
ES
 2

 6
35

 3
12

 T
3

11 2 635 312

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

51 Int. CI.:

C12P 13/08 (2006.01)

C12N 9/24 (2006.01)

C12P 13/04 (2006.01)

C12N 9/12 (2006.01)

12 TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA T3

86 Fecha de presentación y número de la solicitud internacional: 11.02.2010 PCT/KR2010/000872

87 Fecha y número de publicación internacional: 19.08.2010 WO10093182

96 Fecha de presentación y número de la solicitud europea: 11.02.2010 E 10715651 (5)
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: 03.05.2017 EP 2239336

Microorganismo para producir L-aminoácidos y método para producir L-aminoácidos
utilizando el mismo

 Título:54

30 Prioridad:

13.02.2009 KR 20090012048

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
03.10.2017

73 Titular/es:

CJ CHEILJEDANG CORPORATION (100.0%)
500, Namdaemunro 5-ga, Jung-gu
Seoul 100-749, KR

72 Inventor/es:

JU, JAE YEONG;
LEE, KWANG HO;
BAE, HYUN AE;
KIM, HYO JIN;
LEE, KEUN CHUL;
HWANG, YOUNG BIN;
CHO, KYU SOO;
PARK, HYE MIN y
KIM, HYUN AH

74 Agente/Representante:

ARIAS SANZ, Juan

Aviso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín Europeo de Patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesión de Patentes Europeas).



2

DESCRIPCIÓN

Microorganismo para producir L-aminoácidos y método para producir L-aminoácidos utilizando el mismo

Campo técnico5

La presente invención se refiere a un microorganismo transformado que produce un L-aminoácido con un alto 
rendimiento utilizando sacarosa como fuente de carbono principal, y a un método para producir un L-aminoácido 
utilizando dicho microorganismo.

10
Técnica antecedente

Debido a la creciente demanda de producción de biocombustible y a las pérdidas de cultivo causadas por un clima 
inusual, el precio del azúcar de almidón utilizado como materia prima de la fermentación, ha aumentado 
rápidamente. Como alternativa, el uso de sacarosa o de melazas que contienen una alta concentración de sacarosa, 15
más baratas que el azúcar de almidón, como fuente de carbono en la fermentación industrial, es ventajoso para 
asegurar costes competitivos. Aproximadamente el 50 % de la E. coli aislada de la naturaleza puede metabolizar 
sacarosa, pero la cepa K12, la cepa B y la cepa de C de E. coli normalmente utilizadas en la fermentación industrial, 
no tienen la capacidad de asimilar sacarosa. (Mol. Microbiol. (1998) 2: 1-8, Can. J. Microbiol. (1999) 45: 418-422). 
Por lo tanto, entre los desafíos más importantes en la industria de la fermentación se encuentra la investigación de 20
genes implicados en la asimilación de sacarosa, el establecimiento de genes relacionados con una asimilación de 
sacarosa potenciada mediante mejoras y la aplicación de los genes en las cepas de E. coli industriales, que no 
asimilan sacarosa, para la producción de metabolitos deseados.

Para impartir la capacidad de asimilar sacarosa a las cepas de E. coli industriales, generalmente se han utilizado25
métodos de introducción de un gen o un grupo de genes de asimilación de sacarosa procedentes de 
microorganismos que tienen una capacidad de asimilar sacarosa. Por ejemplo, se conoce bien en la técnica un 
método para impartir capacidad de asimilar sacarosa a E. coli K12 mediante transformación con el regulón scr
presente en las especies de Salmonella que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae (J. Bacteriol. (1982) 151: 68-
76, Mol. Microbiol. (1998) 2: 1-8, J. Microbiol. (1991) 173: 7464-7470, Patente de Estados Unidos N.º 7.179.623),30
Klebsiella pneumoniae (J. Gen. Microbiol. (1988) 134: 1635-1644), Erwinia amylovora (J. Bacteriol. (2000) 182: 
5351-5358). También se conoce la introducción del regulón csc procedente de E. coli de una cepa distinta a K12 que 
tiene la capacidad de asimilar sacarosa o de E. coli patógena (Appl. Environ. Microbiol. (1992) 58: 2081-2088, 
Patente de Estados Unidos N.º 6.960.455), la introducción de un gen de asimilación de sacarosa que está presente 
en el plásmido conjugativo scr53 aislado de E. coli AB1281 (Patente de Estados Unidos N.º 4.806.480), y la 35
introducción del regulón scr y del operón sac procedente de microorganismos gram positivos, Streptococcus mutants
(J. Bacteriol. (1989) 171: 263-271) y Bacillus subtilis (J. Bacteriol. (1989) 171: 1519-1523).

Convencionalmente, a través de métodos de fermentación se han producido industrialmente L-aminoácidos 
utilizando cepas de microorganismos aisladas de la naturaleza o mutantes artificiales de dichas cepas bacterianas, 40
que se han modificado de tal forma que se potencia el rendimiento de la producción de L-aminoácidos. Se han 
notificado muchas técnicas para potenciar los rendimientos de la producción de L-aminoácidos. Por ejemplo, las 
técnicas para potenciar los rendimientos de producción incluyen el aumento de las actividades de enzimas 
implicadas en la biosíntesis de aminoácidos o desensibilización de las enzimas diana de la inhibición por 
retroalimentación por el L-aminoácido resultante. Sin embargo, los rendimientos de producción de aminoácidos de 45
las cepas productoras de L-aminoácidos pueden mejorarse aumentando la actividad de excreción de L-aminoácidos. 
Por ejemplo, se han utilizado bacterias que pertenecen al género Corynebacterium en el que está aumentada la 
expresión de un gen de secreción de L-lisina. Además, la expresión de genes que codifican las proteínas de salida 
que actúan potenciando la secreción de L-cisteína, L-cistina, N-acetilserina o derivados de tiazolidina está regulada 
para aumentar la actividad de producción de L-aminoácidos.50

El sistema de utilización de sacarosa está dividido principalmente en el sistema Scr-PTS y el sistema PTS no Scr. La 
mayoría de los microorganismos capaces de utilizar sacarosa tienen el sistema Scr-PTS (sacarosa fosfotransferasa 
dependiente de fosfoenolpiruvato). El sistema Scr-PTS permite una captación eficaz de un bajo nivel de sacarosa, 
pero el proceso de captación de sacarosa requiere el consumo de PEP (fosfoenolpiruvato) para reducir la reserva 55
intracelular de PEP. El sistema PTS no Scr es un sistema que utiliza sacarosa permeasa del tipo de simporte de 
protones, ejemplificado por los agrupamientos de genes csc bien conocidos que contienen cscB que codifica 
sacarosa permeasa. El regulón csc consiste en cscB (sacarosa permeasa o sacarosa permeasa del tipo de simporte 
de protones), cscK (fructoquinasa), cscA (sacarosa hidrolasa) y cscR (regulador transcripcional de sacarosa) y está 
controlado negativamente por dos operones, cscKB y cscR (Jahreis K et al., J. Bacteriol. (2002) 184:5307-5316).60

PEP es un metabolito clave en la ruta metabólica central y funciona como donador de fosfato del sistema PTS de 
azúcar. PEP también está implicado en la síntesis de ATP catalizada por la piruvato quinasa y funciona como un 
precursor directo de varios aminoácidos u oxaloacetato (OAA) (Metab. Eng. (2002) 4: 124-137, Microb. Cell Fact. 
(2005) 4: 14). En particular, el OAA se utiliza como esqueleto de carbono de aminoácidos tales como treonina, 65
isoleucina, metionina, lisina, asparagina y ácido aspártico (Patente de Estados Unidos N.º 6.960.455). Se sabe que 
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PEP se consume principalmente a través del sistema PTS de azúcar. Hasta el 50 % del PEP total se consume a 
través del sistema PTS de glucosa en un medio mínimo que contiene glucosa como fuente de carbono (Microb. Cell 
Fact. (2005) 4: 14). Por lo tanto, si se utiliza un sistema no PTS de azúcar en lugar del sistema PTS de azúcar, la 
reserva de PEP intracelular puede aumentarse, y el PEP aumentado puede utilizarse para la biosíntesis de 
productos de fermentación, mejorando de esta manera la productividad y el rendimiento.5

En la utilización se sacarosa, el sistema PTS no Scr, que no requiere el consumo de PEP tras la captación de 
sacarosa, también es más preferido que el sistema Scr-PTS. Prácticamente, Ajinomoto Co. ha introducido métodos 
para obtener treonina, isoleucina y triptófano utilizando E. coli transformada con cscBKA procedente de EC3132 
(Patente de Estados Unidos N.º 6.960.455). DuPont también ha producido tirosina utilizando E. coli K12 10
transformada con cscBKAR procedente de ATCC13281 de E. coli y sacarosa (Appl. Microbiol. Biotechol. (2007) 74: 
1031-1040).

Sin embargo, la manoquinasa (Mak) tiene una actividad quinasa que convierte las hexosas, incluyendo la manosa y 
la fructosa, en 6-fosfoéster a través del consumo de ATP. En particular, un gen (mak o yajF) que codifica la Mak de 15
tipo silvestre (Mak-o) de bacterias entéricas se conoce como un gen críptico, y su actividad está aumentada en gran 
medida por la mutación de la secuencia en la región -35 del promotor de mak (Mak+) (Kornberg HL, J. Mol. 
Microbiol. Biotechnol. (2001) 3: 355-359; Miller BG & Raines RT, Biochemistry (2005) 44: 10776-10783). Mak 
también puede fosforilar otros sustratos tales como glucosa, sorbosa y glucosamina, además de manosa y fructosa. 
Sin embargo, no hay informes de que Mak afecta al metabolismo de la sacarosa.20

Divulgación

Problema técnico
25

Para desarrollar microorganismos capaces de utilizar sacarosa con alta eficacia, los presentes inventores 
investigaron genes que se esperaba que estuvieran implicados en el metabolismo de la sacarosa, y descubrieron 
que la manoquinasa jugaba un papel importante en el metabolismo de la sacarosa, es decir, aun cuando E. coli
tenga inactivada la manoquinasa, se introduzca con el regulón csc intacto, su tasa de utilización de sacarosa está 
reducida en comparación con la E. coli de tipo silvestre, completando de esta manera la presente invención.30

Solución técnica

Un objetivo de la presente invención es proporcionar un microorganismo que pertenece al género Escherichia que 
tenga mejorada la productividad de L-aminoácidos y la capacidad de asimilar sacarosa, que se prepara impartiendo 35
las actividades de la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador transcripcional de sacarosa a un 
miroorganismo no asimilativo de sacarosa y aumentando la actividad manoquinasa.

Otro objeto de la presente invención es proporcionar un método para producir un L-aminoácido utilizando el 
microorganismo que pertenece al género Escherichia.40

Efectos ventajosos

Cuando el microorganismo que pertenece al género Escherichia, que tiene mejorada la productividad de L-
aminoácidos y la capacidad de asimilar sacarosa de acuerdo con la presente invención, se utiliza para la producción 45
de L-aminoácidos, la sacarosa puede utilizarse como fuente de carbono principal en lugar del azúcar de almidón 
normalmente utilizado en la fermentación industrial, haciendo frente de esta manera al rápido aumento en los 
precios globales del grano además de producir L-aminoácidos con alto rendimiento.

Descripción de los dibujos50

La FIG. 1 es un diagrama esquemático que muestra el regulón scr, en el que p representa promotores, Ko1 y Yo2o3 
representan operadores y t representa terminadores; y

La FIG. 2 muestra la construcción del plásmido recombinante pAcscBAR’-mak que contiene cscBAR’-mak.55

Mejor modo

En un aspecto, para conseguir los objetivos anteriores, la presente invención se refiere a un microorganismo que 
pertenece al género Escherichia que tiene mejoradas la productividad de L-aminoácidos y la capacidad de asimilar 60
sacarosa, que se prepara impartiendo las actividades de la sacarosa permeasa (cscB), la sacarosa hidrolasa (cscA) 
y el regulador transcripcional de sacarosa (cscR) a un microorganismo que no asimila sacarosa y aumentando la 
actividad manoquinasa.

En la presente invención, la sacarosa permeasa es un péptido que tiene la actividad de importar sacarosa 65
extracelular, la sacarosa hidrolasa tiene la actividad de hidrolizar sacarosa para dar glucosa y fructosa y el regulador 
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transcripcional de sacarosa tiene la actividad de regular la transcripción de genes que codifican la sacarosa 
permeasa y la sacarosa hidrolasa. Las actividades de la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador 
transcripcional de sacarosa están presentes en microorganismos que tienen la capacidad de asimilar sacarosa, pero 
no están presentes en microorganismos pertenecientes al género Escherichia, en particular, cepas industriales tales 
como la cepa K12, la cepa C y la cepa C de E. coli.5

Los métodos para impartir las actividades de la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador 
transcripcional de sacarosa, a Escherichia que no asimila sacarosa, pueden realizarse por una diversidad de 
métodos bien conocidos en la técnica. Preferentemente, el método es introducir en un vector los genes que codifican 
la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador transcripcional de sacarosa y transformar la Escherichia10
que no asimila sacarosa que tiene productividad de L-aminoácidos con el vector recombinante. El gen que codifica la 
sacarosa permeasa, el gen que codifica la sacarosa hidrolasa y el gen que codifica el regulador transcripcional de 
sacarosa pueden proceder de un microorganismo que tiene una capacidad de asimilar sacarosa, preferentemente el 
género Escherichia que tiene una capacidad de asimilar sacarosa, y más preferentemente E. coli que tiene una 
capacidad de asimilar sacarosa. Los ejemplos de E. coli que tienen una capacidad de asimilar sacarosa incluyen E. 15
coli ATCC9637 (Alterthum F. & Ingram LO, Appl. Environ. Microbiol. (1989) 55: 1943-1948) o similares. El gen (cscB) 
que codifica la sacarosa permeasa, el gen (cscA) que codifica la sacarosa hidrolasa y el gen (cscR) que codifica el 
regulador transcripcional de sacarosa que se obtienen de E. coli ATCC9637 se representa por las SEQ ID NO: 4, 6, 
y 7, respectivamente.

20
En una realización específica, los presentes inventores pueden introducir, en un vector, un gen cscBAR que codifica 
la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador transcripcional de sacarosa, que incluye los genes cscB, 
cscA y cscR de las SEQ ID NO: 4, 6, y 7 procedentes del regulón csc y después transformar la Escherichia que no 
asimila sacarosa que tiene productividad de L-aminoácidos con el vector recombinante.

25
En la presente invención, manoquinasa se refiere a un péptido que tiene una actividad de convertir hexosa tal como 
manosa en 6-fosfo-éster utilizando ATP. La presente invención se caracteriza por que la Escherichia que no asimila 
sacarosa tiene la actividad manoquinasa potenciada (o aumentada) en comparación con la actividad intrínseca de la 
manoquinasa. La “actividad intrínseca” significa una actividad de la Escherichia que no asimila sacarosa, que no 
está modificada por ninguna manipulación o alteración genética. Además, “potenciado” o “aumentado” significa una 30
mejora en la actividad intrínseca de la Escherichia que no asimila sacarosa.

El método para potenciar (o aumentar) la actividad manoquinasa puede realizarse por una diversidad de métodos 
bien conocidos en la técnica. Los ejemplos del método incluyen, pero sin limitación, un método para aumentar el 
número de copias de la secuencia de bases que codifica la manoquinasa insertando adicionalmente en un 35
cromosoma un polinucleótido que contiene una secuencia de bases que codifica la manoquinasa, o introduciendo el 
polinucleótido en un sistema de vector, un método de reemplazo con un promotor fuerte, un método de introducción 
de mutaciones en el promotor y un método de mutación génica. En una realización específica, para potenciar la 
actividad manoquinasa del microorganismo que pertenece al género Escherichia que tiene productividad de 
aminoácidos, el gen que codifica la manoquinasa se introduce en un vector para transformar el microorganismo que 40
pertenece al género Escherichia, aumentando de esta manera el número de copias del gen.

El gen que codifica la manoquinasa es cualquier gen que tenga una secuencia de bases que sea operativa en la 
Escherichia que no asimila sacarosa, y preferentemente un gen mak que codifica la proteína Mak de tipo silvestre de 
bacterias entéricas (Mak-o). En una realización específica, se usó preferentemente un polinucleótido que tenía una 45
secuencia de bases de SEQ ID NO: 15 (número de registro GenBank AC000091) procedente de E. coli. Sin 
embargo, será obvio para los expertos en la materia, que el gen que codifica la manoquinasa puede modificarse en 
alguna medida siempre que conserve su actividad. Los expertos en la materia entenderán fácilmente que la 
secuencia de bases que conserva una homología de 70 % o más por la modificación artificial es equivalente a la 
procedente de la secuencia de bases de la presente invención, siempre que conserve la actividad deseada en la 50
presente invención.

En la presente invención, para mejorar adicionalmente la productividad de L-aminoácidos y la capacidad de asimilar 
sacarosa, puede utilizarse un método para aumentar el número de copias del gen que codifica un péptido que tiene 
actividades de manoquinasa, sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y de regulador transcripcional de sacarosa, un 55
método para mejorar un promotor, mutagénesis aleatoria o mutagénesis dirigida. En la realización específica de la 
presente invención, se indujo mutagénesis aleatoria en el agrupamiento de genes que contenía las secuencias de 
bases que codificaban la manoquinasa, la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa y el regulador transcripcional 
de sacarosa por tratamiento con hidroxilamina (Sikorski RS & Boeke JD, Methods Enzymol. (1991) 194: 302-318).

60
Por lo tanto, en una realización preferida, la presente invención se refiere a un microorganismo que pertenece al 
género Escherichia que tiene una productividad de L-aminoácidos mejorada y capacidad de asimilar sacarosa, en el 
que la mutación en su secuencia de bases o secuencia de aminoácidos se induce por la mutagénesis anterior. 
Preferentemente, el mutante es un mutante que tiene una o más mutaciones en las secuencias de bases de 
manoquinasa, sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y regulador transcripcional de sacarosa. Más 65
preferentemente, el mutante es un mutante que tiene una o más mutaciones en las secuencias de aminoácidos de 
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manoquinasa, sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y regulador transcripcional de sacarosa. Preferentemente, el 
mutante tiene un regulador transcripcional de sacarosa mutado, codificado por la secuencia de bases representada 
por la SEQ ID NO. 17.

Un microorganismo perteneciente al género Escherichia que tiene una productividad de L-aminoácidos mejorada y 5
capacidad de asimilar sacarosa de acuerdo con la presente invención puede proporcionarse introduciendo el 
mutante en el vector y transformando con el vector recombinante la Escherichia que no asimila sacarosa que tiene
productividad de L-aminoácidos. En una realización específica, los presentes inventores utilizaron un plásmido 
pAcsCBAR’-mak que contenía una secuencia de bases representada por la SEQ ID NO. 18 para transformar la 
Escherichia que no asimila sacarosa en un microorganismo perteneciente al género Escherichia que tiene la 10
productividad de L-aminoácidos mejorada y capacidad de asimilar sacarosa.

Como se usa en el presente documento, el término “vector” es un compuesto de ácido nucleico utilizado para la 
preparación del microorganismo perteneciente al género Escherichia de acuerdo con la presente invención, 
preparado introduciendo los genes que codifican la sacarosa permeasa, la sacarosa hidrolasa, el regulador 15
transcripcional de sacarosa y la manoquinasa en una célula hospedadora, Escherichia que no asimila sacarosa, y el 
vector incluye factores de expresión esenciales típicos para la expresión de la proteína deseada. Específicamente, el 
vector incluye elementos reguladores de la expresión tales como un promotor, un operador, un codón de iniciación, 
un codón de terminación y una señal de poliadenilación, que pueden modificarse de diversas formas. Además, el 
vector puede incluir una secuencia potenciadora o secuencia secretora. Los ejemplos de vectores utilizados 20
comúnmente pueden incluir plásmidos naturales o recombinantes, cósmidos, virus y bacteriófagos.  Por ejemplo, el 
vector de fago o vector de cósmido puede incluir pWE15, M13, EMBL3, EMBL4, FIXII, DASHII, ZAPII, gt10, 
gt11, Charon4A y Charon21A, y el vector de plásmido incluye pBR, pUC, pBluescriptII, pGEM, pTZ, pCL y 
plásmidos de tipo pET. Los vectores a utilizar no están limitados particularmente, y puede utilizarse cualquier vector 
de expresión conocido. Se prefieren los vectores pACYC177, pACYC187, pCL, pECCG117, pUC19, pBR322 y 25
pMW118.

Como se usa en el presente documento, el término “transformación” significa un método en el que un gen se 
introduce en una célula hospedadora a expresar en la célula hospedadora. Los genes transformados, si están en el 
estado de expresarse en la célula hospedadora, comprenden cualquiera de los genes insertados en el cromosoma 30
de la célula hospedadora o situados en otras partes del cromosoma. Además, el gen comprende ADN y ARN como 
polinucleótido capaz de codificar un polipéptido. Siempre que el gen pueda introducirse en la célula hospedadora y 
expresarse en la misma, el gen se introduce en cualquier tipo. Por ejemplo, el gen puede introducirse en la célula 
hospedadora en el tipo de casete de expresión que es un expresoma de polinucleótido que comprende en sí mismo 
elementos enteros para expresar el gen. El casete de expresión comprende un promotor que está conectado 35
operativamente al gen, una señal de terminación de la transcripción, un sitio de unión a ribosomas y una señal de 
terminación de la traducción. El casete de expresión puede estar en el tipo del vector de expresión capaz de 
autoclonarse. El gen también puede introducirse en la célula hospedadora por sí misma o en el tipo de expresoma 
de polinucleótido que se conectará operativamente a la secuencia necesaria para la expresión en la célula 
hospedadora.40

El microorganismo de la presente invención se refiere a un microorganismo perteneciente al género Escherichia que 
tiene productividad de L-aminoácidos mejorada y capacidad de asimilar sacarosa, que se prepara impartiendo las 
actividades de sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y regulador transcripcional de sacarosa a un microorganismo 
que no asimila sacarosa que tiene productividad de L-aminoácidos y aumentando la actividad manoquinasa. 45

El microorganismo de la presente invención es preferentemente E. coli.

En la presente invención, el “L-aminoácido” es L-treonina, O-succinil-homoserina, O-acetil-homoserina, L-metionina, 
L-lisina, L-homoserina, L-isoleucina, L-valina, L-triptófano o similares. Preferentemente, el L-aminoácido es L-50
treonina, O-succinil-homoserina, O-acetil-homoserina y L-triptófano.

En una realización específica, los presentes inventores transformaron la cepa ABA5G de E. coli que tiene 
productividad de L-treonina utilizando un vector que tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO. 18, que contiene 
el agrupamiento de genes cscBAR’-mak de E. coli que tiene productividad de L-treonina. La cepa preparada se 55
denominó E. coli CA03-0308, y se depositó en el organismo de depósitos internacional, Korean Culture Center of 
Microorganisms, que es la Colección de Cultivos Subsidiaria de la Federación Coreana de Colecciones de Cultivo 
(localizada en 361-221, Hongje-1-dong, Seodaemon-gu, Seúl, Corea) el 23 de diciembre de 2008, con el número de 
registro asignado KCCM-10978P.

60
En otro aspecto, la presente invención se refiere a un método para producir L-aminoácidos utilizando el 
microorganismo perteneciente al género Escherichia en un medio que contiene sacarosa como fuente de carbono, 
que comprende las etapas de inocular y cultivar el microorganismo que tiene capacidad de asimilar sacarosa y 
productividad de L-aminoácidos en un medio de cultivo que contiene total o parcialmente sacarosa como fuente de 
carbono; y separar los L-aminoácidos del medio de cultivo.65
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Los procedimientos de cultivo utilizados en la presente invención pueden realizarse en un medio adecuado y en 
condiciones de cultivo conocidas en la técnica. De acuerdo con las cepas utilizadas, los procedimientos de cultivo 
pueden ajustarse fácilmente por los expertos en la materia. Los ejemplos de procedimientos de cultivo incluyen tipo 
discontinuo, tipo continuo y tipo semicontinuo, pero no se limitan a los mismos. Los medios utilizados en el método 
de cultivo deben cumplir preferentemente los requisitos de una cepa específica.5

El medio utilizado en la presente invención contiene sacarosa como fuente principal de carbono. La sacarosa 
utilizada como fuente principal de carbono puede suministrarse en forma de melazas que contienen una alta 
concentración de sacarosa, y el medio puede contener una cantidad apropiada de diversas fuentes de carbono sin 
limitación, además de la sacarosa o las melazas. La fuente de nitrógeno puede utilizarse de forma individual o en 10
combinaciones. Al medio puede añadirse fuentes de fósforo, tales como dihidrogenofosfato potásico, 
hidrogenofosfato  dipotásico o sales correspondientes que contienen sodio. Además, el medio puede contener sales 
de metales tales como sulfato de magnesio y sulfato ferroso. Por otro lado, el medio puede complementarse con 
aminoácidos, vitaminas y precursores apropiados. Estos medios o precursores pueden añadirse a los cultivos por un 
método de tipo discontinuo o de tipo continuo.15

Durante el cultivo, pueden añadirse, de forma apropiada, hidróxido amónico, hidróxido de potasio, amoniaco, ácido 
fosfórico y ácido sulfúrico para ajustar el pH de los cultivos. De manera apropiada, para reducir la formación de 
espumas en los cultivos, pueden añadirse antiespumantes tales como éster poliglicólico de ácidos grasos. Para 
mantener los cultivos en estado aerobio se les puede inyectar oxígeno o gases que contengan oxígeno. Para 20
mantener los cultivos en estado anaerobio y microaerobio, no se les puede inyectarse gas o se les puede inyectar 
gas de nitrógeno, hidrógeno o dióxido de carbono. Los cultivos se mantienen a una temperatura de 27 ºC a 37 ºC, y 
preferentemente, a una temperatura de 30 ºC a 35 ºC. El cultivo puede proseguir hasta que se obtenga una cantidad 
deseada del material deseado, y preferentemente puede proseguir durante 10 a 100 horas.

25
El método para recoger y recuperar los aminoácidos producidos en la etapa de cultivo que se utiliza en la presente 
invención, puede realizarse mediante un método apropiado conocido en la técnica, dependiendo de los 
procedimientos de cultivo, por ejemplo, tipo discontinuo, tipo continuo y tipo semicontinuo, para recoger el 
aminoácido deseado del medio de cultivo.

30
Modo para llevar a cabo la invención

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invención se describirá con más detalle haciendo referencia a 
los Ejemplos. Sin embargo, estos Ejemplos solo tienen fines ilustrativos y no pretenden limitar la invención.

35
Ejemplo 1: Establecimiento y clonación del gen de asimilación de sacarosa, regulón csc

Un regulón que contenía el gen cscBKAR (número de registro GenBank X81461), que codifica el sistema Scr-no 
PTS que no requiere consumo de PEP (fosfoenolpiruvato) tras la captación de sacarosa, se amplificó por PCR 
utilizando como molde un ADN genómico de la cepa W de E. coli (ATCC9637, Estados Unidos). Para amplificar40
como un solo polinucleótido, cuatro tipos de genes que están presentes consecutivamente en el genoma, se usó un 
cebador de SEQ ID NO. 1 que tenía el sitio de restricción EagI y un cebador de SEQ ID NO. 2 que tenía el sitio de 
restricción XbaI.

SEQ ID NO. 1: 5’-CTTACGGCCGGAGTACATTTGAGCGACTGT-3’45
SEQ ID NO. 2: 5’-CGACTCTAGACTCGTTGGCGAGAACAGAGG-3’

La PCR se realizó en condiciones que incluían desnaturalización a 94 ºC durante 3 min, 25 ciclos de 
desnaturalización a 94 ºC durante 30 s, hibridación a 56 ºC durante 30 s y polimerización a 72 ºC durante 5 min, y 
después polimerización a 72 ºC durante 7 min. Como resultado, se obtuvo un polinucleótido de 5199 pb. El 50
polinucleótido obtenido se trató con las enzimas de restricción EagI y XbaI, y después se clonó en un vector 
pACYC184.  Posteriormente, DH5 de E. coli se transformó con el vector y se expandió en una placa de agar 
MacConkey que contenía sacarosa al 1%. De las colonias, se seleccionaron las de color púrpura intenso, y después 
se obtuvo un plásmido de las mismas.

55
Ejemplo 2. Determinación de la secuencia de bases del gen cscBKAR obtenido

El plásmido obtenido se denominó pAcsBKAR, y se analizó la secuencia de bases de ADN (SEQ ID NO. 3) de 
cscBKAR clonado en los sitios EagI y XbaI. Se determinó que las posiciones 141 a 1388 de la secuencia de bases 
eran cscB (SEQ ID NO. 4), las posiciones 1460 a 2374 cscK (SEQ ID NO. 5), las posiciones 2590 a 4023 cscA (SEQ 60
ID NO. 6) y las posiciones 4031 a 5026 cscR (SEQ ID NO. 7).

Ejemplo 3. Construcción de la cepa MG1655 con el gen mak delecionado

Para investigar genes cruciales implicados en el metabolismo de la sacarosa, se seleccionaron genes candidatos 65
que se esperaba que estuvieran implicados en el metabolismo de la sacarosa, y se construyó la cepa K12 de E. coli
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mutante que tenía cada gen delecionado. Se realizó una inactivación de una etapa (Proc. Natl. Acad. Sci. (2000) 97: 
6640-6645) para delecionar cada gen, construyendo de esta manera la cepa K12 de E. coli mutante y se retiró un 
gen marcador de resistencia a antibióticos. En particular, para construir una cepa con el gen mak delecionado, se 
realizó PCR utilizando un par de cebadores de las SEQ ID NO. 8 y 9 y un plásmido pKD4 (Genbank N.º AY048743). 
El fragmento de ADN obtenido se introdujo por electroporación en una célula competente, la K12 de E. coli de tipo 5
silvestre que contenía pKD46 (GenBank N.º AY048746). Después, las cepas que mostraban resistencia a
kanamicina se sometieron a PCR, y se examinó la deleción del gen mak. Se introdujo un plásmido pCP20 para 
retirar un gen marcador de resistencia a antibióticos.

SEQ ID NO. 8: 5’-10
GTGCGTATAGGTATCGATTTAGGCGGCACCAAAACTGAAGTGATTGCACTGTTGCAGCATTACACGTCTTG-3’
SEQ ID NO. 9: 5’-
TTACTCTTGTGGCCATAACCACGCAGCGCCGCGTACGCCGCTGGAATCACCACTTAACGGCTGACATGGGA-3’

Ejemplo 4. Introducción de pAcscBKAR en la cepa MG1655 con el gen mak delecionado y análisis de la 15
asimilación de sacarosa

De acuerdo con el ejemplo 3, se construyó la cepa K12 de E. coli con una deleción del gen mak que era de esperar 
que afectara al metabolismo de la sacarosa y después se transformó con el plásmido pAcscBKAR. El transformante 
con el plásmido pAcscBKAR introducido se cultivó en un medio sólido LB en una incubadora a 33 ºC durante una 20
noche. En 25 ml de un medio de titulación que contenía sacarosa como se indica en la Tabla 1, se inoculó un asa de 
la cepa y después se cultivó en una incubadora a 33 ºC a 200 rpm durante 36 horas. Se midió el valor de DO y el 
consumo de azúcar del medio de cultivo y los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 125

Composición Concentración (por litro)

Sacarosa 70 g

KH2PO4 2 g

(NH4)2SO4 25 g

MgSO4 · 7H2O 1 g

FeSO4 · 7H2O 5 mg

MgSO4 · 4H2O 5 mg

Extracto de levadura 2 g

Carbonato cálcico 30 g

pH 6,8

Tabla 2

Cepa DO Consumo de azúcar (g/l)

MG1655/pAcscBKAR 26,0 33,1

MG1655mak/pAcscBKAR 24,2 24,9

Como se muestra en la Tabla 2, se observó que la cepa con el regulón csc introducido y el gen mak delecionado 
utilizaba 24,9 g/l de sacarosa durante 36 horas, y que la cepa de tipo silvestre con el regulón csc introducido y sin el 30
gen mak delecionado, utilizaba 33,1 g/l de sacarosa, lo que indicaba que la tasa de consumo de sacarosa de la cepa 
con el gen mak delecionado es aproximadamente 1,3 veces menor que la de la cepa sin el gen mak delecionado. 
Por lo tanto, se sugirió que el gen mak es un gen crucial en el metabolismo de la sacarosa.

Ejemplo 5. Construcción de pAcscBAR-mak35

Para desarrollar cepas que asimilan sacarosa de forma eficaz, se construyó un vector que sobreexpresaba tanto 
mak como el regulón de csc. En este momento, cscK se excluyó del regulón de csc. En primer lugar, se construyó 
pAcscBAR, y el gen mak se clonó en pAcscBAR.

40
Específicamente, se usó un par de cebadores de SEQ ID NO. 10 y 11 para realizar la PCR en las condiciones del 
Ejemplo 1 para amplificar un polinucleótido de la región cscB, donde se retiró cscK. Como resultado, se obtuvo un 
polinucleótido de 1521 pb.

SEQ ID NO. 10: 5’-CGCGATATCTAGCATATGCCGGGTACCGCACTAGTTGAGAGTAAACGGC GAAGT-3’45
SED IQ NO. 11: 5’-ATTCGGCCGGAGCCCTGCAGGTGCACGAGTACATTTGAGCGACTGT-3’
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El polinucleótido obtenido y pAcscBKAR se trataron con las enzimas de restricción EcoRV y EagI, respectivamente y 
se conectaron entre sí para construir un plásmido pAcscBAR. La cepa DH5 de E. coli se transformó con el vector y 
entre las colonias que estaban en medio LB, a través de PCR, se seleccionaron las que contenían pAcscBAR, para 
obtener un plásmido pAcscBAR. Se analizó la secuencia de bases (SEQ ID NO. 12) de cscBAR ligado a los sitios de 
restricción XbaI y EagI del plásmido pAcscBAR obtenido y no se encontró ninguna mutación.5

Posteriormente, para amplificar el polinucleótido que contenía el gen mak, se realizó la PCR utilizando, como molde, 
el ADN genómico de E. coli W3110 y un par de cebadores de SEQ ID NO. 13 y 14 de la misma manera que la 
indicada en el Ejemplo 1. Se obtuvo un polinucleótido de 1388 pb y el producto de la PCR se clonó en los sitios de 
restricción PstI y EagI de pAcscBAR para construir pAcscBAR-mak.10

SEQ ID NO. 13: 5’-CACTGCAGTGGGGTAAATGCCATCG-3’
SEQ ID NO. 14: 5’-AACGGCCGTCTCGGTGCTCATTACT-3’

La cepa DH5 de E. coli se transformó con pAcscBAR y entre las colonias que estaban en medio LB, a través de 15
PCR, se seleccionaron las que contenían pAcscBAR-mak por PCR, para obtener un plásmido pAcscBAR-mak. Se 
analizó la secuencia de bases (SEQ ID NO. 16) de pAcscBAR-mak ligado a los sitios de restricción XbaI y EagI del 
plásmido pAcscBAR-mak obtenido, y no se encontró ninguna mutación.

Ejemplo 6. Introducción de pAcscBAR-mak en una cepa productora de treonina20

Para confirmar si E. coli productora de treonina crecía en sacarosa y producía de forma eficaz treonina por 
transformación de pAcscBAR-mak, se transformó una cepa productora de treonina ABA5G (KFCC 10718) con el 
plásmido. A partir de las colonias obtenidas por PCR, se seleccionaron colonias que tenían el plásmido que contenía 
el gen relacionado con la asimilación de sacarosa. Las colonias seleccionadas se incubaron en medio LB sólido en 25
una incubadora a 33 ºC durante una noche. En 25 ml de un medio de titulación que contenía sacarosa como se 
indica en la Tabla 1, se inoculó un asa de la cepa y después se cultivó en una incubadora a 33 ºC a 200 rpm durante 
36 horas. Posteriormente, se midió el valor de DO y el consumo de azúcar del medio de cultivo y los resultados se 
muestran en la Tabla 3.

30
Tabla 3

Cepa parental DO Consumo de azúcar
(g/l)

L-treonina (g/l)

pAcscBKAR 9,2 18,7 6,0
pAcscBAR-mak 10,8 27,7 9,7

Como se muestra en la Tabla 3, cuando la cepa ABA5G, que contenía pAcscBKAR, se cultivó durante 30 horas,
utilizaba 18,7 g/l de sacarosa y producía 6,0 g/l de L-treonina, pero la cepa ABA5G, que contenía pAcscBAR-mak,
utilizaba 27,7 g/l de sacarosa y producía 9,7 g/l de L-treonina. Es decir, la tasa de consumo de sacarosa de la cepa 35
ABA5G que contenía pAcscBAR-mak era aproximadamente 1,5 veces mayor que la de la cepa ABA5G que contenía
pAcscBKAR, y la productividad de treonina de la cepa ABA5G que contenía pAcscBAR-mak aumentó a 3,7 g/l más 
que la de la cepa ABA5G que contenía pAcscBKAR.

Ejemplo 7. Aumento de la actividad de Mak por introducción de cscBAR-mak40

Para confirmar un aumento o una mejora en la actividad manoquinasa de la cepa ABA5G que contiene pAcscBAR-
mak en comparación con la cepa parental ABA5G, se midió la actividad fructoquinasa (Copeland L et al., Plant 
Physiol. (1978) 62: 291-294). Esta medición de la actividad fructoquinasa es un método para medir la actividad 
fructoquinasa de manoquinasa a través de una reacción de acoplamiento utilizando manoquinasa, fosfoglucosa 45
isomerasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y utilizando fructosa como sustrato inicial. El sobrenadante se obtuvo 
sometiendo a ultrasonido y centrifugación las cepas ABA5G que contenían tanto pAcscBAR como pAcscBAR-mak 
cultivadas en medio LB durante 24 horas, y se usó como un líquido enzimático. La concentración proteica se 
determinó mediante el ensayo Bradford. La reacción enzimática se mantuvo durante 30 min y se midió el cambio de 
absorbancia a una DO 340 nm para medir el NADPH producido por la reacción de acoplamiento. La actividad se 50
calculó utilizando el coeficiente de absorción de NADPH de 6,22 cm-1 mM-1. 1 unidad de manoquinasa se define 
como una cantidad de enzima que cataliza 1 mg de proteína total por 1 min para producir NADPH 1 nM por la 
medición de actividad enzimática anterior. El resultado se muestra en la Tabla 4.

Tabla 455

Cepa parental ABA5G Unidades (nM/mg/min)

pAcscBAR 0,3

pAcscBAR-mak 3,7
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Como se muestra en la Tabla 4, la actividad manoquinasa de ABA5G que contiene pAcscBAR-mak aumentó o 
mejoró aproximadamente 12 veces más que la de ABA5G que contenía solo pAcscBAR.

Ejemplo 8. Introducción de la mutación cscBAR-mak
5

Para mejorar la asimilación de sacarosa y la productividad de treonina, se realizó mutagénesis química aleatoria 
para obtener un gen mutado que asimila sacarosa por tratamiento de hidroxilamina (Sikorski RS & Boeke JD, 
Methods Enzymol. (1991) 194: 302-318). En primer lugar, se añadieron hidroxilamina 1 M, EDTA 2 mM, cloruro 
sódico 100 mM y pirofosfato sódico 50 mM para preparar una solución de mutagénesis y después se añadieron 25 l 
de ADN diana (0,2 mg/ml) a 1 ml de la solución de mutagénesis. El fragmento de ADN que contenía 5887 pb de 10
cscBAR-mak, que se obtuvo a partir del plásmido pAcscBAR-mak utilizando las enzimas de restricción EagI y XbaI,
se usó como ADN diana. Se purificaron 500 l del fragmento de ADN en la solución de mutagénesis a 75 ºC a 30 
min, 1 hora, 2 horas y 4 horas utilizando una columna de purificación. El ADN tratado con hidroxilamina y el vector 
pACYC184 tratado con las enzimas de restricción EagI y XbaI se ligaron entre sí utilizando una ADN ligasa de T4 y 
se transformaron en la cepa ABA5G productora de treonina. La cepa transformada se extendió en una placa de agar 15
MacConkey que contenía una concentración baja de sacarosa al 0,1 %, y se cultivó a 37 ºC durante un día. De las 
colonias, se seleccionaron las que tenían un color púrpura intenso.

Las colonias seleccionadas se cultivaron en el medio de titulación de la Tabla 1 y se evaluaron la productividad de la 
treonina y la tasa de utilización de sacarosa. Finalmente, se seleccionó la cepa que mostraba excelente 20
productividad de treonina y utilización de sacarosa. Se obtuvo un plásmido de la cepa seleccionada y se realizó un 
análisis de la secuencia de bases. Como resultado, se observó una sustitución de C por T en la posición 388 en el 
cscR de la cepa y, por lo tanto, se produjo una mutación de histidina a tirosina en la posición 130 de la secuencia de 
aminoácidos. El regulador transcripcional de sacarosa, cscR, que tenía la mutación, se codificó mediante la 
secuencia de bases de SEQ ID NO. 17.25

Ejemplo 9. Mejora de la productividad de L-treonina por introducción de pAcscBAR’-mak

El plásmido pAcscBAR’-mak (SEQ ID NO. 18) que contenía la mutación en cscR (SEQ ID NO. 17) se transformó en 
ABA5G para realizar un ensayo de titulación en matraz. La cepa se cultivó en medio LB sólido y en una incubadora a 30
33 ºC durante una noche. En 25 ml de un medio de titulación como se indica en la Tabla 1, se inoculó un asa de la 
cepa y después se cultivó en una incubadora a 33 ºC a 200 rpm durante 30 horas. Los resultados se muestran en la 
Tabla 5.

Tabla 535

Cepa parental ABA5G  DO Consumo de azúcar (g/l) L-treonina (g/l)

pAcscBKAR 9,2 18,7 6,0

pAcscBAR-mak 10,8 27,7 9,7

pAcscBAR’-mak 10,3 33,4 12,4

Como se muestra en la Tabla 5, cuando las cepas se cultivaron durante 30 horas, la cepa ABA5G que contenía 
pAcscBKAR utilizaba 18,7 g/l de sacarosa y producía 6,0 g/l de L-treonina, pero la cepa ABA5G que contenía 
pAcscBAR’-mak utilizaba 33,4 g/l de sacarosa y producía 12,4 g/l de L-treonina. Es decir, la tasa de utilización de 
sacarosa y la productividad de treonina de la cepa ABA5G que contenía pAcscBAR’-mak aumentó aproximadamente 40
1,8 veces y 6,4 g/l más que las de la cepa ABA5G que contenía pAcscBKAR, respectivamente. Además, la tasa de 
utilización de sacarosa y la productividad de treonina de la cepa ABA5G que contenía pAcscBAR’-mak aumentó 
aproximadamente 1,2 veces y 2,7 g/l más que las de la cepa ABA5G que contenía pAcscBAR-mak, 
respectivamente. Por lo tanto, se descubrió que la cepa recombinante que contenía cscBAR’-mak mostraba la 
utilización de sacarosa mejorada y la productividad de L-treonina mejorada. El microorganismo transformado se 45
denominó CA03-0308 y se depositó en el organismo de depósitos internacional, Korean Culture Center of 
Microorganisms, que es la Colección de Cultivos Subsidiaria de la Federación Coreana de Colecciones de Cultivo 
(localizada en 361-221, Hongje-1-dong, Seodaemon-gu, Seúl, Corea) el 23 de diciembre de 2008, con el número de 
registro asignado KCCM-10978P.

50
Ejemplo 10. Mejora de la productividad de O-succinil-homoserina por introducción de pAcscBAR’-mak

La cepa de producción de O-succinil-homoserina, CJM-11A (KCCM-10922P), desvelada en la Patente de Estados 
Unidos N.º 2009/0253187, se transformó con pAcscBAR’-mak construido en el Ejemplo 8 y se expandió en una 
placa de agar MacConkey que contenía una concentración baja de sacarosa al 0,1 %, seguido de cultivo a 37 ºC 55
durante un día. De las colonias, se seleccionaron las que tenían un color púrpura intenso.

El transformante seleccionado se cultivó en medio LB sólido y en una incubadora a 33 ºC durante una noche. En 25 
ml de un medio de titulación como se indica en la Tabla 1, se inoculó un asa de la cepa y después se cultivó en una 
incubadora a 33 ºC a 200 rpm. Los resultados se muestran en la Tabla 6.60
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Tabla 6

Cepa parental CJM-11A  DO Consumo de azúcar (g/l) O-succinil-homoserina (g/l)

pAcscBKAR 6,8 30,2 12,3

pAcscBAR-mak 6,8 44,8 18,2

pAcscBAR’-mak 7,5 50,4 20,5

Como se muestra en la Tabla 6, cuando las cepas se cultivaron durante 48 horas, la cepa parental CJM-11A que 
contenía pAcscBKAR utilizaba 30,2 g/l de sacarosa y producía 12,4 g/l de O-succinil-homoserina, pero la cepa CJM-5
11A que contenía pAcscBAR’-mak utilizaba 50,4 g/l de sacarosa y producía 20,5 g/l de O-succinil-homoserina, lo 
que indicaba que la tasa de utilización de sacarosa y la productividad de O-succinil-homoserina aumentaba 
aproximadamente 1,7 veces y 8,2 g/l más que las de la cepa CJM-11A que contenía pAcscBKAR, respectivamente. 
Es decir, se descubrió que la cepa recombinante que contenía cscBAR’-mak mostraba una mejor utilización de 
sacarosa y mejor productividad de O-succinil-homoserina.10

Ejemplo 11. Mejora de la productividad de O-acetil-homoserina por introducción de pAcscBAR’-mak

La cepa productora de O-acetil-homoserina, CJM-X (KCCM 10921P) desvelada en la Patente de Estados Unidos N.º 
2008/0253186 se transformó con pAcscBAR’-mak construido en el Ejemplo 8 y se expandió en una placa de agar 15
MacConkey que contenía una concentración baja de sacarosa al 0,1 %, seguido de cultivo a 37 ºC durante un día. 
De las colonias, se seleccionaron las que tenían un color púrpura intenso.

El transformante seleccionado se cultivó en medio sólido LB y en una incubadora a 33 ºC durante una noche. En 25 
ml de un medio de titulación como se indica en la Tabla 1, se inoculó un asa de la cepa y después se cultivó en una 20
incubadora a 33 ºC a 200 rpm. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7

Cepa parental CJM-X  DO Consumo de azúcar (g/l) O-acetil-homoserina (g/l)

pAcscBKAR 13,5 29,9 10,7

pAcscBAR-mak 12,3 42,9 15,4

pAcscBAR’-mak 13,6 53,5 19,5

Como se muestra en la Tabla 7, cuando las cepas se cultivaron durante 48 horas, la cepa parental, CJM-X que 25
contenía pAcscBKAR utilizaba 29,9 g/l de sacarosa y producía 10,7 g/l de O-acetil-homoserina (en lo sucesivo en el 
presente documento denominada OAH), pero la cepa CJM-X que contenía pAcscBAR’-mak utilizaba 53,5 g/l de 
sacarosa y producía 15,4 g/l de OAH, lo que indicaba que la tasa de utilización de sacarosa y la productividad de 
OAH aumentaba aproximadamente 1,8 veces y 8,8 g/l más que las de la cepa CJM-X que contenía pAcscBKAR, 
respectivamente. Es decir, se descubrió que la cepa recombinante que contenía cscBAR’-mak mostraba una mejor 30
utilización de sacarosa y productividad de OAH.

Ejemplo 12. Mejora de la productividad de L-triptófano por introducción de pAcscBAR’-mak

La cepa productora de L-triptófano, CJ285 (KCCM-10534, depositada en el Korean Culture Center of 35
Microorganisms el 28 de noviembre de 2003) se transformó con pAcscBAR’-mak construido en el Ejemplo 8 y se 
expandió en una placa de agar MacConkey que contenía una concentración baja de sacarosa al 0,1 %, seguido de 
cultivo a 37 ºC durante un día. De las colonias, se seleccionaron las que tenían un color púrpura intenso.

El transformante seleccionado se cultivó en medio LB sólido y en una incubadora a 37 ºC durante una noche. En 25 40
ml de un medio de titulación que contenía sacarosa como se indica en la Tabla 1, se inoculó un asa de la cepa y 
después se cultivó en una incubadora a 37 ºC a 200 rpm. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8

Composición Concentración (por litro)

Sacarosa 60 g

KH2PO4 2 g

(NH4)2SO4 20 g

MgSO4 · 7H2O 1 g

Na3C6H5O7 · 2H2O 5 g

NaCl 1 g

Extracto de levadura 2,5 g

E10715651
27-07-2017ES 2 635 312 T3

 



11

Composición Concentración (por litro)

Carbonato cálcico 40 g

Tabla 9

Cepa parental CJ285 DO Consumo de azúcar (g/l) L-triptófano (g/l)

pAcscBKAR 19,6 24,7 4,9

pAcscBAR-mak 22,8 33,2 6,8

pAcscBAR’-mak 24,1 37,1 8,9

Como se muestra en la Tabla 9, cuando las cepas se cultivaron durante 60 horas, la cepa parental, CJ285 que 
contenía pAcscBKAR utilizaba 24,7 g/l de sacarosa y producía 4,9 g/l de L-triptófano, pero la cepa CJ285 que 5
contenía pAcscBAR’-mak utilizaba 37,1 g/l de sacarosa y producía 8,9 g/l de L-triptófano, lo que indicaba que la tasa 
de utilización de sacarosa y la productividad de L-triptófano aumentaron aproximadamente 1,5 veces y 4,0 g/l más 
que las de la cepa CJ285 que contenía pAcscBKAR, respectivamente. Es decir, se descubrió que la cepa 
recombinante que contenía cscBAR’-mak mostraba una mejor utilización de sacarosa y productividad de L-
triptófano.10

Aplicabilidad industrial

Cuando el microorganismo que pertenece al género Escherichia, que tiene mejorada la productividad de L-
aminoácidos y la capacidad de asimilar sacarosa de acuerdo con la presente invención, se utiliza para la producción 15
de L-aminoácidos, la sacarosa puede utilizarse como fuente de carbono principal en lugar del azúcar de almidón 
normalmente utilizado en la fermentación industrial, haciendo frente de esta manera al rápido aumento en los 
precios globales del grano además de producir L-aminoácidos con alto rendimiento.

LISTADO DE SECUENCIAS20

<110> CJ CheilJedang Corporation

<120> Microorganismos para producir L-aminoácidos y proceso para producir L-aminoácidos utilizando los 
mismos25

<130> OPA10013

<150> KRlO-2009-0012048
<151> 13-02-200930

<160> 18

<170> KopatentIn 1.71
35

<210> 1
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

40
<220> 
<221> gen
<222> (1)..(30)
<223> cebador para la amplificación de cscBKAR

45
<400> 1

<210> 2
<211> 3050
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220> 
<221> gen55
<222> (1)..(30)
<223> cebador para la amplificación de cscBKAR
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<400> 2

<210> 3
<211> 51795
<212> ADN
<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220> 
<221> gen10
<222> (1)..(5179)
<223> polinucleótido que contiene el regulón cscBKAR

<400> 3
15
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<210> 4
<211> 1248
<212> ADN5
<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220> 
<221> gen
<222> (1)..(1248)10
<223> cscB

<400> 4

15
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<210> 5
<211> 915
<212> ADN
<213> Escherichia coli (ATCC9637)

5
<220> 
<221> gen
<222> (1)..(915)
<223> cscK

10
<400> 5

<210> 615
<211> 1443
<212> ADN
<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220> 20
<221> gen
<222> (1)..(1443)
<223> csCA

<400> 625
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<210> 7
<211> 996
<212> ADN5
<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220> 
<221> gen
<222> (1)..(996)10
<223> cscR

<400> 7

15
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<210> 8
<211> 71
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<221> gen
<222> (1)..(71)10
<223> cebador para el casete de deleción de mak

<400> 8

15
<210> 9
<211> 71
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

20
<220> 
<221> gen
<222> (1)..(71)
<223> cebador para el casete de deleción de mak

25
<400> 9

<210> 10
<211> 5530
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<221> gen35
<222> (1)..(55)
<223> cebador para la amplificación de cscB para construir pAcscBAR

<400> 10

40

<210> 11
<211> 46
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial45
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<220> 
<221> gen
<222> (1)..(46)
<223> cebador para la amplificación de cscB para construir pAcscBAR

5
<400> 11

<210> 12
<211> 452010
<212> ADN
<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220> 
<221> gen15
<222> (1)..(4520)
<223> polinucleótido que contiene el regulón cscBAR

<400> 12
20
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<210> 13
<211> 25
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial 

<220> 
<221> gen
<222> (1)..(13)10
<223> cebador para la amplificación de mak liberado de la secuencia de referencia, AP009048 en GeneBank

<400> 13

15
<210> 14
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial 

20
<220> 
<221> gen
<222> (1)..(14)
<223> cebador para la amplificación de mak liberado de la secuencia de referencia, AP009048 en GeneBank

25
<400> 14

<210> 15
<211> 138830
<212> ADN
<213> Escherichia coli Kl2 W3110

<220> 
<221> gen35
<222> (1)..(1388)
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<223> polinucleótido que contiene el regulón mak, amplificado utilizando la secuencia número 13
and 14

<400> 15
5

<210> 16
<211> 5887
<212> ADN10
<213> Escherichia coli (ATCC9637) y K12 W3110

<220> 
<221> gen
<222> (1)..(5887)15
<223> polinucleótido que contiene el regulón cscBAR-mak

<400> 16
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<210> 17
<211> 996
<212> ADN5
<213> Escherichia coli (ATCC9637)

<220> 
<221> gen
<222> (1)..(996)10
<223> cscR con tirosina mutada en la posición de aminoácido 388

<400> 17
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<210> 18
<211> 91295
<212> ADN
<213> Escherichia coli (ATCC9637) y K12 W3110

<220> 
<221> gen10
<222> (1)..(9129)
<223> pAcscBAR'-mak

<400> 18
15
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo que pertenece al género Escherichia con productividad de L-aminoácidos y capacidad de 
asimilar sacarosa mejoradas, que tiene las actividades de sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y regulador 
transcripcional de sacarosa y tiene una actividad manoquinasa potenciada en comparación con un microorganismo 5
que no asimila sacarosa que pertenece al género Escherichia.

2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la actividad manoquinasa potenciada se consigue 
por uno o más métodos seleccionados del grupo que consiste en un aumento del número de copias del gen 
manoquinasa, reemplazo de promotor, mutación de promotor y mutación génica.10

3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 2, en el que el aumento del número de copias del gen 
manoquinasa se consigue insertando un polinucleótido que codifica manoquinasa en un cromosoma o introduciendo 
el polinucleótido en un sistema de vector.

15
4. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 3, en el que el vector contiene una secuencia de bases de 
SEQ ID NO. 15.

5. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que las actividades de sacarosa permeasa, sacarosa 
hidrolasa y regulador transcripcional de sacarosa se imparten por transformación con un vector que contiene 20
secuencias de bases que codifican sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa y regulador transcripcional de sacarosa.

6. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 5, en el que las secuencias de bases son secuencias de 
bases de SEQ ID NO. 4, 6 y 7.

25
7. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 5, en el que el regulador transcripcional de sacarosa se 
codifica mediante una secuencia de bases de SEQ ID NO. 17.

8. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que para realizar la transformación se utiliza un vector 
que contiene todas las secuencias de bases que codifican sacarosa permeasa, sacarosa hidrolasa, regulador 30
transcripcional de sacarosa y manoquinasa.

9. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 8, en el que el vector se codifica mediante una secuencia de 
bases de SEQ ID NO. 18.

35
10. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el microorganismo que pertenece al género 
Escherichia es E. coli.

11. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 10, en el que E. coli es E. coli CA03-0308 con el número de 
depósito: KCCM10978P.40

12. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el L-aminoácido se selecciona del grupo que 
consiste en L-treonina, O-succinil-homoserina, O-acetil-homoserina, L-metionina, L-lisina, L-homoserina, L-
isoleucina, L-valina y L-triptófano.

45
13. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 12, en el que el L-aminoácido se selecciona del grupo que 
consiste en L-treonina, O-succinil-homoserina, O-acetil-homoserina y L-triptófano.

14. Un método para producir un L-aminoácido, que comprende las etapas de:
50

inocular y cultivar el microorganismo Escherichia, que tiene la productividad de L-aminoácidos y la capacidad de 
asimilar sacarosa mejoradas de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en un medio de 
cultivo que contiene, total o parcialmente, sacarosa como fuente de carbono; y
separar el L-aminoácido del medio de cultivo obtenido de la etapa anterior.

55
15. El método de acuerdo con la reivindicación 14, en el que el L-aminoácido se selecciona del grupo que consiste 
en L-treonina, O-succinil-homoserina, O-acetil-homoserina, L-metionina, L-lisina, L-homoserina, L-isoleucina, L-
valina y L-triptófano.
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