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DESCRIPCIÓN 
 
Microorganismos que tienen una productividad de L-aminoácidos potenciada y proceso de producción de L-
aminoácidos en el que se usan los mismos 
 5 
Campo técnico 
 
La presente invención se refiere a un microorganismo que pertenece al género Escherichia que tiene una capacidad 
de producción potenciada de una L-treonina o un L-triptófano, y a un método de producción de L-treonina o L-
triptófano en el que se usa el microorganismo. 10 
 
Técnica antecedente 
 
La adenosina-5'-trifosfato (ATP) tiene enlaces fosfato de alta energía y genera energía cuando la ATP se hidroliza a 
adenosina difosfato (ADP) y un fosfato. La ATP es la principal fuente de energía para todos los organismos vivos. La 15 
ATP se sintetiza mediante un sistema de transporte de electrones dentro de un microorganismo, una fosforilación a 
nivel de sustrato o similar. La ATP suministra la energía que requieren las células cuando se degradan, y luego, se 
recicla de manera continua a través de un proceso de glucólisis o fosforilación oxidativa. Además, se sabe que los 
microorganismos que producen metabolitos útiles mediante fermentación demandan más energías de tipo ATP de 
acuerdo con la potenciación de la biosíntesis de la ATP. Morrison et al. (Biol Lett. 2008, 23;4(1):53-56) se refiere a 20 
una desactivación del gen de la AMP nucleosidasa en Escherichia coli que eleva los niveles de ATP intracelular y 
aumenta la tolerancia al frío. Hara et al. (Metab Eng. 2009; 11(1):1 -7) se refiere a la exploración sistemática de todo 
el genoma de los genes que participan en la generación de ATP en Escherichia coli. El documento WO 2012/099396 
se refiere a un microorganismo que tiene una productividad de L-aminoácidos potenciada y a un proceso para 
producir L-aminoácidos en el que se usa el mismo. Kaleta et al. (Biotechnol J. 2013; 8(9): 1105-14) se refiere a los 25 
costes metabólicos de la producción de aminoácidos y proteínas en Escherichia coli. 
 
Los inventores de la presente invención aumentan una proporción de la ATP, que es la fuente de energía más usada 
para producir un L-aminoácido, dentro de una célula, a fin de confirmar los efectos de la ATP en la producción del L-
aminoácido. 30 
 
Descripción detallada de la invención 
 
La presente invención proporciona un microorganismo recombinante que tiene una capacidad de producción 
potenciada de un L-aminoácido, en el que se elimina o se disminuye la actividad de al menos una de entre 35 
adenosina desaminasa que comprende una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 14 y AMP nucleosidasa que 
comprende una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 16, perteneciendo el microorganismo recombinante al 
género Escherichia, y siendo el L-aminoácido L-treonina o L-triptófano. 
 
La presente invención también proporciona un método de producción de un L-aminoácido, comprendiendo el 40 
método: cultivar el microorganismo recombinante de la invención; y recoger un L-aminoácido del cultivo, en el que el 
L-aminoácido es L-treonina o L-triptófano. 
 
Se desvela un microorganismo recombinante que tiene una capacidad de producción potenciada de un L-
aminoácido, en el que se elimina o disminuye la actividad de al menos una de entre adenosina desaminasa y AMP 45 
nucleosidasa. 
 
La expresión "adenosina desaminasa (Add)", como se usa en el presente documento, se refiere a una enzima que 
está presente en el citosol y que participa en una parte del metabolismo de la purina. La Add puede actuar en una 
posición C-6 de la adenosina, de modo que se desamine un grupo amino unido a la posición C-6, y en este sentido, 50 
la Add puede tener un papel en la catalización de una reacción de conversión de adenosina +H2O→inosina+NH3, 
dando lugar a la producción de inosina y amonio. 
 
Una base de datos conocida, tal como la base de datos GenBank del NCBI, puede proporcionar una secuencia de 
aminoácidos de la Add, pero la base de datos no se limita a la misma. La Add puede incluir, en detalle, una 55 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 14, o una secuencia de aminoácidos que tenga aproximadamente el 
80 % o más, 90 % o más, o 95 % o más de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 
14. Además, dicha secuencia de aminoácidos que tiene identidad de secuencia incluye una secuencia de 
aminoácidos en la que una parte de la secuencia se elimina, se modifica, se sustituye o se añade. La secuencia de 
Add puede incluir una secuencia de polinucleótidos codificante de la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 14. 60 
La secuencia de polinucleótidos codificante de la proteína Add puede denominarse gen add (ID del gen del NCBI: 
12931257). Por ejemplo, una secuencia del gen add que codifica la proteína Add puede incluir una secuencia de 
polinucleótidos de SEQ ID NO: 13, o una secuencia de polinucleótidos que tenga aproximadamente el 80 % o más, 
el 90 % o más, o el 95 % o más de identidad de secuencia con la secuencia de polinucleótidos de SEQ ID NO: 13. 
Dicha secuencia de bases que tiene identidad de secuencia incluye una secuencia de bases en la que una parte de 65 
la secuencia se elimina, se modifica, se sustituye o se añade. 
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La expresión "AMP nucleosidasa (Amn)" usada en el presente documento se refiere a una enzima que pertenece a 
la familia de las hidrolasas, por ejemplo, las glicosilasas que hidrolizan los compuestos de N-glicosilo, y también se 
denomina adenilato nucleosidasa. La Amn puede participar en una parte del metabolismo de la purina. Por ejemplo, 
la Amn puede tener un papel en la catalización de una reacción de conversión de AMP + H2O  D-ribosa-5-fosfato 
+ adenina. Además, cuando un gen amn codificante de la Amn se desactiva, los niveles de ATP dentro de la célula 5 
pueden aumentar. 
 
Una base de datos conocida, tal como la base de datos GenBank del NCBI, puede proporcionar una secuencia de 
aminoácidos de la Amn, pero la base de datos no se limita a la misma. La Amn puede incluir, en detalle, una 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 16, o una secuencia de aminoácidos que tenga aproximadamente el 10 
80 % o más, 90 % o más, o 95 % o más de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 
16. Además, dicha secuencia de aminoácidos que tiene identidad de secuencia incluye una secuencia de 
aminoácidos en la que una parte de la secuencia se elimina, se modifica, se sustituye o se añade. La secuencia de 
Amn puede incluir una secuencia de polinucleótidos codificante de la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 16. 
La secuencia de polinucleótidos codificante de la proteína Amn puede denominarse gen amn (ID del gen del NCBI: 15 
12931407). Por ejemplo, una secuencia del gen amn que codifica la proteína Amn puede incluir una secuencia de 
polinucleótidos de SEQ ID NO: 15, o una secuencia de polinucleótidos que tenga aproximadamente el 80 % o más, 
el 90 % o más, o el 95 % o más de identidad de secuencia con la secuencia de polinucleótidos de SEQ ID NO: 15. 
Dicha secuencia de bases que tiene identidad de secuencia incluye una secuencia de bases en la que una parte de 
la secuencia se elimina, se modifica, se sustituye o se añade. 20 
 
Como se usa en el presente documento, la identidad de secuencia se refiere a un grado de similitud en las 
secuencias de bases de los genes que codifican proteínas o en las secuencias de aminoácidos. En el caso de una 
alta identidad de los genes, los productos de expresión de los genes pueden tener la misma actividad o similar entre 
sí. 25 
 
Es posible eliminar o reducir la actividad de la Add o la Amn en un microorganismo, y usarse el microorganismo para 
producir el L-aminoácido. En el microorganismo recombinante que tiene una capacidad de producción potenciada 
del L-aminoácido, es posible eliminar o reducir la actividad de la Add y la Amn por separado o en conjunto. Por 
ejemplo, en el microorganismo recombinante, se puede eliminar o disminuir la actividad de ambas proteínas. El 30 
microorganismo recombinante que tiene eliminada o disminuida la actividad de Add o Amn da lugar a una capacidad 
de producción potenciada del L-aminoácido en comparación con un microorganismo en el que la actividad de las 
proteínas no se elimina ni se disminuye. 
 
La expresión "L-aminoácido", como se usa en el presente documento, se refiere a una unidad estructural básica de 35 
una proteína que constituye el cuerpo de un organismo y que tiene un grupo amino y un grupo ácido carboxílico que 
están unidos al mismo átomo de carbono. El L-aminoácido se selecciona de entre L-triptófano o L-treonina. 
 
La expresión "microorganismo recombinante", como se usa en el presente documento, se refiere a un 
microorganismo que está genéticamente modificado. El microorganismo recombinante puede ser un microorganismo 40 
diseñado genéticamente y, por ejemplo, se puede introducir un ácido nucleico exógeno en un microorganismo de 
acuerdo con los métodos de ingeniería genética, o se puede transformar una secuencia o ubicación de un gen 
endógeno en un microorganismo. 
 
La expresión "actividad eliminada" de una enzima o de un polipéptido, como se usa en el presente documento, se 45 
refiere a un caso en el que la proteína descrita anteriormente no se expresa en absoluto en un microorganismo, o un 
caso en el que se expresa la proteína descrita anteriormente, pero que no tiene ninguna actividad. La expresión 
"actividad disminuida" de una enzima o de un polipéptido, como se usa en el presente documento, se refiere a un 
caso en el que la proteína descrita anteriormente se expresa, pero su actividad es débil en comparación con la 
actividad intrínseca. La expresión "actividad eliminada" o "actividad disminuida" se puede reemplazar por el término 50 
"inactivación" o la expresión "debilidad de la actividad". La expresión "actividad intrínseca", como se usa en el 
presente documento, se refiere a la actividad de un microorganismo en un estado natural, es decir, la actividad que 
existe originalmente en un microorganismo, o la actividad de una proteína que no ha sido modificada genéticamente. 
 
La eliminación o reducción de la actividad de la Add o de la Amn puede estar causada por la eliminación o 55 
modificación de los genes que codifican la Add o la Amn. La expresión "eliminación o modificación de genes" usada 
en el presente documento se refiere a un caso en el que una parte o la totalidad de los genes o factores reguladores 
de las regiones promotoras o terminadoras de los genes está mutada, sustituida, eliminada o insertada con al menos 
una base, por lo que los genes no se expresan o los genes se expresan en una pequeña cantidad, o los genes se 
expresan sin mostrar actividad enzimática o con una actividad enzimática disminuida. La eliminación o alteración de 60 
los genes se puede lograr mediante la manipulación genética, tal como la recombinación homóloga, la mutagénesis 
o la evolución molecular. Cuando una célula incluye una pluralidad de los mismos genes o al menos dos genes 
homólogos de diferentes polipéptidos, se pueden eliminar o alterar uno o más genes en la célula. En una realización 
ilustrativa, el gen add que codifica la Add o el gen amn que codifica la Amn puede eliminarse del genoma del 
microorganismo mediante recombinación homóloga, o puede tener un codón de inicio modificado. 65 
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La expresión "microorganismo recombinante que tiene una capacidad de producción potenciada del L-aminoácido", 
como se usa en el presente documento, se refiere a un microorganismo del género Escherichia capaz de producir y 
acumular el L-aminoácido a partir de una fuente de carbono contenida en un medio. El microorganismo 
recombinante que tiene eliminada o disminuida la actividad de Add o Amn da lugar a una capacidad de producción 
potenciada del L-aminoácido en comparación con un microorganismo en el que la actividad de las enzimas no está 5 
modificada. En una realización ilustrativa, se confirmó que una cepa productora de treonina y una cepa productora 
de triptófano que tienen enzimas inactivadas descritas anteriormente tuvieron una capacidad de producción 
potenciada de treonina y triptófano en comparación con cepas madre de la cepa productora de treonina y la cepa 
productora de triptófano. 
 10 
Otro microorganismo recombinante adecuado puede ser un microorganismo del género Enterbacter, del género 
Erwinia, del género Serratia, del género Providencia, del género Corynebacterium y del género Brevibacterium. El 
microorganismo del género Escherichia puede ser Escherichia coli (E. coli), por ejemplo, KCCM0000P de E. coli. La 
KCCM0000P de E. coli es una cepa KCCM10910P∆add∆amn preparada usando una cepa productora de treonina 
(KCCM10 910P) como cepa madre y realizando la eliminación de los genes add y amn. En este caso, la producción 15 
de treonina en la KCCM0000P de E. coli ha resultado ser mayor que en la cepa madre (KCCM10910P). 
 
La KCCM0000P de E. coli se nombró "CA03-8254P", y luego, se depositó en el Centro de Cultivo de 
Microorganismos coreano (de aquí en adelante, "KCCM") el 9 de diciembre de 2013, en virtud del Tratado de 
Budapest. La KCCM0000P de E. coli recibió el número de registro KCCM11494P. 20 
 
En el presente documento, se desvela una composición para producir el L-aminoácido, en la que la composición 
incluye el microorganismo recombinante. La expresión "composición para producir el L-aminoácido", como se usa en 
el presente documento, se refiere a una composición capaz de producir el L-aminoácido como un metabolito usando 
el microorganismo recombinante que produce el L-aminoácido o un producto de cultivo del microorganismo 25 
recombinante. El microorganismo recombinante que produce el L-aminoácido se define de la misma manera que se 
ha descrito anteriormente. El L-aminoácido se puede seleccionar del grupo que consiste en L-treonina o L-triptófano. 
La expresión "producto de cultivo", como se usa en el presente documento, se refiere a un cultivo en caldo que 
contiene el microorganismo recombinante, un sobrenadante del cultivo del que se elimina una célula microbiana, o 
una solución diluida del producto de cultivo. La composición puede incluir además un ingrediente para aumentar la 30 
productividad del L-aminoácido. Por ejemplo, la composición puede incluir además fuentes de carbono, fuentes de 
nitrógeno o ingredientes de elementos traza. Las fuentes de carbono pueden incluir, por ejemplo, hidratos de 
carbono, tales como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidón y celulosa; grasas, tales como aceite de 
soja, aceite de girasol, aceite de ricino y aceite de coco; ácidos grasos, tales como ácido palmítico, ácido esteárico y 
ácido linoleico; alcohol, tal como glicerol y etanol; y ácidos orgánicos, tales como ácido acético, o una combinación 35 
de los mismos. El cultivo del microorganismo recombinante se puede realizar mediante el uso de glucosa como 
fuente de carbono. Las fuentes de nitrógeno pueden incluir, por ejemplo, fuentes de nitrógeno orgánico, tales como 
peptona, extracto de levadura, jugo de carne, extracto de malta, licor de maíz (CSL) y harina de soja; y fuentes de 
nitrógeno inorgánico, tales como urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de 
amonio y nitrato de amonio; o una combinación de los mismos. La composición puede incluir, como fuente de 40 
fósforo, dihidrogenofosfato de potasio o hidrogenofosfato de potasio. Además, la composición puede incluir láminas 
que contienen sodio correspondientes a la fuente de fósforo, y sales metálicas, tales como sulfato de magnesio o 
sulfato de hierro. Además, un medio de cultivo puede incluir aminoácidos, vitaminas y precursores apropiados. 
 
En el presente documento, también se desvela un método para producir los L-aminoácidos L-treonina o L-triptófano, 45 
incluyendo el método: cultivar el microorganismo recombinante que produce el L-aminoácido; y recoger el L-
aminoácido del producto del cultivo. 
 
El microorganismo recombinante que produce el L-aminoácido se define de la misma manera que se ha descrito 
anteriormente. 50 
 
El L-aminoácido se puede seleccionar del grupo que consiste en L-treonina o L-triptófano. El cultivo del 
microorganismo recombinante se puede lograr de acuerdo con un medio de cultivo apropiado y las condiciones de 
cultivo que son bien conocidas en la técnica. Además, un experto en la materia puede ajustar adecuadamente un 
medio de cultivo y las condiciones de cultivo de acuerdo con el microorganismo seleccionado. El método de cultivo 55 
puede incluir un cultivo discontinuo, un cultivo continuo, un cultivo alimentado por lotes o una combinación de los 
mismos. 
 
El medio de cultivo puede incluir una variedad de fuentes de carbono, fuentes de nitrógeno e ingredientes de 
elementos traza. 60 
 
Las fuentes de carbono pueden incluir, por ejemplo, hidratos de carbono, tales como glucosa, sacarosa, lactosa, 
fructosa, maltosa, almidón y celulosa; grasas, tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de ricino y aceite 
de coco; ácidos grasos, tales como ácido palmítico, ácido esteárico y ácido linoleico; alcohol, tal como glicerol y 
etanol; y ácidos orgánicos, tales como ácido acético, o una combinación de los mismos. El cultivo del 65 
microorganismo recombinante se puede realizar mediante el uso de glucosa como fuente de carbono. Las fuentes 
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de nitrógeno pueden incluir, por ejemplo, fuentes de nitrógeno orgánico, tales como peptona, extracto de levadura, 
jugo de carne, extracto de malta, licor de maíz (CSL) y harina de soja; y fuentes de nitrógeno inorgánico, tales como 
urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio; o una 
combinación de los mismos. El medio de cultivo puede incluir, como fuente de fósforo, dihidrogenofosfato de potasio 
o hidrogenofosfato de potasio. Además, el medio de cultivo puede incluir láminas que contienen sodio 5 
correspondientes a la fuente de fósforo, y sales metálicas, tales como sulfato de magnesio o sulfato de hierro. 
Además, el medio de cultivo puede incluir aminoácidos, vitaminas y precursores apropiados. El medio o los 
ingredientes individuales del medio se pueden añadir al medio de cultivo en forma discontinua o continua. 
 
Además, se pueden añadir compuestos, tales como hidróxido de amonio, hidróxido potásico, amoníaco, ácido 10 
fosfórico y ácido sulfúrico al medio de cultivo durante el cultivo del microorganismo recombinante de una manera 
apropiada, a fin de ajustar el pH del medio de cultivo. Además, se pueden usar agentes antiespumantes, tales como 
poliglicoléster de ácido graso, durante el cultivo del microorganismo recombinante, para suprimir la producción de 
burbujas de aire. Para mantener las condiciones aeróbicas del medio de cultivo, se puede inyectar oxígeno o gas 
que contenga oxígeno (por ejemplo, aire) en el medio de cultivo. En este caso, una temperatura del medio de cultivo 15 
puede estar normalmente en un intervalo de aproximadamente 20 ºC a aproximadamente 45 ºC, por ejemplo, de 
aproximadamente 25 ºC a aproximadamente 40 ºC. Un período de cultivo del microorganismo recombinante puede 
durar hasta que se obtenga una cantidad deseada de L-aminoácido, y por ejemplo, el cultivo del microorganismo 
recombinante puede durar de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 160 horas. 
 20 
La recogida del L-aminoácido del producto de cultivo se puede realizar mediante métodos de cultivo apropiados 
conocidos en la técnica, tal como un cultivo discontinuo, un cultivo continuo o un cultivo alimentado por lotes, para 
recoger o recuperar el L-aminoácido producido en el producto de cultivo. 
 
Efectos ventajosos de la invención 25 
 
De acuerdo con un aspecto, un microorganismo que tiene eliminada o disminuida la actividad de al menos una 
proteína seleccionada de entre adenosina desaminasa y AMP nucleosidasa puede usarse para producir L-treonina o 
L-triptófano. 
 30 
De acuerdo con otro aspecto, se puede usar un método de producción de un L-aminoácido para producir L-treonina 
o L-triptófano de una manera eficaz. 
 
Descripción de los dibujos 
 35 

La FIG. 1 es un gráfico que muestra los niveles de ATP en una cepa productora de L-treonina tras la eliminación 
del gen realizada de acuerdo con la presente divulgación. 
La FIG. 2 es un gráfico que muestra los niveles de ATP en una cepa productora de L-triptófano tras la 
eliminación del gen realizada de acuerdo con la presente divulgación. 

 40 
Modo de la invencion 
 
En lo sucesivo en el presente documento, la presente invención se describirá en más detalle con referencia a los 
siguientes ejemplos. Estos ejemplos son para fines únicamente ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la 
presente invención. 45 
 
Ejemplo 1: Preparación de la cepa productora de L-treonina y la cepa productora de L-triptófano, teniendo 
cada una de ellas una actividad debilitada de una proteína codificada por un gen add o un gen amn 
 
En las cepas productoras de L-treonina, es decir, KCICM10910P (patente coreana n.º 2009-0076389) y KCCM-50 
10132 (patente coreana n.º 2000-0013853), y la cepa productora de L-triptófano, es decir, KCCM10812P 
(publicación de patente coreana n.º 10-0792095), se eliminaron genes que codifican la Add y la Amn mediante 
recombinación homóloga. Cada uno de los genes add y amn que se eliminarán incluye una secuencia de bases de 
SEQ ID NO: 13 y una secuencia de bases de SEQ ID NO: 15. 
 55 
En detalle, se usó una inactivación por etapas, que es una técnica para construir un mutante usando lambda Red 
recombinasa desarrollada por Datsenko KA et al. (Proc Natl Acad Sci EE.UU., (2000) 97:6640-6645). Para confirmar 
la inserción del producto de amplificación en el gen, se usó como marcador un gen resistente al cloranfenicol de 
pUCprmfinloxC (patente coreana n.º 2009-007554). Luego, se realizó la reacción en cadena de la polimerasa (en 
adelante, "PCR") usando pUCprmfmloxC como molde, un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 1 y 2 que tienen 60 
una parte de las secuencias de bases de estos dos genes y una parte de la secuencia de bases del gen resistente al 
cloranfenicol de pUCprmfmloxC, y un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 7 y 8 en las siguientes condiciones: 30 
ciclos de desnaturalización a 94 ºC durante 30 segundos, hibridación a 55 ºC durante 30 segundos, y el 
alargamiento a 72 ºC durante 1 minuto, lo que resulta en la amplificación de un fragmento de gen de 
aproximadamente 1.200 pb. 65 
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El fragmento de ADN obtenido mediante la amplificación por PCR se sometió a electroforesis en un gel de agarosa 
al 0,8 %, se eluyó y se usó como molde para la PCR secundaria. La PCR secundaria se realizó usando el producto 
de la PCR primario eluido como molde, un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 3 y 4 que tienen 20 pb de una 
secuencia complementaria a las regiones 5' y 3' del fragmento de ADN primario y además tienen las regiones 5' y 3' 
de los genes, un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 9 y 10 en las siguientes condiciones: 30 ciclos de 5 
desnaturalización a 94 ºC durante 30 segundos, hibridación a 55 ºC durante 30 segundos, y el alargamiento a 72 ºC 
durante 1 minuto, lo que da lugar a la amplificación de 4 tipos de un fragmento de gen de aproximadamente 
1.300 pb. Se sometieron los fragmentos de ADN obtenidos a partir de ello a electroforesis en un gel de agarosa al 
0,8 %, se eluyeron y se usaron en la recombinación. 
 10 
E. coli, que se transformó con un plásmido pKD46 de acuerdo con el método desarrollado por Datsenko K. A. et al 
(Proc Natl Acad Sci EE.UU., (2000) 97:6640-6645), se preparó como una cepa competente, y la transformación se 
realizó mediante la introducción del fragmento del gen de 1.300 pb que se obtuvo por PCR. Las cepas obtenidas se 
seleccionaron en un medio LB complementado con cloranfenicol. Por consiguiente, se confirmó una eliminación de 
los genes mediante un producto de PCR de aproximadamente 1.440 pb y 2.104 pb obtenido mediante PCR usando 15 
un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 5 y 6, y un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 11 y 12. 
 
Tras la eliminación del plásmido pKD46, se introdujo la cepa recombinante primaria de E. coli que tiene resistencia al 
cloranfenicol con un plásmido pJW168 para eliminar el gen marcador del cloranfenicol de la cepa (Gene, (2000) 247, 
255-264). En las células microbianas que se obtuvieron finalmente, se confirmó una eliminación de los genes 20 
mediante un producto de PCR de aproximadamente 340 pb y 1.004 pb obtenido mediante PCR usando un conjunto 
de cebadores de SEQ ID NO: 5 y 6, y un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 11 y 12. 
 
Se realizó una eliminación del gen amm de la misma manera que se ha descrito anteriormente mediante el uso de 
una cepa en la que se eliminó el gen add, un conjunto de cebadores de SEQ ID NO: 5 y 6, y un conjunto de 25 
cebadores de las SEQ ID NO: 11 y 12, y por consiguiente, se confirmó una doble eliminación de estos dos genes. 
 
De acuerdo con el método descrito anteriormente, se prepararon 6 tipos de cepas productoras de L-treonina, es 
decir, una cepa KCCM10910P∆add, una cepa KCCM10910P∆amn, una cepa KCCM10910P∆add∆amn, una cepa 
KCCM-10132∆add, una cepa KCCM-10132∆amn y una cepa KCCM-10132∆add∆amn. Además, se prepararon 3 30 
tipos de cepas productoras de L-triptófano, es decir, una cepa KCCM10812P∆add, una cepa KCCM10812P∆amn y 
una cepa KCCM10812P∆add∆amn. 
 
Ejemplo 2. Medición de los niveles de ATP en la cepa productora de L-treonina y la cepa productora de L-
triptófano 35 
 
Para cuantificar los niveles reales de ATP encontrados en las cepas del Ejemplo 1, se usó el método de "Efficient 
Method for Quantitative determination of Cellular ATP Synthetic Activity" desarrollado por KIYOTAKA Y et al (J Biom 
Scre, (2006) V11: n.º 3: PP310-17) de acuerdo con el uso de la luciferasa. En un medio líquido LB que contiene 
glucosa, se cultivaron las cepas del Ejemplo 1 que tienen diferentes transformaciones genéticas durante la noche. 40 
Tras eliminar el sobrenadante por centrifugación, se lavaron las células microbianas con una solución de Tris-Cl 
100 mM (pH 7,5) y luego se trataron con una solución tampón permeable (PB) (glucosa al 40 % [v/v], Triton X-100 al 
0,8 % [v/v]) durante 30 minutos, transportando así el ATP intracelular hacia el exterior. Después de la separación del 
sobrenadante por centrifugación nuevamente, se mezcló el resultante con luciferina, que se usa como un sustrato de 
luciferasa. Después de 10 minutos de reacción, se midió el grado de desarrollo del color de la luciferasa usando un 45 
luminómetro para cuantificar los niveles de ATP. Los resultados se muestran en las figuras 1 y 2. Todos los valores 
resultantes fueron valores medios obtenidos mediante experimentos que se repitieron 3 veces. 
 
Como se muestra en las FIG. 1 y 2, en comparación con las cepas madre sin la eliminación del gen (es decir, la 
cepa productora de L-treonina y la cepa productora de L-triptófano) y las cepas del Ejemplo 1, se confirmó que los 50 
niveles de ATP de las cepas del Ejemplo 1 resultaron haber aumentado. Además, se confirmó que los niveles de 
ATP aumentaron aún más en las cepas que tenían la eliminación de los genes add y amn en combinaciones, en 
lugar de las cepas que tenían la eliminación de un solo gen. 
 
Ejemplo 3. Confirmación de los efectos de la cepa productora de L-treonina que tiene actividad debilitada de 55 
las proteínas codificadas por los genes add y amn de E. coli en medio que contiene glucosa 
 
En la cepa productora de L-treonina (KCCM10910P) del Ejemplo 1, se eliminaron los genes add y amn por separado 
o en combinación, para proceder a una prueba de potencia con respecto a las cepas que tenían niveles aumentados 
de ATP intracelular usando glucosa como fuente de carbono. 60 
 
Las cepas que tenían diferentes transformaciones genéticas se cultivaron en el medio sólido LB durante una noche 
en una incubación a 33 ºC. Posteriormente, se inoculó 1 bucle de platino de cada una de las células microbianas en 
25 ml de medio de titulación que contenía glucosa como se muestra en la composición de la siguiente Tabla 1, y 
después, se cultivó en una incubadora a 33 ºC y a 200 rpm durante 50 horas. Los resultados se muestran en la 65 
siguiente Tabla 2. Todos los valores resultantes eran valores medios obtenidos de 3 matraces. 
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[Tabla 1] 

Composición Concentración (por litro)

Glucosa 70 g 

KH2PO4 2 g 

(NH4)2SO4 25 g 

MgSO4·H2O 1 g 

FeSO4·H2O 5 mg 

MnSO4·H2O 5 mg 

Extracto de levadura 2 g 

Carbonato de calcio 30 g 

pH 6,8 

 
[Tabla 2] 

Cepa DO 
Consumo de glucosa 

(g/l)*
L-treonina (g/l)** 

KCCM10910P 25,8 30,3 31,5 

KCCM10910P∆add 23,7 33,9 32,7 

KCCCM10910P∆amn 22,9 35,7 33,4 

KCCM 10910P ∆add∆amn 22,7 36,0 33,6 

*Valor medido a las 30 h 

**Valor medido a las 50 h 

 
Como se muestra en la Tabla 2 anterior, se confirmó que las cepas que tenían la eliminación génica desvelada en el 5 
presente documento dieron lugar a un mayor consumo de glucosa en aproximadamente un 18,8 % en comparación 
con el consumo de glucosa de la cepa madre. También se confirmó que las cantidades de treonina producidas en 
las cepas aumentaron en aproximadamente un 6,6 % en comparación con la cantidad de treonina producida en la 
cepa madre. Estos resultados indican que, en consideración a los niveles de ATP mostrados en la FIG. 1, la 
actividad de las cepas transformadas se aumentó por el aumento de los niveles de ATP de las mismas, y por 10 
consiguiente, se mejoraron las tasas de consumo de glucosa o la capacidad de producción del aminoácido de las 
cepas transformadas. 
 
En este sentido, la cepa KCCM10910P∆add∆amn de E. coli que tiene tasas de consumo de glucosa y capacidad de 
producción de treonina potenciadas se denominó "CA03-8254P" (Número de registro: KCCM11494P, depositada en 15 
el Centro de Cultivo de Microorganismos coreano (KCCM)) el 9 de diciembre de 2013). 
 
Ejemplo 4. Confirmación de los efectos de la cepa productora de L-treonina que tiene actividad debilitada de 
las proteínas codificadas por los genes add y amn de E. coli en medio que contiene glucosa 
 20 
En la cepa productora de L-treonina (KCCM-10132) del Ejemplo 1, se eliminaron los genes add y amn por separado 
o en combinación, para proceder a una prueba de potencia con respecto a las cepas que tenían niveles aumentados 
de ATP intracelular usando glucosa como fuente de carbono. 
 
Las cepas que tenían diferentes transformaciones genéticas se cultivaron en el medio sólido LB durante una noche 25 
en una incubación a 33 ºC. Posteriormente, se inoculó 1 bucle de platino de cada una de las células microbianas en 
25 ml de medio de titulación que contenía glucosa como se muestra en la composición de la siguiente Tabla 1, y 
después, se cultivó en una incubadora a 33 ºC y a 200 rpm durante 50 horas. Los resultados se muestran en la 
siguiente Tabla 3. Todos los valores resultantes eran valores medios obtenidos de 3 matraces. 
 30 

[Tabla 3] 

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

KCCM-10132 25,8 32,0 20,2 

KCCM-10132∆add 22,7 34,0 21,0 
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(continuación) 

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

KCCM-10132∆amn 22,7 35,5 21,5 

KCCM-10132∆add∆amn 23,0 36,2 21,5 

*Valor medido a las 30 h ** 

Valor medido a las 50 h 
 
Como se muestra en la Tabla 3 anterior, se confirmó que las cepas que tenían la eliminación génica desvelada en el 
presente documento dieron lugar a un mayor consumo de glucosa en aproximadamente un 13 % en comparación 
con el consumo de glucosa de la cepa madre. También se confirmó que las cantidades de treonina producidas en 5 
las cepas aumentaron en aproximadamente un 6,4 % en comparación con la cantidad de treonina producida en la 
cepa madre. 
 
Ejemplo 5. Confirmación de los efectos de la cepa productora de L-triptófano que tiene actividad debilitada 
de las proteínas codificadas por los genes add y amn de E. coli en medio que contiene glucosa 10 
 
En la cepa productora de L-triptófano (KCCM10812P) del Ejemplo 1, se eliminaron los genes add y amn por 
separado o en combinación, para proceder a una prueba de potencia con respecto a las cepas que tenían niveles 
aumentados de ATP intracelular usando glucosa como fuente de carbono. 
 15 
Para proceder con la prueba de potencia, se inoculó 1 bucle de platino de cada una de las células microbianas en 
25 ml de medio de titulación que contenía glucosa como se muestra en la composición de la siguiente Tabla 4, y 
después, se cultivó en una incubadora a 37 ºC y a 200 rpm durante 48 horas. Los resultados se muestran en la 
siguiente Tabla 5. Todos los valores resultantes eran valores medios obtenidos de 3 matraces. 
 20 

[Tabla 4] 

Composición Concentración (por litro)

Glucosa 60 g 

K2HPO4 1 g 

(NH4)2SO4 10 g 

NaCl 1 g 

MgSO4·H2O 1 g 

Citrato de sodio 5 g 

Extracto de 
levadura 

2 g 

Carbonato de 
calcio 

40 g 

Fenilalanina 0,15 g 

Tirosina 0,1 g 

pH 6,8 

 
[Tabla 5] 

Cepa DO Consumo de glucosa (g/l)* L-triptófano (g/l)** 

KCCM10812P 18,2 34,5 5,92 

KCCM10812P∆add 17,7 36,8 6,90 

KCCM10812P∆amn 17,9 38,0 7,15 

KCCM10812P∆add∆amn 18,0 38,0 7,50 

*Valor medido a las 33 h 

Valor medido a las 48 h 
 
Como se muestra en la Tabla 5 anterior, se confirmó que las cepas que tenían la eliminación génica desvelada en el 25 
presente documento dieron lugar a un mayor consumo de glucosa en aproximadamente un 10 % en comparación 
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con el consumo de glucosa de la cepa madre. También se confirmó que las cantidades de triptófano producidas en 
las cepas aumentaron en aproximadamente un 26,6 % en comparación con la cantidad de triptófano producida en la 
cepa madre. Estos resultados indican que, en consideración a los niveles de ATP mostrados en la FIG. 2, la 
actividad de las cepas transformadas se aumentó por el aumento de los niveles de ATP de las mismas, y por 
consiguiente, se mejoraron las tasas de consumo de glucosa o la capacidad de producción del aminoácido de las 5 
cepas transformadas. 
 
Se ha de entender que las realizaciones ilustrativas descritas en el presente documento deben considerarse solo en 
un sentido descriptivo y no con fines limitantes. Las descripciones de características o aspectos dentro de cada 
realización deben considerarse normalmente disponibles para otras características o aspectos similares en otras 10 
realizaciones. Si bien una o más realizaciones de la presente invención se han descrito con referencia a las figuras, 
los expertos en la materia entenderán que pueden realizarse diversos cambios en la forma y los detalles sin 
apartarse del alcance de la presente invención según lo definido por las siguientes reivindicaciones. 
 
[Número de registro] 15 
 

Institución depositaria: Centro de Cultivo de Microorganismos coreano (internacional) 
Número de registro: KCCM11494P 
Fecha del depósito: lunes 9 de diciembre de 2013 
 20 
<110> CJ CheilJedang Coporation 
 
<120> Microorganismos que tienen una productividad de L-aminoácidos potenciada y proceso de producción de 
L-aminoácidos en el que se usan los mismos 
 25 
<130> PX048448 
 
<150> KR 2014/033698 
<151> 21/03/2014 
 30 
<160> 16 
 
<170> KopatentIn 2.0 
 
<210> 1 35 
<211> 70 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 40 
<223> cebador 
 
<400> 1 
 

 45 
 

<210> 2 
<211> 70 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 50 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 2 55 
 

 
 

<210> 3 
<211> 70 60 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 5 
 
<400> 3 
 

 
 10 

<210> 4 
<211> 70 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 4 
 20 

 
 

<210> 5 
<211> 26 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 30 
<400> 5 
 

 
 

<210> 6 35 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 40 
<223> cebador  
 
<400> 6 
 

 45 
 

<210> 7 
<211> 70 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 50 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 7 55 
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<210> 8 
<211> 70 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 
 10 
<400> 8 
 

 
 

<210> 9 15 
<211> 70 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Cebador 
 
 <400> 9 
 

 25 
 

<210> 10 
<211> 70 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> cebador 
 
<400> 10 35 
 

 
 

<210> 11 
<211> 21 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 45 
 
<400> 11 

 
 

<210> 12 50 
<211> 21 
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<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador 5 
 
<400> 12 

 
 
<210> 13 10 
<211> 1002 
<212> ADN 
<213> E.coli 
 
<220> 15 
<221> gen 
<222> (1)..(1002) 
<223> add 
 
<400> 13 20 
 

 
 

<210> 14 
<211> 333 25 
<212> PRT 
<213> E.coli 
 
<400> 14 
 30 
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<210> 15 
<211> 1455 
<212> ADN 
<213> E.coli 
 5 
<220> 
<221> gen 
<222> (1)..(1455) 
<223> amn 
 10 
<400> 15 
 

 
 

<210> 16 15 
<211> 484 
<212> PRT 
<213> E.coli 
 
<400> 16 20 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un microorganismo recombinante que tiene capacidad de producción potenciada de un L-aminoácido, en el que 
se elimina o se disminuye la actividad de al menos una de entre adenosina desaminasa que comprende una 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 14 y AMP nucleosidasa que comprende una secuencia de aminoácidos 5 
de SEQ ID NO: 16, perteneciendo el microorganismo recombinante al género Escherichia, y siendo el L-aminoácido 
L-treonina o L-triptófano. 
 
2. El microorganismo recombinante de la reivindicación 1, siendo el microorganismo recombinante Escherichia coli. 
 10 
3. Un método de producción de L-aminoácidos, comprendiendo el método: 
 

cultivar el microorganismo recombinante de las reivindicaciones 1 o 2; y 
recoger un L-aminoácido del cultivo, en el que el L-aminoácido es L-treonina o L-triptófano. 

15 
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