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DESCRIPCION
Procedimiento para la produccién fermentativa de aminoacidos que contienen azufre

La invencion se refiere a un procedimiento para la produccién fermentativa de aminoacidos seleccionados a partir
del grupo L-metionina, L-cisteina, L-cistina, L-homocisteina y L-homocistina.

Los aminoacidos que contienen azucar tienen un gran significado econémico. La L-cisteina se emplea como aditivo
para productos alimenticios, como substancia de partida para productos activos farmacolégicos (por ejemplo N-
acetilcisteina), y para cosméticos. El aminoacido L-metionina juega un papel extraordinario en la alimentacion de
animales. Este pertenece a los aminoacidos esenciales que no se pueden producir mediante biosintesis en el
metabolismo de animales vertebrados. Por consiguiente, en ganaderia se debe asegurar que se absorba L-
metionina en cantidades suficientes con la nutricion. No obstante, ya que la L-metionina esta presente en plantas de
piensos (como soja o cereales), en especial para cerdos y aves, en cantidades demasiado reducidas, para
garantizar una alimentacion animal 6ptima es ventajoso afiadir 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
afiade al pienso un racemato de D- y L-metionina. La L-homocisteina puede transformarse en L-metionina mediante
transmetilacion por parte de los animales y, por consiguiente, substituir a esta ultima.

En el estado de la técnica se producen aminoacidos, como metionina, mediante sintesis quimica. En este caso se
hacen reaccionar en primer lugar acroleina y metilmercaptano para dar aldehido 3-metiltiopropionico, que conduce a
su vez a hidantoina, con cianuro, amoniaco y monoéxido de carbono. Esta se puede hidrolizar en ultimo lugar para
dar el racemato, una mezcla equimolar de ambos esterecisdmeros D-, o bien L-metionina. Ya que la forma
bioldgicamente activa de la molécula representa exclusivamente la forma L, la forma D contenida en el pienso se
debe transformar en el metabolismo en la forma L activa solo a través de des- y transaminacion.

En contrapartida a metionina, la mayor parte de aminoacidos naturales, proteinégenos, se producen
predominantemente mediante fermentacion de microorganismos. En este caso se aprovecha que los
microorganismos disopnen de vias de biosintesis correspondientes para la sintesis de aminoacidos naturales.
Ademas, muchos procedimientos de fermentacién obtienen costes de produccion muy reducidos, con eductos
econdémicos, como glucosa y sales minerales, y ademas proporcionan la forma L bioldgicamente activa del
respectivo aminoacido.

No obstante, las vias biosintéticas de aminoacidos en cepas de tipo salvaje estan sujetas a un fuerte control
metabolico, que garantiza que los aminoacidos se obtengan solo para la demanda energética de la célula. Por lo
tanto, una condiciéon importante para procesos de produccion eficientes consiste en que se encuentren disponibles
microorganismos apropiados que, en contrapartida a los organismos de tipo salvaje, presentan un rendimiento de
produccion aumentado drasticamente para la produccién de los aminoacidos deseados.

Tales microorganismos superproductores de aminoacidos se pueden generar mediante procedimientos de
mutacion/seleccion clasicos y/o mediante modernas técnicas recombinantes, selectivas (“metabolic ingeneering”). En
el ultimo caso se identifican en primer lugar genes o alelos, que provocan una superproduccion de aminoacidos
debido a su modificacion, activacion o desactivacion. 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
superproduccion éptima. No obstante, frecuentemente solo la combinacion de varias medidas diferentes conduce a
una produccion realmente eficiente.

En E. coliy C. Glutamicum, la L-cisteina se deriva de L-serina desde el punto de vista bioquimico. La L-serina se
activa mediante la serina acetiliransferasa CysE como O-acetilserina. La O-acetilserina (tiol)-liasa transfiere a
continuacién azufre reducido en forma de sulfuro, mediante lo cual se produce L-cisteina. 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-sulfocisteina, que se disocia a
continuacion de modo no caracterizado hasta ahora para dar L-cisteina y sulfito o sulfato (Kredich N.M. (1996) en
Neidhardt FC et al. (Ed.) "Escherichia coli and Salmonella", 22 edicion, paginas 514-527).

L-metionina se deriva de aspartato, junto con lisina y treonina. El azufre se introduce en L-metionina en forma de L-
cisteina (a través de cistationina como producto intermedio) mediante trans-sulfuracién (en C. glutamicum y E. coli;
Unica via en E. coli). Paralelamente, por ejemplo en C. glutamicum existe la via de sulfhidrilacion directa, en la que
se asimila sulfuro en forma de L-homocisteina (B-J Hwang, H-J Yeom, Y Kim, H-S Lee, 2002, J Bacteriol., 184(5):
1277-1286). El grupo C1 de la L-metionina procede del metabolismo de C1, y se transfiere a L-homocisteina por
metionina-sintasas MetE y MetH (resefia: Greene RC (1996) en Neidhardt FC et al. (Hrsg.) "Escherichia coli and
Salmonella", 22 edicion, paginas 542-560). La biosintesis de L-metionina en C. glutamicum se describe en Riickert et
al. (Rickert C, Puhler A, Kalinowski J, 2003, J Biotechnol., 104(1-3):213-28). Se describen cepas y procedimientos
para la produccion fermentativa de L-metionina, por ejemplo para E. coli (WO2006/001616), WO2009/043803) y C.
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glutamicum (WO2009/144270).

El empleo de tiosulfato como fuente de azufre en la produccion de aminoacidos que contienen azufre (frente a
sulfato) permite rendimientos tedricos claramente mas elevados (Krémer JO, Wittmann C, Schroder H, Heinzle E,
Metab Eng., 2006, 8(4), paginas 353-369; asi como WO02007/020295). La ventaja del tiosulfato se explica como
sigue: en el sulfato (SO4%), el atomo de azufre se presenta en la etapa de oxidacion +6. Para la asimilacion, éste se
debe reducir a la etapa de oxidacion -2 (sulfuro = S%). Para la reduccion de un sulfato a sulfuro, la célula debe gastar
2 ATP y 4 NADPH (= 8 electrones). En el tiosulfato, el atomo de azufre central tiene la etapa de oxidacién +5, y el
terminal tiene la etapa de oxidacion -1 (etapa de oxidacion formal promedio de ambos atomos de azufre: +2). Por lo
tanto, para la reduccion de ambos atomos de azufre del tiosulfato se requieren solo 8 electrones, frente a 16
electrones en la reduccioén de 2 sulfatos.

El empleo de tiosulfato como fuente de S para la produccion de L-cisteina con E. coli se describe, por ejemplo, en el
documento DE 10 2007 007 333 y el documento W02001/27307.

En el documento WO2007/077041 se mostré que también la produccién 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
produccion de L-metionina también en el caso de C. glutamicum. En el documento W02007/020295 (pagina 240) se
muestra que C. glutamicum forma mas biomasa con tiosulfato sédico como fuente de azufre. Esto se valoré ademas
como signo de un menor consumo de ATP y NADPH. Practicamente no se investigo la produccion de L-metionina
con tiosulfato.

En E. coli se absorbe tiosulfato a través del transportador de sulfato/tiosulfato CysPUWA-Sbp (Kredich N.M. (1996)
en Neidhardt FC et al. (Hrsg.) "Escherichia coli and Salmonella", 22 edicion, paginas 514-527). En el caso de CysP y
Sbp se trata de dos proteinas enlazantes periplasmaticas diferentes. CysP posee una afinidad mas 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 W02009/043803, se intensificd en E. coli la expresion del
operon cysPUWAM, y de este modo se obtuvo una mejora de la produccion de L-metionina. En el caso de C.
glutamicum no se sabe nada sobre la absorcion de tiosulfato. Mutantes Knock out del sistema de absorcion de
sulfato putativo CysZ (cg3112) pueden crecer aun con tiosulfato como fuente de S (Ruckert C. et al. (2005), BMC
Genomics., Vol. 6(121)). Por consiguiente, CysZ no es reponsable (en si 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
sintesis de L-cisteina y L-metionina. El enzima cataliza la formacién de S-sulfocisteina (R-S-SO3) y acetato a partir
de O-acetilserina y tiosulfato. A continuacion se disocia S-sulfocisteina de modo no caracterizado hasta la fecha para
dar L-cisteina y sulfito o sulfato (Kredich N.M. (1996) en Neidhardt FC et al. (Hrsg.) "Escherichia coli and
Salmonella", 22 edicién, paginas 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 (SOs%). A continuacion se reduce
adicionalmente sulfito de la NADPH sulfito-reductasa para dar sulfuro (SZ'), que se puede emplear por la O-
acetilserina (tiol)-liasa A (CysK) y la O-acetilserina (tiol)-liasa B (CysM) para la sintesis de una segunda molécula de
L-cisteina. C. glutamicum puede crecer en medio minimo con tiosulfato como fuente de S (Ruckert C. et al. (2005),
BMC Genomics., Vol. 6(121)). Sin embargo, C. glutamicum no posee O-acetilserina (tiol)-liasa B ("CysM") (Ruckert
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.

Es tarea de la presente invencién poner a disposicion una cepa de microorganismos que posibilite una
superproduccion mas elevada de aminoacidos que contienen azufre, en especial de L-metionina.

Esta tarea se soluciona mediante un procedimiento para la produccién fermentativa de aminoacidos que contienen
azufre, seleccionados a partir del grupo L-metionina, L-cisteina, L-cistina, L-homocisteina y L-homocistina, que
contiene los pasos:

a) puesta a disposicion 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) fermentacion del microorganismo de a) en un medio que contiene como fuente de azufre inorganica una sal de
acido tiosulfurico o una mezcla de una sal de acido tiosulfdrico y una sal de acido sulfurico, obteniéndose un caldo
de fermentacion, y

c) concentracion del aminoacido que contiene acido sulfdrico en el caldo de fermentacion 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 atomo de azufre reducido de tiosulfato a cianuro (CN’).

Algunas tiosulfato-sulfurotransferasas pueden transferir el atomo 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 categoria COG0607 "Rhodanese-related
sulfurtransferase" se encuentran actualmente 168 sulfurotransferasas homologas 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, Smirmov 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
caracteristicos similares a rodanasa ("Rhodanese-like domain"; banco de datos PFAM PF00581,
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 proteina de 149
aminoécidos de longitud RdI2p. Este posee un dominio similar a rodanasa ("Rhodanese-like domain", banco de
datos PFAM PF00581, http://pfam.sanger.ac.uk/). Se mostré experimentalmente que, en el caso de RdI2p, se trata
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 aminoacidos de la proteina codificada a través de RDL2 RdI2p.

E. coli posee, ademas de las rodanasas convenientemente caracterizadas GIpE y PspE (Adams H, Teertstra W,
Koster M, Tommassen J, 2002, FEBS Lett. 518:173-6), otros siete enzimas paralogos con dominios similares a
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. Este 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).

Thil es necesario para la sintesis de tiamina, y juega un papel en la reaccion de uridina para dar 4-tiouridina en
posicion 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.,
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 (Hanzelmann P,
Dahl JU, Kuper J, Urban A, Miiller-Theissen U, Leimkihler 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.

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 aminoacidos.

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

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

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

El ORF cg0074 (=NCgl0054) codifica para una sulfurotransferasa putativa con un dominio similar a rodanasa y una
4
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longitud de 197 aminoacidos.

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

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

La tiosulfato-sulfurotransferasa vacuna (Bos tfaurus) posee dos dominios similares a rodanasa y esta
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 realizacion del procedimiento, el microorganismo sobreexprime uno o varios genes que
codifican para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa; seleccionandose 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 RdI2p, GIpE, PspE, YgaP, Thil, YbbB,
SseA, YnjE, YceA, YibN, NCgl0671, NCgl1369, NCgl2616, NCgl0053, NCgl0054, NCgl2678, NCgl2890;
tiosulfato-sulfurotransferasa de mamiferos, a modo de ejemplo la tioslfato-transferasa de higado vacuno
(Bos taurus); preferentemente RdI2p, GIpE, PspE, y de modo especialmente preferente RdI2p;

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

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

d) un polipéptido, que presenta una secuencia de aminoacidos que contiene una delecién, substitucion,
insercion y/o adicion de 1 a 45 restos aminoacido respecto a la secuencia de aminoacidos 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 aminoacidos que es
idéntica en un 70 % o mas a la secuencia de aminoacidos de las secuencias citadas en a), o bien b), presentando
las variantes actividad de tiosulfato-sulfurotransferasa. En formas de realizacion preferentes estan 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 aminoacidos 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 aminoacidos idénticas a las secuencias de aminoacidos descritas
anteriormente. La identidad porcentual se calcula preferentemente a lo largo de la longitud total del aminoacido o de
la region de acidos nucleicos. El especialista dispone de una serie de programas que se basan en una pluralidad de
algoritmos para la comparacion 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 programa
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 region de la secuencia total.

Los polipéptidos con actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa comprenden ademas fragmentos de los enzimas
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 aminoacido sucesivos de una de las secuencias de
aminoacidos citadas anteriormente.

Como se menciona mas arriba, los polipéptidos con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa comprenden
también variantes de los enzimas citados en a), o bien b), que presentan una secuencia de aminoacidos que
contiene una delecion, substitucion, insercion y/o adicion de 1 a 45 restos aminoacido respecto a la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2, presentando el polipéptido actividad de tiosulfato-sulfuro transferasa. En
formas de realizacion preferentes, la secuencia de aminoacidos contiene una delecion, substitucion, insercion y/o
adicién de 1 a 40, de modo mas preferente 1 a 30, de modo aun mas preferente de 1 a 20, preferentemente de 1 a
15, de modo aun mas preferente de 1 a 10, y del modo mas preferente 1 a 5 restos aminoacido, respecto a la
secuencia de aminoacidos 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 nucleétidos de
SEQ ID NO:1, que corresponde a la secuencia de tipo salvaje del gen RDL2 de Saccharomyces cerevisiae S288c.

Ademas es preferente que el polipéptido se codifique por un gen que comprende la secuencia de nucleétidos de
SEQ ID NO:3. En este caso, el empleo de codon esta 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 nucleétidos de
SEQ ID NO:4. El empleo de coddn esta adaptado mas intensamente al de E.coli en este caso.

Ademas es preferente que el polipéptido se codifique por un gen que comprende la secuencia de nucleétidos de
SEQ ID NO:5. El empleo de coddn esta adaptado completamente al de E.coli en este caso.

En la puesta en practica del procedimiento segun la invencion, la expresion del gen que codifica para el polipéptido
con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa, se aumenta preferentemente mediante una o varias de las
siguientes medidas:

a) la expresion del gen es controlada por un promotor, que conduce a una expresion 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 (resefia: Makrides SC. Micro-biol Rev. 1996 Sep; 60(3):512-38).

b) El nimero 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,
insertandose el gen en plasmidos con nimero de copias elevado, o integrandose el gen en el cromosoma
del microorganismo en varias copias (Baneyx F, 1999, Curr. Opin. Biotechnol. 10, 411-421).

c) La expresion del gen se efectia bajo empleo de un punto de enlace ribosémico, que conduce a una
translacion 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 expresion del gen se intensifica mediante una optimizacion del empleo de codén (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 adaptacion del empleo de codén de un
gen a un organismo es apropiado, a modo de ejemplo, el "Codon Adaptation Index" (CAl) (Sharp PM, Li
WH, 1987, Nucleic Acids Res., 15(3):1281-95).

e) La expresion del gen se intensifica mediante la reduccion de estructuras secundarias de mARN en el
mARN ftranscrito 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).

f) La expresion del gen se intensifica mediante la eliminacién 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 expresion del gen se efectia 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
ejemplo se puede citar la secuencia ARNmst17 para la estabilizacion del mARN del gen metF de E. coli
(W0O2009/043803).

En otra forma de realizacion del procedimiento segun la invencion es preferente que, en el caso de la sal de acido
tiosulfurico, se trate de una sal seleccionada a partir del grupo sal alcalina, sal alcalinotérrea, sal aménica y mezclas
de las mismas, preferentemente sal aménica.

Ademas es preferente que, en el caso de la sal de acido sulfurico, se trate de una sal seleccionada a partir del grupo
sal alcalina, sal alcalinotérrea, sal aménica (y mezclas), preferentemente sal amoénica.

La concentracion de sal de &cido tiosulfurico en el medio, o bien en el caldo de fermentacion, 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.

En un procedimiento preferente, la concentracion de sal de acido tiosulfurico en el medio, o bien en el caldo de
fermentacion, se mantiene durante la fermentacion 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 fraccion de sal de acido tiosulfurico, referida al contenido total en azufre
inorganico en el medio y en el caldo de fermentacion, se mantiene en al menos un 5 % en moles durante la
fermentacion.

El procedimiento segun la invencion puede estar configurado como procedimiento por cargas, procedimiento por
cargas de alimentacion, procedimiento por cargas de alimentacion reiteradas, y procedimiento continuo.

Ademas, el aminoacido que contiene azufre se puede obtener a partir del caldo de fermentacién como producto
sélido, o disuelto en un producto liquido.

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

Ademas 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 invencion, el microorganimos se selecciona a partir
de:

e Corynebacterium glutamicum con actividad y/o expresion de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o
delecion de la proteina reguladora McbR en comparacion con la cepa de partida;

e FEscherichia coli, con actividad y/o expresion de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o delecién de la
proteina reguladora MetJ en comparacion con la cepa de partida.

La invencion pone a disposicion ademas un microorganismo seleccionado a partir de

e Corynebacterium glutamicum con actividad y/o expresion de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o
delecion de la proteina reguladora McbR en comparacion con la cepa de partida;

e FEscherichia coli, con actividad y/o expresion de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o delecion de la
proteina reguladora MetJ en comparacion con la cepa de partida; excretando o produciendo el
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 enzimatica de
aspartato quinasa intensificada (EC 2.7.2.4), siendo preferentes alelos resistentes a retroalimentacion. En el caso de
corinebacterias, esta aspartato quinasa se codifica por el gen lysCt. Ademas, mediante el debilitamiento o la
delecion de la proteina reguladora McbR (que se codifica por el gen mcbR) se efectia 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, Rickert C, Puhler 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 enzimatica
intensificada (EC 2.7.2.4), siendo preferentes alelos resistentes a retroalimentacion. En E. coli existen tres aspartato
quinasas diferentes, que se codifican por los genes thrA, metL o lysC. Mediante el debilitamiento o la delecion de la
proteina reguladora MetJ, que se codifica por el gen metJ, se efectia un aumento de la biosintesis de L-metionina.
MetJ constituye el represor principal de la biosintesis de L-metionina en E. coli.

Ademas es preferente que este microorganismo sobreexprima uno o varios genes que codifican para un polipéptido
con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa, seleccionandose 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 RdI2p, GIpE, PspE, YgaP, Thil, YbbB,
SseA, YnjE, YceA, YibN, NCgl0671, NCgl1369, NCgl2616, NCgl0053, NCgl0054, NCgl2678, NCgl2890;
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tiosulfato-sulfurotransferasa de mamiferos, a modo de ejemplo la tioslfato-transferasa de higado vacuno
(Bos taurus); preferentemente RdI2p, GIpE, PspE, y de modo especialmente preferente RdI2p;

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

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

d) un polipéptido, que presenta una secuencia de aminoacidos que contiene una delecién, substitucion,
insercion y/o adicion de 1 a 45 restos aminoacido respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en
SEQ ID NO: 2, presentando el polipéptido actividad de tiosulfato-sulfurotransferasa.

Ademas, la cepa de partida del microorganismo se deriva preferentemente del grupo constituido por Escherichia coli
MG1655, Escherichia coli W3110, Escherichia coli DH5a, Escherichia coli DH10B, Escherichia coli BW2952,
Escherichia coli REL606, Corynebacterium glutamicum ATCC13032, Corynebacterium glutamicum R,
Corynebacterium glutamicum DSM20411 (denominacién antigua Brevibacterium flavum), Corynebacterium
glutamicum DSM20412 (denominacion antigua Brevibacterium lactofermentum), Corynebacterium glutamicum
DSM1412 (denominacién antigua Brevibacterium lactofermentum), ~Corynebacterium efficiens YS-314"
(=DSM44549), Corynebacterium glutamicum ATCC21608, Corynebacterium glutamicum DSM17322.

Otra cepa que excreta, o bien produce L-metionina, es, a modo de ejemplo, la cepa de produccion de E. coli
MG1655 Ametd Ptrc-metH Ptrc-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP que contiene el plasmido de
produccion pME101-thrA*1-cysE-Pgap-metA*11 (W02009/043803).

La clonacion de la cepa de producciéon de E. coli MG1655AmetJ Ptrc-metH Ptrc-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-
cysJIH Ptrc09-gcvTHP se describe en la solicitud de patente W02009/043803. La cepa se basa en la cepa de tipo
salvaje de E. coli K12 MG1655. En el genoma de esta cepa se introdujeron las siguientes modificaciones:

e se eliminod el gen para el represor de biosintesis de L-metionina metJ.

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

e Enlinea de entrada del gen metF (que codifica para la 5,10-metilentetrahidrofolato-reductasa) se insert6 el
promotor trc fuerte.

e En linea de entrada del operén cysPUWAM se insertd el promotor trcF fuertre. cysPUWA codifica para un
transportador de absorcion de sulfato/tiosulfato. cysM codifica para la cisteina-sintasa B.

e En linea de entrada del operéon cysJIH se insertd el promotor trcF fuerte. cysJ/ codifica para la sulfito
reductasa y cysH codifica para la 3'-fosfo-adenililsulfato-reductasa.

e En linea de entrada del operéon gcvTHP se insertd el promotor trc09 fuerte. gecvT, gcvH y gev P codifican
para tres componentes del sistema de division de glicina.

La clonacion del plasmido de produccion de E. coli pME101-thrA*1-cysE-Pgap-metA*11 se describe en la solicitud
de patente WO2007/077041. Se trata de un plasmido de nimero 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 plasmido vacio
pME101 posee el gen lacl’, que codifica para un alelo fuertemente exprimido del represor lac. En linea de salida de
un promotor trc fuerte, reprimible mediante el represor Lac, se cloné el gen thrA*1. Este codifica para una variante
resistente a retroalimentacion de aspartato quinasa / homoserina dehidrogenasa ThrA de E. coli. En la misma
orientacién se encuentra el gen cysE junto con su promotor natural. Este codifica para la serina-acetiltransferasa de
E. coli. En linea de salida de cysE sigue el promotor gapA fuerte de E. coli, que controla la expresion del gen
metA*11. metA*11 codifica para una variante resistente a retroalimentacién 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:

e C. glutamicum M1179 (=DSM17322) (WO2007/011939)
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e FE. coliTF4076BJF metA#10 + metYX(Lm) (WO2008/127240; pagina 46);
e FE. coliW3110AJ/pKP451 (EP 1 445 310 B1, pagina 7 ejemplo 4)

e FE. coli WAthrBCAmetJmetK32 pMWPthrmetA4A5A9 (Yoshihiro Usuda and Osamu Kurahashi, 2005,
Applied and Environmental Microbiology, Vol. 71, N° 6, paginas 3228-3234)

e W3110/pHC34 (WO01/27307 pagina 13, €j. 3).

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 caracteristicas seleccionadas a partir de
los siguientes grupos:

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

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

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

4) polinucledtido sobreexprimido, que codifica para una cisteina sintasaA CysK (EC 2.5.1.47),
5) polinucleétido sobreexprimido, que codifica para una cisteina sintasaB CysM (EC 2.5.1.47),
6) polinucleotido sobreexprimido, que codifica para una serina acetiltransferasa Cysk (EC 2.3.1.30),

7) polinucledtido sobreexprimido, que codifica para uno o varios componentes del sistema de division de
glicina GevTHP-Lpd (EC 2.1.2.10, EC 1.4.4.2, EC 1.8.1.4),

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

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

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

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

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

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

15) polinucleétido sobreexprimido, que codifica para una aspartato quinasa LysC (EC 2.7.2.4),
16) polinucledétido sobreexprimido, que codifica para un homoserina-dehidrogenasa Hom (EC 1.1.1.3),

17) polinucledtido sobreexprimido, que codifica para una homoserina O-acetiliransferasa MetX (EC
2.3.1.31),

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

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

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

22) polinucledtido sobreexprimido, que codifica para una homocisteina S-metiltransferasa independiente de
B12 MetE (EC 2.1.1.14),

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

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

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

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

27) polinucledtido sobreexprimido, que codifica para el transportador putativo YjeH de Escherichia coli
(b4141),

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

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

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

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

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

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

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

4) polinucledtido sobreexprimido, que codifica para una cisteina sintasa A CysK (EC 2.5.1.47),
5) polinucleétido sobreexprimido, que codifica para una cisteina sintasa B CysM (EC 2.5.1.47),
6) polinucleotido sobreexprimido, que codifica para una serina acetiltransferasa Cysk (EC 2.3.1.30),

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

8) polinucledtido sobreexprimido, que codifica para una lipoil sintasa LipA (EC 2.8.1.8),
9) polinucledtido sobreexprimido, que codifica para una lipoil-proteina ligasa LipB (EC 2.3.1.181),

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

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

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

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

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

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

17) polinucleétido sobreexprimido, que codifica para un homoserina-acetiltransferasa MetX (EC 2.3.1.31),
18) polinucleétido sobreexprimido, que codifica para una homoserin O-trans-succinilasa MetA (EC 2.3.1.46),
19) polinucleétido sobreexprimido, que codifica para una cistation gamma-sintasa MetB (EC 2.5.1.48),

20) polinucledtido sobreexprimido, que codifica para una 3-C-S-liasa AecD (EC 4.4.1.8, llamada también
beta-liasa),

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

22) polinucleotido sobreexprimido, que codifica para una homocisteina S-metiltransferasa independiente de
B12 MetE (EC 2.1.1.14),

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

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

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

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

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

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

4) polinucledtido sobreexprimido, que codifica para una homoserina-acetiltransferasa MetX (EC 2.3.1.31),
5) polinucleétido sobreexprimido, que codifica para un homoserina O-trans-succinilasa MetA (EC 2.3.1.46),
6) polinucledtido sobreexprimido, que codifica para una cistationin gamma-sintasa MetB (EC 2.5.1.48),

7) polinucleétido sobreexprimido, que codifica para una B-C-S-liasa AecD (EC 4.4.1.8, llamada también
beta-liasa),

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

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

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

Para la mejora de la produccion de L-metionina en C.glutamicum, en caso dado es conveniente debilitar uno o varios
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),

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-y-liasa (Cg3086, EC Nr. 4.4.1.1),

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

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

i) un gen mcbR que codifica para el regulador de transcripcion de biosintesis de L-metionina (McbR),
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),
1) 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 produccién de L-metionina en E.coli, en caso dado es conveniente debilitar uno o varios de los
genes seleccionados a partir del grupo:

a) un gen metd que codifica para el regulador de transcripcion de la biosintesis 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),

d) un gen metK que codifica para la S-adenosilmetionina sintasa (MetK, EC Nr. 2.5.1.6) (b2942, ECK2937),
€) 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,
ECK1227),

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

j) un gen metQ que codifica para una subunidad del transportador de L-metionina (MetQNI) (b0197,
ECKO0197),

k) un gen metl que codifica para la subunidad del transportador de L-metionina (MetQNI) (b0198,
ECKO0198),

1) un gen metN que codifica para la subunidad del transportador de L-metionina (MetQNI) metN (b0199,
ECKO0199),

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 metabdlico
W02010/020681) (b1448, ECK1442),

0) un gen fnrS que codifica para el SARN regulatorio FnrS (b4699, ECK4511).
Descripcion detallada de la invencion

La invencién se refiere a un procedimiento para la produccién fermentativa de aminoacidos que contienen azufre
seleccionados a partir del grupo L-metionina, L-cisteina, L-cistina, L-homocisteina y L-homocistina. El procedimiento
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 enzimatica de una
tiosulfato-sulfurotransferasa.

El concepto “gen” significa en este caso una seccién de acido desoxirribonucleico (ADN), que contiene las
informaciones para la produccion (transcripcion), en primer lugar, de un acido ribonucleico (ARN), y éste contiene la
informacion para la produccién (translacion) de una proteina (polipéptido), en este caso un polipéptido con la
actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa. El hecho de que un gen o un polinucledtido contenga las
informaciones para la producciéon de una proteina se denomina también codificacién de una proteina, o bien de un
polipéptido a través del gen, o bien a través del ARN. Se entiende por genes, o bien polinucleétidos enddgenos, los
genes o alelos, o bien sus polinucleétidos, en la poblacion de un tipo de marcos de lectura abiertos presentes (ORF).
Los conceptos "gen" y "ORF" (marco de lectura abierto) se emplean como sinénimo en esta invencion.

El concepto "polinucledétido” se refiere en general a polirribunucleétidos y polideoxirribonucleétidos, pudiéndose tratar
de ARN o ADN no modificado, o ARN o ADN modificado.

El concepto “polipéptido“ designa péptidos o proteinas que contienen dos o mas aminoacidos unidos a través de
enlaces peptidicos. El concepto polipéptido y proteina se emplean como sinénimos. Las proteinas pertenecen a los
componentes basicos. Estas conceden a la célula no solo estructura, sino que son las “maquinas® moleculares que
transportan substancias, catalizan reacciones quimicas e identifican substancias semioquimicas.

Se entiende por “aminoacidos proteindgenos* los aminoacidos que se presentan en proteinas naturales, es decir, en
proteinas de microorganismos, plantas, animales y personas. A éstas pertenecen en especial L-aminoacidos
seleccionados a partir del grupo acido L-aspartico, L-asparagina, L-treonina, L-serina, acido L-glutamico, L-
glutamina, glicina, L-alanina, L-cisteina, L-valina, L-metionina, L-isoleucina, L-leucina, L-tirosina, L-fenilalanina, L-
histidina, L-lisina, L-triptéfano, L-prolina y L-arginina, asi como selenocisteina. En el caso de los aminoacidos
proteindgenos se trata siempre de a-aminoacidos. Excepto el aminoacido glicina, para todos los aminoacidos
proteindgenos, el atomo de carbono a es asimétrico (las moléculas son quirales): existen dos enantidmeros de estos
aminoacidos. En este caso, solo uno de ambos enantiémeros es proteindgeno, y precisamente el L-aminoacido: el
aparato necesario para la sintesis de proteinas — el ribosoma, el tARN, la aminoacil-tARN sintetasa (esta carga el
tARN con aminoacidos) y otros — son también quirales en si mismos, y pueden identificar solo la variante L.

El concepto “expresion génica® (abreviado “expresion®) designa en general la expresion de la informacion genética
para dar un fenotipo. En sentido mas estricto, expresion génica designa la transcripcion de un gen a un ARN, la
translacion subsiguiente de ARN a un polipéptido, que puede poseer una actividad enzimatica.

Bajo el concepto “sobreexpresion® se entiende generalmente un aumento de la concentracion intracelular o de la
actividad de un acido ribonucleico, de una proteina o de un enzima en comparacion con la cepa de partida (cepa
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madre), o cepa de tipo salvaje. En el caso de la presente invencidon se sobre exprimen genes de tiosulfato-
sulfurotransferasa, o bien polinucleétidos, 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 aminoacidos, péptidos o proteinas, o bien medidas para el
aumento de la actividad de uno o varios enzimas (por ejemplo una medida que impulsa la sobreexpresion). En el
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 produccion).

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 evolucion. 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,
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 invencion muestran una secrecion, o bien produccién de aminoacidos
deseados en un proceso de fermentacioén, incrementada en comparacién con la cepa de partida, o bien cepa madre
empleada. En este caso, los aminoacidos se liberan en el medio que los rodea, o bien se acumulan en el interior de
la célula (acumulacion).

El concepto “intensificacion“ o “actividad elevada“ describe en este contexto el aumento de la actividad enzimatica
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 enzimatica, a modo de ejemplo, aumentandose el nimero
de copias de la secuencia génica, o bien de las secuencias génicas que codifican para el enzima, empleandose un
promotor fuerte o utilizandose un gel o alelo que codifica para un correspondiente enzima con actividad acrecentada,
y combinandose estas medidas en caso dado. Se generan células modificadas mediante técnica génica segun la
invencion, a modo de ejemplo, mediante transformacion, transduccion, conjugacion, o una combinacion 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 expresion del gen. La expresion heterdloga se obtiene en especial mediante integracién del gen o de los
alelos en el cromosoma de la célula, o un vector extracromosémico 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 enzimatica en células forma una parte de la
manifestacion de la presente invencién, ofrece una recopilaciéon sobre las posibilidades de aumento de la actividad
enzimatica en células en el ejemplo de piruvato-carboxilasa.

El aumento de la actividad enzimatica se puede obtener, a modo de ejemplo, aumentandose el nimero de copias de
los correspondientes polinucleétidos en al menos una copia a nivel cromosémico o extracromosémico.

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

Vectores de plasmido apropiados para Enterobacteriaceae son, por ejemplo, vectores de clonacion derivados de
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)). Ademas son especialmente apropiados plasmidos derivados de pCL1920 (Lerner, C.G. and Inouye, M.,
Nucl. Acids Res. (1990) 18:4631 [PMID: 2201955]). Vectores de plasmido derivados de "Bacterial Atrtificial
Chromosomes" (BAC), como por ejemplo pCC1BAC (EPICENTRE Biotechnologies, Madison, U.S.A.), son
igualmente apropiados para aumentar el numero de copias de los correspondientes polinucleétidos en E. col.

Vectores de plasmido 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)). Estos se basan en los plasmidos cripticos pHM1519, pBL1 o pGA1. Del
mismo modo se pueden emplear otros vectores de plasmido, como por ejemplo aquellos que se basan en pCG4 (US
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 articulo recopilatorio sobre el
tema plasmidos en C. glutamicum.

Ademas se pueden emplear como vectores transposones, elementos de inserciéon (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 y
US 5,804414. Del mismo modo se puede emplear el elemento IS IsaBl descrito en el documento WO 92/02627, o el
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transposén Tn 45 del plasmido pXZ10142 (citado en el "Handbook of Corynebacterium glutamicum" (editor: L.
Eggeling y M. Bott)).

Otro método extendido para la consecucidon de una sobreexpresion es el procedimiento de amplificacion génica
cromosomica. En este método se inserta al menos una copia adicional del polinucleétido que interesa en el
cromosoma de una bacteria. Tales procedimientos de amplificacion se describen, a modo de ejemplo, en el
documento WO 03/014330 o el documento WO 03/040373.

Otro método para la consecucion de una sobreexpresion consiste en enlazar el correspondiente gen, o bien alelo, de
modo funcional (operably linked) con un promotor, o bien un cassette de expresion. Promotores apropiados para C.
glutamicum se describen, a modo de ejemplo, en la fig. 1 del articulao 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
descritas por Vasicova et al (Journal of Bacteriology 181, 6188-6191 (1999)), a modo de ejemplo el promotor A25.
Ademas 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 linea de entrada
del gen respectivo, tipicamente a una distancia de aproximadamente 1 — 500 nucleobases del coddn inicial. En el
documento US 5,939,307 se describe que, mediante incorporacién de cassettes de expresion o promotores, como
por ejemplo promotor tac, promotor trp, promotor ipp o promotor PL y promotor PR del fago A, a modo de ejemplo en
linea de entrada del operdon de treonina cromosdmico, se pudo obtener un aumento de la expresiéon. Del mismo
modo se pueden emplear los promotores del fago T7, los promotores gear-box o el promotor nar. Tales cassettes de
expresion o promotores se pueden emplear también para, como se describe en el documento EP 0 593 792,
sobreexprimir genes unidos a plasmido. Mediante empleo del alelo laclQ se puede controlar a su vez la expresion de
genes unidos a plasmido (Glascock und Weickert, Gene 223, 221-231 (1998)). Ademas es posible que la actividad
de los promotores esté incrementada mediante modificacion de su secuencia por medio de una o varias
substituciones de nucleétidos, mediante insercion (inserciones) y/o delecion (deleciones).

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

Se describen métodos para la determinacion de la actividad enzimatica, por ejemplo, en Cheng H, Donahue JL,
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 expresion de los enzimas, o bien genes citados anteriormente, es identificable con ayuda de separacion en gel de
proteinas de 1 y 2 dimensiones, y subsiguiente identificacion optica de la concentracion de proteinas con un
correspondiente sofware de valoracion en el gel. Si el aumento de una actividad enzimatica se basa exclusivamente
en un aumento de la expresion del correspondiente gen, la cuantificacion del aumento de actividad enzimatica se
puede determinar facilmente mediante una comparacion de las separaciones de proteinas de 1 o 2 dimensiones
entre tipo salvaje y célula modificada mediante técnica génica. Un método de uso comun para la preparacion de los
geles de proteinas en bacterias y para la identificacion de las proteinas es el modo de proceder descrito por
Hermann et al. (Electrophoresis, 22: 1712.23 (2001). La concentracion de proteinas se puede analizar igualmente
mediante hibridacién Western-Blot con un anticuerpo especifico para la proteina 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 valoracion Optica con un correspondiente software para la determinacion de la
concentracion (Lohaus und Meyer (1989) Biospektrum, 5: 32-39; Lottspeich (1999), Angewandte Chemie 111: 2630-
2647). La actividad de proteinas enlazantes de ADN se puede medir por medio de ensayos de desplazamiento de
banda de ADN (también llamado retardacion de gel) (Wilson et al. (2001) Journal of Bacteriology, 183: 2151-2155).
La accion de proteinas enlazantes de ADN sobre la expresion 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 enzimaticas se pueden determinar segun diversos métodos descritos (Donahue et al. (2000) Journal of
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 determinacién de la actividad de un enzima determinado, la determinaciéon del aumento de la
actividad enzimatica, y también la determinacion de la reduccion de la actividad enzimatica, se efectuan por medio
de los métodos descritos en Hermann et al., Electophoresis, 22: 1712-23 (2001), Lohaus et al., Biospektrum 5 32-39
(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 enzimatica se realiza mediante mutacién del gen enddgeno, tales mutaciones se
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pueden generar segun métodos clasicos de forma no selectiva, como por ejemplo mediante irradiaciéon UV o
mediante productos quimicos mutagénicos, o de manera selectiva por medio de métodos de tecnologia génica,
como delecion (deleciones), insercion (inserciones) y/o intercambio(s) de nucleotidos. 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 retroalimentacion al menos de
manera reducida en comparacioén con el enzima de tipo salvaje.

Si el aumento de la actividad enzimatica se realiza mediante aumento de la expresiéon de un enzima, de este modo
se aumenta, a modo de ejemplo, el nimero de copias de los correspondientes genes, o se muta la region de
promotor y de regulacion, o el punto de enlace ribosdmico, que se encuentra en linea de entrada del gen estructural.
Del mismo modo actuan los cassettes de expresion que se incorporan en linea de entrada del gen estructural.
Mediante promotores inducibles es posible adicionalmente aumentar la expresiéon en cualquier momento. Por lo
demas, al gen enzimatico se pueden asignar como secuencias reguladoras también los denominados
“potenciadores”, que ocasionan igualmente una expresion génica elevada a través de una interaccion mejorada
entre ARN-polimerasa y ADN. Mediante medidas para la prolongacion del periodo de vida de mARN se mejora
igualmente la expresion. Ademas, mediante inhibicion de la degradacion de la proteina enzimatica se intensifica
igualmente la actividad enzimatica. Los genes o estructuras génicas se presentan en este caso en plasmidos con
diferente nimero de copias, o bien estan integrados y amplificados en el cromosoma. Alternativamente, se puede
conseguir una sobreexpresion de los respectivos genes mediante modificacion de la composicion 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
(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 Pihler (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
genética y biologia molecular. Las medidas descritas anteriormente, al igual que las mutaciones, conducen a células
modificadas mediante técnica génica.

Ademas, también son apropiados aquellos vectores de plasmido, con cuya ayuda se puede aplicar el procedimiento
de amplificacién génica mediante integracion en el cromosoma, como se describid, a modo de ejemplo, por
Reinscheid et al. (Applied and Environmental Microbiology 60: 126-132 (1994)) para la duplicacidon, o bien
amplificacion del operén hom-thrB. En este método, el gen completo se clona en un vector de plasmido, que se
puede replicar en un huésped (tipicamente Escherichia coli), pero no en Corynebacterium glutamicum. Como
vectores entran en consideracion, a modo de ejemplo, pSUP301 (Simon et al., Bio/Technology 1: 784-791 (1983)),
pK18mob o pK19mob (Schafer 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-Bluntll-TOPO
(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 plasmido, que contiene el gen a amplificar, se transforma a
continuacion en la cepa de Corynebacterium glutamicum deseada mediante conjugacion o transformacion. El
método de conjugacion se describe, a modo de ejemplo, en Schafer et al., Applied and Environmental Microbiology
60: 756-759 (1994). Se describen métodos para la transformacion, a modo de ejemplo, en Thierbach et al., Applied
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 recombinacion homdloga por medio de un
fendbmeno "cross-over", la cepa resultante contiene al menos dos copias del gen en cuestion. 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.

Para la insercion o delecion 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 formulacién “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
actividad del respectivo enzima acrecentada en un factor de al menos 2, de modo especialmente preferente de al
menos 10, ademas preferentemente de al menos 100, ademas de modo aun mas preferente de al menos 1000, y del
modo mas preferente de al menos 10000. Ademas, la célula segun la invencidn, 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
identificable de este enzima, y que presenta una actividad identificable de este enzima solo tras aumento de la
actividad enzimatica, a modo de ejemplo mediante sobreexpresion. En este contexto, el concepto “sobreexpresion,
o la formulacién “aumento de la expresion“ 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 expresion, o al menos
no presenta una expresion identificable, y solo mediante procedimientos recombinantes se induce una expresion
identificable del enzima.
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Las bacterias aisladas obtenidas mediante las medidas de la invencién muestran una secrecién, o bien produccion
de los aminoacidos deseados en un proceso de fermentacion, incrementada en comparacion con la cepa de partida,
0 bien cepa madre empleada.

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

El rendimiento de las bacterias aisladas, o bien del proceso de fermentacion bajo empleo de las mismas, respecto a
uno o varios de los parametros seleccionados a partir del grupo de concentracion de producto (producto por
volumen), de rendimiento de producto (producto formado por fuente de carbono consumida) y de la formacién de
producto (producto formado por volumen y tiempo), o también otros parametros de proceso y combinaciones de los
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 fermentacion, bajo empleo del mismo.

En el procedimiento segun la invencion, 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 alimentaciéon (procedimiento de alimentacion), o en el
procedimiento por cargas de alimentacion reiteradas (procedimiento de alimentacion repetitivo), con el fin de la
produccion de L-aminoacidos. Se encuentra disponible un resumen de tipo general sobre métodos de cultivo
conocidos en el manual de Chmiel (Bioprozesstechnik 1. Einflhrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer
Verlag, Stuttgart, 1991)) o en el manual de Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (editorial Vieweg,
Braunschweig/Wiesbaden, 1994)) verfugbar.

El medio de cultivo, o bien el medio de fermentacién 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 fermentacion, o bien medio, son intercambiables.

Como fuente de carbono se pueden emplear azicares e hidratos de carbono, como por ejemplo glucosa, sacarosa,
lactosa, fructosa, maltosa, melaza, disoluciones que contienen sacarosa de la produccion de remolacha azucarera y
cafia de azucar, almidén, hidrolizado de almidén y celulosa, aceites y grasas, como por ejemplo aceite de soja,
aceite de girasol, aceite de cacahuete y aceite de coco, acidos grasos, como por ejemplo acido palmitico, acido
estearico y acido linoleico, alcoholes, como por ejemplo glicerina, metanol y etanol, y acidos organicos, como por
ejemplo acido acético. Estas substancias se pueden emplear por separado o como mezcla.

Como fuente de nitrégeno se pueden emplear compuestos organicos nitrogenados, como peptonas, extracto de
levadura, extracto de carne, extracto de malta, agua de remojo de maiz, harina de habas de soja y urea, o
compuestos inorganicos, como sulfato amonico, cloruro amonico, fosfato amoénico, carbonato amonico y nitrato
amonico. La fuentes de nitrdgeno se pueden emplear por separado o como mezcla.

Como fuente de foésforo se pueden emplear acido fosférico, dihidrogenofosfato potasico o hidrogenofosfato
dipotasico, o las correspondientes sales que contienen sodio.

Como fuente de carbono, segun la invenciéon se emplea una sal de acido tiosulfurico (tiosulfato), en caso dado junto
con otras fuentes de azufre, como por ejemplo sulfato, sulfito o ditionita.

El medio de cultivo debe contener ademas 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
necesarios para el crecimiento. Finalmente se pueden emplear substancias de crecimiento esenciales, como
aminoacidos, a modo de ejemplo homoserina, y vitaminas, a modo de ejemplo tiamina, biotina o acido pantoténico,
adicionalmente a las substancias citadas con anterioridad. Al medio de cultivo se pueden afiadir ademas precursores
apropiados de los respectivos aminoacidos.

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

Para el control de pH del cultivo se emplean compuestos basicos, como hidroxido sédico, hidréxido potasico,
amoniaco, o bien agua amoniacal, o compuestos acidos, como acido fosférico o acido sulfurico, 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 acidos grasos. Para el mantenimiento de
la estabilidad de plasmidos se pueden afadir al medio substancias de accién selectiva apropiadas, como por
ejemplo antibidticos. Para mantener condiciones aerobias se introducen oxigeno o mezclas gaseosas que contienen
oxigeno, como por ejemplo aire, en el cultivo. EI empleo de liquidos, que estan enriquecidos con peroxido de
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hidrégeno, es igualmente posible. En caso dado, la fermentacion se realiza en sobrepresion, a modo de ejemplo a
una presion de 0,03 a 0,2 MPa. La temperatura del cultivo se sitia normalmente en 20°C a 45°C, y preferentemente
en 25°C a 40°C. En el procedimiento discontinuo, se prosigue el cultivo hasta que se ha formado un maximo del
aminoacido deseado. Este objetivo se consigue normalmente en el intervalo de 10 horas hasta 160 horas. En el
procedimiento continuo son posibles tiempos de cultivo mas largo.

Se describen medios de fermentacion 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 4,224,4009.

Los métodos para la determinacion de L-aminoacidos son conocidos por el estado de la técnica. El analisis se puede
efectuar, por ejemplo como se describe en Spackman et al. (Analytical Chemistry, 30, (1958), 1190), mediante
cromatografia de intercambio iénico con subsiguiente derivatizacion 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 fermentacion obtenido de este modo se elabora ulteriormente a continuacion para dar un producto sélido
o liquido.

Se entiende por un caldo de fermentacién un medio de fermentacion en el que se cultivd un microorganismo durante
un cierto tiempo y a una cierta temperatura. El medio de fermentacion, o bien los medios empleados durante la
fermentacion, contiene/contienen todas las substancias, o bien todos los componentes que aseguran una
propagacion del microorganismo y una formacion del aminoacido deseado.

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

A los productos secundarios organicos pertenecen substancias que se generan, y en caso dado se excretan por los
microorganismos empleados en la fermentacion, ademas del respectivo L-aminoacido deseado. Entre éstos cuentan
L-aminoacidos que constituyen menos de un 30%, un 20% o un 10% en comparacion con el aminoacido deseado.
Entre éstos cuentan ademas acidos organicos, que portan uno a tres grupos carboxilo, como por ejemplo acido
acético, acido lactico, acido citrico, acido malico o acido fumarico. Finalmente, a éstos pertenecen también azulcares,
como por ejemplo trehalosa.

Los caldos de fermentacion apropiados para fines industriales tienen un contenido en aminoacidos 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

a/kg.
Ejemplos:
Ejemplo 1: sintesis y clonacion del gen RDL2

Para la expresion del ORF RDL2 (SEQ ID NO:1) de S. cereviseae se sintetizé de novo una secuencia de nuclettido
(GENEART AG; Regensburg, Alemania), que esta constituida por una secuencia de linea de entrada ("upstream”,
SEQ ID NO:6), la secuencia de ORF RDL2 ("RDL2", SEQ ID NO:1), asi como por una secuencia de linea de salida
("downstream"”, SEQ ID NO:7). La secuencia upstream contiene secuencias de identificacion para los enzimas de
restriccion Pacl y Fsel, asi como un punto de enlace robosoémico. La secuencia downstream contiene un segundo
codon de parada TAA, seguido del terminador T1 del gen rpB de E. coli MG1655. Después siguen secuencias de
identificacion para los enzimas de restriccion Pmel y Sbfl. Tras la sintesis se cortaron las secuencias de nucleétidos
con Sacl y Kpnl, y se clonaron en el plasmido pMA (ampR), igualmente cortado con Sacl y Kpnl. El plasmido
resultante se caracteriz6 con "pMA-RDL2" (SEQ ID NO:8, figura 1).

Partiendo de la secuencia de aminoacidos de la proteina RdI2p codificada por el ORF RDL2 (secuencia "RDL2p",
SEQ ID NO:2) se generaron tres secuencias de ADN diferentes, que codifican para proteinas RdI2p con secuencia
de aminoacidos 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 plasmido pMA (GENEART AG;
Regensburg, Alemania) como se describe anteriormente. Los plasmidos resultantes se caracterizaron con pMA-
RDL2a, pMA-RDL2b y pMA-RDL2c. Las citadas variantes se diferencian en la optimizacién del empleo de coddn
(codon usage) del microorganismo empleado para el procedimiento. De este modo, los valores para la adaptacion al
empleo de coddn son los siguientes:
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RDL2: empleo de codon no adaptado ("codon adaptation index" CAI=0,27)
RDL2a: empleo de coddn ligeramente adaptado a E. coli (CAI=0,38)
RDL2b: empleo de codén mas intensamente adaptado a E. coli (CAI=0,72)
RDL2c: empleo de codén completamente adaptado a E. coli (CAl=1)

Ejemplo 2: clonacion de ORFs RDL2, RDL2a, RDL2b, asi como RDL2c, en el plasmido pME101-thrA*1-cysE-Pgap-
metA*11.

Para la expresion en E. coli se clonaron las variantes génicas codificantes para la proteina RDL2 en el plasmido de
produccion de E. coli pME101-thrA*1-cysE-Pgap-metA*11 (WO2007/ 077041) en linea 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 aplicacién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con la ADN-polimerasa Phusion
(Finnzymes Oy, Espoo, Finlandia). Como matrices sirvieron los plasmidos 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):
5' AGCGCGACGTAATACGACTC 3'

Los productos de PCR de 804 bp de tamafio y el plasmido pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 se disociaron con
los enzimas de restriccion Sall y Sbfl, se ligaron y se transformaron en la cepa de E. coli DH5a. Las células
portadoras de plasmido se seleccionaron mediante el cultivo en agar LB con 50 pg/ml de estreptomicina. El buen
resultado de clonacién se identificé tras el aislamiento del ADN plasmidico mediante la disociacién de control con el
enzima de restriccion Agel. 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):
5' TCGGATTATCCCGTGACAGG 3'

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

Ejemplo 3: transformacion de E.coli MG1655AmetJ Ptrc-metH Ptrc-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-
gcvTHP

La cepa de E. coli productora de L-metionina MG1655AmetJ metA*11 Ptrc-metH Ptrc-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-
cysJIH (a continuacion caracterizada con DM2219) se describe en el documento WO 2009/043803 A2.

La cepa se transformo respectivamente con los plasmidos pME-RDL2, pME-RDL2a, pME-RDL2b y pME-RDL2c, asi
como con el plasmido pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 (W0O2009/043803 A2), y se seleccionaron células
portadoras de plasmido en agar LB con 50 pg/ml de estreptomicina. Las células transformadas se sobreinocularon
respectivamente en 10ml de medio liquido LB con un 1 % de glucosa y 50 pg/ml de estreptomicina, y se cultivaron
16 h a 37°C. A continuacion se afiadié glicerina a una concentracion final de un 10 %, y se congel6 el cultivo a -
70°C.

Ejemplo 4: valoracion de cepas de produccion de L-metionina de E.coli

El rendimiento de las cepas de producciéon de L-metionina de E.coli se valoré6 mediante ensayos de produccion en
matraces Erlenmeyer de 100 ml. Como cultivos previos se inocularon respectivamente 10 ml de medio de cultivo
previo (10 % de medio LB con 2,5 g/l de glucosa y un 90 % de medio minimo PC1) con 100ul de cultivo celular, y se
cultivaron 10 horas a 37°C. En este caso se inocularon a continuacion en cada caso 10 ml de medio minimo 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 37°C. La concentracion de L-metionina extracelular se determiné con un analizador de
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aminoacidos (Sykam GmbH, Eresing, Alemania) mediante cromatografia de intercambio iénico y derivatizacion en
columna subsiguiente con deteccion de ninhidrina. La concentracion de glucosa extracelular se determiné con un
YSI 2700 Select Glucose Analyzer (YSI Life Sciences, Yellow Springs, Ohio, USA). Los datos muestran que la
expresion de ORF RDL2, RDL2a, RDL2b o RDL2c aumenta claramente la concentracion de L-metionina (tabla 2).

Tabla 1: medio minimo PC1

Substancia Concentracion
ZnS04 * 7 H0 4 mg/l
CuClz * 2 H,O 2 mg/l
MnSO, * H0 20 mgl/l
CoCl;z * 6 HO 8 mgl/l
H3BO3 1 mg/l
Na:MoO4 * 2 H,O 0,4 mg/l
MgSO, * 7 H20 19/
Acido citrico * 1 H20 6,56 g/l
CaClz * 2 H,O 40 mg/I
KoHPO, 8,02 g/l
NazHPO4 24l
(NH4)2HPO4 8 gl
NH,4CI 0,13 g/l
(NH4)2S05 5,6 g/l
MOPS 54/l
NaOH 10M ajustado a pH 6,8
FeSO4 * 7 H,O 40 mg/I
Hidrocloruro de tiamina 10 mg/l
Vitamina B12 10 mg/l
Glucosa 10 g/l
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Substancia Concentracion
Isopropil-tio-B-galactésido (IPTG) 2,4 mgl/l
Espectinomicina 50 mgl/l

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

Cepa Plasmido OD (600nm) L-metionina (g/1)
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: clonacion de los ORFs RDL2, RDL2a, RDL2b, asi como RDL2c en el plasmido pEC-XT99A.

Como vector base para la expresion de los ORFs RDL2, RDL2a, RDL2b, asi como RDL2c en C. glutamicum se
empled el plasmido de expresion transporte de E. coli-C. Glutamicum pEC-XT99A (EP1085094B1). Los plasmidos
pMA-RDL2, pMA-RDL2a, pMA-RDL2b y pMA-RDL2c del ejemplo 1 se disociaron respectivamente con los enzimas
de restriccion Stul y Nael, y se separaron en un gel de agarosa al 0,8 %. Los fragmentos de ADN de 638 bp de
tamafo se cortaron a partir del gel, y se extrajo el ADN (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN, Hilden, Alemania). El
plasmido de expresion pEC-XT99A se disocid con el enzima de restriccion Ecl1361l. A continuacion se ligd el mismo
respectivamente con los fragmentos de ADN de 638 de tamafio, bajo empleo del kit de ligamiento Ready-To-Go
(Amersham GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Alemania). La cepa de E. coli DH5a (Invitrogen GmbH;
Darmstadt; Alemania) se transformd con las cargas de ligamiento y se seleccionaron las células portadoras de
plasmido en agar LB con 5 pg/ml de tetraciclina.

Tras el aislamiento del ADN plasmidico, el buen resultado de la clonacién se identificé mediante una disociacién de
control con los enzimas de restriccion Pmel y Sacll. Finalmente se secuenciaron los plasmidos con los siguientes
cebadores:

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

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

Las estructuras plasmidicas en las que el promotor tcr propio del plasmido y los ORFs codificantes para RDL2

presentan la misma orientacion se caracterizaron de la siguiente manera: pEC-RDL2, pEC-RDL2a, pEC-RDL2b y
pEC-RDL2c.

Ejemplo 6: transformacién de C. Glutamicum M1179

La cepa Corynebacterium glutamicum M1179 es un productor de L-metionina resistente a etionina
(WO02007/011939). Esta se deposité en la Coleccion 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 plasmidos pEC-RDL2, pEC-RDL2a, pEC-RDL2b, pEC-RDL2c, o bien pEC-XT99A, se electroporaron segun
condiciones de electroporacion de Tauch et al. (1994, FEMS Microbiological Letters, 123: 343-347) en la cepa
M1179.

La seleccion de células portadoras de plasmido se efectud en agar LB con 5ug/ml de tetraciclina. EI ADN plasmidico
de las células transformadas se aislé (Peters-Wendisch et al., 1998, Microbiology 144, 915-927) y se analizé
mediante disociacion de restriccion 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: valoracion de las cepas de produccion de L-metionina de C. glutamicum

Las cepas de C. glutamicum M1179/pEC-RDL2, M1179/pEC-RDL2a, M1179/pEC-RDL2b, M1179/pEC-RDL2c y
M1179/pEC-XT99A producidas se cultivaron en un medio nutriente apropiado para la produccion de L-metionina, y
se determind 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 corazén con canamicina
(25 mg/l)), y se incubaron 24 horas a 33°C. 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/I de tetraciclina,
y se agitaron 24 horas en matraces Erlenmeyer de 100 ml a 33°C con 240 rpm. En este caso se inocularon a
continuacion, 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 33°C en matraces Erlenmeyer de 100 ml con deflectores.

Tabla 3: medio PM

Substancia Concentracion
Glucosa 50 g/l
(NH4)2S203 10 g/l

(NHg)CI 10 g/l

MgSO, * 7 H20 0,4 g/l
KH2PO4 0,6 g/l
Extracto de levadura (Difco) 10 g/l

FeSO4 * 7 H,O 2 mg/l

MnSO, * H0 2 mg/l

Agua amoniacal ajustadoa pH 7,8
Tiamina * HCI 1 mg/l
Vitamina B12 0,2 mg/l
Biotina 0,1 mg/l
Piridoxina * HCI (vitamina B6) 5 mgl/l
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Substancia Concentracion
Treonina 238 mgl/l
CaCoO3 50 g/l
Tetraciclina 5 mgl/l
Isopropil-tio-B-galactésido (IPTG) 1 mM

Después de 24 horas se determiné la OD a 660 nm (Genios, Tecan Alemania GmbH, Crailsheim, Alemania) y se
midié la concentracién de L-metionina formada. Se determiné L-metionina con un analizador de aminoacidos
(Sykam GmbH, Eresing, Alemania) mediante cromatografia de intercambio i6nico y derivatizacion en columna
subsiguiente con deteccidon de ninhidrina. La tabla 4 muestra las densidades Opticas y las concentraciones de L-
metionina de los cultivos. La expresion de ORF RDL2, RDL2a, RDL2b o RDL2c conlleva un claro aumento de la
concentracion de L-metionina.

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

Cepa OD (600nm) L-metionina (g/1)
M1179/pEC-XT99A 25,7 0,47
M1179/pEC-RDL2 25,8 0,50
M1179/pEC-RDL2a 241 0,50
M1179/pEC-RDL2b 26,2 0,55
M1179/pEC-RDL2c 245 0,54
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<110> Evonik Degussa GmbH

<120> Procedimiento para la produccién fermentativa de aminoacidos que contienen azufre

<130> 201000424

<160> 14

<170> PatentIn version 3.3

<210>1
<211>450
< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 1
atgttcaagc

gtcctgagaa
ctagtcgaac
aaggattaca
ggattgcceg
gaattgattt
tcttatgggt

ggtggtgctg

<210> 2
<211> 149
<212>PRT

atagtacagg
catttacaac
accccaatga
agatgccaac
aaaaggagtt
ttetttgtge
acgaaaacac

acgttaagce

tattctcteg
gaaggctcca
taaaaaacta
tacaataaat
tcacaaagtt
gaaaggagta
tggtatctat

caaaaaataa

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 2

Met Phe Lys

1

Ser Pro Thr

Tyr Thr Phe

35

Lys Leu Leu

50

Met Pro Thr

65

His Ser Thr Gly Ile

Leu Val Leu Arg Thr

Asp Gln Val Arg Asn

40

Val Asp Val Arg Glu

55

Thr Ile Asn Ile Pro

70

aggacagttt
aagatctata
ttggtagatyg
attccggtga
tteccaatttg
agagccaaaa

cctggttcta

Leu Ser Arg
10

Phe Thr Thr

25

Leu Val Glu

Pro Lys Glu

Val Asn Ser
75

24

ctgcaagatc
cttttgacca
taagggaacc
atagtgccce
ctaaaccacce
ctgccgaaga

ttactgagtg

gcctacattg
ggtcaggaac
caaggaagta
tggcgetett
tcacgataaa
gttggctcega

gttagctaaa

Thr Val Ser Ala Arg

Lys Ala Pro lys

30

15

Ile

His Pro Asn Asp Lys

45

Val Lys Asp Tyr Lys

Ala Pro Gly Ala Leu

80

60

120

180

240

300

360

420

450
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Glu Lys Glu Phe His

85

Pro His Asp Lys Glu Leu Ile Phe

100

Lys Thr Ala Glu Glu Leu Ala Arg

115

Ile Tyr Pro

130

Val Lys Pro

145

<210> 3
< 211> 450
< 212> ADN

120

Gly Ser Ile Thr Glu

Lys Lys

135

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 3
atgttcaaac

gtgcttcgga
ctggtagaac
aaagattaca
ggcctacctyg
gaactgatct
tcgtatggtt
gg9g9ggagcgg
<210>4

< 211> 450
< 212> ADN

acagcaccgg
cctttacaac
atccaaacga
aaatgccgac
aaaaagagtt
tcttatgtge
atgaaaatac

atgttaaacce

tattctgtct
gaaagccccet
caaaaagttg
cacgataaat
tcataaggta
caagggggtyg
aggtatttac

caaaaagtaa

< 213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 4
atgtttaaac

gtcctgegta
ctggttgaac
aaagactaca
ggtctgecgg
gaactgattt

tcttacggtt
ggtggtgetg

<210>5
< 211> 450
< 212> ADN

attccactgg
cettecactac
atcecgaacga
aaatgccaac
aaaaagaatt
tecttatgege
acgaaaacac

atgtgaagee

cattttgtece
caaagctcce
taaaaaactg
tactattaat
ccacaaagta
gaagggtgtg
cggeatttat

gaagaaataa

< 213> Saccharomyces cerevisiae

Lys Val Phe
90

Leu Cys Ala
105

Ser Tyr Gly

Trp Leu Ala

cgtacagttt
aagatctata
ctegttgatg
attccagtta
tttcagtteg
cgtgcgaaaa

ccaggcagca

cgtaccgtat
aaaatctata
ctegtagacg
atcccggtta
ttccagttcg
cgtgctaaaa

ccgggeteta

25

Gln Phe Ala Lys Pro

95

Lys Gly Val Arg Ala
110

Tyr Glu Asn Thr Gly

125

Lys Gly Gly Ala Asp

140

cagcacgcag
cttttgatca
tgagagaacc
actcegetcee
caaaaccgcece
cagcagagga

taactgagtg

cagcecegtte
cctttgacca
tcecgtgaace
acagcgecgcec
ctaaaccgcc
ccgcggaaga

tcaccgaatg

tcecgacttta
ggtccgaaat
caaagaggtc
gggagegetg
tcatgacaaa
acttgctege

gctggccaaa

tccgaccett
ggtgcgcaac
gaaagaagtg
gggtgctcett
gcacgacaaa
actggctegt

gectggcegaaa

60
120
180
240
300
360
420

450

60
120
180
240
300
360

420

450
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<400> 5
atgttcaaac

gttctgcgta
ctggttgaac
aaagactaca
ggtctgecgyg
gaactgatct
tcttacggtt

ggtggtgcgg

<210>6
<211>58
<212> ADN

actctaccgg
ccttcaccac
acccgaacga
aaatgccgac
aaaaagaatt
teetgtgege
acgaaaacac

acgttaaacce

< 213> Secuencia sintética

<400> 6

ES 2651631 T3

tatcctgtct
caaagcgccyg
caaaaaactg
caccatcaac
ccacaaagtt
gaaaggtgtt
cggtatctac

gaaaaaataa

cgtaccgttt
aaaatctaca
ctggttgacg
atcceggtta
ttecagtteg
cgtgcgaaaa

ccgggttcta

ctgcgegtte
ccttcgacca
ttegtgaace
actctgegece
cgaaaccgec
cecgeggaaga

tcaccgaatg

ggtaccttaa ttaagtggat tcgaggccgg ccacgagtac tattaaagag gagaaata

<210>7
<211> 144
< 212> ADN

< 213> Secuencia sintética

<400>7

tcecgaccetg
ggttcgtaac
gaaagaagtt
gggtgegetg
gcacgacaaa
actggcgegt

gctggcgaaa

58

taaccggctt atcggtcagt ttcacctgat ttacgtaaaa acccgecttcg gocgggttttt

gettttggag gggcagaaag atgaatgact gtccacgacg ctatacccaa aagaaagttt

aaacgcatac cctgcaggga gcetce

<210> 8
<211> 3010
< 212> ADN

< 213> Secuencia sintética

<400> 8
ctaaattgta

attttttaac
gatagggttg
gggaagggcyg

gctgeaagge

agcgttaata
caataggecg
agtggeeget
ttteggtgeg

gattaagttg

ttttgttaaa
aaatcggcaa
acagggcgcet
ggcctetteg

ggtaacgeca

attcgecgtta
aatcccttat
cccattegee
ctattacgece

gggttttece

26

aatttttgtt
aaatcaaaag
attcaggetg
agetggegaa

agtcacgacg

aaatcagctc
aatagaccga
cgcaactgtt
agggggatgt

ttgtaaaacg

60

120

180

240

300

360

420

450

60

120

144

60

120

180

240

300



acggccagtg
aggcctaggc
gcgtcgtgga
tttttacgta
tecagcaccac
tacccataag
aaaatcaatt
tegggeaate
ttgtaatcct
tgttcgacta
gttctcagga
tgcttgaaca
taaggtacct
gggaaacctg
gcteteeget
gcctaatgag
tttttccata
tggcgaaace
cgctctcecectg
agegtggege
tccaagctgg
aactatcgtc
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta

gtgtagataa

agcgcgacgt
gcgccatgag
cagtcattca
aatcaggtga
ctttagcetaa
atcgageccaa
ctttatcgtg
caagagcgec
ttacttcctt
ggttecctgac
ccaatgtagg
ttatttctce
cttaattaac
tcgtgececage
tcctegetea
caaaaggcca
ggctccgece
cgacaggact
ttccgaccct
tttctcatag
gctgtgtgeca
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtc
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagegat

ctacgatacg

ES 2651631 T3

aatacgactce
ctccectgcag
tctttectgee
aactgaccga
ccactcagta
ctetteggea
aggtggttta
aggggcacta
gggttccctt
ctggtcaaaa
cgatcttgeca
tctttaatag
tggectcatg
tgcattaaca
ctgacteget
gcaaaaggcce
ccctgacgag
ataaagatac
gccgettacce
ctcacgetgt
cgaacccccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aagaacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcace
tgagtaaact
ctgtectattt

ggagggctta

actatagggce
ggtatgcgtt
cctccaaaag
taagccggtt
atagaaccag
gttttggcte
gcaaattgga
ttcacecggaa
acatctacca
gtatagatct
gaaactgtcc
tactcgtggce
ggcctteege
tggtcatagc
gcgeteggte
aggaaccgta
catcacaaaa
caggegttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagcceg
cacgacttat
ggcggtgceta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatcettt
tggtctgaca
cgttcatececa

ccatectggece

27

gaattggegg
taaactttct
caaaaacccg
attatttttt
gatagatace
ttactccttt
aaactttgtg
tatttattgt
atagtttttt
ttggagecctt
tcgagagaat
cggcctcgaa
tcactgeeeg
tgtttcettg
gttegggtaa
aaaaggccgce
atcgacgcectc
cecctggaag
ccgcectttct
gttcggtgta
accgctgege
cgccactgge
cagagttett
gcgctctget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgecetg

ccagtgetge

aaggccegtca
tttgggtata
ccgaagcggyg
gggcttaacg
agtgtttteg
cgcacaaaga
aaactccttt
agttggcatce
atcattgggg
cgttgtaaat
acctgtacta
tccacttaat
ctttecagte
cgtattggge
agcctggggt
gttgctggeg
aagtcagagg
cteectegtyg
ccectteggga
ggtegttege
cttatccggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcccegte

aatgataccg

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1%20

1980

2040

2100

2160
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cgagaaccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcgttg
cataattecte
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttcc
tacatatttg

aaagtgccac

<210>9
<211>20
< 212> ADN

gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgcete
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtecat
tctgagaata
ccgcgccaca
aactctcaag
actgatcttc
aaaatgcege
tttttcaata

aatgtattta

< 213> Secuencia sintética

<400> 9

tactgccgcec aggcaaattc

<210> 10
<211>20
< 212> ADN

< 213> Secuencia sintética

<400> 10

tttgcgccga catcataacg

<210> 11
<211>55
< 212> ADN

< 213> Secuencia sintética

<400> 11
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tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtcgtttggt
ccccatgttg
gttggccgeca
gccatcegta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc

gaaaaataaa

20

20

tcagcaataa
gcctecatcee
agtttgcgca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgetttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg

caaatagggg

accagccagc
agtctattaa
acgttgttgce
tcagctcecgg
cggttagctc
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgecee
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttcectgg
cacggaaatg
gttattgtct

ttecgegeac

aggacagtcg acggtaccgc aagcttcggce ttcgcactgg aaagcgggca gtgag

<210> 12
<211>20
< 212> ADN

< 213> Secuencia sintética

<400> 12

agcgcgacgt aatacgactc

<210> 13
<211>20
< 212> ADN

20

28

cggaagggcec
ttgttgcegg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggtcct
ggcagcactg
tgagtacteca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactce
catgagcgga

atttccecega

55

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

23940

3000

3010
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< 213> Secuencia sintética

<400> 13
atgtggaagc cggactagac 20

<210> 14

<211>20

< 212> ADN

< 213> Secuencia sintética

<400> 14
tcggattatc ccgtgacagg 20

201000424 5

29
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REIVINDICACIONES

1.- Un procedimiento para la produccién fermentativa de aminoacidos que contienen azufre seleccionados a partir
del grupo L-metionina, L-cisteina, L-cistina, L-homocisteina y L-homocistina, que contiene los pasos:

a) puesta a disposicion 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) fermentacion del microorganismo de a) en un medio que contiene como fuente de azufre inorganica una sal de
acido tiosulfurico o una mezcla de una sal de acido tiosulfdrico y una sal de acido sulfurico, obteniéndose un caldo
de fermentacion, y

c) concentracion del aminoacido que contiene acido sulfdrico en el caldo de fermentacion de b).

2.- El procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el microorganismo sobreexprime uno o varios
genes que codifican para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-sulfurotransferasa; seleccionandose 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 RdI2p, GIpE, PspE, YgaP, Thil, YbbB, SseA, YnjE,
YceA, YibN, NCgl0671, NCgl1369, NCgl2616, NCgl0053, NCgl0054, NCgl2678, NCgl2890; tiosulfato-
sulfurotransferasa de mamiferos, a modo de ejemplo la tioslfato-transferasa de higado vacuno (Bos taurus);
preferentemente RdI2p, GIpE, PspE, y de modo especialmente preferente RdI2p;

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

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

d) un polipéptido, que presenta una secuencia de aminoacidos que contiene una delecién, substitucion, insercion y/o
adicion de 1 a 45 restos aminoacido respecto a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 2,
presentando el polipéptido actividad de tiosulfato-sulfurotransferasa.

3.- El procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que la expresion 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:

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

b) aumento del nimero de copias del gen que codifica para un polipéptido con la actividad de una tiosulfato-
sulfurotransferasa frente a la cepa de partida; preferentemente mediante insercion del gen en plasmidos o mediante
integracion del gen en el cromosoma del microorganismo en varias copias;

c) la expresién del gen se efectiia bajo empleo de un punto de enlace ribosémico, que conduce a una translacion
intensificada frente a la cepa de partida en el microorganismo empleado para el procedimiento;

d) la expresion del gen se intensifica mediante una optimizacién del empleo de codén (codon usage) del gen,
referido al microorganismo empleado para el procedimiento;

e) la expresion del gen se intensifica mediante la reduccion de estructuras secundarias de mARN en el mARN
transcrito por el gen;

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

g) la expresion del gen se efectua bajo empleo de secuencias estabilizadoras de mARN en el mARN transcrito por el
gen.

4.- El procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que, en el caso de la sal de acido
tiosulfurico, se trata de una sal seleccionada a partir de sal alcalina, sal alcalinotérrea, sal amoénica y mezclas de las
mismas, preferentemente sal aménica.

5.- El procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que, en el caso de la sal de acido
30
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sulfdrico se trata de una sal seleccionada a partir del grupo sal alcalina, sal alcalinotérrea, sal amoénica y mezclas de
las mismas, preferentemente sal amonica.

6.- El procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que la proporciéon de sal de acido
tiosulfurico, referida al contenido total en azufre inorganico en el medio y en el caldo de fermentacion, se mantiene al
menos en un 5 % en moles durante la fermentacion.

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

8.- EIl procedimiento segun 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.- EIl procedimiento segun alguna de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado por que, en el caso del
microorganismo, se trata de la especie Corynebacterium, preferentemente el tipo Corynebacterium glutamicum.

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

- Corynebacterium glutamicum con actividad y/o expresion de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o delecién
de la proteina reguladora McbR en comparacién con la cepa de partida;

- Escherichia coli, con actividad y/o expresién de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o delecion de la
proteina reguladora Metd en comparacién con la cepa de partida.

11.- Un microorganismo seleccionado a partir de

- Corynebacterium glutamicum con actividad y/o expresién de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o delecién
de la proteina reguladora McbR en comparacién con la cepa de partida;

- Escherichia coli, con actividad y/o expresién de aspartato quinasa elevada y debilitamiento o delecion de la
proteina reguladora MetdJ en comparacioén 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 segun la reivindicacion 11, caracterizado por que este microorganismo sobreexprime un gen
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 reivindicacion 2.

13.- El microorganismo segun 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 DH5a, Escherichia coli DH10B, Escherichia coli BW2952, Escherichia coli REL606,
Corynebacterium glutamicum ATCC13032, Corynebacterium glutamicum R, Corynebacterium glutamicum
DSM20411 (denominacién antigua Brevibacterium flavum), Corynebacterium glutamicum DSM20412 (denominacion
antigua Brevibacterium lactofermentum), Corynebacterium glutamicum DSM1412 (denominacion antigua
Brevibacterium lactofermentum), Corynebacterium efficiens YS-314" (=DSM44549), Corynebacterium glutamicum
ATCC21608, Corynebacterium glutamicum DSM17322.
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Fig. 1

Stul 361
Sacl| 378
Sbfl 384
Pmel 398

Fsel 998
Nael 999
Pacl 1016
Kpnl 1024
Pacl 1032

AmpR: gen de resistencia a ampicilina; codifica para la beta-lactamasa

Linea de entrada: SEQ ID NO:6; contiene secuencias de identificacion para los enzimas de restriccion Pacl y Fsel,
asi como un punto de enlace ribosémico

RDL2: secuencia del gen RDL2 de Saccharomyces cerevisiae S288c

Linea de salida: SEQ ID NO:7; contiene un segundo codon de parada TAA, seguido del terminador Tl del gen rnpB
de E. ColiMG1655. Después siguen secuencias de identificacion para los enzimas de restriccion Pmel y Sbfl.
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