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DESCRIPCIÓN 
 

Microorganismo con productividad de L-aminoácidos potenciada y proceso para producir L-aminoácidos con su uso 
 

Campo técnico 5 
 
La presente invención se refiere a un microorganismo que tiene una productividad potenciada de aminoácidos útiles 
por una actividad celular mejorada y un menor tiempo de cultivo celular gracias a un aumento del poder de 
reducción, así como a un método para producir L-aminoácidos con su uso.  
 10 
Antecedentes en la técnica 
 
Se sabe que los microorganismos que producen por fermentación productos útiles requieren una gran cantidad de 
energía, como ATP (adenosina 5’-trifosfato), o poder de reducción, como NADPH (nicotinamida adenina dinucleótido 
fosfato), para la potenciación de su ruta de biosíntesis.  15 
 
Durante el metabolismo de los microorganismos, es muy importante el equilibrio intracelular entre NADH 
(dinucleótido de nicotinamida y adenina) utilizado en las reacciones catabólicas y NADPH (nicotinamida adenina 
dinucleótido fosfato) utilizado en las reacciones anabólicas. El equilibrio se controla por fosforilación de NAD o 
desfosforilación de NADP, tal como se muestra en la siguiente fórmula:  20 
 
  NAD+ + ATP →- NADP+ + ADP 
 
  NADP+ → NAD+ + fosfato 
 25 
En E.coli, se sabe que la fosforilación de NAD está catalizada por una enzima denominada NAD quinasa (EC 
2.7.1.23) codificada por el gen nadK (o yfjB). NAD quinasa utiliza Mg2+ como cofactor de una reacción enzimática y 
es inhibido alostéricamente por NADPH y NADH. Se sabe que el valor Km para NAD+ es 2000 μM y que para ATP 
es 2500 μM (Eur. J. Biochem., (2001) 268: 4359-4365). 
 30 
Apenas se ha estudiado la desfosforilación de NADP a pesar de su central importancia en la ruta metabólica. 
Aunque se ha demostrado que un homólogo de NAD quinasa en el arquea Metharnococcus jannaschii tiene 
actividad NADP fosfatasa, todavía no se han identificado los genes que codifican la enzima que tiene dicha actividad 
en fuentes eucariotas y eubacterianas. En E. coli, el producto del gen cysQ ha presentado altas actividades de 
NADP y NADPH fosfatasa, pero los estudios cinéticos de la enzima purificada indicaron que no se trata de la 35 
verdadera NADP fosfatasa de este organismo (Biochem J., (2007) 402:205-218, Biosci. Biotechnol. Biochem., (2008) 
72:919-930). 
 
Las actividades de NAD quinasa se encuentran en muchos microorganismos y el sitio de unión a NAD y el sitio 
activo de NAD quinasa, que son importantes para la actividad catalítica, presentan secuencias de aminoácidos 40 
altamente conservadas entre especies. Por ejemplo, diversos microorganismos, incluyendo bacterias Gram-
positivas, presentan un alto nivel de homología en la predicción de la estructura terciaria de las hélices 2, 4 y 5 (cada 
una de ellas indicadas por H2, H4 y H5) (Appl Microbiol Biotechnol (2010) 87:583-593). 
 
NADP generado por NAD quinasa suministra finalmente un poder de reducción y, en particular, NADP+/NADPH 45 
requerido para la producción en masa de productos útiles en E. coli, es un elemento esencial para reacciones 
anabólicas (Biochem J., (2007) 402:205-218). En E. coli, NADPH se produce principalmente por 1) la ruta de la 
pentosa fosfato oxidante, 2) isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP del ciclo TCA (gen icd), y 3) 
transhidrogenasa (gen pntAB) (J Biol Chem., (2004) 279: 6613-6619). 
 50 
Estas reacciones producen NADPH utilizando NADP como sustrato y, por tanto, se puede aumentar el nivel de 
NADPH aumentando el nivel intracelular de NADP. Así pues, se han realizado muchas tentativas para aumentar el 
nivel intracelular de NADP para la producción industrial de diversos metabolitos, como por ejemplo, 1) aumento de la 
producción de NADPH y timidina a través de la sobreexpresión de nadK en E. coli (Biotechnol Lett., (2009) 31:1929-
1936), 2) aumento de la producción de la cantidad de NADPH y PHB (polihidroxibutirato) a través de la 55 
sobreexpresión de nadK en E. coli  (Appl Microbiol Biotechnol., (2009) 83:939-947), y 3) aumento de la producción 
de lisina a través de la sobreexpresión de ppnK en corinebacteria, similar a la sobreexpresión de nadK en E. coli. El 
punto clave en todas estas clases es aumentar la expresión del gen nadK. Sin embargo, en cada una de estas 
clases, debe aumentarse también una fuente de fosfato, como ATP, para aumentar el poder de reducción a través 
de un aumento del nivel de NADPH, como resultado del aumento del nivel de NADP causado por la alta expresión 60 
de NAD quinasa.  
 
ATP se produce principalmente a través de un sistema de transporte de electrones o fosforilación a nivel de sustrato 
en microorganismos. La ATP producida se descompone para suministrar energía a las células y se reproduce por 
glucólisis o fosforilación oxidativa. Sobre la base de este hecho, se ha realizado un estudio sobre la aplicación de un 65 
sistema de regeneración de ATP bacteriano a un proceso de producción para suministrar energía durante la 
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producción en masa de productos útiles (Biosci Biotechnol Biochem., (1997) 61: 840-845). 
 
Kiyotaka et al. (FEMS Microbiology Letters, (2009) 297 (2): 217-224) divulga que la deleción de tehB en E. coli 
puede contribuir a un descenso del consumo excesivo de ATP.  
 5 
La patente europea EP 1 829 965 A1 divulga cepas mutantes de E. coli que tienen ADN cromosómico más corto que 
el de la cepa de E. coli de tipo silvestre y que presentan la propiedad de que el número de células transcurrido cierto 
período de cultivo es mayor que el de una cepa de tipo silvestre. Por tanto, estas cepas mutantes pueden producir 
eficientemente en un medio sustancias como proteínas, péptidos, aminoácidos, ácidos nucleicos, etc., para generar 
y acumular dichas sustancias útiles, recuperándose dichas sustancias útiles del cultivo.  10 
 
En la patente internacional WO 2010/149574 A1 se describe un método para preparar compuestos químicos 
orgánicos como L-aminoácidos por fermentación de microorganismos, incluyendo E. coli. Más en particular, dicha 
divulgación proporciona que una sobreexpresión de NAD quinasa dependiente de ATP presente en E. coli en 
productores de L-aminoácidos adecuados tiene como resultado un aumento de la producción de aminoácidos.  15 
 
Sin embargo, tal como se ha descrito, existen pocos estudios sobre el método para aumentar una fuente de fosfato 
necesaria para aumentar el poder de reducción a través de la alta expresión de NAD quinasa y un subsiguiente 
aumento de los productos de biosíntesis. Por otra parte, se ha estudiado meramente un aumento del suministro de 
energía a través de la alta producción de ATP por lo que respecta al suministro de energía a las células y no se ha 20 
estudiado la utilización de ATP como fuente de fosfato en la técnica relacionada.  
 
Divulgación de la invención  
 
Problema técnico 25 
 
Por consiguiente, para el desarrollo de microorganismos que producen una alta concentración de L-aminoácidos, los 
autores de la presente invención han llevado a cabo estudios sobre los genes que están relacionados con diversos 
metabolismos de energía y de poder de reducción. En consecuencia, han observado que un microorganismo que 
tiene una potenciación de la expresión de NAD quinasa codificada por nadK y la inactivación de una enzima de una 30 
secuencia de aminoácidos SEQ ID NO. 2 codificada por el gen tehB es capaz de producir eficazmente una alta 
concentración de L-aminoácidos y, sobre esta base, es posible aumentar eficazmente una fuente de ATP fosfato, en 
virtud de lo cual han completado la presente invención.  
 
Es decir, la presente invención se refiere a un método para aumentar la producción de un aminoácido deseado 35 
aumentando eficazmente el poder de reducción en un microorganismo, en el que se suministra adicionalmente ATP 
para su reducción durante el proceso de biosíntesis de NADP para aumentar el poder de reducción del género 
Escherichia que tiene productividad de L-aminoácidos.  
 
Por lo tanto, un objeto de la presente invención es proporcionar un microorganismo del género Escherichia que 40 
presenta una potenciación de la productividad de L-aminoácido, en el que el microorganismo se transforma para 
tener una actividad NAD quinasa potenciada y una actividad inactivada de una enzima que tiene una secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO. 2 codificada por el gen tehB gene, en virtud de lo cual presenta una potenciación del 
poder reductor.  
 45 
Otro objeto de la presente invención es proporcionar un método para producir L-aminoácidos utilizando el 
microorganismo del género Escherichia. 
 
Solución del problema 
 50 
Para conseguir los objetos mencionados, la presente invención proporciona un microorganismo del género 
Escherichia que presenta una potenciación de la productividad de L-aminoácido, en el que se transforma el 
microorganismo para tener una potenciación de la actividad NAD quinasa y una actividad inactivada de la enzima 
que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO. 2 codificada por el gen tehB. 
 55 
La presente invención proporciona también un método para producir L-aminoácidos utilizando el microorganismo del 
género Escherichia.  
 
Efectos ventajosos de la invención 
 60 
De acuerdo con la presente invención, se crea un suplemento de un agente de reducción NADPH en el metabolismo 
de la energía intracelular de un microorganismo que presenta productividad de L-aminoácidos por potenciación de 
NADP, y se suministra la subsiguiente ausencia de ATP por inactivación de una enzima que tiene la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO. 2 codificada por el gen tehB y, de esta forma, es posible mejorar la productividad de L-
aminoácidos restaurando el equilibrio del metabolismo de la energía, y aumentando la actividad celular y reduciendo 65 
el tiempo de cultivo.  
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Breve descripción de los dibujos  
 
La FIG. 1 es un diagrama en el que se muestra un vector nadK-pINT17E para aumentar el número de copias del gen 
nadK de E.coli. 
 5 
Mejor modo de realización de la invención 
 
La presente invención proporciona un microorganismo que presenta una potenciación de la productividad de L-
aminoácido y un método para producir L-aminoácidos con su uso.  
 10 
El microorganismo productor de L-aminoácidos de la presente invención comprende cualquier microorganismo 
procariota o eucariota y entre sus ejemplos se incluyen las cepas de microorganismo que pertenecen al género 
Escherichia, Erwinia, Serratia, Providencia, Corynebacterium y Brevibacterium. El microorganismo de la presente 
invención es preferentemente un microorganismo que pertenece al género Escherichia y, más preferentemente, 
E.coli. 15 
 
En la presente invención, el L-aminoácido es preferentemente L-treonina o L-triptófano.  
 
En la realización preferente de la presente invención, la presente invención proporciona un microorganismo del 
género Escherichia que presenta una potenciación de la productividad de L-aminoácido, en el que el 20 
microorganismo se transforma para tener una actividad de NAD quinasa potenciada y una actividad inactivada de la 
enzima que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO. 2 codificada por el gen tehB, en virtud de cual tiene 
una potenciación del poder de reducción.  
 
En la presente invención, la NAD quinasa se refiere a una enzima que tiene actividad de convertir NAD (nicotinamida 25 
adenina dinucleótido) en NADP (nicotinamida adenina dinucleótido fosfato) utilizando un grupo fosfato derivado de 
ATP y otros compuestos.  
 
Se divulga específicamente una secuencia de la proteína que tiene actividad NAD quinasa como una secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO. 4, y el gen nadK que codifica la NAD quinasa es preferentemente un polinucleótido que 30 
tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO. 3. 
 
En la presente invención, puede realizarse la potenciación de la actividad de NAD quinasa del género Escherichia 
que tiene productividad de L-aminoácidos a través de varios métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el 
método puede incluir un método de inserción de la propia secuencia de bases que codifica NAD quinasa o un 35 
polinucleótido que incluye una región reguladora de expresión extraña en un cromosoma, un método que consiste 
en aumentar el número de copias introduciéndola en sistema de vector, o un método que consiste en potenciar la 
actividad enzimática por sustitución de la región reguladora de expresión del gen con otra secuencia reguladora, 
modificación de toda o parte de la secuencia reguladora de la expresión, o mutación del propio gen.  
 40 
Más preferentemente, la presente invención puede aplicar el método que consiste en aumentar el número de copias 
introduciendo la secuencia de bases que codifica NAD quinasa en ADN cromosómico de una cepa para potenciar la 
actividad de NAD quinasa del microorganismo que pertenece al género Escherichia que tiene productividad de L-
aminoácidos. 
 45 
Las personas especializadas en la técnica apreciarán que el aumento del número de copias de la NAD quinasa 
dentro del ADN cromosómico presenta el mismo efecto que el aumento del número de copias de NAD quinasa 
mediante el vector extracromosómico, o que el aumento del nivel de expresión por modificación de la región 
reguladora de expresión del gen nadK que codifica NAD quinasa en el sitio intra- o extra-cromosómico o la mutación 
del propio gen. Si se utiliza un vector, se transforma el género Escherichia que tiene productividad de L-aminoácidos 50 
con el vector recombinante introducido por la secuencia de bases, preparando así un microorganismo del género 
Escherichia que presenta una potenciación de la actividad de quinasa. 
 
El vector utilizado en la presente invención no está particularmente limitado y se puede utilizar cualquier vector de 
expresión conocido. Preferentemente, puede utilizarse un vector pACYC177, pACYC184, pCL, pECCG117, pUC19, 55 
pBR322 o pMW118. 
 
De acuerdo con una realización de la presente invención, el potenciamiento de la actividad NAD quinasa por 
transformación aumenta los niveles de NADP y NADPH intracelulares en una cepa. 
 60 
Para aumentar la producción de ATP, los autores de la presente invención también han aplicado un método de 
inactivación de una actividad de una enzima codificada por el gen tehB. 
 
En la presente invención, se conoce el gen tehB gene (ID de gen NCBI: 945979) como un gen que codifica una 
proteína de resistencia a telurito o una metiltransferasa dependiente de S-adenosil-L-metionina prevista, pero sus 65 
funciones siguen sin estar aclaradas.  
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Sin embargo, estudios recientes han notificado que la deleción del gen tehB en E. coli presenta un aumento del 150 
% de la producción de ATP en comparación con una cepa parental, y señalan que este resultado se atribuye a una 
reducción de la ATP necesaria para la biosíntesis de S-adenosil metionina desde metionina (FEMS Microbiol Lett, 
(2009) 297:217-224). 
 5 
Concretamente, puede describirse una secuencia de la metiltransferasa dependiente de S-adenosil-L-metionina 
prevista mediante una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO. 2. Por otra parte, el gen tehB que codifica la 
enzima se deriva de E. coli y, preferentemente, un polinucleótido que tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO. 
1. 
 10 
El método de inactivación de una actividad de la enzima codificada por el gen tehB abarca todos los métodos de 
modificación del correspondiente gen para impedir la producción de la enzima codificada por el gen que tiene la 
secuencia de bases of SEQ ID NO. 1. Un ejemplo de los métodos puede ser por deleción de todo o parte del gen por 
recombinación homóloga, supresión de la expresión de enzima por inserción de transposón dentro del gen 
correspondiente, supresión de la expresión de enzima por inserción de genes de resistencia a los antibióticos o 15 
similar, pero no se limita a ellos.  
 
Tal como se utiliza en el presente documento, el término “transformación” significa un método en el que se introduce 
un gen en una célula hospedadora para su expresión en la célula hospedadora. Los genes transformados, si están 
en el estado de ser expresados en la célula hospedadora, comprenden cualquiera de los genes insertados en el 20 
cromosoma de la célula hospedadora o que ocupan una posición en otras partes del cromosoma. Por otra parte, el 
gen comprende ADN y ARN como polinucleótido capaz de codificar un polipéptido. Siempre y cuando se pueda 
introducir el gen en la célula hospedadora y expresarse en ella, se introduce el gen en cualquier tipo. Por ejemplo, se 
puede introducir el gen en la célula hospedadora en el tipo de casete de expresión que es un expresoma de 
polinucleótido que comprende en sí elementos completos para expresar el gen. El casete de expresión que 25 
comprende un promotor que está operativamente conectado al gen, señal de terminación de transcripción, sitio de 
unión a ribosoma y señal de terminación de traducción. El casete de expresión puede ser del tipo del vector de 
expresión capaz de autoclonación. El gen también puede introducirse en la célula hospedadora por sí mismo o en el 
tipo de expresoma de polinucleótido que se va a conectar operativamente con la secuencia necesaria para la 
expresión en la célula hospedadora.  30 
 
En la realización preferente de la presente invención, el microorganismo transformado a través del método puede 
ser E. coli y, preferentemente, E coli CA03-448(KCCM11167P), CA03-449(KCCM11168P) o CA04-
2001(KCCM11166P). 
 35 
La presente invención proporciona también un método para producir L-aminoácidos utilizando el microorganismo del 
género Escherichia 
 
En la realización preferente de la presente invención, la presente invención proporciona el método para producir L-
aminoácidos cultivando el microorganismo recombinante del género Escherichia que presenta una potenciación de 40 
la productividad de L-treonina o L-triptófano en un medio que comprende sacarosa o glucosa como fuente de 
carbonos principal.  
 
Específicamente, la presente invención proporciona un método para producir L-aminoácidos que comprende las 
etapas de inocular y cultivar el microorganismo recombinante del género Escherichia en un medio de cultivo que 45 
contiene total o parcialmente sacarosa o glucosa como fuente de carbono; y separar los L-aminoácidos del medio de 
cultivo.  
 
Los procedimientos de cultivo de la presente invención se pueden llevar a cabo en un medio adecuado o en 
condiciones de cultivo conocidas dentro de la técnica. Dependiendo de las cepas utilizadas, las personas 50 
especializadas en la técnica pueden ajustar fácilmente los procedimientos de cultivo. Entre los ejemplos de 
procedimientos de cultivo se incluyen el tipo discontinuo, el tipo continuo y el tipo de alimentación discontinua, pero 
no se limitan a ellos. Preferentemente, los medios utilizados en el método de cultivo deberán satisfacer 
preferentemente los requisitos de una cepa específica.  
 55 
El medio utilizado en la presente invención contiene sacarosa o glucosa como fuente de carbono principal. Y 
también es posible utilizar melazas que contienen una alta concentración de sacarosa como fuente de carbono y el 
medio puede contener una cantidad apropiada de diversas fuentes de carbono sin limitación. Entre los ejemplos de 
fuente de nitrógeno que se puede utilizar se incluyen una fuente de nitrógeno orgánico como peptona, extracto de 
levadura, extracto de carne, extracto de malta, agua de macerado de maíz y harina de soja, y una fuente de 60 
nitrógeno inorgánico como urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y 
nitrato de amonio y se pueden utilizar en solitario o en cualquier combinación de los mismos. Pueden añadirse al 
medio fuentes de fosforo como dihidrógeno fosfato potásico, hidrógeno fosfato dipotásico o las correspondientes 
sales que contienen sodio. Por otra parte, el medio puede contener sales de metal como sulfato de magnesio y 
sulfato ferroso. Asimismo, puede suplementarse el medio con aminoácidos, vitaminas y precursores apropiados. 65 
Estos medios o precursores pueden añadirse a los cultivos a través de un método de tipo continuo o discontinuo.  
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Durante el cultivo, pueden añadirse compuestos como hidróxido de amonio, hidróxido de potasio, amoníaco, ácido 
fosfórico y ácido sulfúrico para ajustar el pH de los cultivos. Asimismo, durante el cultivo, pueden añadirse 
apropiadamente agentes desespumantes como éster poliglicólico de ácido graso para reducir la formación de 
espumas en los cultivos. Para mantener los cultivos en estados aeróbicos, puede inyectarse en los cultivos oxígeno 
o gas que contiene oxígeno. Para mantener los cultivos en estados anaeróbicos o microaeróbicos, es posible no 5 
añadir ningún gas o inyectar gas nitrógeno, hidrógeno o dióxido de carbono en los cultivos.  
 
Se mantienen los cultivos a entre 27 y 37°C y, preferentemente a entre 30 y 35°C. Puede continuarse el cultivo hasta 
obtener la cantidad deseada del material deseado y, preferentemente durante 10 a 100 horas.  
 10 
El método de recogida y recuperación de los aminoácidos producidos en la etapa de cultivo de la presente invención 
puede realizarse a través de un método apropiado conocido en la técnica, dependiendo de los procedimientos de 
cultivo, por ejemplo, de tipo discontinuo, de tipo continuo o de tipo de alimentación discontinua, para recoger el 
aminoácido deseado del medio de cultivo.  
 15 
Modo para la invención 
 
A continuación, se describirá la presente invención con más detalle haciendo referencia a los ejemplos. Sin 
embargo, dichos ejemplos tienen un único fin ilustrativo y la invención no queda limitada con dichos ejemplos.  
 20 
Ejemplo 1: Preparación de cepa productora de L-treonina que presenta inactivación de enzima codificada 
por gen tehB derivado de E. coli 

 
Se suprimió el gen tehB de una cepa productora de L-treonina, E.coli KCCM10541 (patente coreana NO. 10-
0576342) por recombinación homóloga. 25 
 
E. coli KCCM10541 es una cepa derivada de una cepa productora de L-treonina, E coli. KFCC10718 (publicación de 
patente coreana NO. 10-1992-0008365) y su cepa parental, E coli KFCC 10718 tiene resistencia a un análogo de L-
metionina, un fenotipo auxótrofo de metionina, resistencia a un análogo de L-treonina, un fenotipo auxótrofo de 
isoleucina permeable, resistencia a un análogo de L-lisina y resistencia a ácido α-aminobutírico y es capaz de 30 
producir L-treonina.  
 
Se sabe que el gen tehB gene (ID Gen NCBI: 945979) que se va a suprimir codifica una metiltransferasa 
dependiente de S-adenosil-L-metionina prevista. Cuando se suprime el gen, no se necesita ATP utilizada en la 
producción de S-adenosil metionina y, por lo tanto, se seleccionó el gen tehB como gen diana para reducir el 35 
consumo de energía, y tiene una secuencia de bases de SEQ ID NO. 1. 
 
Para inactivación, se utilizó inactivación en una etapa, que es una técnica que consiste en construir un mutante 
utilizando una lambda Red recombinasa desarrollada por Datsenko KA et al. (Proc Natl Acad Sci Estados Unidos 
(2000) 97:6640 6645). 40 
 
Para confirmar la inserción en el gen, se utilizó un gen resistente a cloranfenicol como marcador. Para la eliminación 
del gen resistente a cloranfenicol, se utilizó un sistema de recombinación específico de sito Cre/loxP (BMC 
Biotechnology (2001) 1:7). 
 45 
Se realizó la reacción en cadena de la polimerasa (en adelante, se hace referencia a ella como “PCR”) utilizando un 
vector pMloxCm como matriz y los siguientes cebador 1 y cebador 2 que tenían una parte del gen tehB y una parte 
de la secuencia de gen resistente a cloranfenicol en las condiciones: 30 ciclos de desnaturalización a 94 ºC durante 
30 segundos, hibridación a 55 ºC durante 30 segundos y elongación a 72 ºC durante 1 minuto, con el resultado de la 
amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 1200 pb.  50 
 
Tabla 1 
 

[Tabla 1] 
Cebador 1  

 
Cebador 2 

 
 55 
Por otra parte, se sometió a electroforesis el fragmento de ADN obtenido por amplificación de PCR en un gel de 
agarosa al 0,8 % y después se eluyó y se utilizó como plantilla para una PCR secundaria. Se llevó a cabo una PCR 
secundaria utilizando el producto de PCR primaria eluido como matriz y los siguientes cebadores 3 y cebador 4 que 
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tenían 20 pb de una secuencia complementaria para las regiones 5’ y 3’ del fragmento de ADN primario y que tenía 
además las regiones 5 y 3’ del gen tehB en las condiciones: 30 ciclos de desnaturalización a 94 C durante 30 
segundos, hibridación a 55 ºC durante 30 segundos y elongación a 72 C durante 1 minuto, con el resultado de la 
amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 1300 pb. Se sometió a electroforesis el fragmento de 
ADN obtenido a través del procedimiento anterior en gel de agarosa al 0,8 % y después se eluyó utilizando 5 
recombinación.  
 
Tabla 2 
 

[Tabla 2] 10 

Cebador 3 

 
Cebador 4 

 
 
Se preparó E. coli KCCM 10541 con productividad de treonina, que había sido transformado con plásmido pKD46 de 
acuerdo con el método desarrollado por Datsenko KA et al. (Proc. Natl. Acad. Sci.(2000) 97:6640-6645, GenBank 
No. AY048746), como cepa competente y se llevó a cabo la transformación introduciendo el fragmento de gen de 
1300 pb obtenido por PCR. Se seleccionaron las cepas obtenidas en medio LB suplementado con cloranfenicol. Se 15 
confirmó una deleción del gen tehB con un producto de PCR de aproximadamente 2000 pb obtenido por PCR 
utilizando los siguientes cebador 5 y cebador 6.  
 
Tabla 3 
 20 

[Tabla 3] 
Cebador 5 5’-TTTAGGCGCAGGCGTTTTCT -3’ (SEQ ID NO. 10) 

Cebador 6 5’-TTTTACGTGCCAGCATCGTG -3’ (SEQ ID NO. 11) 
 
Después de retirar el plásmido pKD46, se introdujo la cepa de E. coli recombinante primaria que tenía resistencia a 
cloranfenicol con un plásmido pJW168 para eliminar el gen marcador de cloranfenicol de la cepa (gen, (2000) 
247,255-264). Se llevó a cabo la PCR utilizando los cebadores 5 y 6 para obtener un producto de PCR de 832 pb, lo 25 
que indicó que la cepa obtenida finalmente tenía la deleción deseada.  
 
Ejemplo 2: Construcción de vector aumentando el número de copias del gen nadK  de E.coli en cromosoma 
 
Se amplificó el gen nadK por PCR utilizando el cromosoma de E. coli W3110 (GeneBank número de acceso: 30 
AC000091) cepa adquirida de la Colección de Cultivos Tipo Americana (ATCC) como plantilla.  
 
Concretamente, se llevó a cabo la PCR utilizando los siguientes cebadores 7 y 8 en las condiciones: 30 ciclos de 
desnaturalización a 94 °C durante 30 segundos, hibridación a 55 °C durante 30 segundos y elongación a 72 °C 
durante 1 minuto con el resultado de la amplificación del fragmento de gen de 1407 pb (SEQ ID NO.5). 35 
 
La secuencia amplificada contiene la secuencia codificante de nadK así como 501 pb de la región autopromotora 
prevista. Por otra parte, el cebador 7 tiene un sitio de reconocimiento de enzima de restricción para EcoR I, y el 
cebador 9 tiene un sitio de reconocimiento de enzima de restricción para Xba I. 
 40 
Tabla 4 

[Tabla 4] 
Cebador 7 5’-CCCGAATTCGCGTCAGCTCAATGCCTTCA-3’ (SEQ ID NO. 12) 

Cebador 8 5’-GGGTCTAGAGCTGGCGTAAAATTAGAATA- 3’ (SEQ ID NO. 13) 

 
Se trató el polinucleótido obtenido con las enzimas de restricción, Xba I y EcoR I, y se clonó en los sitios Xba I y 
EcoR I del vector pINT17E, seguido de la transformación en E.coli BW25113. A continuación, se propagaron las 45 
células en medio sólido LB Cm (LB + plaga de agar con cloranfenicol). Se obtuvieron los vectores clonados de las 
colonias aplicando procedimientos mini-prep convencionales, y se designaron como nadK_pINT17E. En la Fig. 1 se 
muestra el diagrama del vector FIG. 1. 
 
Ejemplo 3: Preparación de cepa productora de L-treonina que tiene inactivación de la enzima codificada por 50 
el gen tehB –derivado de E.coli y potenciación de la actividad NAD quinasa a través del aumento del número 
de copias en el cromosoma 
 
Se utilizaron la cepa con deleción del gen tehB preparada de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 1 y el 
vector nadK_pINT17E preparado de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 2 para aumentar el número de 55 
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copias de NAD quinasa. 
 
En primer lugar, se introdujo plásmido pKD46 en la cepa con deleción del gen tehB preparada de acuerdo con el 
método descrito en el Ejemplo 1, y se preparó como cepa competente, y se transformó la cepa con el vector 
nadK_pINT17E. Se llevó a cabo el cultivo a 37 °C durante 1∼2 días para obtener colonias. Se llevó a cabo la PCR 5 
utilizando los cebadores 8 y 9 para confirmar si el gen se insertaba en el cromosoma de las colonias obtenidas. Se 
llevó a cabo la PCR en las siguientes condiciones: 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C durante 30 segundos, 
hibridación a 55 °C durante 45 segundos y elongación a 72 °C durante 2 minutos, con el resultado de la 
amplificación de un fragmento de gen de aproximadamente 2000 pb. 
 10 
Tabla 5 
 

[Tabla 5] 
Cebador 9 5’-TGGTATTCACTCCAGAGCGA-3’ (SEQ ID NO. 14) 

 
Después de separar el plásmido pKD46 de la cepa recombinante primaria que tenía resistencia cloranfenicol, se 15 
introdujo el plásmido pJW168 para eliminar el gen marcador cloranfenicol de la cepa (gen (2000) 247, 255-264). Se 
llevó a cabo PCR utilizando los cebadores 10 y 11 para obtener un producto de PCR de aproximadamente 1500 pb, 
lo que indica que, deseablemente, están presentes dos copias consecutivas del gen nadK en el cromosoma.  
 
Se designó el E. coli transformado KCCM10541ΔtehBnadK copia2 (CA03-448). 20 
 
Tabla 6 
 

[Tabla 6] 
Cebador 10 5’-GCATCAGCACCGCGATAAA- 3’ (SEQ ID NO. 15) 

Cebador 11 5’-CATGTGTTGTCAGTGCAGT-3’ (SEQ ID NO. 16) 
 25 
Ejemplo 4: Preparación de cepa productora de L-triptófano que tiene inactivación de la enzima codificada 
por el gen tehB derivado de E. coli y potenciación de actividad NAD quinasa aumentando su número de 
copias en el cromosoma.  
 
Se preparó E. coli transformado de la misma manera que en los Ejemplos 1 a 3, con la excepción de que se utilizó 30 
una cepa productora de L-triptófano, E.coli KCCM 10812. 
 
La cepa parental utilizada en este ejemplo, E.coli KCCM 10812P, es una cepa derivada de E. coli mutante que tiene 
productividad de L-fenilalanina (KFCC 10066), y que se caracteriza por que se libera auxotrofía de triptófano, se 
inactivan los genes pheA, trpR, mtr y tnaAB y se mutan los genes aroG y trpE genes en el cromosoma (patente 35 
coreana NO. 10-0792095). 
 
El E.coli transformado se designó KCCM10812ΔtehBnadK copia2 (CA04-2001). 
 
Ejemplo comparativo 1: Preparación de cepa productora de L-treonina o L-triptófano que tiene inactivación 40 
de la enzima codificada por el gen tehB  
 
Para suprimir el gen tehB, se utilizaron la cepa productora de L-treonina, E.coli KCCM10541, y la cepa productora de 
triptófano, E.coli KCCM10812, tal como se describe en el Ejemplo 1. Se aplicó inactivación en una etapa, que es una 
técnica de construcción de mutante con el empleo de una lambda Red recombinasa desarrollada por Datsenko KA 45 
et al. (Proc Natl Acad Sci Estados Unidos., (2000) 97:6640-6645), y el sistema de recombinación específica de sitio 
Cre/loxP (BMC Biotechnology.(2001) 1:7). 
 
Se llevó a cabo la PCR utilizando los cebadores 5 y 6 para obtener productos de PCR de 832 pb, lo que indicó que 
las cepas obtenidas finalmente tenían la deleción deseada y se designaron las cepas KCCM10541ΔtehB y 50 
KCCM10812PΔtehB, respectivamente. 
 
Ejemplo comparativo 2: Preparación de cepas productores de L-treonina o L-triptófano que presenta una 
potenciación de la actividad de NAD quinasa 
 55 
De acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 3, se aumentó el número de copias del gen nadK a dos copias en 
el cromosoma de las cepas productoras de treonina y triptófano para preparar cepas que tenían potenciación de la 
actividad de NAD quinasa.  
 
Se introdujo el plásmido pKD46 en la cepa productora de treonina, KCCM10541, y la cepa productora de triptófano, 60 
KCCM10812, y se prepararon como células competentes, y se transformaron las cepas con el vector 
nadK_pINT17E. A continuación, se llevó a cabo el cultivo a 37 °C durante 1-2 días para obtener colonias, se llevó a 
cabo la PCR utilizando los cebadores 8 y 9 para confirmar si el gen se había insertado o no en el cromosoma de las 
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colonias obtenidas.  
 
Después de eliminar el plásmido pKD46 de la cepa recombinante primaria que tenía resistencia a cloranfenicol, se 
introdujo el plásmido pJW168 para eliminar el gen marcador de cloranfenicol de la cepa (Gen, (2000) 247, 255-264). 
Se realizó la PCR utilizando los cebadores 10 y 11 para obtener productos de PCR de aproximadamente 1500 pb, lo 5 
que indicó que estaban deseablemente presentes dos copias consecutivas del gen nadK en el cromosoma. Se 
designaron las cepas preparadas KCCM10541 nadK copia2 y KCCM10812 nadK copia2, respectivamente. 
 
Ejemplo Experimental 1: Titulación de cepa productora de L-treonina que presenta una potenciación de la 
actividad de NAD quinasa e inactivación de la enzima codificada por el gen tehB  10 
 
En primer lugar para proporcionar la cepa productora de L-treonina con capacidad de asimilar sacarosa, se 
construyó un vector a pAcscBAR’-mak (publicación de patente coreana NO. 10-2010-0092765) (SEQ ID NO. 21) del 
siguiente modo: 
 15 
Después de construir pAcscBAR, se clonó el gen mak para dar pAcscBAR. Para la construcción de pAcscBAR, se 
utilizaron los cebadores 12 y 13 para amplificar un polinucleótido de la región cscB, en el que se eliminó cscK. 
 
Tabla 7 

[Tabla 7] 20 
Cebador 12 

 
Cebador 13 

 
 
Se llevó a cabo la PCR en las siguientes condiciones: tras la desnaturalización a 94 °C durante 3 minutos, seguido 
de 25 ciclos de desnaturalización a 94 °C durante 30 segundos, hibridación a 56 ºC durante 30 segundos y 
elongación a 72 ºC durante 1 minuto y 30 segundos, y a continuación elongación a 72 ºC durante 7 minutos, con el 
resultado de la amplificación de un polinucleótido de 1521 pb. Se trataron el polinucleótido obtenido y pAcscBAR con 25 
enzimas de restricción, EcoRV y EagI, respectivamente y se clonaron y transformaron para dar E.coli DH5α. Se 
seleccionaron colonias que contenían pAcscBAR por PCR utilizando las colonias cultivadas en medio LB y se 
obtuvieron los plásmidos utilizando procedimientos mini-prep de plásmido convencionales. Se confirmó la ausencia 
de mutación por análisis de secuencia de cscBAR unido en los sitios Xbal y EagI del plásmido pAcscBAR obtenido. 
 30 
Se utilizaron los cebadores 14 y 15 y el cromosoma de E.coli W3110 como matriz para amplificar un polinucleótido 
que contenía el gen mak y se clonó para dar los sitios de enzima de restricción PstI y EagI de pAcscBAR para 
construir el vector pAcscBAR’-mak. 
 
Tabla 8 35 

[Tabla 8] 
Primer 14 5’- CACTGCAGTGGGGTAAATGCCATCG- 3’ (SEQ ID NO. 19) 
Primer 15 5’-AACGGCCGTCTCGGTGCTCATTACT3’ (SEQ ID NO. 20) 

 
Se llevó a cabo la PCR en las siguientes condiciones: tras la desnaturalización a 94 ºC durante 3 minutos, seguido 
de 25 ciclos de desnaturalización a 94 ºC durante 30 segundos, hibridación a 56 ºC durante 30 segundos y 
elongación a 72 ºC durante 1 minuto y 30 segundos y, a continuación, elongación a 72 ºC durante 7 minutos, con el 40 
resultado de la amplificación de un polinucleótido de 1388 pb. Se trataron el polinucleótido obtenido y pAcscBAR con 
enzimas de restricción, PstI y EagI, respectivamente y se clonaron y transformaron para dar E.coli DH5α. Se 
seleccionaron colonias que contenían pAcscBAR’-mak por PCR utilizando las colonias cultivadas en medio LB y se 
obtuvieron plásmidos utilizando procedimientos de mini-prep de plásmido convencionales. Se confirmó la ausencia 
de mutación por análisis de secuencia de cscBAR-mak unida a los sitios Xbal y EagI del plásmido pAcscBAR’-mak 45 
obtenido. 
 
Se introdujo pAcscBAR’-mak construido en la cepa de E. coli recombinante KCCM10541ΔtehB nadK copia2 del 
Ejemplo 3, la cepa parental E. coli KCCM10541 y la cepa KCCM10541 con la deleción del gen tehB (designado 
KCCM10541ΔtehB) y la cepa KCCM10541que tiene un aumento del número de copias del gen nadK (designado 50 
KCCM10541 nadK copia2) preparado en los Ejemplos comparativos 1 y 2, respectivamente, y a continuación, se 
llevó a cabo la titulación.  
 
Se cultivó cada una de las cepas que tenían diferentes características genéticas en medios sólidos LB en una 
incubadora a 33 ºC durante toda la noche. A continuación, se inoculó 1 asa bacteriológica de platino en 25 ml de 55 
medio de titulación que contenía sacarosa, tal como se muestra en la tabla 9 y se cultivó en la incubadora a 33 ºC y 
a 200 rpm durante 48 horas. En la tabla 10 se muestran los resultados. Todos los resultados fueron representados 
como el valor medio obtenido de tres matraces.  
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Tabla 9 
 

[Tabla 9] 
Composición Concentración (por litro) 
Sacarosa 70 g 

KH2PO4 2 g 
(NH4)2SO4 25 g 

MgSO47H2O 1 g 
FeSO47H2O 5 mg 
MnSO44H2O 5 mg 

L- metionina 0,15 g 
Extracto de levadura 2 g 

Carbonato cálcico 30 g 
pH 6,8 

 
Tabla 10 5 

[Tabla 10] 
Cepa DO Consumo de azúcar (g/l) * L-treonina(g/l)* * 

KCCM10541/ pAcscBAR-mak 16,2 34,7 31,8 
KCCM10541 tehB / pAcscBAR-mak 15,2 35,7 32,2 

KCCM 10541 nadK copia2/ pAcscBAR-mak 16,4 36,6 32,9 
KCCM 10541 tehBnadK copia2/ pAcscBAR-mak 14,9 37,4 34,7 
* valor medido 24-h  
** valor medido 48-h  

 
Tal como se muestra en la Tabla 10, cuando solamente se suprimió el gen tehB, la capacidad de asimilación de 
sacarosa fue similar a la de la cepa parental. Sin embargo, cuando se potenció la actividad NAD quinasa, la 
capacidad de asimilación de sacarosa aumentó a aproximadamente 2 g, en comparación con la cepa parental.  10 
 
Asimismo, cuando se suprimió el gen tehB, se redujo la densidad celular a aproximadamente 6 % en comparación 
con la cepa parental, pero su productividad de treonina fue similar a la de la cepa parental. Sin embargo, cuando se 
introdujeron las dos mutaciones al mismo tiempo, se redujo la densidad celular a aproximadamente 8 %, la 
capacidad de asimilación de sacarosa aumentó a aproximadamente 8 % y también aumentó la productividad de 15 
treonina a 9 % en comparación con la cepa parental.  
 
Además, se sometieron a ensayo la cepa recombinante E.coli KCCM10541ΔtehB nadK copia2 del Ejemplo 3, la 
cepa parental E. coli KCCM10541 y la cepa KCCM10541ΔtehB y la cepa KCCM10541 nadK copia2 preparada en 
los Ejemplos comparativos 1 y 2 por titulación utilizando glucosa como fuente de carbono. Se cultivó cada una de las 20 
cepas que tenían diferentes características genéticas en medios sólidos LB en una incubadora a 33 ºC durante toda 
la noche. A continuación, se inoculó 1 asa bacteriológica de platino en 25 ml de medio de titulación que contenía 
glucosa, tal como se muestra en la Tabla 11 a continuación y se cultivó en la incubadora a 33 ºC y a 200 rpm 
durante 48 horas. En la Tabla 12 se muestran los resultados. Todos los resultados representan el valor medio 
obtenido de los tres matraces.   25 
 
Tabla 11 

[Tabla 11] 
Composición Concentración (por litro) 
Glucosa 70 g 
KH2PO4 1 g 

(NH4)2SO4 28 g 
MgSO47H2O 0,5 g 

FeSO47H2O 5 mg 
MnSO44H2O 5 mg 
Extracto de levadura 2 g  

L- metionina 0,15 g 

Carbonato cálcico 30 g 

pH pH 6,8 
 
Tabla 12 30 
 

[Tabla 12] 

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

KCCM10541 14,0 26,7 27,6 
KCCM10541 tehB 13,2 26,9 28,7 
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Cepa DO Consumo de azúcar (g/l) * L-treonina(g/l)* * 
KCCM 10541 nadK copia2 13,8 28,9 28,4 
KCCM 10541 tehBnadK copia2 12,5 30,3 30,1 
* valor medido 24-h 
** valor medido 48-h 

 
La cepa KCCM10541 ΔtehB nadK copia2, E. coli productora de L-treonina con deleción del gen tehB y potenciación 
de actividad NAD, y con capacidad de asimilación de glucosa fue designada CA03-448, y la cepa KCCM10541 
ΔtehBnadK copia2/pAcscBAR’-mak, la cepa KCCM10541 ΔtehB nadK copia2 a la que se proporcionó capacidad de 
asimilación de sacarosa, fue designada CA03-449. Y fueron depositadas en la Autoridad Depositaria Internacional 5 
del Centro de cultivos de microorganismos coreano, que es filical de la Colección de Cultivos de la Federación 
Coreana de Colecciones de Cultivo (con domicilio en 361-221, Hongje-1-dong, Seodaemon-gu, Seúl, Corea) el 10 
de enero de 2011, con números de depósito asignados (acceso) KCCM11167P y KCCM11168P respectivamente. 
 
Ejemplo Experimental 2: Titulación de cepa productora de L-triptófano que presenta una potenciación de la 10 
actividad de NAD quinasa e inactivación de la enzima codificada por el gen tehB  
 
Se sometieron a ensayo la cepa recombinante E. coli KCCM10812ΔtehB nadK copia2 del Ejemplo 4, la cepa 
parenteral E.coli KCCM10812, y la cepa KCCM10812ΔtehB y la cepa KCCM10812 nadK copia2 preparadas en los 
Ejemplos comparativos 1 y 2 por titulación utilizando glucosa como fuente de carbono.  15 
 
Para la titulación, se inoculó 1 asa bacteriológica de platino de la cepa y se cultivó en medios sólidos LB durante 
toda la noche. A continuación, se inoculó 1 asa bacteriológica de platino en 25 ml de medio de titulación de matraz 
que tenía la composición que se indica en la siguiente Tabla 13 y después se cultivó a 37º C y a 200 rpm durante 48 
horas. En la tabla 14 se muestran los resultados. Todos los resultados se representan como el valor medio obtenido 20 
de los tres matraces.  
 
Tabla 13  

[Tabla 13] 
Composición Concentración (por litro) 

Glucosa 60 g 

KH2PO4 1 g 
(NH4)2SO4 10 g 

NaCl 1 g 
MgSO47H2O 1 g 

Citrato sódico 5 g 
Extracto de levadura 2 g 

Carbonato cálcico 40 g 

Citrato sódico 5 g 
Fenilalanina 0,15 g 

Tirosina 0,1 g 
pH 6,8 

 25 
Tabla 14 

[Tabla 14] 
Cepa DO Consumo de azúcar (g/l) * L-triptófano(g/l)* * 

KCCM10812P 13,0 54,8 6,8 
KCCM10812P tehB 14,5 55,0 7,0 

KCCM10812P nadK copia2 13,3 57,6 6,9 
KCCM10812P tehBnadK copia2 14,2 57,3 7,7 
* valor medido 33-h 
** valor medido 48-h 

 
Tal como se muestra en la Tabla 14, cuando se suprimió el gen tehB, aumentó la densidad celular a 
aproximadamente 10 % en comparación con la cepa parental. Cuando se potenció la actividad NAD quinasa, mejoró 30 
la capacidad de asimilación de glucosa pero no hubo diferencia en la productividad de triptófano, en comparación 
con la cepa parental.  
 
Sin embargo, cuando se introdujeron las dos mutaciones al mismo tiempo, aumentó la densidad celular, también 
mejoró la capacidad de asimilación de glucosa y aumentó la productividad de triptófano a aproximadamente 14 %.  35 
 
La cepa KCCM10812P ΔtehB nadK copia2, E. coli productor de L- triptófano con deleción del gen tehB y 
potenciación de la actividad de NAD quinasa, se designó CA04-2001, y fue depositada en la Autoridad Depositaria 
Internacional del Centro de cultivos de microorganismos coreano, que es filical de la Colección de Cultivos de la 
Federación Coreana de Colecciones de Cultivo (con domicilio en  361-221, Hongje-1-dong, Seodaemon-gu, Seúl, 40 
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Corea) el 10 de enero de 2011, con el número de depósito asignado (acceso) KCCM11166P. 
 

<110> CJ CheilJedang Corporation 
 
<120> A MICROORGANISM HAVING ENHANCED L-AMINO ACIDS PRODUCTIVITY AND PROCESS FOR 5 
PRODUCING L-AMINO ACIDS USING THE SAME 
 
<130> OPA11180PCT 
 
<150> KR10-2011-0005136 10 
<151> 18-01-2011 
 
<160> 21 
 
<170> KopatentIn 1.71 15 
 
<210> 1 
<211> 594 
<212> ADN 
<213> Escherichia coli 20 
 
<400> 1 
 

 
 25 
<210> 2 
<211> 197 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> Metiltransferasa dependiente de S-ádenosil-L-metionina prevista 
 
<400> 2 
 35 
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<210> 3 
<211> 879 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> gen nadK  
 10 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 292 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> NAD quinasa 
 10 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 1407 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Producto de PCR obtenido con el uso de Cebador 7 y Cebador 8 
 
<400> 5 
 5 

 
 
<210> 6 
<211> 80 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 1 
 15 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 80 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
<220> 
<223> Cebador 2 
 
<400> 7 

 10 
 
<210> 8 
<211> 59 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
<220> 
<223> Cebador 3 

 
 
<210> 9 20 
<211> 60 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Cebador 4 25 
 
<400> 9 

 
 
<210> 10 30 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 35 
<223> Cebador 5 
 
<400> 10 

 
 40 
<210> 11 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 45 
<220> 
<223> Cebador 6 
 
<400> 11 

 50 
 
<210> 12 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 55 
 
<220> 
<223> Cebador 7 
 
<400> 12 60 
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<210> 13 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador 8 
 
<400> 13 

 10 
 
<210> 14 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador 9 
 
<400> 14 20 

 
 
<210> 15 
<211> 19 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 10 
 30 
<400> 15 

 
 
<210> 16 
<211> 19 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 11  40 
 
<400> 16 

 
 
<210> 17 45 
<211> 54 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 50 
<223> Cebador 12 
 
<400> 17 

 
 55 
<210> 18 
<211> 46 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 60 
<220> 
<223> Cebador 13 
 
<400> 18 
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<210> 19 
<211> 25 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 14 
 10 
<400> 19 

 
 
<210> 20 
<211> 25 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 15 20 
 
<400> 20 

 
 
<210> 21 25 
<211> 9129 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Vector pAcscBAR’-mak  
 
<400> 21 
 

 35 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un microorganismo del género Escherichia que tiene productividad de L-aminoácido, en el que se transforma el 
microorganismo para tener una actividad de NAD quinasa potenciada y una actividad inactivada de la enzima que 
tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO. 2 codificada por el gen tehB. 5 
 
2. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la NAD quinasa es una proteína que tiene una 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO. 4. 
 
3. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que se potencia la actividad de NAD quinasa a través 10 
de uno o más métodos de aumento del número de copias por inserción cromosómica o introducción de vector, 
sustitución o modificación de la región reguladora de expresión.  
 
4. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la inactivación se lleva a cabo a través de uno o 
más métodos de deleción de la totalidad o una parte del gen por recombinación homóloga, supresión de la expresión 15 
de enzima por inserción de transposón dentro del gen correspondiente y supresión de expresión de enzima por 
inserción de genes con resistencia a antibiótico.  
 
5. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el microorganismo del género Escherichia es 
E.coli. 20 
 
6. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el L-aminoácido es L-treonina o L-triptófano.  
 
7. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 6, en el que se proporciona capacidad de asimilación de 
sacarosa al microorganismo del género Escherichia. 25 
 
8. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el microorganismo del género Escherichia es un 
E. coli productor de L-treonina, CA03-448, que tiene el No. de depósito KCCM11167P o CA03-449, que tiene el No. 
de depósito KCCM11168P. 
 30 
9. El microorganismo de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el microorganismo del género Escherichia es un 
E. coli productor de L-triptófano, CA04-2001, que tiene el No. de depósito KCCM11166P. 
 
10. Un método para producir L-aminoácidos que comprende las etapas de inoculación y cultivo del microorganismo 
del género Escherichia de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 en un medio de cultivo que contiene total o 35 
parcialmente sacarosa o glucosa como fuente de carbono, y separación del L-aminoácido del medio de cultivo.  
 
11. El método de acuerdo con la reivindicación 10, en el que el L-aminoácido es L-treonina o L-triptófano. 
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