud-Beijerland, Paises Bajos). Los isoindoles
sustituidos con tio, fluorescentes, resultantes en tal caso (Jones y colaboradores, Journal of Chromatography (1983) 
266: 471-482) fueron separados a través de una columna preliminar combinada (Hypersil DOS 540x4 mm) y de una 25
columna principal (Hypersil ODS 5, ambas columnas son de la entidad CS-Chromatographie Service GmbH, 
Langerwehe, Alemania) con un programa de gradientes con una fase (de metanol) crecientemente no polar. El 
eluyente polar era acetato de sodio (0,1 M; pH 7,2); el caudal era de 0,8 ml por minuto. La detección por 
fluorescencia de los aminoácidos derivatizados se efectuó a una longitud de onda de excitación de 230 nm y una 
longitud de onda de emisión de 450 nm. Las concentraciones de L-ornitina o respectivamente del hidrocloruro de L-30
ornitina se calcularon por una comparación con un patrón externo y L-asparagina como patrón interno adicional.

El peso molecular del hidrocloruro de L-ornitina es de 168,6 g x mol-1 y el de la L-ornitina es de 132,1 g x mol-1.

Para el cálculo del rendimiento, la cantidad de L-ornitina formada (medida como hidrocloruro de L-ornitina) se dividió35
por la cantidad de sacarosa consumida.

Los resultados se representan en la Tabla 3.
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Tabla 3: Formación de L-ornitina después de incubación durante 24 horas (Tabla 3A) y 48 horas (Tabla 3B). 
Abreviaturas: Orn-HCl: hidrocloruro de L-ornitina. 

Tabla 3A:

Tiempo 24 horas

Cepa Orn-HCl g/l Rendimiento g/g DO

ATCC 13032 _Delta_argFRGH 9,85 ± 0,10 0,39 ± 0,01 10,83 ± 0,25

ATCC13032_Darg FRGH_Pg3_argJB 10,53 ± 0,16 0,42 ± 0,01 10,50 ± 0,45

5
Tabla 3B:

Tiempo 48 horas

Cepa Orn-HCl g/l Rendimiento g/g DO

ATCC 13032 _Delta_argFRGH 15,10 ± 0,65 0,35 ± 0,01 11,59 ± 1,20

ATCC13032_Darg FRGH_Pg3_argJB 16,28 ± 0, 41 0,38 ± 0,01 10, 88 ± 0,43

Ejemplo 9

Producción de las construcciones artificiales de intercambio
pK18mobsacB_homUP_Pg3_hom, pK18mobsacB_ilvAUP_Pg3_ilvA y
pK18mobsacB_pycUP_Pg3_pyc10

Construcción del vector de intercambio pK18mobsacB_homUP_Pg3_hom

Partiendo de la secuencia genómica de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 se sintetizó en la entidad GeneArt 
(Regensburg, Alemania) un fragmento de ADN grande con un tamaño de 2.549 pb (SEQ ID No. 42) que lleva una 
parte de la región génica que se encuentra secuencia arriba del gen hom, el promotor Pgap3 y una parte del gen 
hom. El fragmento se cortó a través de los sitios de corte de BamHI y XbaI introducidos terminalmente por 15
disociación con BamHI y XbaI y seguidamente se clonó en el vector pK18mobsacB asimismo cortado con 
BamHI/XbaI. 
El plásmido lleva la denominación pK18mobsacB_homUP_Pg3_hom.

Construcción del vector de intercambio pK18mobsacB-ilvAUP-Pg3_ilvA20

De una manera análoga se sintetizó en la entidad GeneArt un fragmento de ADN grande con un tamaño de 2.442 pb 
(SEQ ID No. 43) que lleva una parte de la región génica que se encuentra secuencia arriba del gen ilvA, el promotor
Pgap3 y una parte del gen ilvA. El fragmento se cortó a través de los sitios de corte de BamHI y XbaI introducidos 
terminalmente por disociación con BamHI y XbaI y seguidamente se clonó en el vector pK18mobsacB asimismo 25
cortado con BamHI/XbaI. 
El plásmido lleva la denominación pK18mobsacB_ilvAUP_Pg3_ilvA.

Construcción del vector de intercambio pK18mobsacB_pycUP_Pg3_pyc

De una manera análoga se sintetizó en la entidad GeneArt un fragmento de ADN grande con un tamaño de 2.072 pb 
(SEQ ID No. 44) que que lleva una parte de la región génica que se encuentra secuencia arriba del gen pyc, el30
promotor Pgap3 y una parte del gen pyc. El fragmento se cortó a través de los sitios de corte de BamHI y HindIII
introducidos terminalmente por disociación con BamHI y HindIII y seguidamente se clonó en el vector pK18mobsacB 
asimismo cortado con BamH/IHindIII. 
El plásmido lleva la denominación pK18mobsacB_pycUP_Pg3_pyc.

35

Ejemplo 10

Producción de las cepas de C. glutamicum 
ATCC14310_homUP_Pg3_hom, ATCC14310_ ilvAUP_Pg3_ilvA y ATCC14310_pycUP_Pg3_pyc

Los vectores pK18mobsacB_homUP_Pg3_hom, pK18mobsacB_ilvAUP_Pg3_ilvA y40
pK18mobsacB_pycUP_Pg3_pyc, mencionados en el Ejemplo 9, fueron transferidos mediante conjugación según 
un protocolo de Schäfer y colaboradores (Journal of Microbiology 172: 1663-1666 (1990)) en cada caso 
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individualmente por conjugación en la cepa C. glutamicum ATCC14310 de Corynebacterium glutamicum (de una 
manera análoga a la del Ejemplo 4).

Se utilizaron los siguientes oligonucléotidos cebadores para la PCR de detección de las cepas.

Cebadores para la detección de homUP Pg3 hom en ATCC14310:5

Hom_Xl-A1 GATCTAGACGTCCAGGAGTTCCTCTACG (SEQ ID No. 45)

LC-hom2 TGGCGTCCAAGATGAAGTTG (SEQ ID No. 46)

La detección de los clones correctos se efectuó por producción de un fragmento de ADN con un tamaño de 1.502 
pb, que se detectó en el gel de agarosa y seguidamente se confirmó por secuenciación.

Cebadores para la detección de ilvAUP Pg3 ilvA en ATCC14310:10

Pgap3_1.p CGAGTACTATGCATTGAAGCCTAAAAACGACCG (SEQ ID No. 47)

ilvA-int-rev2 ACCGCGGATCTTGTAGGAAC (SEQ ID No. 48)

La detección de los clones correctos se efectuó por producción de un fragmento de ADN con un tamaño de  712 pb, 
que se detectó en el gel de agarosa y seguidamente se confirmó por secuenciación.

Cebadores para la detección de pycUP Pg3 pyc en ATCC14310:15

pycUP_3.p AGCACGTCAGCTGGTTCA (SEQ ID No. 49)

2xpyc-1 AGGTACGCCTTGACTGGTGA (SEQ ID No. 50)

La detección de los clones correctos se efectuó por producción de un fragmento de ADN con un tamaño de 1.004 
pb, que se detectó en el gel de agarosa y seguidamente se confirmó por secuenciación.

Ejemplo 1120

Preparación de isoleucina

Cada vez 10 ml de un caldo de cultivo Caso-Bouillon con 0.5 % glucosa se inocularon en un matraz Erlenmeyer con
obstáculos (volumen 100 ml) con 100 µl un cultivo de bacterias del Ejemplo 10 (derivados de ATCC 14310) y como
cultivo preliminar se sacudieron a 33°C durante 16 h a 200 rpm (matraces Erlenmeyer amplitud 5 cm). A partir del
cultivo preliminar se inocularon 10 ml de un cultivo principal en cada caso en tres matraces Erlenmeyer con25
obstáculos que tenían una capacidad de 100 ml con un volumen de inoculación de 1 %. Para el cultivo principal 
sirvió un medio, que contenía 40 g de glucosa, 20 g de sulfato de amonio, 0,5 g de dihidrógenofosfato de potasio, 
0,5 g de hidrógenofosfato de dipotasio, 20 g de carbonato de calcio, 0,25 g de sulfato de magnesio (heptahidato), 10 
mg de sulfato de hierro (heptahidato), 10 mg de sulfato de manganeso (x 4 H2O), 1 mg de sulfato de zinc
(heptahidato), 0,2 mg de sulfato de cobre y 300 mg/l de L-leucina. El cultivo principal se incubó durante 48 h a 33°C 30
y con una velocidad de sacudimiento de 200 rpm (amplitud 5 cm). El líquido de cultivo obtenido se separó por 
centrifugación y seguidamente se determinó la concentración de isoleucina en el material sobrenadante. Los 
resultados se representan en la Tabla 4.

Tabla 4: Formación de L-isoleucina después de incubación durante 48 horas.35

Conc. de isoleucina (g/l) después de 48 h

Cepa Cultivo 1 Cultivo 2 Cultivo 3

ATCC14310 3,51 3,43 3,48

ATCC14310_homUP_Pg3_hom 3,91 3,95 3,97

ATCC14310_ilvAUP_Pg3_ilvA 4,1 4,02 4,05

ATCC14310_pycUP_Pg3_pyc 3,75 3,81 3,84
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Figura 1: Mapa del plásmido pK18mobsacB_Pgap3_lysCT311I_asd

Figura 2: Mapa del plásmido pK18mobsacB_IBcg0054_Pg3_argJB

Figura 3: Mapa del plásmido pK18mobsacB_homUP_Pg3_hom

Figura 4: Mapa del plásmido pK18mobsacB_ilvAUP_Pg3_ilvA

Figura 5: Mapa del plásmido pK18mobsacB_pycUP_Pg3_pyc5

Las abreviaturas y denominaciones utilizadas tienen los siguientes significados. 

oriV: Origen de pMB1 similar a ColE1
10

sacB El gen sacB que codifica la proteína levanosucrosa

RP4mob: Sitio de movilización de RP4

Kan: Gen de resistencia a kanamicina15

'cg0057: Parte del gen cg0057 que codifica una seria/treonina-proteínacinasa

cg0055: Gen cg0055 que codifica una proteína de membrana putativa
20

'cg0054: Parte del gen cg0054 que codifica una proteína de absorción de hierro

gap Terminator: Terminador del gen gap

promotor: Promotor del gen gap correspondiente a SEQ ID NO 3 (también Pgap3)25

gap RBS: Sitio de fijación a ribosomas del gen gap

lysC: Alelo del gen lysC, que codifica una aspartato-cinasa desensibilizada
30

asd: Gen asd, que codifica una aspartatosemialdehído deshidrogenasa

argJ: Gen argJ, que codifica una glutamato-N-acetiltransferasa

argB: Gen argB, que codifica una acetilglutamatocinasa35

homUP: Parte de la región génica que se encuentra secuencia arriba del gen hom

hom': Parte del gen hom, que codifica una homoserina deshidrogenasa
40

ilvAUP: Parte de la región génica que se encuentra secuencia arriba del gen ilvA 

ilva': Parte del gen ilvA, que codifica una treonina-deshidratasa

pycUP: Parte de la región génica que se encuentra secuencia arriba del gen pyc45

pyc': Parte del gen pyc, que codifica una piruvato carboxilasa

HindIII: Sitio de corte de la enzima de restricción HindIII
50

BamHI: Sitio de corte de la enzima de restricción BamHI

XbaI: Sitio de corte de la enzima de restricción XbaI

AvrII: Sitio de corte de la enzima de restricción AvrII55

NsiI: Sitio de corte de la enzima de restricción NsiI

SphI: Sitio de corte de la enzima de restricción SphI
60
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BlnI: Sitio de corte de la enzima de restricción BlnI
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Evonik Degussa GmbH

<120> Variantes del promotor Pgap

<130> 2010E00462

<160> 505

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
< 211> 484
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum ATCC1303210

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(484)
< 223> SEQ ID NO: 20 del documento US 2008/0050786

<220>15
< 221> misc_feature
< 222> (247)..(346)
< 223> secuencia del promotor P-gap según Patek y colaboradores (Journal of Biotechnology 104, 311-323 (2003))

<220>
< 221> misc_feature20
< 222> (289) .. (294)
< 223> - 10 Región del promotor P-gap según Patek y colaboradores

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (301)..(301)25
< 223> comienzo de la transcripción

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (363)..(363)
< 223> nucleobase guanina30

<220>
< 221> RBS
< 222> (473)..(478)
< 223> sitio de fijación a ribosomas

<400> 1 35
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<210> 2
< 211> 461
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum ATCC13032

<220>
< 221> promotor
< 222> (1)..(461)

<220>10
< 221> misc_feature
< 222> (362)..(362)
< 223> nucleobase guanina (g)

<400> 2 

15

<210> 3
< 211> 461
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum ATCC13032

<220>20
< 221> promotor
< 222> (1)..(461)

<220>
< 221> mutación
< 222> (362)..(362)25
< 223> nucleobase adenina (a)

<400> 3 
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<210> 4
< 211> 10
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> RBS
< 222> (1)..(10)
< 223> secuencia de Shine-Dalgarno según Amador y colaboradores (Microbiology, 145, 915-924 (1999))10

<400> 4
agaaaggagg 10

<210> 5
< 211> 9
< 212> ADN15
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> RBS
< 222> (1)..(9)
< 223> secuencia de Shine-Dalgarno según Martin y colaboradores (Journal of Biotechnology 104, 41 - 53 (2003))20

<400> 5
gaaaggagg 9

<210> 6
< 211> 9
< 212> ADN25
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> RBS
< 222> (1)..(9)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen ppc según O'Regan y colaboradores (gene 77, 237-251 (1989))30

<400> 6
gaaagagtg 9

<210> 7
< 211> 7
< 212> ADN35
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> RBS
< 222> (1)..(7)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen aceA según Reinscheid y colaboradores (Journal of Bacteriology 176 40
(12), 3474-3483 (1994))

<400> 7
aaggaag 7
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<210> 8
< 211> 7
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>5
< 221> RBS
< 222> (1)..(7)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen thiX según Reinscheid y colaboradores (Journal of Bacteriology 176 (12), 
3474-3483 (1994))

<400> 810
gaaagga 7

<210> 9
< 211> 7
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum15

<220>
< 221> RBS
< 222> (1)..(7)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen sod según WO2005/059144

<400> 920
gaaagga 7

<210> 10
< 211> 7
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum25

<220>
< 221> RBS
< 222> (1)..(7)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen tuf según WO2005/059093

<400> 1030
aggagga 7

<210> 11
< 211> 7
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum35

<220>
< 221> RBS
< 222> (1)..(7)
< 223> sitio de fijación a ribosomas según SEQ ID NO:44 de EP 1 918 378 a1

<400> 1140
gaaagga 7

<210> 12
< 211> 7
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum45

<220>
< 221> RBS
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< 222> (1)..(7)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen fbp

<400> 12
gaggagg 7

<210> 135
< 211> 6
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> RBS10
< 222> (1)..(6)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen gap según Eikmanns (Journal of Bacteriology 174 (19), 6076-6086 
(1992))

<400> 13
aggaga 615

<210> 14
< 211> 22
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>20
< 221> RBS
< 222> (11)..(16)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen gap

<400> 14
caatctttag aggagacaca ac 2225

<210> 15
< 211> 22
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>30
< 221> misc_feature
< 222> (2)..(7)
< 223> sitio de corte de SspI

<220>
< 221> RBS35
< 222> (11)..(16)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen gap

<400> 15
caatatttag aggagacaca ac 22

<210> 1640
< 211> 21
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature45
< 222> (4)..(8)
< 223> zona del sitio de corte de NruI
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<220>
< 221> mutación
< 222> (7)..(7)
< 223> supresión del nucleótido citosina (c)

<220>5
< 221> RBS
< 222> (10)..(15)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen gap

<400> 16
caatcggaga ggagacacaa c 2110

<210> 17
< 211> 22
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>15
< 221> misc_feature
< 222> (4)..(9)
< 223> sitio de corte de NruI

<220>
< 221> RBS20
< 222> (11)..(16)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen gap

<400> 17
caatcgcgag aggagacaca ac 22

<210> 1825
< 211> 22
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature30
< 222> (4)..(9)
< 223> sitio de corte de NruI

<220>
< 221> RBS
< 222> (8)..(14)35
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen fbp

<400> 18
caatcgcgag gaggcccttc ag 22

<210> 19
< 211> 126640
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> CDS
< 222> (1)..(1266)45
< 223> región codificadora de lysC
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<400> 19 
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<210> 20
< 211> 4215
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< 212> PRT
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 20 

E12728293
09-05-2017ES 2 624 926 T3

 



42

<210> 21
< 211> 1266
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum5

<220>
< 221> CDS
< 222> (1)..(1266)
< 223> región codificadora de lysC
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<220>
< 221> mutación
< 222> (932)..(932)
< 223> mutación T311I; nucleobase citosina (c) a timina (t)

<400> 21 5
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<210> 22
< 211> 421
< 212> PRT5
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<400> 22 
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<210> 23
< 211> 2324
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum5

<220>
< 221> gen
< 222> (1)..(1266)
< 223> región codificadora de lysC

<220>10
< 221> mutación
< 222> (932)..(932)
< 223> T311I, c a t

<220>
< 221> gen15
< 222> (1290)..(2324)
< 223> región codificadora de asd
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<400> 23 
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<210> 24
< 211> 1266
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> mutación
< 222> (1)..(1)
< 223> nucleobase guanina (g) a adenina (a)10

<220>
< 221> gen
< 222> (1)..(1266)
< 223> región codificadora de lysC

<220>15
< 221> mutación
< 222> (932)..(932)
< 223> mutación T311I; nucleobase citosina (c) a timina (t)

<220>
< 221> mutación20
< 222> (1265)..(1265)
< 223> nucleobase adenina (a) a guanina (g)

<400> 24 
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<210> 25
< 211> 2808
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(6)
< 223> zona del sitio de corte de NsiI10

<220>
< 221> promotor
< 222> (7)..(467)
< 223> promotor Pgap3 como SEQ ID NO 3

<220>15
< 221> misc_feature
< 222> (468)..(488)
< 223> RBS de gap como SEQ ID NO 16

<220>
< 221> gen20
< 222> (489)..(1754)
< 223> región codificadora de lysC con mutación T311I, atg Start y tga Stopp como SEQ ID NO 24

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1755)..(1773)25
< 223> RBS de gap como SEQ ID NO 26

<220>
< 221> gen
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< 222> (1774)..(2808)
< 223> región codificadora de asd

<400> 25 
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<210> 26
< 211> 22
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (2)..(7)
< 223> sitio de corte de AatII10

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (6)..(11)
< 223> sitio de corte de XbaI

<220>15
< 221> RBS
< 222> (11)..(16)
< 223> sitio de fijación a ribosomas del gen gap

<400> 26
tgacgtctag aggagacaca ac 2220

<210> 27
< 211> 4496
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum
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<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(207)
< 223> parte de la región codificadora de una serina/treonina-proteínacinasa (cg0057)

<220>5
< 221> gen
< 222> (322)..(594)
< 223>región codificadora de una proteína putativa (proteína inhibidora de septación, cg0055)

<220>
< 221> misc_feature10
< 222> (812)..(817)
< 223> zona del sitio de corte de NsiI

<220>
< 221> promotor
< 222> (818)..(1278)15
< 223> promotor Pgap3 como SEQ ID NO 3

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1279)..(1299)
< 223> RBS de gap como SEQ ID NO 1620

<220>
< 221> gen
< 222> (1300)..(2565)
< 223> región codificadora de lysC con mutación T311I, atg Start y tga Stopp como SEQ ID NO 24

<220>25
< 221> misc_feature
< 222> (2566)..(2584)
< 223> RBS de gap como SEQ ID NO 26

<220>
< 221> gen30
< 222> (2585)..(3619)
< 223> región codificadora de asd

<220>
< 221> terminador
< 222> (3623)..(3667)35
< 223> terminador de gap

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (3674)..(3679)
< 223> zona del sitio de corte de AvrII40

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (3834)..(4496)
< 223> parte de la región codificadora de una proteína utilizadora de quelador de hierro (cg0054)
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<400> 27 
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<210> 28
< 211> 2531
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum5

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(1013)
< 223> zona situada secuencia arriba de la región codificadora de hom

<220>10
< 221> misc_feature
< 222> (1012)..(1017)
< 223> zona del sitio de corte de NsiI

<220>
< 221> promotor15
< 222> (1018)..(1478)
< 223> promotor de Pgap3 como SEQ ID NO 3

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1479)..(1500)20
< 223> RBS de gap como SEQ ID NO 17

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1482)..(1487)
< 223> zona del sitio de corte de NruI25

<220>
< 221> gen
< 222> (1501)..(2531)
< 223> región codificadora de hom
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<400> 28 
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<210> 29
< 211> 2722
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (2)..(7)
< 223> sitio de corte por restricción de SphI10

<220>
< 221> promotor
< 222> (10)..(470)
< 223> promotor Pgap3 como SEQ ID NO 3

<220>15
< 221> gen
< 222> (529)..(1695)
< 223> región codificadora de argJ

<220>
< 221> gen20
< 222> (1741)..(2694)
< 223> región codificadora de argB

<220>
< 221> gen
< 222> (2695)..(2708)25
< 223> parte de la región codificadora de argD

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (2716) .. (2721)
< 223> sitio de corte por restricción BlnI30
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<400> 29 
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<210> 30
< 211> 2005
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (379)..(379)
< 223> nucleobase guanina (g)10

<220>
< 221> gen
< 222> (501)..(1505)
< 223>región codificadora de gap

<400> 30 15
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<210> 31
< 211> 20
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(20)
< 223> cebador Pgap3-110

<400> 31
cgtttggggt caatgtccato 20
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<210> 32
< 211> 18
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<400> 325
cccagtccag gttctttg 18

<210> 33
< 211> 2005
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum10

<220>
< 221> mutación
< 222> (379)..(379)
< 223> nucleobase adenina (a)

<220>15
< 221> gen
< 222> (501)..(1505)
< 223>región codificadora de gap

<400> 33 

20
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<210> 34
< 211> 461
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> promotor
< 222> (1)..(461)
< 223> promotor Pg3N310

<220>
< 221> mutación
< 222> (265)..(265)
< 223> nucleobase timina (t)

<220>15
< 221> mutación
< 222> (269) .. (269)
< 223> nucleobase citosina (c)

<220>
< 221> mutación20
< 222> (290)..(290)
< 223> nucleobase timina (t)

<220>
< 221> mutación
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< 222> (292)..(292)
< 223> nucleobase adenina (a)

<220>
< 221> mutación
< 222> (362)..(362)5
< 223> nucleobase adenina (a)

<400> 34 

<210> 35
< 211> 166010
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<400> 35 
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<210> 36
< 211> 2872
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (3)..(8)
< 223> sitio de restricción NsiI10

<220>
< 221> promotor
< 222> (9) .. (469)
< 223> promotor de gap según SEQ ID NO. 2

<220>15
< 221> RBS
< 222> (470)..(490)
< 223> RBS de gap según SEQ ID No. 16

<220>
< 221> gen20
< 222> (491)..(1756)
< 223> secuencia codificadora de lysC

<220>
< 221> RBS
< 222> (1754)..(1775)25
< 223> RBS de gap según SEQ ID No. 26

<220>
< 221> gen
< 222> (1776)..(2810)
< 223> secuencia codificadora de asd30

ES 2 624 926 T3

 



65

<220>
< 221> terminador
< 222> (2814)..(2858)
< 223> terminador de gap 

<220>5
< 221> misc_feature
< 222> (2865)..(2870)
< 223> sitio de restricción de AvrII

<400> 36 

10
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<210> 37
< 211> 2872
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (3)..(8)
< 223> sitio de restricción de NsiI10

<220>
< 221> promotor
< 222> (9) .. (469)
< 223> promotor de gap según SEQ ID NO. 3

<220>15
< 221> RBS
< 222> (470)..(490)
< 223> RBS de gap según SEQ ID No. 16
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<220>
< 221> gen
< 222> (491)..(1756)
< 223> secuencia codificadora de lysC

<220>5
< 221> RBS
< 222> (1754)..(1775)
< 223> RBS de gap según SEQ ID No. 26

<220>
< 221> gen10
< 222> (1776)..(2810)
< 223> secuencia codificadora de asd

<220>
< 221> terminador
< 222> (2814)..(2858)15
< 223> terminador de gap

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (2865)..(2870)
< 223> sitio de restricción de AvrII20

<400> 37 
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<210> 38
< 211> 28725
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
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< 222> (3)..(8)
< 223> sitio de restricción de NsiI

<220>
< 221> promotor
< 222> (9) .. (469)5
< 223> promotor de gap según SEQ ID NO. 34

<220>
< 221> RBS
< 222> (470)..(490)
< 223> RBS de gap según SEQ ID No. 1610

<220>
< 221> gen
< 222> (491)..(1756)
< 223> secuencia codificadora de lysC

<220>15
< 221> RBS
< 222> (1754)..(1775)
< 223> RBS de gap según SEQ ID No. 26

<220>
< 221> gen20
< 222> (1776)..(2810)
< 223> secuencia codificadora de asd

<220>
< 221> terminador
< 222> (2814)..(2858)25
< 223> terminador de gap

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (2865)..(2870)
< 223> sitio de restricción de AvrII30

<400> 38 
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<210> 39
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum5

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(20)
< 223> cebador cg0054_9.p

<400> 3910
ccacccatca ccctcacttc 20

<210> 40
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum15

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(20)
< 223> cebador cg0054_10.p

<400> 4020
gcactctcgt ttggcagttc 20

<210> 41
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum25

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(20)
< 223> cebador QlysC_WT_P2

<400> 4130
aagtgccggg atcattacta 20

<210> 42
< 211> 2549
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum35
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<220>
< 221> misc_feature
< 222> (2)..(7)
< 223> sitio de corte de BamHI

<220>5
< 221> misc_feature
< 222> (2543)..(2548)
< 223> sitio de corte de XbaI

<400> 42 

10
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<210> 43
< 211> 2442
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (2)..(7)
< 223> sitio de corte de BamHI10

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (2436)..(2441)
< 223> sitio de corte de XbaI

<400> 43 15
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<210> 44
< 211> 2072
< 212> ADN
< 213> Corynebacterium glutamicum5

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (2)..(7)
< 223> sitio de corte de HindIII

<220>10
< 221> misc_feature
< 222> (2066)..(2071)
< 223> sitio de corte de BamHI

<400> 44 

15
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<210> 45
< 211> 28
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(28)
< 223> cebador Hom_Xl-A110

<400> 45
gatctagacg tccaggagtt cctctacg 28

<210> 46
< 211> 20
< 212> ADN15
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(20)
< 223> cebador LC-hom220
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<400> 46
tggcgtccaa gatgaagttg 20

<210> 47
< 211> 33
< 212> ADN5
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(33)
< 223> cebador Pgap3_1.p10

<400> 47
cgagtactato gcattgaagc ctaaaaacga ccg 33

<210> 48
< 211> 20
< 212> ADN15
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(20)
< 223> cebador ilvA-int-rev220

<400> 48
accgcggatc ttgtaggaac 20

<210> 49
< 211> 18
< 212> ADN25
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(18)
< 223> cebador pycUP_3.p30

<400> 49
agcacgtcag ctggttca 18

<210> 50
< 211> 20
< 212> ADN35
< 213> Corynebacterium glutamicum

<220>
< 221> misc_feature
< 222> (1)..(20)
< 223> cebador 2xpyc-140

<400> 50
aggtacgcct tgactggtga 20
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleótido aislado con actividad de promotor, que abarca un polinucleótido con la secuencia de nucleótidos 
que se representa en SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34.

2. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 1, caracterizado por que él se compone de la secuencia de 
nucleótidos representada en SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34.5

3. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 2, caracterizado por que está unido funcionalmente junto al 
extremo 3’ con un segundo polinucleótido que contiene junto al extremo 5’ un codón de iniciación ATG o GTG y 
codifica uno o varios polipéptido(s), directamente, mediante un oligonucleótido de puente o mediante un 
polinucleótido de puente, preferentemente mediante un polinucleótido de puente.

4. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 3, caracterizado por que el polinucleótido según SEQ ID NO:3 o 10
SEQ ID NO:34 está unido con el nucleótido adenosina en la posición 461 del extremo 3’ mediante un polinucleótido 
de puente con una longitud de 1, 2, 3, 4 ó 5 nucleótidos con el primer nucleótido del codón de iniciación del segundo 
polinucleótido.

5. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 4, caracterizado por que el polinucleótido según SEQ ID NO:3 o 
SEQ ID NO:34 está unido con el nucleótido adenosina junto al extremo 3’ mediante un polinucleótido de puente con 15
una longitud de 6 hasta como máximo (≤) 600 nucleótidos, preferentemente con una longitud de 20, 21, 22, 23, 24 ó
25 nucleótidos, con el primer nucleótido del codón de iniciación del segundo polinucleótido.

6. El polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 5, caracterizado por que el polinucleótido de puente comprende 
una secuencia de nucleótidos que garantiza la traducción del ARN sintetizado.

7. El polinucleótido de acuerdo con las reivindicaciones 5 hasta 6, caracterizado por que la secuencia del 20
polinucleótido de puente se compone esencialmente de una secuencia de nucleótidos representada en SEQ ID 
NO:12 o SEQ ID NO:13.

8. El polinucleótido de acuerdo con las reivindicaciones 5 hasta 6, caracterizado por que la secuencia del 
polinucleótido de puente se compone de una de las secuencias de nucleótidos representadas en SEQ ID NO:14, 
SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17 o SEQ ID NO:18.25

9. Un polinucleótido de acuerdo con la reivindicación 2, caracterizado por que él está unido funcionalmente con el 
nucleótido adenosina en la posición 461 junto al extremo 3’ de SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:34 con un oligonucleótido 
de puente o con un polinucleótido de puente, preferentemente con un polinucleótido de puente, que garantiza la 
traducción de ARN.

10. El polinucleótido de acuerdo con las reivindicaciones 3 hasta 8, caracterizado por que el segundo polinucleótido,30
que codifica uno o varios polipéptido(s) y que está unido funcionalmente con el polinucleótido de acuerdo con la 
reivindicación 2, se compone de uno o varios de los polinucleótidos, seleccionados entre el conjunto formado por:

a) el polinucleótido (gen zwf), que codifica la subunidad Zwf de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (gen 
Zwf, Nº de EC: 1.1.1.49),

b) el polinucleótido (gen opcA), que codifica la subunidad OpcA de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (gen 35
OpcA, Nº de EC: 1.1.1.49),

c) el polinucleótido (gen devB), que codifica una 6-fosfogluconolactonasa (DevB, Nº de EC: 3.1.1.31),

d) el polinucleótido (gen tkt), que codifica una transcetolasa (Tkt, Nº de EC: 2.2.1.1),

e) el polinucleótido (gen tal), que codifica una transaldolasa (Tal, Nº de EC: 2.2.1.2),

f) el polinucleótido (gen gnd), que codifica una 6-fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd, Nº de EC: 1.1.1.44),40

g) el polinucleótido (gen rpe), que codifica una ribulosa-fosfato-3-epimerasa (Rpe, Nº de EC: 5.1.3.1),

h) el polinucleótido (gen rpi), que codifica una ribosa-5-fosfato isomerasa B (Rpi, Nº de EC: 5.3.1.6),
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i) el polinucleótido (gen ppc), que codifica una fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc,Nº de EC: 4.1.1.31),

j) el polinucleótido (gen fbp), que codifica una fructosa-1,6-bisfosfatasa (Fbp, Nº de EC: 3.1.3.11),

k) el polinucleótido (gen pyc), que codifica una piruvato-carboxilasa (Pyc, Nº de EC: 6.4.1.1),

l) el polinucleótido (gen dapA), que codifica una dihidrodipicolinato sintasa (DapA, Nº de EC: 4.2.1.52),

m) el polinucleótido (gen asd), que codifica una aspartatosemialdehído deshidrogenasa (Asd, Nº de EC: 5
1.2.1.11),

n) el polinucleótido (gen ddh), que codifica una meso-diaminopimelato deshidrogenasa (Ddh, Nº de EC: 
1.4.1.16),

o) el polinucleótido (gen lysA), que codifica una diaminopimelato-descarboxilasa (LysA, Nº de EC: 4.1.1.20),

p) el polinucleótido (gen aat), que codifica una aspartato-aminotransferasa (Aat, Nº de EC: 2.6.1.1),10

q) el polinucleótido (gen lysE), que codifica un polipéptido con actividad exportadora de L-lisina (LysE, lisina 
eflujo permeasa),

r) el polinucleótido (gen dapB), que codifica una dihidrodipicolinato reductasa (DapB, Nº de EC: 1.3.1.26),

s) el polinucleótido (gen lysC), que codifica una aspartatocinasa (LysC, Nº de EC: 2.7.2.4),

t) el polinucleótido (gen dapC), que codifica una succinildiaminopimelato aminotransferasa, AT clase I (DapC, 15
Nº de EC: 2.6.1.17),

u) el polinucleótido (gen dapD), que codifica una tetrahidrodipicolinato succinilasa (DapD, Nº de EC: 
2.3.1.117),

v) el polinucleótido (gen dapE), que codifica una succinildiaminopimelato desuccinilasa (DapE, Nº de EC: 
3.5.1.18),20

w) el polinucleótido (gen dapF), que codifica una diaminopimelato epimerasa (DapF, Nº de EC: 5.1.1.7),

x) los polinucleótidos (gen ilvB y gen ilvN), que codifican las subunidades de una acetolactato sintasa (IlvBN, 
Nº de EC: 4.1.3.18),

y) el polinucleótido (gen ilvC), que codifica una isomerorreductasa (IlvC, Nº de EC: 1.1.1.86),

z) el polinucleótido (gen ilvD), que codifica una dihidroxi-ácido deshidratasa (IlvD, Nº de EC: 4.2.1.9),25

aa) el polinucleótido (gen ilvE), que codifica una transaminasa (IlvE, Nº de EC: 2.6.1.42),

bb) el polinucleótido (gen ilvA) que codifica una treoninadeshidratasa (IlvA, Nº de EC: 4.3.1.19),

cc) el polinucleótido (gen hom) que codifica una homoserinadeshidrogenasa (Hom, Nº de EC: 1.2.1.11,

dd) el polinucleótido (gen thrB), que codifica una homoserinacinasa (ThrB, Nº de EC: 2.7.1.39),

ee) el polinucleótido (gen thrC), que codifica una treoninasintasa (ThrC, Nº de EC: 4.2.3.1),30

ff) el polinucleótido (gen leuA), que codifica una isopropilmalatosintasa (LeuA, Nº de EC: 2.3.3.13),

gg) el polinucleótido (gen leuB), que codifica una isopropilmalatodeshidrogenasa (LeuB, Nº de EC: 1.1.1.85),
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hh) el polinucleótido (gen leuC), que codifica la subunidad grande de una isopropilmalatoisomerasa (LeuC,    
Nº de EC: 4.2.1.33),

ii) el polinucleótido (gen leuD), que codifica la subunidad pequeña de una isopropilmalatoisomerasa (LeuD,  
Nº de EC: 4.2.1.33),

jj) el polinucleótido (gen lysE), que codifica un transportador de lisina/ornitina (número de solicitud                5
DE 102010003419.3),

kk) el polinucleótido (gen argB), que codifica una N-acetilglutamatocinasa (ArgB, Nº de EC: 2.7.2.8),

ll) el polinucleótido (gen gdh), que codifica una glutamato deshidrogenasa (Gdh, Nº de EC: 1.4.1.3),

mm) el polinucleótido (gen argJ), que codifica una glutamato N-acetiltransferasa (ArgJ, Nº de EC: 2.3.1.35 y      
Nº de EC: 2.3.1.1),10

nn) el polinucleótido (gen argC), que codifica una N-acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa (ArgC, Nº de EC: 
1.2.1.38), y

oo) el polinucleótido (gen argD), que codifica una acetil-ornitina aminotransferasa (ArgD, Nº de EC: 2.6.1.11),.

11. Un vector que contiene el polinucleótido de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 10.

12. Un microorganismo que contiene el polinucleótido según SEQ ID NO:34.15

13. El microorganismo que contiene el vector de acuerdo con la reivindicación 11.

14. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 12, caracterizado por que el polinucleótido está integrado en 
el cromosoma.

15. El microorganismo de acuerdo con una de las reivindicaciones 12 hasta 14, caracterizado por que se trata de 
una bacteria del género género Corynebacterium, preferiblemente Corynebacterium glutamicum.20

16. Un microorganismo que contiene el polinucleótido aislado de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 10, 
caracterizado porque el polinucleótido aislado con actividad de promotor de acuerdo con una o varias de las 
reivindicaciones 1 hasta 10, está intercambiado en el cromosoma
1. por el promotor nativo en el sitio génico nativo del segundo polinucleótido o 
2. está integrado con el segundo polinucleótido en su sitio génico nativo o en otro sitio génico, realizándose que el 25
segundo polinucleótido, que codifica uno o varios polipéptido(s) se compone de uno o varios de los polinucleótidos, 
seleccionados entre el conjunto formado por:

a) el polinucleótido (gen zwf), que codifica la subunidad Zwf de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (gen 
Zwf, Nº de EC: 1.1.1.49),

b) el polinucleótido (gen opcA), que codifica la subunidad OpcA de la glucosa-6-fosfato-1-deshidrogenasa (gen 30
OpcA, Nº de EC: 1.1.1.49),

c) el polinucleótido (gen devB), que codifica una 6-fosfogluconolactonasa (DevB, Nº de EC: 3.1.1.31),

d) el polinucleótido (gen tkt), que codifica una transcetolasa (Tkt, Nº de EC: 2.2.1.1),

e) el polinucleótido (gen tal), que codifica una transaldolasa (Tal, Nº de EC: 2.2.1.2),

f) el polinucleótido (gen gnd), que codifica una 6-fosfogluconato deshidrogenasa (Gnd, Nº de EC: 1.1.1.44),35

g) el polinucleótido (gen rpe), que codifica una ribulosa-fosfato-3-epimerasa (Rpe, Nº de EC: 5.1.3.1),

h) el polinucleótido (gen rpi), que codifica una ribosa-5-fosfato isomerasa B (Rpi, Nº de EC: 5.3.1.6),
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i) el polinucleótido (gen ppc), que codifica una fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc,Nº de EC: 4.1.1.31),

j) el polinucleótido (gen fbp), que codifica una fructosa-1,6-bisfosfatasa (Fbp, Nº de EC: 3.1.3.11),

k) el polinucleótido (gen pyc), que codifica una piruvato-carboxilasa (Pyc, Nº de EC: 6.4.1.1),

l) el polinucleótido (gen dapA), que codifica una dihidrodipicolinato sintasa (DapA, Nº de EC: 4.2.1.52),

m) el polinucleótido (gen asd), que codifica una aspartatosemialdehído deshidrogenasa (Asd, Nº de EC: 5
1.2.1.11),

n) el polinucleótido (gen ddh), que codifica una meso-diaminopimelato deshidrogenasa (Ddh, Nº de EC: 
1.4.1.16),

o) el polinucleótido (gen lysA), que codifica una diaminopimelato-descarboxilasa (LysA, Nº de EC: 4.1.1.20),

p) el polinucleótido (gen aat), que codifica una aspartato-aminotransferasa (Aat, Nº de EC: 2.6.1.1),10

q) el polinucleótido (gen lysE), que codifica un polipéptido con actividad exportadora de L-lisina (LysE, lisina 
eflujo permeasa),

r) el polinucleótido (gen dapB), que codifica una dihidrodipicolinato reductasa (DapB, Nº de EC: 1.3.1.26),

s) el polinucleótido (gen lysC), que codifica una aspartatocinasa (LysC, Nº de EC: 2.7.2.4),

t) el polinucleótido (gen dapC), que codifica una succinildiaminopimelato aminotransferasa, AT clase I (DapC, 15
Nº de EC: 2.6.1.17),

u) el polinucleótido (gen dapD), que codifica una tetrahidrodipicolinato succinilasa (DapD, Nº de EC: 
2.3.1.117),

v) el polinucleótido (gen dapE), que codifica una succinildiaminopimelato desuccinilasa (DapE, Nº de EC: 
3.5.1.18),20

w) el polinucleótido (gen dapF), que codifica una diaminopimelato epimerasa (DapF, Nº de EC: 5.1.1.7),

x) los polinucleótidos (gen ilvB y gen ilvN), que codifican las subunidades de una acetolactato sintasa (IlvBN, 
Nº de EC: 4.1.3.18),

y) el polinucleótido (gen ilvC), que codifica una isomerorreductasa (IlvC, Nº de EC: 1.1.1.86),

z) el polinucleótido (gen ilvD), que codifica una dihidroxi-ácido deshidratasa (IlvD, Nº de EC: 4.2.1.9),25

aa) el polinucleótido (gen ilvE), que codifica una transaminasa (IlvE, Nº de EC: 2.6.1.42),

bb) el polinucleótido (gen ilvA) que codifica una treoninadeshidratasa (IlvA, Nº de EC: 4.3.1.19),

cc) el polinucleótido (gen hom) que codifica una homoserinadeshidrogenasa (Hom, Nº de EC: 1.2.1.11,

dd) el polinucleótido (gen thrB), que codifica una homoserinacinasa (ThrB, Nº de EC: 2.7.1.39),

ee) el polinucleótido (gen thrC), que codifica una treoninasintasa (ThrC, Nº de EC: 4.2.3.1),30

ff) el polinucleótido (gen leuA), que codifica una isopropilmalatosintasa (LeuA, Nº de EC: 2.3.3.13),

gg) el polinucleótido (gen leuB), que codifica una isopropilmalatodeshidrogenasa (LeuB, Nº de EC: 1.1.1.85),
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hh) el polinucleótido (gen leuC), que codifica la subunidad grande de una isopropilmalatoisomerasa (LeuC,     
Nº de EC: 4.2.1.33),

ii) el polinucleótido (gen leuD), que codifica la subunidad pequeña de una isopropilmalatoisomerasa (LeuD,   
Nº de EC: 4.2.1.33),

jj) el polinucleótido (gen lysE), que codifica un transportador de lisina/ornitina (número de solicitud                5
DE 102010003419.3),

kk) el polinucleótido (gen argB), que codifica una N-acetilglutamatocinasa (ArgB, Nº de EC: 2.7.2.8),

ll) el polinucleótido (gen gdh), que codifica una glutamato deshidrogenasa (Gdh, Nº de EC: 1.4.1.3),

mm) el polinucleótido (gen argJ), que codifica una glutamato N-acetiltransferasa (ArgJ, Nº de EC: 2.3.1.35 y      
Nº de EC: 2.3.1.1),10

nn) el polinucleótido (gen argC), que codifica una N-acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa (ArgC, Nº de EC: 
1.2.1.38), y

oo) el polinucleótido (gen argD), que codifica una acetil-ornitina aminotransferasa (ArgD, Nº de EC: 2.6.1.11),.

17. El microorganismo de acuerdo con una de las reivindicaciones 12 hasta 16, caracterizado por que el 
microorganismo posee la capacidad de producir un producto químico fino.15

18. Un microorganismo de acuerdo con la reivindicación 17, caracterizado por que en el caso del producto químico 
fino se trata de un L-aminoácido, seleccionado preferiblemente entre el conjunto formado por L-isoleucina, L-lisina, 
L-metionina, L-ornitina, L-prolina, L-valina y L-triptófano o un ácido orgánico, preferiblemente un α-cetoácido, 
particularmente se trata de un α-cetoácido seleccionado entre el conjunto formado por ácido α-cetoisocaproico, ácido
α-cetovaleriánico y ácido α-ceto-β-metil valeriánico.20

19. Un procedimiento para la preparación de un producto químico fino, caracterizado por que se llevan a cabo las 
siguientes etapas

a) fermentar un microorganismo definido en una de las reivindicaciones 12 hasta 18 en un medio de 
fermentación mediado formación de un caldo de fermentación

b) acumular el producto químico fino en el caldo de fermentación procedente de a) y/o en las células de 25
microorganismos.

20. El procedimiento para la preparación de un producto químico fino de acuerdo con la reivindicación 19, 
caracterizado por que se trata de un procedimiento seleccionado entre el conjunto de procedimientos por tandas, 
procedimientos de afluencia, procedimientos de afluencia repetida y procedimientos continuos.

21. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 19 hasta 20, caracterizado por que a partir del caldo de 30
fermentación que contiene el producto químico fino se recupera el producto químico fino o un producto que contiene 
el producto químico fino líquido o sólido.
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Figura 1: Plásmido pK18mobsacB_Pgap3_lysCT311I_asd
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Figura 2: Plásmido pK18mobsacB_IBcg0054_Pg3_argJB
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Figura 3: Mapa del plásmido pK18mobsacB_homUP_Pg3_hom
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Figura 4: Mapa del plásmido pK18mobsacB_ilvAUP_Pg3_ilvA
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Figura 5: Mapa del plásmido pK18mobsacB_pycUP_Pg3_pyc
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