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DESCRIPCIÓN

Procedimiento para la producción fermentativa de aminoácidos que contienen azufre

La invención se refiere a un procedimiento para la producción fermentativa de aminoácidos seleccionados a partir 
del grupo L-metionina, L-cisteína, L-cistina, L-homocisteína y L-homocistina.

Los aminoácidos que contienen azúcar tienen un gran significado económico. La L-cisteína se emplea como aditivo 5
para productos alimenticios, como substancia de partida para productos activos farmacológicos (por ejemplo N-
acetilcisteína), y para cosméticos. El aminoácido L-metionina juega un papel extraordinario en la alimentación de 
animales. Éste pertenece a los aminoácidos esenciales que no se pueden producir mediante biosíntesis en el 
metabolismo de animales vertebrados. Por consiguiente, en ganadería se debe asegurar que se absorba L-
metionina en cantidades suficientes con la nutrición. No obstante, ya que la L-metionina está presente en plantas de 10
piensos (como soja o cereales), en especial para cerdos y aves, en cantidades demasiado reducidas, para 
garantizar una alimentación animal óptima es ventajoso añadir metionina al pienso como aditivo. La D-metionina se 
puede transformar en L-metionina, biologicamente activa, por parte de los vertebrados. Por lo tanto, casi siempre se 
añade al pienso un racemato de D- y L-metionina. La L-homocisteína puede transformarse en L-metionina mediante 
transmetilación por parte de los animales y, por consiguiente, substituir a esta última.15

En el estado de la técnica se producen aminoácidos, como metionina, mediante síntesis química. En este caso se 
hacen reaccionar en primer lugar acroleína y metilmercaptano para dar aldehído 3-metiltiopropiónico, que conduce a 
su vez a hidantoína, con cianuro, amoniaco y monóxido de carbono. Ésta se puede hidrolizar en último lugar para 
dar el racemato, una mezcla equimolar de ambos estereoisómeros D-, o bien L-metionina. Ya que la forma 
biológicamente activa de la molécula representa exclusivamente la forma L, la forma D contenida en el pienso se 20
debe transformar en el metabolismo en la forma L activa solo a través de des- y transaminación.

En contrapartida a metionina, la mayor parte de aminoácidos naturales, proteinógenos, se producen 
predominantemente mediante fermentación de microorganismos. En este caso se aprovecha que los 
microorganismos disopnen de vías de biosíntesis correspondientes para la síntesis de aminoácidos naturales. 
Además, muchos procedimientos de fermentación obtienen costes de producción muy reducidos, con eductos 25
económicos, como glucosa y sales minerales, y además proporcionan la forma L biológicamente activa del 
respectivo aminoácido.

No obstante, las vías biosintéticas de aminoácidos en cepas de tipo salvaje están sujetas a un fuerte control 
metabólico, que garantiza que los aminoácidos se obtengan solo para la demanda energética de la célula. Por lo 
tanto, una condición importante para procesos de producción eficientes consiste en que se encuentren disponibles 30
microorganismos apropiados que, en contrapartida a los organismos de tipo salvaje, presentan un rendimiento de 
producción aumentado drásticamente para la producción de los aminoácidos deseados.

Tales microorganismos superproductores de aminoácidos se pueden generar mediante procedimientos de 
mutación/selección clásicos y/o mediante modernas técnicas recombinantes, selectivas (“metabolic ingeneering”). En 
el último caso se identifican en primer lugar genes o alelos, que provocan una superproducción de aminoácidos 35
debido a su modificación, activación o desactivación. Estos genes/alelos se introducen o se desactivan entonces en 
una cepa de microorganismos mediante técnicas de biologia molecular, de modo que se obtiene una 
superproducción óptima. No obstante, frecuentemente solo la combinación de varias medidas diferentes conduce a 
una producción realmente eficiente.

En E. coli y C. Glutamicum, la L-cisteína se deriva de L-serina desde el punto de vista bioquímico. La L-serina se 40
activa mediante la serina acetiltransferasa CysE como O-acetilserina. La O-acetilserina (tiol)-liasa transfiere a 
continuación azufre reducido en forma de sulfuro, mediante lo cual se produce L-cisteína. En contrapartida a C. 
Glutamicum, la E. coli posee dos diferentes O-acetilserina (tiol)-liasas, pudiendo transferir la O-acetilserina (tiol)liasa 
B("CysM") también tiosulfato a o-acetilserina. De este modo se produce S-sulfocisteína, que se disocia a 
continuación de modo no caracterizado hasta ahora para dar L-cisteína y sulfito o sulfato (Kredich N.M. (1996) en 45
Neidhardt FC et al. (Ed.) "Escherichia coli and Salmonella", 2ª edición, páginas 514-527).

L-metionina se deriva de aspartato, junto con lisina y treonina. El azufre se introduce en L-metionina en forma de L-
cisteína (a través de cistationina como producto intermedio) mediante trans-sulfuración (en C. glutamicum y E. coli;
única vía en E. coli). Paralelamente, por ejemplo en C. glutamicum existe la vía de sulfhidrilación directa, en la que 
se asimila sulfuro en forma de L-homocisteína (B-J Hwang, H-J Yeom, Y Kim, H-S Lee, 2002, J Bacteriol., 184(5): 50
1277-1286). El grupo C1 de la L-metionina procede del metabolismo de C1, y se transfiere a L-homocisteína por 
metionina-sintasas MetE y MetH (reseña: Greene RC (1996) en Neidhardt FC et al. (Hrsg.) "Escherichia coli and 
Salmonella", 2ª edición, páginas 542-560). La biosíntesis de L-metionina en C. glutamicum se describe en Rückert et 
al. (Rückert C, Pühler A, Kalinowski J, 2003, J Biotechnol., 104(1-3):213-28). Se describen cepas y procedimientos 
para la producción fermentativa de L-metionina, por ejemplo para E. coli (WO2006/001616), WO2009/043803) y C. 55
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glutamicum (WO2009/144270).

El empleo de tiosulfato como fuente de azufre en la producción de aminoácidos que contienen azufre (frente a 
sulfato) permite rendimientos teóricos claramente más elevados (Krömer JO, Wittmann C, Schröder H, Heinzle E, 
Metab Eng., 2006, 8(4), páginas 353-369; así como WO2007/020295). La ventaja del tiosulfato se explica como 
sigue: en el sulfato (SO4

2-), el átomo de azufre se presenta en la etapa de oxidación +6. Para la asimilación, éste se 5
debe reducir a la etapa de oxidación -2 (sulfuro = S2-). Para la reducción de un sulfato a sulfuro, la célula debe gastar 
2 ATP y 4 NADPH (= 8 electrones). En el tiosulfato, el átomo de azufre central tiene la etapa de oxidación +5, y el 
terminal tiene la etapa de oxidación -1 (etapa de oxidación formal promedio de ambos átomos de azufre: +2). Por lo 
tanto, para la reducción de ambos átomos de azufre del tiosulfato se requieren solo 8 electrones, frente a 16 
electrones en la reducción de 2 sulfatos.10

El empleo de tiosulfato como fuente de S para la producción de L-cisteína con E. coli se describe, por ejemplo, en el 
documento DE 10 2007 007 333 y el documento WO2001/27307.

En el documento WO2007/077041 se mostró que también la producción de L-metionina en E. coli se puede mejorar 
significativamente mediante el empleo de tiosulfato en lugar de sulfato.

Hasta el momento no se ha mostrado experimentalmente que el empleo de tiosulfato conduzca a la mejora de la 15
producción de L-metionina también en el caso de C. glutamicum. En el documento WO2007/020295 (página 240) se 
muestra que C. glutamicum forma más biomasa con tiosulfato sódico como fuente de azufre. Esto se valoró además 
como signo de un menor consumo de ATP y NADPH. Prácticamente no se investigó la producción de L-metionina 
con tiosulfato.

En E. coli se absorbe tiosulfato a través del transportador de sulfato/tiosulfato CysPUWA-Sbp (Kredich N.M. (1996) 20
en Neidhardt FC et al. (Hrsg.) "Escherichia coli and Salmonella", 2ª edición, páginas 514-527). En el caso de CysP y
Sbp se trata de dos proteínas enlazantes periplasmáticas diferentes. CysP posee una afinidad más elevada para 
tiosulfato y Sbp posee una mayor afinidad para sulfato. CysA forma el componente enlazante de ATP. CysU y CysW 
son los componentes transmembrana. En el documento WO2009/043803, se intensificó en E. coli la expresión del 
operón cysPUWAM, y de este modo se obtuvo una mejora de la producción de L-metionina. En el caso de C. 25
glutamicum no se sabe nada sobre la absorción de tiosulfato. Mutantes Knock out del sistema de absorción de 
sulfato putativo CysZ (cg3112) pueden crecer aún con tiosulfato como fuente de S (Rückert C. et al. (2005), BMC 
Genomics., Vol. 6(121)). Por consiguiente, CysZ no es reponsable (en sí misma) del transporte de tiosulfato.

La O-acetilserina (tiol)-liasa B (=CysM, EC 2.5.1.47) posibilita el uso de E. coli, tiosulfato como fuente de S para la 
síntesis de L-cisteína y L-metionina. El enzima cataliza la formación de S-sulfocisteína (R-S-SO3) y acetato a partir 30
de O-acetilserina y tiosulfato. A continuación se disocia S-sulfocisteína de modo no caracterizado hasta la fecha para 
dar L-cisteína y sulfito o sulfato (Kredich N.M. (1996) en Neidhardt FC et al. (Hrsg.) "Escherichia coli and 
Salmonella", 2ª edición, páginas 514-527). El sulfato se reduce en tres pasos mediante la ATP-sulfurilasa (CysDN), 
la APS-quinasa (CysC) y la PAPS-sulfotransferasa (CysH) para dar sulfito (SO3

2-). A continuación se reduce 
adicionalmente sulfito de la NADPH sulfito-reductasa para dar sulfuro (S2-), que se puede emplear por la O-35
acetilserina (tiol)-liasa A (CysK) y la O-acetilserina (tiol)-liasa B (CysM) para la síntesis de una segunda molécula de 
L-cisteína. C. glutamicum puede crecer en medio mínimo con tiosulfato como fuente de S (Rückert C. et al. (2005), 
BMC Genomics., Vol. 6(121)). Sin embargo, C. glutamicum no posee O-acetilserina (tiol)-liasa B ("CysM") (Rückert 
und Kalinowski (2008) en A. Burkovski (ed.) "Corynebacteria: Genomics and Molecular Biology", Caister Academic 
Press). Por lo tanto, el tiosulfato se debe asimilar de otro modo.40

Es tarea de la presente invención poner a disposición una cepa de microorganismos que posibilite una 
superproducción más elevada de aminoácidos que contienen azufre, en especial de L-metionina.

Esta tarea se soluciona mediante un procedimiento para la producción fermentativa de aminoácidos que contienen 
azufre, seleccionados a partir del grupo L-metionina, L-cisteína, L-cistina, L-homocisteína y L-homocistina, que 
contiene los pasos:45

a) puesta a disposición de un microooganismo de la familia Enterobacteriaceae o de un microorganismo de la familia 
Corynebacteriaceae, que codifica un gel para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa;

b) fermentación del microorganismo de a) en un medio que contiene como fuente de azufre inorgánica una sal de 
ácido tiosulfúrico o una mezcla de una sal de ácido tiosulfúrico y una sal de ácido sulfúrico, obteniéndose un caldo 
de fermentación, y 50

c) concentración del aminoácido que contiene ácido sulfúrico en el caldo de fermentación de b).
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En el caso de tiosulfato-sulfurotransferasas, también llamadas “rodanasas“ (EC 2.8.1.1), se trata de enzimas que 
transfieren el átomo de azufre reducido de tiosulfato a cianuro (CN-).

Algunas tiosulfato-sulfurotransferasas pueden transferir el átomo de azufre reducido también a substratos 
alternativos, por ejemplo dihidrolipoato (Alexander K., Volini M, 1987, J. Biol. Chem., 262: 6595-6604). En el banco 
de datos "Clusters of Orthologous Groups of proteins" (COG), en la categoría COG0607 "Rhodanese-related 5
sulfurtransferase" se encuentran actualmente 168 sulfurotransferasas homólogas en los tres dominios de la vida 
(Tatusov RL, Fedorova ND, Jackson JD, Jacobs AR, Kiryutin B, Koonin EV, Krylov DM, Mazumder R, Mekhedov SL, 
Nikolskaya AN, Rao BS, Smirnov S, Sverdlov AV, Vasudevan S, Wolf YI, Yin JJ, Natale DA, 2003, BMC 
Bioinformatics, 4:41; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/). Las rodanasas poseen uno o varios dominios 
característicos similares a rodanasa ("Rhodanese-like domain"; banco de datos PFAM PF00581, 10
http://pfam.sanger.ac.uk/; Gliubich F, Gazerro M, Zanotti G, Delbono S, Bombieri G, Berni R , 1996, J Biol Chem., 
271(35):21054-61).

El gen RDL2 (Rhodanese-Like Protein) de Saccharomyces cerevisiae S288c codifica para la proteína de 149 
aminoácidos de longitud Rdl2p. Éste posee un dominio similar a rodanasa ("Rhodanese-like domain", banco de 
datos PFAM PF00581, http://pfam.sanger.ac.uk/). Se mostró experimentalmente que, en el caso de Rdl2p, se trata 15
de una tiosulfato-sulfurotransferasa (rodanasa, EC 2.8.1.1) (Foster MW, Forrester MT, Stamler JS, 2009, Proc Natl 
Acad Sci U S A, 106(45):18948-53). La SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia de ADN del gen RDL2. La SEQ ID NO: 
2 muestra la secuencia de aminoácidos de la proteína codificada a través de RDL2 Rdl2p.

E. coli posee, además de las rodanasas convenientemente caracterizadas GlpE y PspE (Adams H, Teertstra W, 
Koster M, Tommassen J, 2002, FEBS Lett. 518:173-6), otros siete enzimas parálogos con dominios similares a 20
rodanasa (Cheng H, Donahue JL, Battle SE, Ray WK, Larson TJ, 2008, Open Microbiol J., 2:18-28) : 

YgaP tiene un dominio N-terminal similar a rodanasa, y dos dominios transmembrana. Éste muestra actividad de 
Rhodanasa in vitro (Ahmed, F., 2003, Dissertation).

YbbB es una tARN 2-selenouridina sintasa y tiene un dominio N-terminal similar a rodanasa (Wolfe MD, Ahmed F, 
Lacourciere GM, Lauhon CT, Stadtman TC, Larson TJ, 2004, J Biol Chem., 279(3):1801-1809).25

ThiI es necesario para la síntesis de tiamina, y juega un papel en la reacción de uridina para dar 4-tiouridina en 
posición 8 en tARN (Palenchar PM, Buck CJ, Cheng H, Larson TJ, Mueller EG, 2000, J Biol Chem., 275(12):8283-
8286).

SseA es una 3-mercaptopiruvato:cianuro sulfurotransferasa, que transfiere preferentemente 3-mercaptopiruvato en 
lugar de tiosulfato a cianuro (Colnaghi R, Cassinelli G, Drummond M, Forlani F, Pagani S, 2001, FEBS Lett., 30
500(3):153-156). El enzima tiene dos dominios similares a rodanasa.

El ORF ynjE codifica para una sulfurotransferasa putativa con tres dominios similares a rodanasa (Hänzelmann P, 
Dahl JU, Kuper J, Urban A, Müller-Theissen U, Leimkühler S, Schindelin H., 2009, Protein Sci., 18(12):2480-2491).

El ORF yibN codifica para una sulfurotransferasa putativa con un dominio C-terminal similar a rodanasa.

El ORF yceA codifica para una sulfurotransferasa putativa con un dominio similar a rodanasa.35

En Corynebacterium glutamicum codifican al menos 7 ORFs para supuestas sulfurotransferasas:

El ORF thtR (=cg0803, NCgl0671) codifica para una sulfurotransferasa putativa con dos dominios similares a 
rodanasa y una longitud de 301 aminoácidos.

El ORF sseA2 (=cg1613, NCgl1369) codifica para una sulfurotransferasa putativa con dos dominios similares a 
rodanasa y una longitud de 289 aminoácidos.40

El ORF cg3000 (=NCgl2616) codifica para una sulfurotransferasa putativa con un dominio similar a rodanasa y una 
longitud de 96 aminoácidos.

El ORF cg0073 (=NCgl0053) codifica para una sulfurotransferasa putativa con un dominio similar a rodanasa y una 
longitud de 97 aminoácidos.

45
El ORF cg0074 (=NCgl0054) codifica para una sulfurotransferasa putativa con un dominio similar a rodanasa y una 
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longitud de 197 aminoácidos.

El ORF sseA1 (=cg3073, NCgl2678) codifica para una sulfurotransferasa putativa con dos dominios similares a 
rodanasa y una longitud de 274 aminoácidos.

El ORF cg3319 (=NCgl2890) codifica para una sulfurotransferasa putativa con un dominio similar a rodanasa y una 5
longitud de 312 aminoácidos.

La tiosulfato-sulfurotransferasa vacuna (Bos taurus) posee dos dominios similares a rodanasa y está 
convenientemente caracterizada (Cannella C, Costa M, Pensa B, Ricci G, Pecci L, Cavallini D., 1981, Eur J 
Biochem., 119(3):491-495).

En una forma preferente de realización del procedimiento, el microorganismo sobreexprime uno o varios genes que 10
codifican para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa; seleccionándose el polipéptido con 
la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa seleccionada a partir de los siguientes a) a d):

a) un polipéptido constituido por, o que contiene lo polipéptidos Rdl2p, GlpE, PspE, YgaP, ThiI, YbbB, 
SseA, YnjE, YceA, YibN, NCgl0671, NCgl1369, NCgl2616, NCgl0053, NCgl0054, NCgl2678, NCgl2890; 
tiosulfato-sulfurotransferasa de mamíferos, a modo de ejemplo la tioslfato-transferasa de hígado vacuno15
(Bos taurus); preferentemente Rdl2p, GlpE, PspE, y de modo especialmente preferente Rdl2p;

b) un polipéptido constituido por, o que contiene la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2;

c) un polipéptido con una secuencia de aminoácidos que es idéntica en un 70 % o más a la secuencia de 
aminoácidos de a) o b), presentando el polipéptido actividad de tiosulfato-sulfurotransferasa;

d) un polipéptido, que presenta una secuencia de aminoácidos que contiene una deleción, substitución, 20
inserción y/o adición de 1 a 45 restos aminoácido respecto a la secuencia de aminoácidos mostrada en 
SEQ ID NO: 2, presentando el polipéptido actividad de tiosulfato-sulfurotransferasa.

Como se ha mencionado anteriormente, los polipéptidos con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa 
comprenden también variantes de los enximas citados en a), o bien b), con una secuencia de aminoácidos que es 
idéntica en un 70 % o más a la secuencia de aminoácidos de las secuencias citadas en a), o bien b), presentando 25
las variantes actividad de tiosulfato-sulfurotransferasa. En formas de realización preferentes están incluidas variantes 
que son al menos un 75 %,  al menos en un 80%, al menos en un 85%, al menos en un 90%, al menos en un 95%, 
al menos en un 98% o al menos en un 99% idénticas a las secuencias de aminoácidos descritas anteriormente, es 
decir, siendo al menos un 75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos 
un 98% o al menos un 99% de las posiciones de aminoácidos idénticas a las secuencias de aminoácidos descritas 30
anteriormente. La identidad porcentual se calcula preferentemente a lo largo de la longitud total del aminoácido o de 
la región de ácidos nucleicos. El especialista dispone de una serie de programas que se basan en una pluralidad de 
algoritmos para la comparación de secuencias. En este contexto, los algoritmos de Needleman y Wunsch o Smith y
Waterman proporcionan resultados especialmente fiables. Para el alineamiento de las secuencias se dispone del 
programa PileUp (J. Mol. Evolution., 25, 351-360, 1987, Higgins et al., CABIOS, 5 1989: 151-153) o del programa35
Gap y BestFit [Needleman and Wunsch (J. Mol. Biol. 48; 443-453 (1970)) y Smith and Waterman (Adv. Appl. Math. 2; 
482-489 (1981))], que pertenecen al paquete de software GCG [Genetics Computer Group, 575 Science Drive, 
Madison, Wisconsin, USA 53711 (1991)]. Los valores porcentuales indicados anteriormente para la identidad de 
secuencias se calculan preferentemente con el programa GAP a través de la región de la secuencia total.

Los polipéptidos con actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa comprenden además fragmentos de los enzimas 40
citados en a), o bien b). Estos fragmentos presentan la actividad descrita anteriormente. Un fragmento de un 
polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa en el sentido de esta solicitud de patente contiene 
preferentemente al menos 30, al menos 50, o al menos 80 restos aminoácido sucesivos de una de las secuencias de 
aminoácidos citadas anteriormente.

Como se menciona más arriba, los polipéptidos con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa comprenden 45
también variantes de los enzimas citados en a), o bien b), que presentan una secuencia de aminoácidos que 
contiene una deleción, substitución, inserción y/o adición de 1 a 45 restos aminoácido respecto a la secuencia de 
aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2, presentando el polipéptido actividad de tiosulfato-sulfuro transferasa. En 
formas de realización preferentes, la secuencia de aminoácidos contiene una deleción, substitución, inserción y/o 
adición de 1 a 40, de modo más preferente 1 a 30, de modo aún más preferente de 1 a 20, preferentemente de 1 a 50
15, de modo aún más preferente de 1 a 10, y del modo más preferente 1 a 5 restos aminoácido, respecto a la 
secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2.
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En otra variante preferente, el polipéptido se codifica por un gen que comprende la secuencia de nucleótidos de 
SEQ ID NO:1, que corresponde a la secuencia de tipo salvaje del gen RDL2 de Saccharomyces cerevisiae S288c.

Además es preferente que el polipéptido se codifique por un gen que comprende la secuencia de nucleótidos de 
SEQ ID NO:3. En este caso, el empleo de codón está adaptado ligeramente al de E.coli en este caso.

En otra variante preferente, el polipéptido se codifica por un gen que comprende la secuencia de nucleótidos de 5
SEQ ID NO:4. El empleo de codón está adaptado más intensamente al de E.coli en este caso.

Además es preferente que el polipéptido se codifique por un gen que comprende la secuencia de nucleótidos de 
SEQ ID NO:5. El empleo de codón está adaptado completamente al de E.coli en este caso.

En la puesta en práctica del procedimiento según la invención, la expresión del gen que codifica para el polipéptido 
con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa, se aumenta preferentemente mediante una o varias de las 10
siguientes medidas:

a) la expresión del gen es controlada por un promotor, que conduce a una expresión intensificada frente a 
la cepa de partida en el microorganismo empleado para el procedimiento. En este caso se puede emplear, 
a modo de ejemplo, un promotor de GAPDH constitutivo del gen gapA de Escherichia coli, o un promotor 
de lac, tac, trc, lambda, ara o tet inducible (reseña: Makrides SC. Micro-biol Rev. 1996 Sep; 60(3):512-38).15

b) El número de copias del gen que codifica para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-
sulfurotransferasa se aumenta frente a la cepa de partida. Esto se puede conseguir, a modo de ejemplo, 
insertándose el gen en plásmidos con número de copias elevado, o integrándose el gen en el cromosoma 
del microorganismo en varias copias (Baneyx F, 1999, Curr. Opin. Biotechnol. 10, 411-421).

c) La expresión del gen se efectúa bajo empleo de un punto de enlace ribosómico, que conduce a una 20
translación intensificada frente a la cepa de partida en el microorganismo empleado para el procedimiento 
(Makrides SC. Microbiol Rev. 1996 Sep;60(3):512-38).

d) La expresión del gen se intensifica mediante una optimización del empleo de codón (codon usage) del 
gen, referido al microorganismo empleado para el procedimiento (Welch, Villalobos, Gustafsson and 
Minshull, J R Soc Interface, 2009, 6:5467-76). Como medida de la adaptación del empleo de codón de un 25
gen a un organismo es apropiado, a modo de ejemplo, el "Codon Adaptation Index" (CAI) (Sharp PM, Li 
WH, 1987, Nucleic Acids Res., 15(3):1281-95).

e) La expresión del gen se intensifica mediante la reducción de estructuras secundarias de mARN en el 
mARN transcrito por el gen (Kudla G, Murray AW, Tollervey D, Plotkin JB., Science, 2009 Apr 
10;324(5924):255-8; Welch, Villalobos, Gustafsson and Minshull, J R Soc Interface, 2009, 6:5467-76).30

f) La expresión del gen se intensifica mediante la eliminación de terminadores de ARN-polimerasa en el 
mARN transcrito por el gen (Welch, Villalobos, Gustafsson and Minshull, J R Soc Interface, 2009, 6:S467-
76).

g) La expresión del gen se efectúa bajo empleo de secuencias estabilizadoras de mARN en el mARN 
transcrito por el gen (Carrier TA, Keasling JD, Biotechnol Prog., 1997, Nov-Dec; 13(6):699-708). Como 35
ejemplo se puede citar la secuencia ARNmst17 para la estabilización del mARN del gen metF de E. coli
(WO2009/043803).

En otra forma de realización del procedimiento según la invención es preferente que, en el caso de la sal de ácido 
tiosulfúrico, se trate de una sal seleccionada a partir del grupo sal alcalina, sal alcalinotérrea, sal amónica y mezclas 
de las mismas, preferentemente sal amónica.40

Además es preferente que, en el caso de la sal de ácido sulfúrico, se trate de una sal seleccionada a partir del grupo 
sal alcalina, sal alcalinotérrea, sal amónica (y mezclas), preferentemente sal amónica.

La concentración de sal de ácido tiosulfúrico en el medio, o bien en el caldo de fermentación, asciende 
preferentemente a 0,05 g/kg hasta 100 g/kg, preferentemente a 0,1 g/kg hasta 20 g/kg, y de modo especialmente 
preferente a 0,2 g/kg hasta 12 g/kg.45

En un procedimiento preferente, la concentración de sal de ácido tiosulfúrico en el medio, o bien en el caldo de 
fermentación, se mantiene durante la fermentación en al menos 0,05 g/kg a 100 g/kg, preferentemente 0,1 g/kg a 20 
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g/kg, y de modo especialmente preferente 0,2 g/kg a 12 g/kg.

En otro procedimiento preferente, la fracción de sal de ácido tiosulfúrico, referida al contenido total en azufre 
inorgánico en el medio y en el caldo de fermentación, se mantiene en al menos un 5 % en moles durante la 
fermentación.

El procedimiento según la invención puede estar configurado como procedimiento por cargas, procedimiento por 5
cargas de alimentación, procedimiento por cargas de alimentación reiteradas, y procedimiento continuo.

Además, el aminoácido que contiene azufre se puede obtener a partir del caldo de fermentación como producto 
sólido, o disuelto en un producto líquido.

En un procedimiento preferente de la presente invención, en el caso del aminoácido que contiene azufre a producir 
se trata de L-metionina.10

Además es preferente que, en el caso del microorganismo, se trate de la especie Escherichia, de modo 
especialmente preferente del tipo Escherichia coli.

En un procedimiento alternativo, en el caso del microorganismo se trata de la especie Corynebacterium, de modo 
especialmente preferente del tipo Corynebacterium glutamicum.

En un procedimiento especialmente preferente de la presente invención, el microorganimos se selecciona a partir 15
de:

 Corynebacterium glutamicum con actividad y/o expresión de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o 
deleción de la proteína reguladora McbR en comparación con la cepa de partida;

 Escherichia coli, con actividad y/o expresión de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o deleción de la 
proteína reguladora MetJ en comparación con la cepa de partida.20

La invención pone a disposición además un microorganismo seleccionado a partir de

 Corynebacterium glutamicum con actividad y/o expresión de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o 
deleción de la proteína reguladora McbR en comparación con la cepa de partida;

 Escherichia coli, con actividad y/o expresión de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o deleción de la 
proteína reguladora MetJ en comparación con la cepa de partida; excretando o produciendo el 25
microorganismo L-metionina, y sobreexprimiendo el microorganismo un gen que codifica para un 
polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa.

La cepa de C. glutamicum que excreta o produce L-metionina presenta preferentemente una actividad enzimática de 
aspartato quinasa intensificada (EC 2.7.2.4), siendo preferentes alelos resistentes a retroalimentación. En el caso de 
corinebacterias, esta aspartato quinasa se codifica por el gen lysCt. Además, mediante el debilitamiento o la30
deleción de la proteína reguladora McbR (que se codifica por el gen mcbR) se efectúa un aumento del 
aprovechamiento de azufre. McbR representa el represor de la cascada de aprovechamiento de azufre total en C. 
glutamicum (Rey DA, Nentwich SS, Koch DJ, Rückert C, Pühler A, Tauch A, Kalinowski J., Mol Microbiol., 
2005,56(4):871-887).

La cepa que excreta o produce L-metionina de E. coli presenta preferentemente una actividad enzimática 35
intensificada (EC 2.7.2.4), siendo preferentes alelos resistentes a retroalimentación. En E. coli existen tres aspartato 
quinasas diferentes, que se codifican por los genes thrA, metL o lysC. Mediante el debilitamiento o la deleción de la 
proteína reguladora MetJ, que se codifica por el gen metJ, se efectúa un aumento de la biosíntesis de L-metionina. 
MetJ constituye el represor principal de la biosíntesis de L-metionina en E. coli.

Además es preferente que este microorganismo sobreexprima uno o varios genes que codifican para un polipéptido 40
con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa, seleccionándose el polipéptido con la actividad de una 
tiosulfato-sulfurotransferasa seleccionada a partir de los siguientes a) a d):

a) un polipéptido constituido por, o que contiene lo polipéptidos Rdl2p, GlpE, PspE, YgaP, ThiI, YbbB, 
SseA, YnjE, YceA, YibN, NCgl0671, NCgl1369, NCgl2616, NCgl0053, NCgl0054, NCgl2678, NCgl2890; 45
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tiosulfato-sulfurotransferasa de mamíferos, a modo de ejemplo la tioslfato-transferasa de hígado vacuno
(Bos taurus); preferentemente Rdl2p, GlpE, PspE, y de modo especialmente preferente Rdl2p;

b) un polipéptido constituido por, o que contiene la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2;

c) un polipéptido con una secuencia de aminoácidos que es idéntica en un 70 % o más a la secuencia de 
aminoácidos de a) o b), presentando el polipéptido actividad de tiosulfato-sulfurotransferasa;5

d) un polipéptido, que presenta una secuencia de aminoácidos que contiene una deleción, substitución, 
inserción y/o adición de 1 a 45 restos aminoácido respecto a la secuencia de aminoácidos mostrada en 
SEQ ID NO: 2, presentando el polipéptido actividad de tiosulfato-sulfurotransferasa.

Además, la cepa de partida del microorganismo se deriva preferentemente del grupo constituido por Escherichia coli
MG1655, Escherichia coli W3110, Escherichia coli DH5α, Escherichia coli DH10B, Escherichia coli BW2952, 10
Escherichia coli REL606, Corynebacterium glutamicum ATCC13032, Corynebacterium glutamicum R, 
Corynebacterium glutamicum DSM20411 (denominación antigua Brevibacterium flavum), Corynebacterium 
glutamicum DSM20412 (denominación antigua Brevibacterium lactofermentum), Corynebacterium glutamicum
DSM1412 (denominación antigua Brevibacterium lactofermentum), Corynebacterium efficiens YS-314T

(=DSM44549), Corynebacterium glutamicum ATCC21608, Corynebacterium glutamicum DSM17322.15

Otra cepa que excreta, o bien produce L-metionina, es, a modo de ejemplo, la cepa de producción de E. coli
MG1655 ΔmetJ Ptrc-metH Ptrc-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP que contiene el plásmido de 
producción pME101-thrA*1-cysE-Pgap-metA*11 (WO2009/043803).

La clonación de la cepa de producción de E. coli MG1655ΔmetJ Ptrc-metH Ptrc-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-
cysJIH Ptrc09-gcvTHP se describe en la solicitud de patente WO2009/043803. La cepa se basa en la cepa de tipo 20
salvaje de E. coli K12 MG1655. En el genoma de esta cepa se introdujeron las siguientes modificaciones:

 se eliminó el gen para el represor de biosíntesis de L-metionina metJ.

 En línea de entrada del gen metH (que codifica para la metionina sintasa dependiente de cobalamina) se 
insertó el promotor trc fuerte.

 En línea de entrada del gen metF (que codifica para la 5,10-metilentetrahidrofolato-reductasa) se insertó el 25
promotor trc fuerte.

 En línea de entrada del operón cysPUWAM se insertó el promotor trcF fuertre. cysPUWA codifica para un 
transportador de absorción de sulfato/tiosulfato. cysM codifica para la cisteína-sintasa B.

 En línea de entrada del operón cysJIH se insertó el promotor trcF fuerte. cysJI codifica para la sulfito 
reductasa y cysH codifica para la 3'-fosfo-adenililsulfato-reductasa.30

 En línea de entrada del operón gcvTHP se insertó el promotor trc09 fuerte. gcvT, gcvH y gcv P codifican 
para tres componentes del sistema de división de glicina.

La clonación del plásmido de producción de E. coli pME101-thrA*1-cysE-Pgap-metA*11 se describe en la solicitud 
de patente WO2007/077041. Se trata de un plásmido de número de copias reducido (low copy plasmid) a base del 
vector pCL 1920 (Lerner, C.G. and Inouye, M., Nucl. Acids Res. (1990) 18:4631 [PMID: 2201955]). El plásmido vacío 35
pME101 posee el gen lacIq, que codifica para un alelo fuertemente exprimido del represor lac. En línea de salida de 
un promotor trc fuerte, reprimible mediante el represor Lac, se clonó el gen thrA*1. Éste codifica para una variante 
resistente a retroalimentación de aspartato quinasa / homoserina dehidrogenasa ThrA de E. coli. En la misma 
orientación se encuentra el gen cysE junto con su promotor natural. Éste codifica para la serina-acetiltransferasa de 
E. coli. En línea de salida de cysE sigue el promotor gapA fuerte de E. coli, que controla la expresión del gen 40
metA*11. metA*11 codifica para una variante resistente a retroalimentación de homoserina O-succiniltransferasa de 
E. coli.

Como ejemplos de otros microorganismos que extretan, o bien producen L-metionina, se pueden citar las siguientes 
cepas:

 C. glutamicum M1179 (=DSM17322) (WO2007/011939)45
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 E. coli TF4076BJF metA#10 + metYX(Lm) (WO2008/127240; página 46);

 E. coli W3110ΔJ/pKP451 (EP 1 445 310 B1, página 7 ejemplo 4)

 E. coli WΔthrBCΔmetJmetK32 pMWPthrmetA4Δ5Δ9 (Yoshihiro Usuda and Osamu Kurahashi, 2005, 
Applied and Environmental Microbiology, Vol. 71, Nº 6, páginas 3228-3234)

 W3110/pHC34 (WO01/27307 página 13, ej. 3).5

Se describen otros ejemplos de diversos microorganismos apropiados en Gomes et al. (Enzyme and Microbial 
Technology 37 (2005), 3-18).

Las bacterias que producen L-metionina pueden poseer una o varias de las características seleccionadas a partir de 
los siguientes grupos:

1) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para uno o varios componentes del sistema de transporte de 10
tiosulfato/sulfato CysPUWA (EC 3.6.3.25),

2) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfato reductasaCysH (EC 
1.8.4.8),

3) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para uno o varios componentes der sulfito reductasa CysJI 
(EC 1.8.1.2),15

4) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una cisteína sintasaA CysK (EC 2.5.1.47),

5) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una cisteína sintasaB CysM (EC 2.5.1.47),

6) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una serina acetiltransferasa CysE (EC 2.3.1.30),

7) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para uno o varios componentes del sistema de división de 
glicina GcvTHP-Lpd (EC 2.1.2.10, EC 1.4.4.2, EC 1.8.1.4),20

8) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una lipoil sintasa LipA (EC 2.8.1.8),

9) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una lipoil-proteína ligasa LipB (EC 2.3.1.181),

10) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una fosfoglicerato dehidrogenasa SerA (EC 1.1.1.95),

11) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una 3-fosfoserina fosfatasa SerB (EC 3.1.3.3),

12) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una 3-fosfoserina/fosfohidroxitreonina25
aminotransferasa SerC (EC 2.6.1.52),

13) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una serina hidroximetiltransferasa GlyA (EC 2.1.2.1),

14) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una aspartoquinasa I y homoserina dehidrogenasa I 
ThrA (EC 2.7.2.4, EC 1.1.1.3),

15) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una aspartato quinasa LysC (EC 2.7.2.4),30

16) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para un homoserina-dehidrogenasa Hom (EC 1.1.1.3),

17) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una homoserina O-acetiltransferasa MetX (EC 
2.3.1.31),

18) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una homoserina O-succiniltransferasa MetA (EC 
2.3.1.46),35
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19) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una cistationina gamma-sintasa MetB (EC 2.5.1.48),

20) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una β-C-S-liasa AecD (EC 4.4.1.8, también llamada 
beta-liasa),

21) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una cistationina beta-liasa MetC (EC 4.4.1.8),

22) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una homocisteína S-metiltransferasa independiente de5
B12 MetE (EC 2.1.1.14),

23) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una homocisteína S-metiltransferasa dependiente de
B12 MetH (EC 2.1.1.13),

24) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una metilentetrahidrofolato reductasa MetF (EC 
1.5.1.20),10

25) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para uno o varios componentes del exportador de L-
metionina BrnFE de Corynebacterium glutamicum,

26) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para uno o varios componentes del exportador de valina
YgaZH de Escherichia coli (b2682, b2683),

27) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para el transportador putativo YjeH de Escherichia coli15
(b4141),

28) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para uno o varios componentes de la piridina nucleótido 
transhidrogenasa PntAB (EC 1.6.1.2),

29) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una O-succinilhomoserina sulfohidrolasa (EC 2.5.1.48),

30) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una fosfoenolpiruvato carboxilasa Pyc (EC 4.1.1.31).20

En este caso, las características preferentes son una o varias seleccionadas a partir del grupo:

1) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para uno o varios componentes del sistema de transporte de 
tiosulfato/sulfato CysPUWA (EC 3.6.3.25),

2) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una 3’-fosfoadenosin-5’-fosfosulfato reductasa CysH 
(EC 1.8.4.8),25

3) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para uno o varios componentes der sulfito reductasa CysJI 
(EC 1.8.1.2),

4) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una cisteína sintasa A CysK (EC 2.5.1.47),

5) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una cisteína sintasa B CysM (EC 2.5.1.47),

6) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una serina acetiltransferasa CysE (EC 2.3.1.30),30

7) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para uno o varios componentes de división de glicina
GcvTHP-Lpd (EC 2.1.2.10, EC 1.4.4.2, EC 1.8.1.4),

8) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una lipoil sintasa LipA (EC 2.8.1.8),

9) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una lipoil-proteina ligasa LipB (EC 2.3.1.181),

10) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una fosfoglicerato dehidrogenasa SerA (EC 1.1.1.95),35
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11) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una 3-fosfoserin fosfatasa SerB (EC 3.1.3.3),

12) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una 3-fosfoserin/fosfohidroxitreonina aminotransferasa 
SerC (EC 2.6.1.52),

13) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una serina hidroximetiltransferasa GlyA (EC 2.1.2.1),

14) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una aspartoquinasa I y homoserina dehidrogenasa I 5
ThrA (EC 2.7.2.4, EC 1.1.1.3),

15) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una aspartato quinasa LysC (EC 2.7.2.4),

16) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una homoserina-dehidrogenasa Hom (EC 1.1.1.3),

17) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para un homoserina-acetiltransferasa MetX (EC 2.3.1.31),

18) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una homoserin O-trans-succinilasa MetA (EC 2.3.1.46),10

19) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una cistatión gamma-sintasa MetB (EC 2.5.1.48),

20) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una β-C-S-liasa AecD (EC 4.4.1.8, llamada también 
beta-liasa),

21) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una cistationina beta-liasa MetC (EC 4.4.1.8),

22) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una homocisteína S-metiltransferasa independiente de 15
B12 MetE (EC 2.1.1.14),

23) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una homocisteína S-metiltransferasa dependiente de
B12 MetH (EC 2.1.1.13),

24) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una metilentetrahidrofolato reductasa MetF (EC 
1.5.1.20).20

En este caso, las características muy especialmente preferentes se seleccionan a partir del grupo:

1) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una aspartoquinasa I y homoserina dehidrogenasa I 
ThrA (EC 2.7.2.4, EC 1.1.1.3),

2) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una aspartato quinasa LysC (EC 2.7.2.4),

3) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una homoserina-dehidrogenasa Hom (EC 1.1.1.3),25

4) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una homoserina-acetiltransferasa MetX (EC 2.3.1.31),

5) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para un homoserina O-trans-succinilasa MetA (EC 2.3.1.46),

6) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una cistationin gamma-sintasa MetB (EC 2.5.1.48),

7) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una β-C-S-liasa AecD (EC 4.4.1.8, llamada también 
beta-liasa),30

8) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una cistationin beta-liasa MetC (EC 4.4.1.8),

9) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una S-metiltransferasa independiente de B12 MetE (EC 
2.1.1.14),
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10) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una homocisteína S-metiltransferasa dependiente de
B12 MetH (EC 2.1.1.13),

11) polinucleótido sobreexprimido, que codifica para una metilentetrahidrofolato reductasa MetF (EC 
1.5.1.20).

Para la mejora de la producción de L-metionina en C.glutamicum, en caso dado es conveniente debilitar uno o varios 5
de los genes seleccionados a partir del grupo:

a) un gen pgi que codifica para la glucosa-6-fosfato-isomerasa (Pgi, EC Nr. 5.3.1.9),

b) un gen thrB que codifica para la homoserinaquinasa (ThrB, EC Nr. 2.7.1.39),

c) un gen metK que codifica para la S-adenosilmetionina sintasa (MetK, EC Nr. 2.5.1.6),

d) un gen dapA que codifica para la dihidropicolinato sintasa (DapA, EC Nr. 4.2.1.52),10

e) un gen pck que codifica para la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Pck, EC Nr. 4.1.1.49),

f) un gen cg3086 que codifica para la cistationin-γ-liasa (Cg3086, EC Nr. 4.4.1.1),

g) un gen cg2344 que codifica para la cisationin-β-sintasa (Cg2344, EC Nr. 4.2.1.22),

h) un gen cg3031 que codifica para la proteína reguladora Cg3031,

i) un gen mcbR que codifica para el regulador de transcripción de biosíntesis de L-metionina (McbR),15

j) un gen metQ que codifica para una subunidad del transportador de L-metionina (MetQNI),

k) un gen metN que codifica para una subunidad del transportador de L-metionina (MetQNI),

l) un gen metl que codifica para una subunidad del transportador de L-metionina (MetQNI),

m) un gen metP que codifica para el transportador de L-metionina (MetP).

Para la mejora de la producción de L-metionina en E.coli, en caso dado es conveniente debilitar uno o varios de los 20
genes seleccionados a partir del grupo:

a) un gen metJ que codifica para el regulador de transcripción de la biosíntesis de L-metionina (MetJ) 
(b3938, ECK3930),

b) un gen pgi que codifica para la glucosa-6-fosfato-isomerasa (Pgi, EC Nr. 5.3.1.9) (b4025, ECK4017),

c) un gen thrB que codifica para la homoserinaquinasa (ThrB, EC 2.7.1.39) (b0003, ECK0003),25

d) un gen metK que codifica para la S-adenosilmetionina sintasa (MetK, EC Nr. 2.5.1.6) (b2942, ECK2937),

e) un gen dapA que codifica para la dihidropicolinato sintasa (DapA, EC Nr. 4.2.1.52) (b2478, ECK2474),

f) un gen pck que codifica para la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Pck, EC Nr. 4.1.1.49) (b3403, 
ECK3390),

g) un gen purU que codifica para la formiltetrahidrofolato hidrolasa (PurU, EC Nr. 3.5.1.10) purU (b1232, 30
ECK1227),

h) un gen pykA que codifica para la piruvato quinasa II (PykA, EC Nr. 2.7.1.40) (b1854, ECK1855)
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i) un gen pykF que codifica para la piruvatoquinasa I (PykF, EC 2.7.1.40) (b1676, ECK1672),

j) un gen metQ que codifica para una subunidad del transportador de L-metionina (MetQNI) (b0197, 
ECK0197),

k) un gen metl que codifica para la subunidad del transportador de L-metionina (MetQNI) (b0198, 
ECK0198),5

l) un gen metN que codifica para la subunidad del transportador de L-metionina (MetQNI) metN (b0199, 
ECK0199),

m) un gen dcd que codifica para la deoxicitidina 5‘-trifosfato deaminasa (Dcd, EC Nr. 3.5.4.13) (b2065, 
ECK2059),

n) un gen yncA que codifica para la N-aciltransferasa putativa (YncA, explorador metabólico10
WO2010/020681) (b1448, ECK1442),

o) un gen fnrS que codifica para el sARN regulatorio FnrS (b4699, ECK4511).

Descripción detallada de la invención

La invención se refiere a un procedimiento para la producción fermentativa de aminoácidos que contienen azufre 
seleccionados a partir del grupo L-metionina, L-cisteína, L-cistina, L-homocisteína y L-homocistina. El procedimiento 15
se lleva a cabo con un microorganismo de la familia Enterobacteriaceae, o con un microorganismo de la familia 
Corynebacteriaceae, que sobreexprime un gen que codifica para un polipéptido con la actividad enzimática de una 
tiosulfato-sulfurotransferasa.

El concepto “gen“ significa en este caso una sección de ácido desoxirribonucleico (ADN), que contiene las 
informaciones para la producción (transcripción), en primer lugar, de un ácido ribonucleico (ARN), y éste contiene la 20
información para la producción (translación) de una proteína (polipéptido), en este caso un polipéptido con la 
actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa. El hecho de que un gen o un polinucleótido contenga las 
informaciones para la producción de una proteína se denomina también codificación de una proteína, o bien de un 
polipéptido a través del gen, o bien a través del ARN. Se entiende por genes, o bien polinucleótidos endógenos, los 
genes o alelos, o bien sus polinucleótidos, en la población de un tipo de marcos de lectura abiertos presentes (ORF). 25
Los conceptos "gen" y "ORF" (marco de lectura abierto) se emplean como sinónimo en esta invención.

El concepto "polinucleótido" se refiere en general a polirribunucleótidos y polideoxirribonucleótidos, pudiéndose tratar 
de ARN o ADN no modificado, o ARN o ADN modificado.

El concepto “polipéptido“ designa péptidos o proteínas que contienen dos o más aminoácidos unidos a través de 
enlaces peptídicos. El concepto polipéptido y proteína se emplean como sinónimos. Las proteínas pertenecen a los 30
componentes básicos. Éstas conceden a la célula no solo estructura, sino que son las “máquinas“ moleculares que 
transportan substancias, catalizan reacciones químicas e identifican substancias semioquímicas.

Se entiende por “aminoácidos proteinógenos“ los aminoácidos que se presentan en proteínas naturales, es decir, en 
proteínas de microorganismos, plantas, animales y personas. A éstas pertenecen en especial L-aminoácidos 
seleccionados a partir del grupo ácido L-aspártico, L-asparagina, L-treonina, L-serina, ácido L-glutámico, L-35
glutamina, glicina, L-alanina, L-cisteína, L-valina, L-metionina, L-isoleucina, L-leucina, L-tirosina, L-fenilalanina, L-
histidina, L-lisina, L-triptófano, L-prolina y L-arginina, así como selenocisteína. En el caso de los aminoácidos 
proteinógenos se trata siempre de α-aminoácidos. Excepto el aminoácido glicina, para todos los aminoácidos 
proteinógenos, el atomo de carbono α es asimétrico (las moléculas son quirales): existen dos enantiómeros de estos 
aminoácidos. En este caso, solo uno de ambos enantiómeros es proteinógeno, y precisamente el L-aminoácido: el 40
aparato necesario para la síntesis de proteínas – el ribosoma, el tARN, la aminoacil-tARN sintetasa (esta carga el 
tARN con aminoácidos) y otros – son también quirales en sí mismos, y pueden identificar solo la variante L.

El concepto “expresión génica“ (abreviado “expresión“) designa en general la expresión de la información genética 
para dar un fenotipo. En sentido más estricto, expresión génica designa la transcripción de un gen a un ARN, la 
translación subsiguiente de ARN a un polipéptido, que puede poseer una actividad enzimática.45

Bajo el concepto “sobreexpresión“ se entiende generalmente un aumento de la concentración intracelular o de la 
actividad de un ácido ribonucleico, de una proteína o de un enzima en comparación con la cepa de partida (cepa 
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madre), o cepa de tipo salvaje. En el caso de la presente invención se sobre exprimen genes de tiosulfato-
sulfurotransferasa, o bien polinucleótidos, que codifican para un polipéptido de tiosulfato-sulfurotransferasa.

Se entiende por una “cepa de partida“ (cepa madre) la cepa de microorganismos en la que se llevan a cabo medidas 
para el aumento de la productividad de uno o varios aminoácidos, péptidos o proteínas, o bien medidas para el 
aumento de la actividad de uno o varios enzimas (por ejemplo una medida que impulsa la sobreexpresión). En el 5
caso de una cepa de partida se puede tratar de una cepa de tipo salvaje, pero también de una cepa ya modificada 
previamente (a modo de ejemplo una cepa de producción).

Se entiende por un “tipo salvaje“ de una célula preferentemente una célula cuyo genoma se presenta en un estado 
como el producido naturalmente mediante la evolución. El concepto se emplea tanto para la célula total, como 
también para diferentes genes. Por lo tanto, no corresponden al concepto “tipo salvaje“ en especial aquellas células, 10
o bien aquellos genes cuyas secuencias génicas se han modificado al menos parcialmente por el hombre mediante 
procedimientos recombinantes.

Los mutantes obtenidos en el sentido de esta invención muestran una secreción, o bien producción de aminoácidos 
deseados en un proceso de fermentación, incrementada en comparación con la cepa de partida, o bien cepa madre 
empleada. En este caso, los aminoácidos se liberan en el medio que los rodea, o bien se acumulan en el interior de 15
la célula (acumulación).

El concepto “intensificación“ o “actividad elevada“ describe en este contexto el aumento de la actividad enzimática 
intracelular de uno o varios enzimas en un microorganismo, que se codifican mediante el correspondiente ADN.

En principio, se puede obtener un aumento de la actividad enzimática, a modo de ejemplo, aumentándose el número 
de copias de la secuencia génica, o bien de las secuencias génicas que codifican para el enzima, empleándose un 20
promotor fuerte o utilizándose un gel o alelo que codifica para un correspondiente enzima con actividad acrecentada, 
y combinándose estas medidas en caso dado. Se generan células modificadas mediante técnica génica según la 
invención, a modo de ejemplo, mediante transformación, transducción, conjugación, o una combinación de estos 
métodos, con un vector que contiene el gen deseado, un alelo de este gen, o partes del mismo, y un vector que 
posibilita la expresión del gen. La expresión heteróloga se obtiene en especial mediante integración del gen o de los 25
alelos en el cromosoma de la célula, o un vector extracromosómico replicante. 

El documento DE-A-100 31 999, que se introduce en el presente documento como referencia, y cuyo contenido 
divulgativo respecto a las posibilidades de aumento de actividad enzimática en células forma una parte de la 
manifestación de la presente invención, ofrece una recopilación sobre las posibilidades de aumento de la actividad 
enzimática en células en el ejemplo de piruvato-carboxilasa.30

El aumento de la actividad enzimática se puede obtener, a modo de ejemplo, aumentándose el número de copias de 
los correspondientes polinucleótidos en al menos una copia a nivel cromosómico o extracromosómico.

Un método bastante extendido para el aumento del número de copias consiste en incorporar el correspondiente 
polinucleótido en un vector, preferentemente un plásmido, que se replica por una bacteria.

Vectores de plásmido apropiados para Enterobacteriaceae son, por ejemplo, vectores de clonación derivados de 35
pACYC184 (Bartolome et al.; Gene 102: 75-78 (1991)), pTrc99A (Amann et al.; Gene 69: 301-315 (1988)) o
derivados de pSC101 (Vocke und Bastia; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 80(21): 6557-6561 
(1983)). Además son especialmente apropiados plásmidos derivados de pCL1920 (Lerner, C.G. and Inouye, M., 
Nucl. Acids Res. (1990) 18:4631 [PMID: 2201955]). Vectores de plásmido derivados de "Bacterial Artificial 
Chromosomes" (BAC), como por ejemplo pCC1BAC (EPICENTRE Biotechnologies, Madison, U.S.A.), son 40
igualmente apropiados para aumentar el número de copias de los correspondientes polinucleótidos en E. coli.

Vectores de plásmido apropiados para C. glutamicum son, a modo de ejemplo, pZ1 (Menkel et al., Applied and 
Environmental Microbiology 64: 549-554 (1989)), pEKEx1 (Eikmanns et al., Gene 107: 69-74 (1991)) o pHS2-1 
(Sonnen et al. , Gene 107: 69-74 (1991)). Éstos se basan en los plásmidos crípticos pHM1519, pBL1 o pGA1. Del 
mismo modo se pueden emplear otros vectores de plásmido, como por ejemplo aquellos que se basan en pCG4 (US 45
4,489,160) o pNG2 (Serwold-Davis et al., FEMS Microbiology Letters 66: 119-124 (1990)) o pAG1 (US 5,158,891). 
También en Tauch et al. (Journal of Biotechnology 104, 27-40 (2003)) se encuentra un artículo recopilatorio sobre el 
tema plásmidos en C. glutamicum.

Además se pueden emplear como vectores transposones, elementos de inserción (elementos IS) o fagos. Tales 
sistemas genéticos se describen, a modo de ejemplo, en las solicitudes de patente US 4,822,738, US 5,804,414 y50
US 5,804414. Del mismo modo se puede emplear el elemento IS IsaBI descrito en el documento WO 92/02627, o el 
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transposón Tn 45 del plásmido pXZ10142 (citado en el "Handbook of Corynebacterium glutamicum" (editor: L. 
Eggeling y M. Bott)).

Otro método extendido para la consecución de una sobreexpresión es el procedimiento de amplificación génica 
cromosómica. En este método se inserta al menos una copia adicional del polinucleótido que interesa en el 
cromosoma de una bacteria. Tales procedimientos de amplificación se describen, a modo de ejemplo, en el 5
documento WO 03/014330 o el documento WO 03/040373.

Otro método para la consecución de una sobreexpresión consiste en enlazar el correspondiente gen, o bien alelo, de 
modo funcional (operably linked) con un promotor, o bien un cassette de expresión. Promotores apropiados para C. 
glutamicum se describen, a modo de ejemplo, en la fig. 1 del artículao recopilatorio de Patek et al. (Journal of 
Biotechnology 104(1-3), 311-323 (2003)). Del mismo modo se pueden emplear las variantes del promotor dapA 10
descritas por Vasicova et al (Journal of Bacteriology 181, 6188-6191 (1999)), a modo de ejemplo el promotor A25. 
Además se puede emplear el promotor gap de C. glutamicum (EP 06007373).

Para E. coli son conocidos, por ejemplo, los promotores T3, T7, SP6, M13, lac, tac y trc descritos por Amann et al. 
(Gene 69(2), 301-315 (1988)) y Amann y Brosius (Gene 40(2-3), 183-190 (1985)), que se pueden emplear 
parcialmente también para C. Glutamicum. Tal promotor se puede insertar, a modo de ejemplo, en línea de entrada 15
del gen respectivo, típicamente a una distancia de aproximadamente 1 – 500 nucleobases del codón inicial. En el 
documento US 5,939,307 se describe que, mediante incorporación de cassettes de expresión o promotores, como 
por ejemplo promotor tac, promotor trp, promotor ipp o promotor PL y promotor PR del fago λ, a modo de ejemplo en 
línea de entrada del operón de treonina cromosómico, se pudo obtener un aumento de la expresión. Del mismo 
modo se pueden emplear los promotores del fago T7, los promotores gear-box o el promotor nar. Tales cassettes de 20
expresión o promotores se pueden emplear también para, como se describe en el documento EP 0 593 792, 
sobreexprimir genes unidos a plásmido. Mediante empleo del alelo laclQ se puede controlar a su vez la expresión de 
genes unidos a plásmido (Glascock und Weickert, Gene 223, 221-231 (1998)). Además es posible que la actividad 
de los promotores esté incrementada mediante modificación de su secuencia por medio de una o varias 
substituciones de nucleótidos, mediante inserción (inserciones) y/o deleción (deleciones).25

Mediante las medidas de sobreexpresión, la actividad o concentración del correspondiente polipéptido se aumenta 
generalmente en al menos un 10%, 25%, 50%, 75%, 100%, 150%, 200%, 300%, 400% o un 500%, como máximo 
hasta un 1000% o un 2000%, referido a la actividad o concentración de polipéptido en la correspondiente cepa de 
partida (microorganismo de tipo salvaje o de partida) antes de la medida que conduce a la sobreexpresión.

Se describen métodos para la determinación de la actividad enzimática, por ejemplo, en Cheng H, Donahue JL, 30
Battle SE, Ray WK, Larson TJ, 2008, Open Microbiol J., 2:18-28, y en Alexander K., Volini M, 1987, J. Biol. Chem., 
262: 6595-6604.

La expresión de los enzimas, o bien genes citados anteriormente, es identificable con ayuda de separación en gel de 
proteínas de 1 y 2 dimensiones, y subsiguiente identificación óptica de la concentración de proteínas con un 
correspondiente sofware de valoración en el gel. Si el aumento de una actividad enzimática se basa exclusivamente 35
en un aumento de la expresión del correspondiente gen, la cuantificación del aumento de actividad enzimática se 
puede determinar fácilmente mediante una comparación de las separaciones de proteínas de 1 o 2 dimensiones 
entre tipo salvaje y célula modificada mediante técnica génica. Un método de uso común para la preparación de los 
geles de proteínas en bacterias y para la identificación de las proteínas es el modo de proceder descrito por 
Hermann et al. (Electrophoresis, 22: 1712.23 (2001). La concentración de proteínas se puede analizar igualmente 40
mediante hibridación Western-Blot con un anticuerpo específico para la proteína a identificar (Sambrook et al., 
Molecular Cloning: a laboratory manual, 2nd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. 
USA, 1989), y subsiguiente valoración óptica con un correspondiente software para la determinación de la 
concentración (Lohaus und Meyer (1989) Biospektrum, 5: 32-39; Lottspeich (1999), Angewandte Chemie 111: 2630-
2647). La actividad de proteínas enlazantes de ADN se puede medir por medio de ensayos de desplazamiento de 45
banda de ADN (también llamado retardación de gel) (Wilson et al. (2001) Journal of Bacteriology, 183: 2151-2155). 
La acción de proteínas enlazantes de ADN sobre la expresión de otros genes se puede identificar mediante diversos 
métodos de ensayo de gen reportero convenientemente conocidos (Sambrook et al., Molecular Cloning: a laboratory 
manual, 2nd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. USA, 1989). Las actividades 
intracelulares enzimáticas se pueden determinar según diversos métodos descritos (Donahue et al. (2000) Journal of 50
Bacteriology 182 (19): 5624-5627; Ray et al. (2000) Journal of Bacteriology 182 (8) : 2277-2284; Freedberg et al. 
(1973) Journal of Bacteriology 115 (3): 816-823). En tanto en las siguientes explicaciones no se indiquen métodos 
concretos para la determinación de la actividad de un enzima determinado, la determinación del aumento de la 
actividad enzimática, y también la determinación de la reducción de la actividad enzimática, se efectúan por medio 
de los métodos descritos en Hermann et al., Electophoresis, 22: 1712-23 (2001), Lohaus et al., Biospektrum 5 32-39 55
(1998), Lottspeich, Angewandte Chemie 111: 2630-2647 (1999) y Wilson et al., Journal of Bacteriology 183: 2151-
2155 (2001).

Si el aumento de la actividad enzimática se realiza mediante mutación del gen endógeno, tales mutaciones se 
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pueden generar según métodos clásicos de forma no selectiva, como por ejemplo mediante irradiación UV o 
mediante productos químicos mutagénicos, o de manera selectiva por medio de métodos de tecnología génica, 
como deleción (deleciones), inserción (inserciones) y/o intercambio(s) de nucleótidos. Mediante estas mutaciones se 
obtienen células modificadas a través de técnica génica. Mutantes de enzimas especialmente preferentes son 
también aquellos enzimas que ya no se pueden inhibir, o que se pueden inhibir en retroalimentación al menos de 5
manera reducida en comparación con el enzima de tipo salvaje.

Si el aumento de la actividad enzimática se realiza mediante aumento de la expresión de un enzima, de este modo 
se aumenta, a modo de ejemplo, el número de copias de los correspondientes genes, o se muta la región de 
promotor y de regulación, o el punto de enlace ribosómico, que se encuentra en línea de entrada del gen estructural. 
Del mismo modo actúan los cassettes de expresión que se incorporan en línea de entrada del gen estructural. 10
Mediante promotores inducibles es posible adicionalmente aumentar la expresión en cualquier momento. Por lo 
demás, al gen enzimático se pueden asignar como secuencias reguladoras también los denominados 
“potenciadores“, que ocasionan igualmente una expresión génica elevada a través de una interacción mejorada 
entre ARN-polimerasa y ADN. Mediante medidas para la prolongación del período de vida de mARN se mejora 
igualmente la expresión. Además, mediante inhibición de la degradacion de la proteína enzimática se intensifica 15
igualmente la actividad enzimática. Los genes o estructuras génicas se presentan en este caso en plásmidos con 
diferente número de copias, o bien están integrados y amplificados en el cromosoma. Alternativamente, se puede 
conseguir una sobreexpresión de los respectivos genes mediante modificación de la composición del medio y control 
de cultivo. El especialista encuentra instrucciones a tal efecto, entre otros, en Martin et al. (Bio/Technology 5, 137-
146 (1987)), en Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994)), Tsuchiya und Morinaga (Bio/Technology 6, 428-430 20
(1988)), en Eikmanns et al. (Gene 102, 93-98 (1991)), en el documento EP-A-0 472 869, en el documento US 
4,601,893, en Schwarzer y Pühler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991), en Reinscheid et al. (Applied and Environmental 
Microbiology 60, 126-132 (1994)), en LaBarre et al. (Journal of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), en el 
documento WO-A-96/15246, en Malumbres et al. (Gene 134, 15-24 (1993), en el documento JP-A-10-229891, en 
Jensen und Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58, 191-195 (1998)), y en conocidos libros de texto de 25
genética y biología molecular. Las medidas descritas anteriormente, al igual que las mutaciones, conducen a células 
modificadas mediante técnica génica.

Además, también son apropiados aquellos vectores de plásmido, con cuya ayuda se puede aplicar el procedimiento 
de amplificación génica mediante integración en el cromosoma, como se describió, a modo de ejemplo, por 
Reinscheid et al. (Applied and Environmental Microbiology 60: 126-132 (1994)) para la duplicación, o bien 30
amplificación del operón hom-thrB. En este método, el gen completo se clona en un vector de plásmido, que se 
puede replicar en un huésped (típicamente Escherichia coli), pero no en Corynebacterium glutamicum. Como 
vectores entran en consideración, a modo de ejemplo, pSUP301 (Simon et al., Bio/Technology 1: 784-791 (1983)), 
pK18mob o pK19mob (Schäfer et al., Gene 145: 69-73 (1994)), pGEM-T (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, 
USA), pCR2.1-TOPO (Shuman, Journal of Biological Chemistry 269: 32678-84 (1994)), pCR-BluntII-TOPO 35
(Invitrogen, Groningen, Niederlande), pEM1 (Schrumpf et al., Journal of Bacteriology 173: 4510-4516)) o pBGS8 
(Spratt et al., Gene 41: 337-342 (1986)). El vector de plásmido, que contiene el gen a amplificar, se transforma a 
continuación en la cepa de Corynebacterium glutamicum deseada mediante conjugación o transformación. El 
método de conjugación se describe, a modo de ejemplo, en Schäfer et al., Applied and Environmental Microbiology 
60: 756-759 (1994). Se describen métodos para la transformación, a modo de ejemplo, en Thierbach et al., Applied 40
Microbiology and Biotechnology 29: 356-362 (1988), Dunican und Shivnan, Bio/Technology 7: 1067-1070 (1989) y
Tauch et al., FEMS Microbiology Letters 123: 343-347 (1994). Tras recombinación homóloga por medio de un 
fenómeno "cross-over", la cepa resultante contiene al menos dos copias del gen en cuestión. Se describe un 
procedimiento similar para E. Coli, a modo de ejemplo, en Link, A.J., Phillips, D. and Church, G.M. (1997), J. 
Bacteriology 179: 6228-6237.45

Para la inserción o deleción de ADN en el cromosoma se pueden emplear también procedimientos mediados por 
recombinasa, como se describieron, a modo de ejemplo, por Datsenko KA, Wanner BL., 2000, Proc Natl Acad Sci U 
S A., 97(12):6640-5.

Bajo la formulación “una actividad de un enzima acrecentada frente a su cepa de tipo salvaje, o bien cepa de 
partida“, empleada anteriormente y en las siguientes explicaciones, se entiende siempre, de modo preferente, una 50
actividad del respectivo enzima acrecentada en un factor de al menos 2, de modo especialmente preferente de al 
menos 10, además preferentemente de al menos 100, además de modo aún más preferente de al menos 1000, y del 
modo más preferente de al menos 10000. Además, la célula según la invención, que presenta “una actividad de un 
enzima acrecentada frente a su cepa de tipo salvaje, o bien cepa de partida“, comprende en especial también una 
célula, cuya cepa de tipo salvaje, o bien de partida, no presenta actividad, o al menos no presenta una actividad 55
identificable de este enzima, y que presenta una actividad identificable de este enzima solo tras aumento de la 
actividad enzimática, a modo de ejemplo mediante sobreexpresión. En este contexto, el concepto “sobreexpresión“, 
o la formulación “aumento de la expresión“ empleada en las siguientes explicaciones, comprende también el caso en 
el que una célula de partida, a modo de ejemplo una célula de tipo salvaje, no presenta una expresión, o al menos 
no presenta una expresión identificable, y solo mediante procedimientos recombinantes se induce una expresión 60
identificable del enzima.
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Las bacterias aisladas obtenidas mediante las medidas de la invención muestran una secreción, o bien producción 
de los aminoácidos deseados en un proceso de fermentación, incrementada en comparación con la cepa de partida, 
o bien cepa madre empleada.

Se debe entender por bacterias aisladas los mutantes según la invención, aislados, o bien generados, y bacterias 
recombinantes, en especial de la familia Enterobacteriaceae o Corynebacteriaceae, que presentan una actividad de 5
una tiosulfato-sulfurotransferasa elevada frentre a la cepa de partida.

El rendimiento de las bacterias aisladas, o bien del proceso de fermentación bajo empleo de las mismas, respecto a 
uno o varios de los parámetros seleccionados a partir del grupo de concentración de producto (producto por 
volumen), de rendimiento de producto (producto formado por fuente de carbono consumida) y de la formación de 
producto (producto formado por volumen y tiempo), o también otros parámetros de proceso y combinaciones de los 10
mismos, se mejora al menos en un 0,5 %, al menos en un 1 %, al menos en un 1,5 %, o al menos en un 2 %, 
referido a la cepa de partida, o bien cepa madre, o bien al proceso de fermentación, bajo empleo del mismo.

En el procedimiento según la invención, las bacterias se pueden cultivar continuamente – como se describe, a modo 
de ejemplo, en el documento PCT/EP2004/008882 – o de manera discontinua en el procedimiento discontinuo 
(cultivo por cargas), o en el procedimiento por cargas de alimentación (procedimiento de alimentación), o en el 15
procedimiento por cargas de alimentación reiteradas (procedimiento de alimentación repetitivo), con el fin de la 
producción de L-aminoácidos. Se encuentra disponible un resumen de tipo general sobre métodos de cultivo 
conocidos en el manual de Chmiel (Bioprozesstechnik 1. Einführung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer 
Verlag, Stuttgart, 1991)) o en el manual de Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (editorial Vieweg, 
Braunschweig/Wiesbaden, 1994)) verfügbar.20

El medio de cultivo, o bien el medio de fermentación a emplear, debe cumplir adecuadamente los requisitos de las 
respectivas cepas. El libro de consulta "Manual of Methods for General Bacteriology" de la American Society for 
Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981) contiene descripciones de medios de cultivo de diversos 
microorganismos. Los conceptos medio de cultivo y medio de fermentación, o bien medio, son intercambiables.

Como fuente de carbono se pueden emplear azúcares e hidratos de carbono, como por ejemplo glucosa, sacarosa, 25
lactosa, fructosa, maltosa, melaza, disoluciones que contienen sacarosa de la producción de remolacha azucarera y 
caña de azúcar, almidón, hidrolizado de almidón y celulosa, aceites y grasas, como por ejemplo aceite de soja, 
aceite de girasol, aceite de cacahuete y aceite de coco, ácidos grasos, como por ejemplo ácido palmítico, ácido 
esteárico y ácido linoleico, alcoholes, como por ejemplo glicerina, metanol y etanol, y ácidos orgánicos, como por 
ejemplo ácido acético. Estas substancias se pueden emplear por separado o como mezcla.30

Como fuente de nitrógeno se pueden emplear compuestos orgánicos nitrogenados, como peptonas, extracto de 
levadura, extracto de carne, extracto de malta, agua de remojo de maíz, harina de habas de soja y urea, o 
compuestos inorgánicos, como sulfato amónico, cloruro amónico, fosfato amónico, carbonato amónico y nitrato 
amónico. La fuentes de nitrógeno se pueden emplear por separado o como mezcla.

Como fuente de fósforo se pueden emplear ácido fosfórico, dihidrogenofosfato potásico o hidrogenofosfato 35
dipotásico, o las correspondientes sales que contienen sodio.

Como fuente de carbono, según la invención se emplea una sal de ácido tiosulfúrico (tiosulfato), en caso dado junto 
con otras fuentes de azufre, como por ejemplo sulfato, sulfito o ditionita.

El medio de cultivo debe contener además sales, a modo de ejemplo en forma de cloruros, de metales, como por 
ejemplo sodio, potasio, magnesio, calcio y hierro, como por ejemplo sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son 40
necesarios para el crecimiento. Finalmente se pueden emplear substancias de crecimiento esenciales, como 
aminoácidos, a modo de ejemplo homoserina, y vitaminas, a modo de ejemplo tiamina, biotina o ácido pantoténico, 
adicionalmente a las substancias citadas con anterioridad. Al medio de cultivo se pueden añadir además precursores 
apropiados de los respectivos aminoácidos.

Las citadas substancias de empleo se pueden añadir al cultivo en forma de una carga única, o alimentar de modo 45
apropiado durante el cultivo.

Para el control de pH del cultivo se emplean compuestos básicos, como hidróxido sódico, hidróxido potásico, 
amoniaco, o bien agua amoniacal, o compuestos ácidos, como ácido fosfórico o ácido sulfúrico, de modo apropiado. 
El pH se ajusta en general a un valor de 6,0 a 9,0, preferentemente 6,5 a 8. Para el control del desarrollo de espuma 
se pueden emplear antiespumantes, como por ejemplo poliglicolésteres de ácidos grasos. Para el mantenimiento de 50
la estabilidad de plásmidos se pueden añadir al medio substancias de acción selectiva apropiadas, como por 
ejemplo antibióticos. Para mantener condiciones aerobias se introducen oxígeno o mezclas gaseosas que contienen 
oxígeno, como por ejemplo aire, en el cultivo. El empleo de líquidos, que están enriquecidos con peróxido de 
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hidrógeno, es igualmente posible. En caso dado, la fermentación se realiza en sobrepresión, a modo de ejemplo a 
una presión de 0,03 a 0,2 MPa. La temperatura del cultivo se sitúa normalmente en 20ºC a 45ºC, y preferentemente 
en 25ºC a 40ºC. En el procedimiento discontinuo, se prosigue el cultivo hasta que se ha formado un máximo del 
aminoácido deseado. Este objetivo se consigue normalmente en el intervalo de 10 horas hasta 160 horas. En el 
procedimiento continuo son posibles tiempos de cultivo más largo.5

Se describen medios de fermentación apropiados, entre otros, en el documento US 6,221,636, en el documento US 
5,840,551, en el documento US 5,770,409, en el documento US 5, 605, 818, en el documento US 5, 275, 940 y en el 
documento US 4,224,409.

Los métodos para la determinación de L-aminoácidos son conocidos por el estado de la técnica. El análisis se puede 
efectuar, por ejemplo como se describe en Spackman et al. (Analytical Chemistry, 30, (1958), 1190), mediante 10
cromatografía de intercambio iónico con subsiguiente derivatización de ninhidrina, o se puede realizar mediante 
HPCL en fase inversa, como se describe en Lindroth et al. (Analytical Chemistry (1979) 51: 1167-1174).

El caldo de fermentación obtenido de este modo se elabora ulteriormente a continuación para dar un producto sólido 
o líquido.

Se entiende por un caldo de fermentación un medio de fermentación en el que se cultivó un microorganismo durante 15
un cierto tiempo y a una cierta temperatura. El medio de fermentación, o bien los medios empleados durante la 
fermentación, contiene/contienen todas las substancias, o bien todos los componentes que aseguran una 
propagación del microorganismo y una formación del aminoácido deseado.

Al final de la fermentación, el caldo de fermentación producido contiene correspondientemente a) la biomasa del 
microorganismo producida debido a la propagación de células del microorganismo, b) el aminoácido deseado 20
formado en el transcurso de la fermentación, c) los productos secundarios formados en el transcurso de la 
fermentación, y d) los componentes no consumidos a través de la fermentación del/de medio de fermentación 
empleado/medios de fermentación empleados, o bien de las substancias de empleo, como por ejemplo vitaminas, 
como biotina, aminoácidos, como homoserina, o sales, como sulfato de magnesio.

A los productos secundarios orgánicos pertenecen substancias que se generan, y en caso dado se excretan por los 25
microorganismos empleados en la fermentación, además del respectivo L-aminoácido deseado. Entre éstos cuentan 
L-aminoácidos que constituyen menos de un 30%, un 20% o un 10% en comparación con el aminoácido deseado. 
Entre éstos cuentan además ácidos orgánicos, que portan uno a tres grupos carboxilo, como por ejemplo ácido 
acético, ácido láctico, ácido cítrico, ácido málico o ácido fumárico. Finalmente, a éstos pertenecen también azúcares, 
como por ejemplo trehalosa.30

Los caldos de fermentación apropiados para fines industriales tienen un contenido en aminoácidos de 40 g/kg a 180 
g/kg o 50 g/kg a 150 g/kg. El contenido en biomasa (como biomasa desecada) asciende en general a 20 hasta 50 
g/kg.

Ejemplos:

Ejemplo 1: síntesis y clonación del gen RDL2 35

Para la expresión del ORF RDL2 (SEQ ID NO:1) de S. cereviseae se sintetizó de novo una secuencia de nucleótido
(GENEART AG; Regensburg, Alemania), que está constituida por una secuencia de línea de entrada ("upstream", 
SEQ ID NO:6), la secuencia de ORF RDL2 ("RDL2", SEQ ID NO:1), así como por una secuencia de línea de salida 
("downstream", SEQ ID NO:7). La secuencia upstream contiene secuencias de identificación para los enzimas de 
restricción PacI y FseI, así como un punto de enlace robosómico. La secuencia downstream contiene un segundo 40
codón de parada TAA, seguido del terminador T1 del gen rnpB de E. coli MG1655. Después siguen secuencias de 
identificación para los enzimas de restricción PmeI y SbfI. Tras la síntesis se cortaron las secuencias de nucleótidos 
con SacI y KpnI, y se clonaron en el plásmido pMA (ampR), igualmente cortado con SacI y KpnI. El plásmido 
resultante se caracterizó con "pMA-RDL2" (SEQ ID NO:8, figura 1).

Partiendo de la secuencia de aminoácidos de la proteína Rdl2p codificada por el ORF RDL2 (secuencia "RDL2p", 45
SEQ ID NO:2) se generaron tres secuencias de ADN diferentes, que codifican para proteínas Rdl2p con secuencia 
de aminoácidos de tipo salvaje. Las secuencias se caracterizaron con "RDL2a" (SEQ ID NO:3), "RDL2b" (SEQ ID 
NO:4) y "RDL2c" (SEQ ID NO:5). Estas tres secuencias se sintetizaron de novo, en cada caso junto con las 
secuencias upstream y downstream descritas anteriormente, y se clonaron en el plásmido pMA (GENEART AG; 
Regensburg, Alemania) como se describe anteriormente. Los plásmidos resultantes se caracterizaron con pMA-50
RDL2a, pMA-RDL2b y pMA-RDL2c. Las citadas variantes se diferencian en la optimización del empleo de codón 
(codon usage) del microorganismo empleado para el procedimiento. De este modo, los valores para la adaptación al 
empleo de codón son los siguientes:
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RDL2: empleo de codón no adaptado ("codon adaptation index" CAI=0,27)

RDL2a: empleo de codón ligeramente adaptado a E. coli (CAI=0,38)

RDL2b: empleo de codón más intensamente adaptado a E. coli (CAI=0,72)

RDL2c: empleo de codón completamente adaptado a E. coli (CAI=1)

Ejemplo 2: clonación de ORFs RDL2, RDL2a, RDL2b, así como RDL2c, en el plásmido pME101-thrA*1-cysE-Pgap-5
metA*11.

Para la expresión en E. coli se clonaron las variantes génicas codificantes para la proteína RDL2 en el plásmido de 
producción de E. coli pME101-thrA*1-cysE-Pgap-metA*11 (WO2007/ 077041) en línea de salida de metA*11.

A tal efecto se amplificaron los genes respectivamente con los cebadores RDL2-t4-f (SEQ ID NO:11) y RDL2-r (SEQ 
ID NO:12) bajo aplicación de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con la ADN-polimerasa Phusion10
(Finnzymes Oy, Espoo, Finlandia). Como matrices sirvieron los plásmidos pMA-RDL2, pMA-RDL2a, pMA-RDL2b y
pMA-RDL2c del ejemplo 1. 

RDL2-t4-f (SEQ ID NO:11):
5' aggacagtcgacggtaccgcaagcttcggcttcgcACTGGAAAGCGGGCAGTGAG 3'

RDL2-r (SEQ ID NO:12):15
5' AGCGCGACGTAATACGACTC 3'

Los productos de PCR de 804 bp de tamaño y el plásmido pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 se disociaron con 
los enzimas de restricción SalI y SbfI, se ligaron y se transformaron en la cepa de E. coli DH5α. Las células 
portadoras de plásmido se seleccionaron mediante el cultivo en agar LB con 50 µg/ml de estreptomicina. El buen 
resultado de clonación se identificó tras el aislamiento del ADN plasmídico mediante la disociación de control con el 20
enzima de restricción AgeI. Finalmente se secuenciaron los fragmentos de ADN clonados con los siguientes 
cebadores:

pME-RDL2-Seqf (SEQ ID NO:13):
5' ATGTGGAAGCCGGACTAGAC 3'

pME-RDL2-Seqr (SEQ ID NO:14):25
5' TCGGATTATCCCGTGACAGG 3'

Los plásmidos producidos de este modo se caracterizaron con pME-RDL2, pME-RDL2a, pME-RDL2b y pME-RDL2c.

Ejemplo 3: transformación de E.coli MG1655ΔmetJ Ptrc-metH Ptrc-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-
gcvTHP

La cepa de E. coli productora de L-metionina MG1655ΔmetJ metA*11 Ptrc-metH Ptrc-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-30
cysJIH (a continuación caracterizada con DM2219) se describe en el documento WO 2009/043803 A2.

La cepa se transformó respectivamente con los plásmidos pME-RDL2, pME-RDL2a, pME-RDL2b y pME-RDL2c, así 
como con el plásmido pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 (WO2009/043803 A2), y se seleccionaron células 
portadoras de plásmido en agar LB con 50 µg/ml de estreptomicina. Las células transformadas se sobreinocularon 
respectivamente en 10ml de medio líquido LB con un 1 % de glucosa y 50 µg/ml de estreptomicina, y se cultivaron 35
16 h a 37ºC. A continuación se añadió glicerina a una concentración final de un 10 %, y se congeló el cultivo a -
70°C.

Ejemplo 4: valoración de cepas de producción de L-metionina de E.coli

El rendimiento de las cepas de producción de L-metionina de E.coli se valoró mediante ensayos de producción en 
matraces Erlenmeyer de 100 ml. Como cultivos previos se inocularon respectivamente 10 ml de medio de cultivo 40
previo (10 % de medio LB con 2,5 g/l de glucosa y un 90 % de medio mínimo PC1) con 100µl de cultivo celular, y se 
cultivaron 10 horas a 37ºC. En este caso se inocularon a continuación en cada caso 10 ml de medio mínimo PC1 
(tabla 1) a una OD 600 nm de 0,2 (Eppendorf Bio-Photometer; Eppendorf AG, Hamburg, Alemania), y se cultivaron 
durante 24 horas a 37ºC. La concentración de L-metionina extracelular se determinó con un analizador de 
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aminoácidos (Sykam GmbH, Eresing, Alemania) mediante cromatografía de intercambio iónico y derivatización en 
columna subsiguiente con detección de ninhidrina. La concentración de glucosa extracelular se determinó con un
YSI 2700 Select Glucose Analyzer (YSI Life Sciences, Yellow Springs, Ohio, USA). Los datos muestran que la 
expresión de ORF RDL2, RDL2a, RDL2b o RDL2c aumenta claramente la concentración de L-metionina (tabla 2).

Tabla 1: medio mínimo PC15

Substancia Concentración

ZnSO4 * 7 H2O 4 mg/l

CuCl2 * 2 H2O 2 mg/l

MnSO4 * H2O 20 mg/l

CoCl2 * 6 H2O 8 mg/l

H3BO3 1 mg/l

Na2MoO4 * 2 H2O 0,4 mg/l

MgSO4 * 7 H2O 1 g/l

Ácido cítrico * 1 H2O 6,56 g/l

CaCl2 * 2 H2O 40 mg/l

K2HPO4 8,02 g/l

Na2HPO4 2 g/l

(NH4)2HPO4 8 g/l

NH4Cl 0,13 g/l

(NH4)2SO3 5,6 g/l

MOPS 5 g/l

NaOH 10M ajustado a pH 6,8 

FeSO4 * 7 H2O 40 mg/l

Hidrocloruro de tiamina 10 mg/l

Vitamina B12 10 mg/l

Glucosa 10 g/l
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Substancia Concentración

Isopropil-tio-β-galactósido (IPTG) 2,4 mg/l

Espectinomicina 50 mg/l

Tabla 2: concentraciones de L-metionina en los caldos de fermentación de las diversas cepas portadoras de 
plásmido de E. coli DM2219

Cepa Plásmido OD (600nm) L-metionina (g/l)

DM2219 pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 7,51 0,43

DM2219 pME-RDL2 7,59 0,51

DM2219 pME-RDL2a 7,72 0,53

DM2219 pME-RDL2b 7,50 0,52

DM2219 pME-RDL2c 7,64 0,54

Ejemplo 5: clonación de los ORFs RDL2, RDL2a, RDL2b, así como RDL2c en el plásmido pEC-XT99A.5

Como vector base para la expresión de los ORFs RDL2, RDL2a, RDL2b, así como RDL2c en C. glutamicum se 
empleó el plásmido de expresión transporte de E. coli-C. Glutamicum pEC-XT99A (EP1085094B1). Los plásmidos
pMA-RDL2, pMA-RDL2a, pMA-RDL2b y pMA-RDL2c del ejemplo 1 se disociaron respectivamente con los enzimas 
de restricción StuI y NaeI, y se separaron en un gel de agarosa al 0,8 %. Los fragmentos de ADN de 638 bp de 
tamaño se cortaron a partir del gel, y se extrajo el ADN (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN, Hilden, Alemania). El 10
plásmido de expresión pEC-XT99A se disoció con el enzima de restricción Ecl136II. A continuación se ligó el mismo 
respectivamente con los fragmentos de ADN de 638 de tamaño, bajo empleo del kit de ligamiento Ready-To-Go 
(Amersham GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Alemania). La cepa de E. coli DH5α (Invitrogen GmbH; 
Darmstadt; Alemania) se transformó con las cargas de ligamiento y se seleccionaron las células portadoras de 
plásmido en agar LB con 5 µg/ml de tetraciclina.15

Tras el aislamiento del ADN plasmídico, el buen resultado de la clonación se identificó mediante una disociación de 
control con los enzimas de restricción PmeI y SacII. Finalmente se secuenciaron los plásmidos con los siguientes 
cebadores:

pECf (SEQ ID NO:9):
5' TACTGCCGCCAGGCAAATTC 3'20

pECr (SEQ ID NO:10):
5' TTTGCGCCGACATCATAACG 3'

Las estructuras plasmídicas en las que el promotor tcr propio del plásmido y los ORFs codificantes para RDL2 
presentan la misma orientación se caracterizaron de la siguiente manera: pEC-RDL2, pEC-RDL2a, pEC-RDL2b y 
pEC-RDL2c.25

Ejemplo 6: transformación de C. Glutamicum M1179

La cepa Corynebacterium glutamicum M1179 es un productor de L-metionina resistente a etionina 
(WO2007/011939). Ésta se depositó en la Colección Alemana de microorganismos y cultivos celulares (DSMZ, 
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Braunschweig, Alemania) en la fecha 18.5.2005, de conformidad con el Tratado de Budapest como DSM17322.

Los plásmidos pEC-RDL2, pEC-RDL2a, pEC-RDL2b, pEC-RDL2c, o bien pEC-XT99A, se electroporaron según 
condiciones de electroporación de Tauch et al. (1994, FEMS Microbiological Letters, 123: 343-347) en la cepa 
M1179.

La selección de células portadoras de plásmido se efectuó en agar LB con 5µg/ml de tetraciclina. El ADN plasmídico 5
de las células transformadas se aisló (Peters-Wendisch et al., 1998, Microbiology 144, 915-927) y se analizó 
mediante disociación de restricción y electroforesis en gel. Las cepas producidas de este modo se caracterizaron 
con M1179/pEC-RDL2, M1179/pEC-RDL2a, M1179/pEC-RDL2b, M1179/pEC-RDL2c y M1179/pEC-XT99A.

Ejemplo 7: valoración de las cepas de producción de L-metionina de C. glutamicum

Las cepas de C. glutamicum M1179/pEC-RDL2, M1179/pEC-RDL2a, M1179/pEC-RDL2b, M1179/pEC-RDL2c y10
M1179/pEC-XT99A producidas se cultivaron en un medio nutriente apropiado para la producción de L-metionina, y 
se determinó el contenido en L-metionina en el exceso de cultivo.

A tal efecto, las cepas se extendieron en primer lugar sobre placas de agar (agar cerebro corazón con canamicina 
(25 mg/l)), y se incubaron 24 horas a 33ºC. De estos cultivos en placas de agar se sobreinocularon células 
respectivamente en 10 ml de medio HH (Hirn-Herz Bouillon, Merck, Darmstadt, Alemania) con 5 mg/l de tetraciclina, 15
y se agitaron 24 horas en matraces Erlenmeyer de 100 ml a 33ºC con 240 rpm. En este caso se inocularon a 
continuación, en cada caso, 10 ml de medio PM (tabla 3) a una OD 660 nm de 0,1 (Genios, Tecan Alemania GmbH, 
Crailsheim, Alemania), y se cultivaron durante 24 h a 33ºC en matraces Erlenmeyer de 100 ml con deflectores.

Tabla 3: medio PM 

Substancia Concentración

Glucosa 50 g/l

(NH4)2S2O3 10 g/l

(NH4)Cl 10 g/l

MgSO4 * 7 H2O 0,4 g/l

KH2PO4 0,6 g/l

Extracto de levadura (Difco) 10 g/l

FeSO4 * 7 H2O 2 mg/l

MnSO4 * H2O 2 mg/l

Agua amoniacal ajustado a pH 7,8 

Tiamina * HCl 1 mg/l

Vitamina B12 0,2 mg/l

Biotina 0,1 mg/l

Piridoxina * HCl (vitamina B6) 5 mg/l
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Substancia Concentración

Treonina 238 mg/l

CaCO3 50 g/l

Tetraciclina 5 mg/l

Isopropil-tio-β-galactósido (IPTG) 1 mM

Después de 24 horas se determinó la OD a 660 nm (Genios, Tecan Alemania GmbH, Crailsheim, Alemania) y se 
midió la concentración de L-metionina formada. Se determinó L-metionina con un analizador de aminoácidos 
(Sykam GmbH, Eresing, Alemania) mediante cromatografía de intercambio iónico y derivatización en columna 
subsiguiente con detección de ninhidrina. La tabla 4 muestra las densidades ópticas y las concentraciones de L-5
metionina de los cultivos. La expresión de ORF RDL2, RDL2a, RDL2b o RDL2c conlleva un claro aumento de la 
concentración de L-metionina.

Tabla 4: concentraciones de metionina en los caldos de cultivo de diversas cepas portadoras de plásmido de C. 
glutamicum M1179

Cepa OD (600nm) L-metionina (g/l)

M1179/pEC-XT99A 25,7 0,47

M1179/pEC-RDL2 25,8 0,50

M1179/pEC-RDL2a 24,1 0,50

M1179/pEC-RDL2b 26,2 0,55

M1179/pEC-RDL2c 24,5 0,54

10
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<210> 4
< 211> 450
< 212> ADN10
< 213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 4 

15

<210> 5
< 211> 450
< 212> ADN
< 213> Saccharomyces cerevisiae
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<400> 5 

<210> 6
< 211> 58
< 212> ADN5
< 213> Secuencia sintética

<400> 6
ggtaccttaa ttaagtggat tcgaggccgg ccacgagtac tattaaagag gagaaata 58

<210> 7
< 211> 14410
< 212> ADN
< 213> Secuencia sintética

<400> 7 

<210> 815
< 211> 3010
< 212> ADN
< 213> Secuencia sintética

<400> 8 

20
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<210> 9
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Secuencia sintética5

<400> 9
tactgccgcc aggcaaattc 20

<210> 10
< 211> 20
< 212> ADN10
< 213> Secuencia sintética

<400> 10
tttgcgccga catcataacg 20

<210> 11
< 211> 5515
< 212> ADN
< 213> Secuencia sintética

<400> 11
aggacagtcg acggtaccgc aagcttcggc ttcgcactgg aaagcgggca gtgag 55

<210> 1220
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Secuencia sintética

<400> 12
agcgcgacgt aatacgactc 2025

<210> 13
< 211> 20
< 212> ADN
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< 213> Secuencia sintética

<400> 13
atgtggaagc cggactagac 20

<210> 14
< 211> 205
< 212> ADN
< 213> Secuencia sintética

<400> 14
tcggattatc ccgtgacagg 20

201000424 510
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REIVINDICACIONES

1.-  Un procedimiento para la producción fermentativa de aminoácidos que contienen azufre seleccionados a partir 
del grupo L-metionina, L-cisteína, L-cistina, L-homocisteína y L-homocistina, que contiene los pasos:

a) puesta a disposición de un microooganismo de la familia Enterobacteriaceae o de un microorganismo de la familia 
Corynebacteriaceae, que codifica un gel para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa;5

b) fermentación del microorganismo de a) en un medio que contiene como fuente de azufre inorgánica una sal de 
ácido tiosulfúrico o una mezcla de una sal de ácido tiosulfúrico y una sal de ácido sulfúrico, obteniéndose un caldo 
de fermentación, y 

c) concentración del aminoácido que contiene ácido sulfúrico en el caldo de fermentación de b).

2.-  El procedimiento según la reivindicación 1, caracterizado por que el microorganismo sobreexprime uno o varios 10
genes que codifican para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa; seleccionándose el 
polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa seleccionada a partir de los siguientes a) a d):

a) un polipéptido constituido por, o que contiene lo polipéptidos Rdl2p, GlpE, PspE, YgaP, ThiI, YbbB, SseA, YnjE, 
YceA, YibN, NCgl0671, NCgl1369, NCgl2616, NCgl0053, NCgl0054, NCgl2678, NCgl2890; tiosulfato-
sulfurotransferasa de mamíferos, a modo de ejemplo la tioslfato-transferasa de hígado vacuno (Bos taurus); 15
preferentemente Rdl2p, GlpE, PspE, y de modo especialmente preferente Rdl2p;

b) un polipéptido constituido por, o que contiene la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2;

c) un polipéptido con una secuencia de aminoácidos que es idéntica en un 70 % o más a la secuencia de 
aminoácidos de a) o b), presentando el polipéptido actividad de tiosulfato-sulfurotransferasa;

d) un polipéptido, que presenta una secuencia de aminoácidos que contiene una deleción, substitución, inserción y/o 20
adición de 1 a 45 restos aminoácido respecto a la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2,  
presentando el polipéptido actividad de tiosulfato-sulfurotransferasa.

3.-  El procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que la expresión del gen que 
codifica para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa se aumenta mediante una o varias 
medidas seleccionadas a partir del siguiente grupo: 25

a) la expresión del gen es controlada por un promotor, que conduce a una expresión intensificada frente a la cepa de 
partida en el microorganismo empleado para el procedimiento;

b) aumento del número de copias del gen que codifica para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-
sulfurotransferasa frente a la cepa de partida; preferentemente mediante inserción del gen en plásmidos o mediante 
integración del gen en el cromosoma del microorganismo en varias copias;30

c) la expresión del gen se efectúa bajo empleo de un punto de enlace ribosómico, que conduce a una translación 
intensificada frente a la cepa de partida en el microorganismo empleado para el procedimiento;

d) la expresión del gen se intensifica mediante una optimización del empleo de codón (codon usage) del gen, 
referido al microorganismo empleado para el procedimiento; 

e) la expresión del gen se intensifica mediante la reducción de estructuras secundarias de mARN en el mARN 35
transcrito por el gen;

f) la expresión del gen se intensifica mediante la eliminación de terminadores de ARN-polimerasa en el mARN 
transcrito por el gen;

g) la expresión del gen se efectúa bajo empleo de secuencias estabilizadoras de mARN en el mARN transcrito por el 
gen.40

4.-  El procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que, en el caso de la sal de ácido 
tiosulfúrico, se trata de una sal seleccionada a partir de sal alcalina, sal alcalinotérrea, sal amónica y mezclas de las 
mismas, preferentemente sal amónica.

5.-  El procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que, en el caso de la sal de ácido 
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sulfúrico se trata de una sal seleccionada a partir del grupo sal alcalina, sal alcalinotérrea, sal amónica y mezclas de 
las mismas, preferentemente sal amónica.

6.-  El procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que la proporción de sal de ácido 
tiosulfúrico, referida al contenido total en azufre inorgánico en el medio y en el caldo de fermentación, se mantiene al 
menos en un 5 % en moles durante la fermentación.5

7.-  El procedimiento según alguna de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que, en el caso del aminoácido 
que contiene azufre, se trata de L-metionina.

8.-  El procedimiento según alguna de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que, en el caso del 
microorganismo, se trata de la especie Escherichia, preferentemente el tipo Escherichia coli.

9.-  El procedimiento según alguna de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que, en el caso del 10
microorganismo, se trata de la especie Corynebacterium, preferentemente el tipo Corynebacterium glutamicum.

10.-  El procedimiento según alguna de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que el microorganismo se 
selecciona a partir de

- Corynebacterium glutamicum con actividad y/o expresión de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o deleción 
de la proteína reguladora McbR en comparación con la cepa de partida;15

- Escherichia coli, con actividad y/o expresión de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o deleción de la 
proteína reguladora MetJ en comparación con la cepa de partida.

11.-  Un microorganismo seleccionado a partir de

- Corynebacterium glutamicum con actividad y/o expresión de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o deleción 
de la proteína reguladora McbR en comparación con la cepa de partida;20

- Escherichia coli, con actividad y/o expresión de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o deleción de la 
proteína reguladora MetJ en comparación con la cepa de partida;

excretando o produciendo el microorganismo L-metionina, caracterizado por que el microorganismo sobreexprime un 
gen que codifica para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa.

12.-  El microorganismo según la reivindicación 11, caracterizado por que este microorganismo sobreexprime un gen 25
que codifica para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa, definiéndose el polipéptido con 
la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa como en la reivindicación 2.

13.-  El microorganismo según una de las reivindicaciones 11 a 12, caracterizado por que la cepa de partida se 
deriva de un microorganismo del grupo constituido por Escherichia coli MG1655, Escherichia coli W3110, 
Escherichia coli DH5α, Escherichia coli DH10B, Escherichia coli BW2952, Escherichia coli REL606, 30
Corynebacterium glutamicum ATCC13032, Corynebacterium glutamicum R, Corynebacterium glutamicum 
DSM20411 (denominación antigua Brevibacterium flavum), Corynebacterium glutamicum DSM20412 (denominación 
antigua Brevibacterium lactofermentum), Corynebacterium glutamicum DSM1412 (denominación antigua 
Brevibacterium lactofermentum), Corynebacterium efficiens YS-314T (=DSM44549), Corynebacterium glutamicum 
ATCC21608, Corynebacterium glutamicum DSM17322.35
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AmpR: gen de resistencia a ampicilina; codifica para la beta-lactamasa

Línea de entrada: SEQ ID NO:6; contiene secuencias de identificación para los enzimas de restricción PacI y FseI, 
así como un punto de enlace ribosómico

RDL2: secuencia del gen RDL2 de Saccharomyces cerevisiae S288c

Línea de salida: SEQ ID NO:7; contiene un segundo codón de parada TAA, seguido del terminador TI del gen rnpB
de E. Coli MG1655. Después siguen secuencias de identificación para los enzimas de restricción PmeI y SbfI.
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