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DESCRIPCION
Produccién de metionina sin N-acil-metionina
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un método para la produccién de metionina o sus derivados cultivando un
microorganismo en un medio de cultivo apropiado que comprende una fuente de carbono y una fuente de azufre. El
microorganismo y/o el medio de cultivo y/o los parametros de proceso se modificaron de tal forma que se redujo la
acumulacion del subproducto N-acil-metionina (NAM). También se reivindica el aislamiento de metionina o sus
derivados del medio de fermentacion.

Estado de la técnica

Los compuestos que contienen azufre tales como cisteina, homocisteina, metionina o S-adenosilmetionina son
criticos para el metabolismo celular y se producen industrialmente para ser usados como aditivos alimentarios o para
piensos y productos farmacéuticos. En particular, la metionina, un aminoacido esencial, que no se puede sintetizar
por los animales, desempefia una funcién importante en muchas funciones del cuerpo. Actualmente se produce D,L-
metionina por sintesis quimica a partir de acroleina, metiimercaptano y cianuro de hidrégeno. El aumento de los
precios de los precursores derivados de petréleo acroleina y metilmercaptano, acoplado al aumento de la demanda
de metionina, convierte en atractiva la produccion microbiana de metionina.

Se conoce bien la via para la sintesis de L-metionina en muchos microorganismos (revisado en Figge RM (2006), ed
Wendisch VF, Microbiol Monogr (5) Amino acid biosynthesis p164-185). Se han descrito cepas productoras de
metionina de E. coli y C. glutamicum en las solicitudes de patente WO02005/111202, W02007/077041,
W02007/012078 y WO2007/135188.

La metionina producida por fermentacion se necesita purificar del caldo de fermentacion. La rentable purificacion de
la metionina se basa en cepas productoras y procesos de producciéon que minimizan la cantidad de subproductos en
el caldo de fermentacion. Los "subproductos” se originan a partir de vias de transformacién y/o degradacioén de
metionina. En particular, estos productos son S-adenosil-metionina (SAM), tio-metil-ribosa y las N-acil-metioninas
(NAM) tales como N-acetil-metionina y N-propionil-metionina. Como se muestra en la solicitud de patente
PCT/EP2007/060433, las cepas productoras de metionina de E. coli producen N-acetil-metionina. E. coli también
produce N-propionil-metionina.

La produccion de NAM no es deseable, puesto que reduce el rendimiento de metionina y dificulta mas la purificacion
de metionina. NAM se puede transformar en metionina y acetato mediante la adicion de NAM acilasas al final de la
serie de fermentacion, pero esto aumenta drasticamente el coste del producto. Por tanto, es necesario reducir o
eliminar la acumulaciéon de NAM durante la serie de fermentacion. Esto requiere un buen entendimiento de las
reacciones, que son responsables de la acumulacion de NAM.

La acetilacion del extremo N de metionina como proceso co-traduccional es una de las modificaciones de proteina
mas comunes en eucariotas. Sin embargo, es poco probable que la N-acetil-metionina se produzca por acetilasas
del extremo N (para una revision véase Polevoda & Sherman 2000 JBC 275, 47, pp 36479-36482), puesto que
parece que la metionina se acetila como un aminoacido libre en bacterias productoras de metionina y la acetilacién
de metionina como proceso co-traduccional es raro en procariotas (Driessen et al. 1985, CRC Crit. Rev. Biochem.
18, 281-325). La N-acetil-metionina se obtiene lo mas probablemente acetilando L-metionina libre. Se han descrito
enzimas N-acetilantes, que posiblemente podrian acetilar metionina. Por ejemplo, ArgA codifica una N-acetil-
glutamato sintasa en E. coli (Marvil & Leisinger 1977 JBC 252, 10 pp. 3295-3303).

Hasta ahora eran desconocidas las enzimas capaces de catalizar la produccion biosintética de N-acetil-metionina, N-
propionil-metionina u otros derivados de metionina con cadenas de acilo mas largas. La identificacion de las
principales actividades de metionina-N-acil transferasa y su atenuacion en microorganismos productores de
metionina es asi crucial para la reduccién de la produccion de NAM.

La acumulacion de NAM también se puede reducir desacetilando las NAM acumuladas para obtener metionina. Se
ha demostrado la desacetilacion de grupos N-acilo a partir de aminoacidos en bacterias. Por ejemplo, ArgE que
codifica N-acetilornitina desacetilasa tiene un amplio espectro de sustrato y desacetila eficientemente N-
acetilmetionina (Javid-Majd & Blanchard 2000 Biochemistry 39, 1285-93). Asi, la expresion en exceso de argE u
otras aminoacido desacetilasas, tales como acilasa | de rindn de rata (Giardina et al 2000 Eur. J. Biochem. 267,
6249-55), aminoacido acilasa de Aspergillus niger o rifdn de cerdo (Gentzen et al. 1980 Z. Naturforsch 35 ¢, 544-50)
puede reducir la acumulacién de NAM.

Puesto que NAM se exporta al espacio extracelular, la exportacion de NAM acilasas en el periplasma o espacio
extracelular puede ser una ventaja. Se conocen sistemas de exportacion en E. coli que permiten la exportacion en el
periplasma, por ejemplo sistemas TAT y Sec (revisado en Manting & Driessen 2000 Mol Microbiol 37, 226-38, Choi &
Lee 2004 Appl. Microbiol. Biotechnol. 64, 625-635). La exportacion por la via TAT o Sec requiere la presencia de
péptidos senal especificos. Si se favorece la exportacion en el espacio extracelular, la proteina de interés se pueden
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fusionar a proteinas transportadoras que normalmente son exportadas dentro del medio, tales como OmpF o
hemolisina (Choi & Lee 2004 Appl. Microbiol. Biotechnol. 64, 625-635). La proteina también puede ser exportada
dentro del medio o presentada sobre la superficie celular fusionandola a dominios de proteina que se requieren para
la exportacion de proteinas autotransportadoras, tales como IgA1 de N. gonorrhoeae o AIDA-I de E. coli. Las
proteinas también se pueden exportar por la via de dos componentes o presentacion en fagos (Jacob-Dubuisson et
al. 2004 Biochim et Biophys Act 1694 235-257, José & Meyer 2007 Microbiol and Molecul Biol Rev 71, 600-19).
También se ha mostrado que el disefio de proceso impacta sobre la exportacion de ciertas proteinas (Shokri et al
2003 App! Microbiol Biotechnol 60, 654-64).

Breve descripcion de la invencion

Los solicitantes han resuelto el problema de reducir la acumulacion del subproducto N-acil-metionina (NAM) en
cepas productoras de metionina.

Los inventores han identificado la principal actividad de metionina N-aciltransferasa (MNAT), que cataliza la
conversion de metionina en NAM, para ser codificada por el gen yncA en E. coli.

Se desvela en el presente documento un microorganismo modificado que presenta una atenuacion de la expresién
del gen yncA'y, por tanto, una produccion reducida de NAM.

Los inventores también mostraron que la expresién en exceso de enzimas desacilantes, tales como aminoacido
acilasa de Aspergillus oryzae o aminoacido acilasa de rifidén de cerdo, que convierten NAM en metionina, conducen a
una disminucion de la cantidad de NAM. Preferencialmente, dichas enzimas desacilantes son exportadas dentro del
periplasma o dentro del espacio extracelular.

En otro aspecto, las condiciones de cultivo se adaptaron para obtener una reduccion de la produccion y/o
acumulacion de NAM.

Estos tres medios para reducir la acumulaciéon de NAM se aplicaron individualmente o en combinacion, para reducir
la acumulacion de NAM.

Se usa glucosa como sustrato modelo y E. coli recombinante como organismo modelo, pero la invencién no se limita
a estas caracteristicas.

Por consiguiente, la presente divulgacion se relaciona con un microorganismo en el que se ha atenuado la expresion
de la principal MNAT (metionina N-acil-transferasa) que codifica genes, preferencialmente se han delecionado los
genes correspondientes, y/o se han expresado en exceso enzimas desacilantes NAM homologas o heterélogas,
para reducir la acumulacion de NAM.

Este microorganismo con produccion y/o acumulacion reducida de NAM muestra un rendimiento mejorado de
produccion de metionina / fuente de carbono.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion se refiere a un método para la produccion de metionina, sus derivados, o precursores en un proceso
fermentativo que comprenden las siguientes etapas:

- cultivar un microorganismo modificado en un medio de cultivo apropiado que comprende una fuente de carbono,
una fuente de azufre y una fuente de nitrégeno, y

- recuperar la metionina y/o sus derivados del medio de cultivo,

en donde en comparacién con un microorganismo o método no modificado, el microorganismo o el método se ha
modificado para reducir la acumulacién del subproducto N-acil metionina por una de las siguientes modificaciones:

- la atenuacion de la expresién de al menos una metionina N-acil transferasa (es decir, transacilasas), y/o
- la expresién o potenciamiento de la expresion de al menos una amino acilasa especifica de metionina; y/o

- la variacion de condiciones de cultivo afiadiendo una N-acil aminoacido acilasa (NAM acilasa) al medio de
cultivo.

En un aspecto particular de la invencion, la N-acil metionina cuya acumulacion se reduce se elige entre el siguiente
grupo: N-acetil-metionina, N-propionil-metionina, N-butiril-metionina, y sus combinaciones.

Segun la invencion, los términos "cultivo”, "fermentacion” o "proceso fermentativo" se usan indistintamente para
indicar el crecimiento de bacterias sobre un medio de crecimiento apropiado que contiene una simple fuente de
carbono.
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Un "medio de cultivo apropiado” es un medio apropiado para el cultivo y crecimiento del microorganismo. Dichos
medios se conocen bien en la técnica de la fermentacién de microorganismos, que dependen del microorganismo a
cultivar.

La expresion "recuperacion de metionina y/o sus derivados del medio de cultivo" designa la accién de recuperar
metionina, y posiblemente SAM y NAM y todos los otros derivados que puedan ser Utiles.

El término "microorganismo” designa una bacteria, levadura u hongo. Preferencialmente, el microorganismo se
selecciona entre  Enterobacteriaceae, Bacillaceae, Streptomycetaceae y  Corynebacteriaceae. Mas
preferencialmente, el microorganismo es una especie de Escherichia, Klebsiella, Pantoea, Salmonella o
Corynebacterium. Incluso mas preferencialmente, el microorganismo es cualquiera de las especies Escherichia coli o
Corynebacterium glutamicum.

El término "microorganismo modificado" indica un microorganismo que se ha modificado genéticamente con el
objetivo de reducir la acumulacién de NAM en el caldo de fermentacién. El experto en la técnica conoce cémo
modular la expresién de genes especificos. Las modificaciones usuales incluyen transformar microorganismos con
elementos genéticos, que incluyen deleciones de genes, sustituciones de genes, modificacion de promotores e
introduccion de vectores para la expresion de genes heter6logos.

Los inventores han mostrado que NAM se forma por acilacion de metionina y han identificado el gen yncA como la
principal enzima productora de NAM. yncA, también conocido como el gen b1448 de E. coli, se ha mencionado en la
solicitud de patente WO2001070776. Es parte de un grupo de genes inducidos por el regulador Mar, implicado en
multirresistencia a farmaco.

Las enzimas aminoacido acilasa (EC 3.5.1.14), también denominadas desacetilasas, catalizan la escisién hidrolitica
de un aminoacido de acilo para producir el aminodcido libre y el acido carbdnico correspondientes al resto de acilo.
Mas especificamente, las N-acil metionina acilasas catalizan la reaccion de NAM con metionina y el ciclo de
carboxiacido correspondiente.

El término "N-acil-metionina" designa N-formil-metionina, N-acetil-metionina, N-propionil-metionina, N-butiril-
metionina y, en general, cualquier derivado de metionina que comprenda un grupo funcional derivado de cualquier
acido carboxilico que carece de la funcion hidroxilo.

Para medir la acumulacién de N-acetil-metionina, la cantidad de N-acetil-metionina se determina en el caldo de
fermentacion usando HPLC refractométrica usando N-acetil-metionina (Sigma, Ref 01310) como patron. La N-
propionil-metionina se determina en el caldo de fermentacién por CG-EM usando N-acetil-metionina como patrén.

La acumulacién de NAM se debe reducir al menos 20 %, preferencialmente 50 %, mas preferencialmente 80 % e
incluso mas preferencialmente 95 % de la cantidad acumulada en un proceso con el organismo no modificado en el
proceso no modificado.

El término 'fuente de carbono’, segun la presente invencion, indica cualquier fuente de carbono que se pueda usar
por los expertos en la técnica para soportar el crecimiento normal de un microorganismo, que puede ser hexosas
(tales como glucosa, galactosa o lactosa), pentosas, monosacaridos, disacaridos (tales como sacarosa, celobiosa o
maltosa), oligosacaridos, melaza, almidén o sus derivados, hemicelulosas, glicerol y sus combinaciones. Una fuente
de carbono especialmente preferida es la glucosa. Otra fuente de carbono preferida es la sacarosa. En una
realizacién particular de la invencion, la fuente de carbono se obtiene de materia prima renovable. La materia prima
renovable se define como material de partida requerido para ciertos procesos industriales que se pueden regenerar
dentro de un breve retraso y en cantidad suficiente para permitir su transformacion en el producto deseado.

El término fuente de nitrégeno corresponde a ya sea una sal de amonio o gas de amoniaco. La fuente de nitrégeno
se suministra en forma de amonio o amoniaco.

La fuente azufre usada para la produccion fermentativa de L-metionina, sus precursores 0 sus compuestos
derivados, puede ser cualquiera de las siguientes: sulfato, tiosulfato, sulfuro de hidrégeno, ditionato, ditionito, sulfito,
metilmercaptano, disulfuro de dimetilo o una combinacion de los mismos.

En una realizacion preferida de la invencién, la fuente de azufre es sulfato y/o tiosulfato.

La fermentacion se realiza generalmente en fermentadores con un medio de cultivo apropiado adaptado al
microorganismo que se usa, que contiene al menos una simple fuente de carbono vy, si fuera necesario, co-sustratos
para la produccion de metabolitos.

Los expertos en la técnica son capaces de definir las condiciones de cultivo para los microorganismos segun la
invencion. En particular, las bacterias se fermentan a una temperatura entre 20 °C y 55 °C, preferencialmente entre
25 °C y 40 °C, y mas especificamente aproximadamente 30 °C para C. glutamicum y aproximadamente 37 °C para
E. coli.
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Como un ejemplo de medio de cultivo conocido para E. coli, el medio de cultivo pueden ser de composicion idéntica
o similar a un medio M9 (Anderson, 1946, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 32:120-128), un medio M63 (Miller, 1992; A
Short Course in Bacterial Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and Related Bacteria,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York) o un medio tal como se define por Schaefer et
al. (1999, Anal. Biochem. 270: 88-96).

Como un ejemplo de medio de cultivo conocido para C. glutamicum, el medio de cultivo pueden ser de composicién
idéntica o similar al medio BMCG (Liebl et al., 1989, Appl. Microbiol. Biotechnol. 32: 205-210) o a un medio tal como
se describe por Riedel et al. (2001, J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 3: 573-583).

En una realizacién especifica de la invencion, la produccién de N-acil-metionina se reduce atenuando al menos una
de las metionina transacilasas. Las metionina transacilasas también se denominan metionina N-aciltransferasa
(MNAT). argA codifica una enzima con supuesta actividad de metionina transacetilasa. Los inventores han purificado
actividad de MNAT a partir de una cepa de E. coli con una delecion de argA, secuenciado la proteina purificada y
mostrado que la proteina purificada, YncA, tiene actividad de MNAT (solicitud de patente PCT/EP2008/060999). La
atenuacion de la expresién del gen yncA elimina una gran cantidad de la actividad residual de MNAT, que conduce a
una espectacular reduccién de la produccion de NAM, especialmente de compuestos N-acetil-metionina y N-
propionil-metionina. En una realizacién preferida de la invencion, YncA se deleciona completamente del genoma de
E. coli.

Se han identificado otras N-aciltransferasas con una actividad mas baja, que permiten obtener una produccién de
NAM reducida cuando se atentan; estas enzimas estan codificadas por los siguientes genes: yjdJ, yfaP, yedL, yjhQ.
Cualquiera de las metionina N-acil-transferasas descritas se puede atenuar individualmente o en combinaciéon con
las otras.

Los términos "atenuacion de un gen" o 'atenuacion de la expresion de un gen' segun la invencién indican la
supresion parcial o completa de la expresion de un gen, que entonces se dice que esta 'atenuado'. Esta supresién
de expresion puede ser o bien una inhibicion de la expresion del gen, una insercién en o una delecién de toda o
parte de la regién promotora necesaria para la expresion génica, una delecién o insercion en la region codificante del
gen, o el intercambio del promotor no mutante por un promotor natural o sintético mas débil. Preferencialmente, la
atenuacion de un gen es esencialmente la delecién completa de ese gen, que se puede sustituir por un gen
marcador de seleccidén que facilita la identificacién, aislamiento y purificacion de las cepas segun la invencion. Un
gen se inactiva preferencialmente por la técnica de recombinacién homologa (Datsenko, K.A. & Wanner, B.L. (2000)
"One-step inactivation of chromosomal genes in Escherichia coli K-12 using PCR products". Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 97: 6640-6645).

También se desvela que la acumulacién de N-acil-metionina se puede reducir expresando en el microorganismo
enzimas amino acilasas especificas de metionina nativa o heteréloga, tales como:

. N-acilaminoacido acilasa de Aspergillus
. N-acilaminoacido acilasa de cerdo

. argE de E. coli que codifica acetilornitina desacetilasa, que actia también sobre N-acetilmetionina.

La elevada expresién de amino acilasas especificas de metionina aumenta la velocidad de conversién de NAM en
metionina con la producciéon concomitante de una molécula del carboxiacido correspondiente, tal como acetato,
propionato o butirato. También es parte de la invencién el favorecer el consumo de acetato expresando en exceso
los genes acs, pta-ackA o genes que codifican la desviacién del glioxilato.

Los términos "potenciado" o "expresado en exceso" en este contexto describen el aumento en la actividad
intracelular de una actividad enzimatica que esta codificada por el ADN correspondiente, por ejemplo aumentando el
numero de copias del gen, usando un promotor mas fuerte o usando un alelo con elevada actividad y posiblemente
combinando estas medidas.

Los términos "elevada expresion", "potenciada expresion" o "expresién en exceso" se usan indistintamente en el
texto y tienen significado similar.

Para aumentar la expresion de un gen se puede codificar cromosémica o0 extracromosdémicamente.
Cromosomicamente, puede haber una o varias copias en el genoma que se pueden introducir por métodos de
recombinacion conocidos para el experto en el campo. Extracromosémicamente, los genes pueden ser llevados por
diferentes tipos de plasmidos que se diferencian con respecto a su origen de replicacion y asi sus niumero de copias
en la célula. Pueden estar presentes como 1-5 copias, aproximadamente 20 o hasta 500 copias, correspondientes a
plasmidos de bajo nimero de copias con estrecha replicaciéon (pSC101, RK2), plasmidos de bajo nimero de copias
(pACYC, pRSF1010) o plasmidos de alto nimero de copias (pSKbluescript II).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2739 466 T3

El gen se puede expresar usando promotores con diferente intensidad, que pueden ser inducibles. Estos promotores
pueden ser homologos o heter6logos. El experto en la técnica conoce qué promotores son los mas convenientes,
por ejemplo, se usan ampliamente los promotores Ptrc, Ptac, Plac o el promotor lambda cl.

La expresién de las enzimas se puede reforzar o reducir por elementos que estabilizan o que desestabilizan el ARN
mensajero correspondiente (Carrier and Keasling (1998) Biotechnol. Prog. 15, 58-64) o las proteinas (por ejemplo,
marcas de GST, Amersham Biosciences).

Se conocen bien en la técnica todas las técnicas para transformar los microorganismos, y elementos reguladores
usados para potenciar la producciéon de la proteina de la invencion, y estan disponibles en la bibliografia, que
incluyen las solicitudes de patente del propio solicitante sobre la modificacion de las vias de biosintesis en diversos
microorganismos, que incluyen WO2008/052973, WO2008/052595, W0O2008/040387, WO2007/144346,
WO02007/141316, WO2007/077041, WOQO2007/017710, WO2006/082254, W0O2006/082252, WO2005/111202,
WO2005/073364, WO2005/047498 y WO2004/076659. Las enzimas N-acil-metionina acilasa se expresaran en el
espacio intracelular y pueden permanecer en el espacio intracelular o ser exportadas al periplasma o ser exportadas
al espacio extracelular. El experto en el campo sera capaz de identificar medios para dirigir la proteina al periplasma.
La exportacion también se puede basar en fusionar las N-acetil-metionina acilasas a proteinas como OmpF, por
presentacién en fagos o usando sistemas de exportacion de proteinas tales como la via de dos componentes o
autotransporte. En una realizacion preferida de la invencion, se exportan enzimas NAM acilasa al periplasma o el
compartimento extracelular para evitar el ciclado en vano entre NAM y metionina.

En oftra realizacion de la presente invencion, los inventores han adaptado los parametros del proceso de
fermentacion, es decir, las condiciones de cultivo, para reducir la produccién de NAM. Esto se lleva a cabo
anadiendo al medio de cultivo una acilasa especifica de NAM.

En una realizacion, el cambio de los parametros de fermentacién no incluye la privacién del microorganismo de un
sustrato inorganico tal como fosfato, potasio, magnesio.

Estos tres medios para modular la acumulacién de NAM se pueden usar solos o combinados con uno o dos de los
otros medios.

Por consiguiente, la atenuacién de la actividad de MNAT se obtiene atenuando la expresion de los siguientes genes:
yncA y/o argA y/o, yjdJ, yfaP, yedL, yjhQ, codificando estos genes enzimas con metionina-N-aciltransferasas. Esta
atenuacion se pueden combinar con el aumento de la expresién de las enzimas N-acil-metionina desacilasa, tales
como N-aminoacido acilasa de Aspergillus, N-amino&cido acilasa de cerdo o acetilornitina desacetilasa codificada
por el gen argE.

Similarmente, la atenuacién de al menos una enzima MNAT, como se ha descrito anteriormente, se puede combinar
con la adicién de NAM acilasa al caldo de fermentacién, que permiten juntos una reduccion de la acumulacion de
NAM.

Similarmente, la expresién de las enzimas NAM acilasa se puede combinar con la adaptacion del proceso afadiendo
NAM acilasa al caldo de fermentacién. Se han descrito anteriormente los detalles de ambos medios.

Finalmente, se pueden combinar los tres medios: la atenuacion de la actividad de MNAT, el aumento de la expresion
de las enzimas NAM acilasa y la adaptacion de las condiciones de proceso afiadiendo NAM acilasa al caldo de
fermentacion.

En la descripcion de la presente invencion, se identifican genes y proteinas usando las denominaciones de los genes
correspondientes en E. coli. Sin embargo, y a menos que se especifique lo contrario, el uso de estas
denominaciones tiene un significado mas general segun la invencién y cubre todos los genes correspondientes y
proteinas en otros organismos, mas particularmente microorganismos.

PFAM (base de datos de familias de proteinas de alineamientos y modelos de Markov ocultos;
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) representa una gran coleccién de alineamientos de secuencias de
proteinas. Cada PFAM hace posible visualizar mdultiples alineamientos, ver dominios de proteina, evaluar la
distribucion entre organismos, acceder a otras bases de datos y visualizar estructuras de proteinas conocidas.

Se obtienen COGs (racimos de grupos ortélogos de proteinas; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/) comparando
secuencias de proteinas de genomas completamente secuenciados que representan lineas filogénicas importantes.
Cada COG se define a partir de al menos tres lineas, que permite la identificacion de los primeros dominios
conservados.

Los expertos en la técnica conocen bien los medios para identificar secuencias homélogas y su porcentaje de
homologias, e incluyen en particular los programas BLAST, que se pueden usar del sitio web
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/ con los parametros por defecto indicados en ese sitio web. Entonces se pueden
explotar (por ejemplo, alinear) las secuencias obtenidas usando, por ejemplo, los programas CLUSTALW
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(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) o MULTALIN (http://bicinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html), con los parametros por
defecto indicados en los sitios web.

Usando las referencias dadas en GenBank para los genes conocidos, los expertos en la técnica son capaces de
determinar los genes equivalentes en otros organismos, cepas bacterianas, levaduras, hongos, mamiferos, plantas,
etc. Este trabajo rutinario se hace ventajosamente usando secuencias consenso que se pueden determinar llevando
a cabo alineamientos de secuencias con genes derivados de otros microorganismos, y disefiando sondas
degeneradas para clonar el gen correspondiente en otro organismo. Los expertos en la técnica conocen bien estos
métodos rutinarios de biologia molecular y se reivindican, por ejemplo, en Sambrook et al. (1989 Molecular Cloning:
a Laboratory Manual. 22 ed. Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, New York.).

La presente divulgacion también esta relacionada con un microorganismo tal como se ha descrito anteriormente. Un
microorganismo con una acumulacioén y/o produccion reducida de N-acil metionina es en particular Gtil para producir
metionina con alto rendimiento. Preferencialmente, el microorganismo ya es un gran productor de metionina antes de
ser usado en el proceso segun la invencién.

La eficiente produccién de metionina requiere la optimizacién de la via especifica de metionina y varias vias que
proporcionan precursores. Se han descrito cepas productoras de metionina en las solicitudes de patente
WO 2005/111202, W0O2007/077041 y PCT/EP2007/060433.

Una cepa productora de metionina que expresa en exceso alelos de homoserina succiniltransferasa con sensibilidad
de retroalimentacion reducida a sus inhibidores SAM y metionina se describe en la solicitud de patente
WO 2005/111202. La presente solicitud describe también la combinaciéon de estos alelos con una delecién del
represor de metionina Metd (GenBank 1790373), responsable de la regulacion por disminucién del reguldén de
metionina como se sugiri6 en la solicitud de patente JP 2000/157267. Ademas, las combinaciones de las dos
modificaciones con la expresion en exceso de aspartocinasa/homoserina deshidrogenasa se describen en la
solicitud de patente WO 2005/111202.

La expresion en exceso de los genes cyskE, metH y metF se ha sugerido en el documento de patente WO
2007/077041.

La produccion de metionina se puede aumentar ademas usando un alelo metB alterado que usa preferencialmente o
exclusivamente HxS y asi produce homocisteina a partir de O-succinil-homoserina como se ha descrito en la
solicitud de patente WO 2004/076659.

El aumento adicional en la produccion de metionina se puede obtener delecionando los genes pykA, pykF y/o purlU
como se describe en la solicitud de patente PCT/EP2007/060433. La presente solicitud también describe cepas
productoras de metionina en las que los operones cysPUWAM, cysJIHy gcvTHP'y los genes serA, serB, serC, Ipd'y
glyA se expresan en exceso.

En E. coli, otras enzimas se pueden aumentar en su actividad para aumentar la producciéon de metionina (seguido
por nimeros de acceso y funcién del polipéptido correspondiente):

La expresion de los genes implicados en la asimilacién de azufre se puede aumentar:

gen ndmero de acceso funcion

cysK 1788754 cisteina sintasa

CysZ 91788753 ORF en la direccién 5' de cysK

cysN 91789108 ATP sulfurilasa

cysD g1789109 sulfato adenililtransferasa

cysC g1789107 adenililsulfato cinasa

cysZ 1788753 transporte de sulfato

sbp 1790351 proteina de unidn a sulfato periplasmico

Las reacciones anapleréticas se pueden reforzar expresando
ppc 1790393 fosfoenolpiruvato carboxilasa
pps 1787994 fosfoenolpiruvato sintasa

Las reacciones consumidoras de acetato se pueden reforzar expresando en exceso
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acs 1790505 acetil-CoA sintetasa

Ademas, se puede atenuar la expresion de genes en vias que degradan metionina (véase la lista de a continuacion)
0 que se desvian de la via de produccién de metionina o se pueden delecionar los genes.

La atenuacion en este contexto describe la reduccion de la actividad intracelular de una enzima por mediciones tales
como la reduccion de su expresion, reduccion de la estabilidad de la enzima, aumento de su degradacién y/u otras
soluciones conocidas por el experto en el campo.

Gen Entrada de Genbank actividad

ackA 1788633 acetato cinasa

pta 1788635 fosfotransacetilasa

acek 1786304 piruvato deshidrogenasa E1

aceF 1786305 piruvato deshidrogenasa E2

Ipd 1786307 piruvato deshidrogenasa E3

sucC 1786948 succinil-CoA sintetasa, subunidad beta

sucD 1786949 succinil-CoA sintetasa, subunidad alfa

pck 1789807 fosfoenolpiruvato carboxicinasa

poxB 1787096 piruvato oxidasa

ilvB 1790104 acetohidroxiacido sintasa |, subunidad grande

ilvN 1790103 acetohidroxiacido sintasa |, subunidad pequefa

ivG 1790202 acetohidroxiacido sintasa ll, subunidad grande
1790203

iM 1790204 acetohidroxiacido sintasa Il, subunidad pequeia

ivi 1786265 acetohidroxiacido sintasa lll, subunidad grande

ilvH 1786266 acetohidroxiacido sintasa lll, subunidad pequena

aroF 1788953 DAHP sintetasa

aroG 1786969 DAHP sintetasa

aroH 1787996 DAHP sintetasa

thrB 1786184 homoserina cinasa

thrC 1786185 treonina sintasa

sdaA 1788116 serina desaminasa

sdaB 1789161 serina desaminasa

speD 91786311 S-adenosilmetionina descarboxilasa

speC 91789337 Ornitina descarboxilasa

astA 91788043 Arginina succiniltransferasa

dapA 91788823 Dihidrodipicolinato sintasa

La invencién también se refiere al proceso para la produccion de L-metionina, sus precursores o compuestos
derivados de la misma, que comprende la fermentacion del microorganismo productor de metionina descrito
anteriormente, la concentracién de metionina, sus precursores o derivados y el aislamiento del (de los) producto(s)
deseado(s) del caldo de fermentacion.
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Los expertos en la técnica son capaces de definir las condiciones de cultivo para los microorganismos segun la
invencion. En particular, las bacterias se fermentan a una temperatura entre 20 °C y 55 °C, preferencialmente entre
25 °C y 40 °C, y mas especificamente aproximadamente 30 °C para C. glutamicum y aproximadamente 37 °C para
E. coli.

La fermentacion generalmente se realiza en fermentadores con un medio de cultivo inorganico de composicion
definida conocida adaptada a las bacterias usadas, que contiene al menos una simple fuente de carbono, y si fuera
necesario, un co-sustrato necesario para la produccién del metabolito.

En particular, el medio de cultivo inorganico para E. coli puede ser de composicién idéntica o similar a un medio M9
(Anderson, 1946, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 32:120-128), un medio M63 (Miller, 1992; A Short Course in Bacterial
Genetics: A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli and Related Bacteria, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York) o un medio tal como se define por Schaefer et al. (1999, Anal.
Biochem. 270: 88-96).

Analogamente, el medio de cultivo inorganico para C. glutamicum puede ser de composicién idéntica o similar al
medio BMCG (Liebl et al., 1989, Appl. Microbiol. Biotechnol. 32: 205-210) o a un medio tal como se describe por
Riedel et al. (2001, J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 3: 573-583). Los medios pueden ser complementados para
compensar auxotropias introducidas por mutaciones.

Después de la fermentacién, L-metionina, sus precursores o compuestos derivados de los mismos, se recupera/n y
purifica/n, si fuera necesario. Los expertos en la técnica conocen bien los métodos para la recuperacion y
purificacién del compuesto producido, tal como metionina en los medios de cultivo.

Opcionalmente, desde 0 hasta 100 %, preferencialmente al menos 90 %, mas preferencialmente 95 %, incluso mas
preferencialmente al menos 99 % de la biomasa se puede eliminar durante la purificacion del producto de
fermentacion.

Segun la divulgacién preferida, el método para la produccion de metionina comprende una etapa de aislamiento de
los aminoé&cidos / constituyentes preferidos del caldo de fermentacion y/u opcionalmente la biomasa que queda en
porciones o en la cantidad total (0-100 %) en el producto final.

Los medios de reduccion de la cantidad de NAM se pueden combinar con limitacion o privaciéon de fosfato y/o
potasio. El experto en el campo sera capaz de determinar las cantidades de fosfato o potasio necesarias para el
crecimiento del organismo elegido.

"Someter un organismo a una limitacion de un sustrato inorganico" define una condicion en la que el crecimiento de
los microorganismos esta gobernado por la cantidad de un producto quimico inorganico suministrado que todavia
permite el débil crecimiento. Los ejemplos de estos sustratos son fosfato, potasio, magnesio o una combinacion de
estos.

La privacion de un microorganismo de un sustrato inorganico define la condicién en la que el crecimiento del
microorganismo se detiene completamente debido a la ausencia del sustrato inorganico. Los ejemplos de estos
sustratos son fosfato, potasio, magnesio o una combinacién de estos.

También se desvela un microorganismo tal como se describe previamente que se optimiza para la produccion
fermentativa de metionina con una acumulacién reducida de NAM, es decir, acumulando menores cantidades de
NAM en comparacién con un microorganismo no modificado, y el microorganismo que comprende las modificaciones
genéticas descritas anteriormente.

EJEMPLOS:
Ejemplo 1

Construccion de la cepa MG1655 metA*11 AmetJ Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-
cysdIH ApykA ApykF Ptrc09-gcvTHP Apurl AyncA::Km (pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11) (pCC1BAC-
serB-serA-serC)

Para delecionar el supuesto gen de aciltransferasa yncA en una cepa productora de metionina, los presentes
inventores usaron la cepa BW25113 AyncA::Km de Escherichia coli de la coleccién de mutantes Keio (Baba et al.,
2006). Se transfirio la delecion AyncA::Km por transduccién de fago Pl (véase a continuacion) de la cepa BW25113
AyncA:Km a la cepa MG1655 metA*11 Amet) Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH
Ptrc09-gcvTHP ApykA ApykF Apurl (descrita en el documento de patente PCT/EP2007/060433). Se seleccionaron
transformantes resistentes a kanamicina y se verificé la inserciéon del casete de resistencia por analisis de PCR con
los oligonucledtidos YncAF y YncAR definidos a continuacion (secuencia de referencia en el sitio web
http://ecogene.org/). La cepa retenida se design6 MG1655 metA*11 Ametd Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-
cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP ApykA ApykF Apurd AyncA::Km.
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YncAF: GTTTGCCGATTTGCCCCACCG (homdéloga a la region de yncA desde 1517564 hasta 1517544) (SEQ ID
NO 01)

YncAR: CGCCCATCACGGTCGCAAGC (homéloga a la region de yncA desde 1515827 hasta 1515846) (SEQ ID NO
02)

Entonces, se introdujeron los plasmidos pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 y pCC1BAC-serB-serA-serC en la
cepa MG1655 metA*11 AmetJ Pirc-metH Pirc36-ARNmst17-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysdIH Ptrc09-gcvTHP
ApykA ApykF Apurld AyncA::Km, dando lugar a MG1655 metA*11 AmetJ Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-
cysPUWAM PtrcF-cysdIH Ptrc09-gcvTHP ApykA ApykF Apurd AyncA:Km (pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11)
(pCC1BAC-serB-serA-serC).

Preparacién del lisado de fago P1:

- Inoculaciéon de 10 mL de LB complementado con kanamicina (50 pug/mL), glucosa (0,2 %) y CaClz (5 mM) con
100 pL de cultivo durante la noche de la cepa BW25113 AyncA::Km Incubacién durante 30 min a 37 °C con
agitacion

- Adicion de 100 pL del lisado de fago Pl preparado en la cepa BW25113 AyncA::Km (aproximadamente 1,10°
fagos/mL)

- Agitacién a 37 °C durante 3 horas hasta que se lisaron todas las células

- Adicion de 200 pL de cloroformo y agitacién con vortex

- Centrifugacion durante 10 min a 4500 g para eliminar el residuo celular

- Transferencia del sobrenadante a un tubo estéril y adicién de 200 pL de cloroformo
- Almacenamiento del lisado a 4 °C

Transduccion:

- Centrifugacion durante 10 min a 1500 g de 5 mL de cultivo durante la noche de la cepa MG1655 metA*11 AmetJ
Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP ApykA ApykF Apurld en
medio LB

- Suspension del sedimento de células en 2,5 mL de 10 mM de MgSO,, CaCl, 5 mM

- Tubos de control: 100 pL de células

- 100 pL de fagos P1 de la cepa BW25113 AyncA::Km

- Tubos de ensayo: 100 pL de células + 100 pL de fagos P1 de la cepa BW25113 AyncA::Km
- Incubacién durante 30 min a 30 °C sin agitacion

- Adicion de 100 pL de citrato de sodio 1 M a cada tubo y agitacién con vértex

- Adicibn de 1 mL de LB

- Incubacién durante 1 hora a 37 °C con agitacion

- Extension sobre placas de Petri de LB complementadas con kanamicina (50 pg/mL) después de la
centrifugacién de los tubos durante 3 min a 7000 rpm

- Incubacién a 37 °C durante la noche
Verificacion de la cepa:

Se seleccionaron transformantes resistentes a kanamicina y se verifico la presencia de la modificacion de
AyncA::Km por analisis de PCR con los oligonucleétidos YncAF y YncAR definidos anteriormente.

Construccion de la cepa MG1655 metA*11 AmetJ Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-
cysdlH ApykA ApykF Ptrc09-gcvTHP ApurU AyncA::Km AargA::Cm

Para inactivar el gen argA de aminoacido acetiltransferasa, se uso la estrategia de recombinacién homéloga descrita
por Datsenko & Wanner (2000). Esta estrategia permite la insercién de un casete de resistencia a cloranfenicol,
mientras se deleciona la mayor parte del gen en cuestién. Para este fin se usaron dos oligonucleétidos, DargAF y
DargAR (secuencia de referencia en el sitio web http://ecogene.org/):
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DargAF (SEQ ID NO 03)
gtgetaaaggaacgtaaaaccgagitggtcgagggaticegocaticggticectatatcaatacccaccggggaaaaacg TGT
AGGCTGGAGCTGCTTCG

con

- unaregién (mindsculas) homéloga a la region de argA desde 2947264 hasta 2947344,

- unaregion (mayusculas) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia de referencia
en Datsenko, K.A. &Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645)

DargAR (SEQ ID NO 04)

ccctaaatcegecatcaacactttggatttacgetggtagttatacaactgcetttrtgetctegggcagtaaatcaatatccCATAT
GAATATCCTCCTTAG

con

- unaregion (mindsculas) homologa a la region de argA desde 2948592 hasta 2948511,

- unaregion (mayusculas) para la amplificacion del casete de resistencia a cloranfenicol (secuencia de referencia
en Datsenko, K.A. & Wanner, B.L., 2000, PNAS, 97: 6640-6645).

Se usaron los oligonucleétidos DargAF y DargAR para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol a partir del
plasmido pKD3. Se introdujo el producto de PCR obtenido por electroporacion en la cepa MG1655 metA*11 AmetJ
Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Pirc09-gcvTHP ApykA ApykF Apurld AyncA::Km
(pKD46) en la que la enzima recombinasa Red expresada permitio la recombinacion homdloga. Se seleccionaron
transformantes resistentes a cloranfenicol y se verifico la insercién del casete de resistencia por analisis de PCR con
los oligonucledtidos ArgAF y ArgAR definidos a continuacién (secuencia de referencia en el sitio web
http://ecogene.org/). La cepa retenida se design6 MG1655 metA*11 AmetJ Pirc-metH Pirc36-ARNmst17-metF PtrcF-
cysPUWAM PtrcF-cysdIH Ptrc09-gcvTHP ApykA ApykF Apurd AyncA::Km AargA::Cm.

ArgAF: cagctgacgatttgattcc (homologa a la region de argA desde 2946859 hasta 2946877) (SEQ ID NO 05)
ArgAR: gggttgtttaatggcgatatcgg (homéloga a la region de argA desde 2949010 hasta 2948988) (SEQ ID NO 06)

Construccion de la cepa MG1655 metA*11 AmetJ Ptrc-meifH Ptrc36-ARNmst17-meiF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-
cysdlH ApykA ApykF Ptrc09-gcvTHP ApurU AyncA AargA

Para eliminar los casetes de resistencia a cloranfenicol y kanamicina, se introduce el plasmido pCP20, que lleva
recombinasa FLP que actia sobre los sitios de FRT de los casetes de resistencia a cloranfenicol y kanamicina, en la
cepa recombinante MG1655 metA*11 Amet) Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH
Ptrc09-gcvTHP ApykA ApykF Apurld AyncA::Km AargA::Cm por electroporacion. Después de una serie de cultivos a
42 °C, se verifica la pérdida de los casetes de resistencia a cloranfenicol y kanamicina por analisis de PCR con los
oligonucleotidos descritos anteriormente, YncAF / YncAR y ArgAF / ArgAR. La cepa retenida se designa
MG1655 metA*11 Ametd Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PircF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH ApykA ApykF Ptrc09-
gcvTHP ApurlU AyncA AargA.

Construccion de la cepa MG1655 metA*11 AmetJ Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-
cysJdiH ApykA ApykF Ptrc09-gcvTHP ApurlU AyncA AargA (pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11) (pCC1BAC-
serB-serA-serC)

Se introducen los plasmidos pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11 and pCC1BAC-serB-serA-serC en la cepa
MG1655 metA*11 Amet) Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP ApykA
ApykF Apurd AyncA AargA dando lugar a MG1655 metA*11 Amet) Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-
cysPUWAM PtrcF-cysJIH Ptrc09-gcvTHP ApykA ApykF Apurd AyncA AargA (pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11)
(pCC1BAC-serB-serA-serC).

Construccion de genes sintéticos que expresan actividad de aminoacido acilasa.

Para transformar NAM en metionina, se expresaron NAM acilasas (aminoacido acilasas) en el microorganismo
productor de metionina.

Para este fin, se prepararon genes sintéticos de los genes de acil aminoacido acilasa de cerdo y Aspergillus por la
empresa Codon Devices (www.codondevices.com/). Se adaptd el uso de codones y el contenido de GC de los
genes a E. coli segun la matriz del proveedor. Todas las secuencias con el uso de codones optimizados se muestran
a continuacién. Se condujo la expresion de los genes sintéticos por promotores Ptrc controlados por secuencias de

11
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operador. Se anadieron terminadores de la transcripcional en la direccién 3' de los genes. Se clonaron las
construcciones en vectores pUC19 y se verificaron por secuenciacion, antes de transformarlas en las cepas
productoras de metionina.

Acil aminoacilasa de Aspergillus

Secuencia de promotor y operador
Gagcilgtigacaattaatcatccggctcgtataatgitgtggaattgtgageggataacaatticatgacacaggaaacagacc (SEQ ID NO 07)
Secuencia de acil aminoacilasa de Aspergillus (XP_001827519.1) (SEQ ID NO 8)
Mtistvvsllssimqtqstseheqelahflddhltnlgytverlpiaegstrenvyaylgtqrktrveltshldtvppyiplriegstiy
greacddkgpmaagicaleelracgavkegdvgllfvvgeekggpgmiaanhgdlsfegvifgeptegklvvghkghlvfe
ligegkachsgypghgvnanfalietlsdfvqtefpsssligpstinvgkieggvsynivpetskalcavrvatdmagikkivsd
tvarhsnvrlefkfeypetlldhdvegsfnvrsceymnrsilvahgdneqicidelmegvraykkltmhalnsar

(SEQID NOY9)

atgaccacgtcgactgtegtttctetgetgagttcactgatgcagacacaatccacctcggaacacgagcaggaactggegeacttt
ctggatgaccatctgacaaucctgggatatactgtcgagegtctgecgattgcagaagggtecactcgegagaacgtctacgeata
tetggggacccaacgtaaaacgegtgtatgictgacetetcacctggatactgttecgeegtacatceegetgegtattgaggecag
tacaatctatggtcgeggggcttgtgacgataagggeccgatggctgeacagatetgegetetggaagagetgegtgctgaaggt
gegetcaaagaaggcgacgtaggtetgetgttegtegttggegaggaaaaaggeggtecgggcatgatcgeagegaaccacca
ggatctgtettitgaagggettatttttgggeaaccgacggaaggcaagetgatagtaggtcacaaagggcacctggtttttgaget
gatcggtgaggpaaagocttgtcactccggetacecgeaacacggtetgaacgcgaatttcgecctgattpagacactgtegpatt
ttgtccagacggagtttcctagetetagtetgetggggccgtcaacatttaacgtiggcaagategaaggtggegtatcctataatatt
gtgecggaaacgtegaaagecctgtgtgcagtgcgegttgepgacggacatggccggtatcaaaaagattgtgagegatacegta
geacgteactctaacgteegectggagticaagtitgaatatccagagacactgctggaccatgatgttgaagggagttttaatgtec
gttcctgetgttatatgaaccgetecatectggttgcccacggagacaatgagcaaattgaaatcgatgaactgatggagggagtac

gegectataaaaagctgacaatgcacgecctgaactcageecgetaa

Secuencia terminadora de la transcripcién: (ref: Harrington K.J., Laughlin R.B. y Liang S. Proc Natl Acad Sci USA.
2001 Apr 24;98(9):5019-24.)

Tcacactggctcaccttcgggtgggcectttctge (SEQ ID NO 10)

Acil aminoacilasa de cerdo

Secuencia de promotor y operador
Gagctgttgacaattaatcatccggctcgtataatgtgtggaattgtgagcggataacaatttcatgacacaggaaacagaac (SEQ ID NO 11)
Secuencia de acil aminoacilasa de cerdo (NP_999061.1) (SEQ ID NO 12)

Maskgregehpsvtlfrqylrirtvgpepdygaavafleerarqlglgeqkvevvpghvvtvitwpgtnptlssilinshtdvvp
vikehwshdpfegfkdadgyiygrgaqdmkevsiqyleavrrlkveghhfprtihmtfvpdeevgghqgmelfvkrpefq
alragfaldcglasptdaftvfyscrspwwlrvtstekpehgsrficdtaacklhlevinsilafrekekgrlgsnglkpgavtsval
tmleggvaynvvpatmsacfdfrvapdvdlkafeeqlqsweqaagegvtfefvgkwmetqvtstddsdpwwaafsgvfk
dmklaleleicpastdaryiraagvpal gfspmnhtpvilhdhderlheavflrgvdiytqllsalasvpalpses

(SEQ ID NO 13)
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atggcgagcaaaggecgtgaaggteagcatecgtetgtgaceetgtttcgecagtatetgegtattcgeacggttcagectgaace

ggattacggagcagetgtggetttcctggaggaacgcgetcgtcagetgggtctgggttgccaaaaggtagaagttgtcccaggg

cacgtcgtaactgtactgactiggectggaacgaatecgaccetgagiteaatectgetgaacteecatacagatgtagtgecagtot
tcaaggaacattggagtcacgaccctttcgaagggtttaaagatgecgatggctatatttacggtegtgeoocacaggacatgaagt
glgtatccaticaatatctggaagetgticgecgictgaaagttgaagggcaccactitccacgeactatteacatgactticgtgectg
acgagpaagtcggopetcaccaaggtatgpaactgticgtaaaacgecctgagtttcaggeactgegtgcgaptittactctggac
gaggotctgocgageccgacagacgegttitacegtgtittacagtgaacgticgecttggtogctgcgegttacttccacaggtaag
ccgggpcacgectegegtttcatcgaggatacagecgetgaaaagetgcacaaagttattaatagcatectggectttcgegagaa
ggaaaageaacgictgcagageaaccagetigaaaccgggtgcggteactagegtgaatctgactatgetggapgoogoototcy

cctataacgttgtgccggcaactatgagegcatgettcgactttecgegtagetecggatgttgacctgaaagecttcgaagaacaact
gcagagetggtgtcaagcagegggagaaggtetaacctttgagticgtccagaaatggatggaaacacaggttacctegactgat

gatagcgatccttggtggocagecttttctggtgtgttcaaagatatgaagetggegctggaactggaaatctgeccagegagtaca
gacgetegttacatccgegecgeagpegtaccagecctggptttttcacegatgaatcacacgecggtectgetgeatgatcacga
tgagcgectgeatgaggcagttitcetgegeggegtegacatttatacccaactgetgagtgcactggetietgttectgegetgeca

tcggaatca

Secuencia terminadora de la transcripcién: (ref: Harrington K.J., Laughlin R.B. y Liang S. Proc Natl Acad Sci USA.
2001 Apr 24;98(9):5019-24.)

Tcacactggctcaccttcgggtgggcecttictge (SEQ ID NO 10)
Ejemplo 2
Produccién de metionina en condiciones de fermentacion

Se probaron cepas que produjeron cantidades sustanciales de metabolitos de interés en condiciones de produccion
en fermentadores de 2,5 L (Pierre Guerin) usando una estrategia de lotes alimentados con privacion de fosfato.

Para detener el crecimiento a una concentracion celular de 30 g.L'1, se anadio6 fosfato a 28,7 mM al medio mineral
B1b. El medio de lotes alimentados F1 estuvo libre de fosfato.

Brevemente, se uso6 un cultivo de 8 horas cultivado en 10 mL de medio LB con 2,5 g.L™' de glucosa para inocular un
precultivo de 24 h en medio minimo B1a. Estos cultivos se cultivaron en 500 mL de matraces con deflectores que
contenian 50 mL de medio minimo (B1a) en un agitador rotatorio (200 rpm) a 37 °C.

Tabla 1: Composiciones de medio mineral de lotes de cultivo (B1ay B1b).

Compuesto Concentracion (g.L") de Bla Concentracion (g.L") de B1b
Zn(CH3C00)2.2H20 0,0130 0,0130
CuCl2.2H20 0,0015 0,0015
MnCl>.4H20 0,0150 0,0150
COCl2.6H0 0,0025 0,0025
HsBO3 0,0030 0,0030
Na2Mo0O4.2H20 0,0025 0,0025
MgS04.7H20 1,00 1,00
CaCl2.H20 0,08 0,08
Acido citrico 1,70 1,70
KH2PO4 2,50 2,50
KoHPO4.3H20 1,38 1,38
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Compuesto Concentracion (g.L") de Bla Concentracion (g.L") de B1b
(NH4)2HPO4 0,6040 0,6040
Citrato de Fe(lll) H2O 0,11 0,11
(NH4)2S203 3,70 3,70
EDTA 0,0080 0,0080
Tiamina 0,01 0,01
Glucosa 15,00 20,00
Vitamina B12 0,01 0,01
NaOH 8 N Ajustado hasta pH 6,8 Ajustado hasta pH 6,8
IPTG 0,0024 0,0024
MOPS 5,00 0,00

Tabla 2: Composicion de medio de lotes alimentados de cultivo (F1).

Compuesto Concentracion (g.L™)

Zn(CH3COO0)z, 2H.0 0,0104
CuClz, 2H20 0,0012
MnClz, 4H20 0,0120
CoClz, 6H20 0,0020
HsBO3 0,0024
Na>MoOQs, 2H.0 0,0020
Citrato de Fe(lll) H20 0,0524

MgSOs4 5,00
(NH4)25203 44,10
EDTA 0,0067

Tiamina 0,01
Glucosa 500,00

Vitamina B12 0,01
IPTG 0,0190

Posteriormente, se llenaron fermentadores de 2,5 L (Pierre Guerin) con 600 mL de de medio minimo (B1b) y se
inocularon hasta una concentraciéon de biomasa de 0,1 g.L'1 con un volumen de precultivo que variaba desde 25

hasta 45 mL.

Se mantuvo constante la temperatura del cultivo a 37 °C y el pH se mantuvo al valor de trabajo (6,8) por adicién
automatica de disoluciones de NH4sOH (NH4OH al 10 % durante 10 horas y 24 % hasta el fin del cultivo). Se
establecié la tasa de agitacion inicial a 200 rpm durante la fase de lotes y se aumentd hasta 1200 rpm durante la
fase de lotes alimentados. Se establecié el caudal de aire inicial a 40 NL.h™" durante la fase de lotes y se aument6
hasta 100 NL.h™" al principio de la fase de lotes alimentados. Se mantuvo la concentracion de oxigeno disuelto a

valores entre 20 y 40 %, preferencialmente 30 % de saturacién aumentando la agitacion.
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Cuando la masa de celulas alcanzd una concentracion proxima a 5 g. L7 empezaron los lotes de alimentacion con
un caudal inicial de 5 mL h'. Se inyectd la disolucién de alimentacién con un perfil sigmoide con un caudal creciente
que alcanzo 21 mL.h" después de 21 horas. Se calcularon las condiciones de alimentacion precisas por la ecuacion:

: p2
QO = Pl s

donde Q(t) es el caudal de alimentacion en mL.h"* para un volumen de lote de 600 mL con p1 = 1,15, p2 = 18,32, p3
=0,270, p4 = 5.

Después de 21 horas de lotes alimentados, la concentracion alcanz6 30 g.L-1, se agot6 el fosfato del medio y las
células entraron en privacién de fosfato En ese momento, aumento la inyeccién de disolucion de ahmentacnon hasta
un valor constante de 37 mL.h"" durante 4 horas. Entonces, se redujo el caudal constante hasta 10 mL. h' y este
valor de flujo se mantuvo hasta el fin del lote alimentado (50 horas).

Tabla 3: Rendimiento maximo de metionina/glucosa (Rmet), rendimiento de metionina + N-acil-metionina + N-
propionil-metionina/glucosa (Rmet + nam), rendimiento de N-acetil-metionina/glucosa y rendimiento de N-propionil-
metionina/glucosa (se contaron N-acetil-metionina y N-propionil-metionina como metionina, % g/g véase a
continuacion) obtenidos en fermentaciones de lotes alimentados de las cepas descritas anteriormente. Para la
definicion prevista de los rendimientos véase a continuacion. Se muestran los valores medios de tres series de
fermentacion para la cepa de referencia 1 y de dos series de lotes alimentados para la cepa 1 DyncA. La cepa 1
corresponde a MG1655 metA*11 Ametd Ptrc-metH Ptrc36-ARNmst17-metF PtrcF-cysPUWAM PtrcF-cysJIH ApykA
ApykF Ptrc09-gcvTHP ApurU (pME101-thrA*1-cysE-PgapA-metA*11) (poCC1BAC-serB-serA-serC).

Cepa Rmet Rmet + NAM RnN-acetil-metionina RN-propionilmetionina
(%9.97) (% 9.97) (%9.97) (% 9.97)
Cepa de resistencia (Cepa 1) 16,97 +1,00 20,03 £0,83 2,65+0,17 0,41 +£0,13
Cepa 1 DyncA 18,33 £1,37 18,62 £1,24 0,27 £ 0,15 0,02 £ 0,01

Determinacion del rendimiento de metionina/glucosa (Rmet)

Se cuantificé por HPLC la concentracién de metionina extracelular después de la derivatizacion por OPA/FMOC. Se
analizaron usando HPLC las concentraciones de N-acetil-metionina y glucosa residual con deteccidn refractométrica.
Se determind la concentracion de N-propionil-metionina por CG-EM después de la sililacion, se expres6 como
equivalente de N-acetil-metionina.

Se calcul6 el volumen del fermentador afiadiendo al volumen inicial la cantidad de disoluciones afadidas para
regular el pH y para alimentar el cultivo y restando el volumen usado para el muestreo y la pérdida por evaporacion.

Se siguidé continuamente el volumen de lotes alimentados pesando la disolucion madre de alimentacién. Entonces se
calculd la cantidad de glucosa inyectada basandose en el peso inyectado, la densidad de la disolucion y la
concentracién de glucosa controlada por el método de Brix ([Glucosa]). Se expresd el rendimiento de metionina
como sigue:

Metionina; * V; — Metioninag
Glu cos a consumida;

Ruet = Y «100

con Metioninag y Metionina; respectivamente las concentraciones de metionina inicial y a tiempo (t) y Vo y Vi los
volumenes inicial y en el instante t.

Se calculd Rn-acetii-metionina d€l siguiente modo:

_ N - acetil metionina; *V; , 10001492,
Glu cos a consumiday

R N-acetil metionina =

con N-acetil-metionina; la concentracion en mmoles por litro en el instante t.

La Rn-propionil metionina S€ calculé del siguiente modo:

_ N - propionil metionina;

"Vt +100+0,1492,
Glu cos a consumida;

R N-propionil metionina =
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con N-propionilmetionina; la concentracion en mmoles por litro en el instante t. Se calculd Rwet + N-acetil-metionina + N-propionil-
metionina (RMmet + Nam) del siguiente modo:

_ Metionina; * V; + N — acetil metionina * V; *0,1492 + N — propionil metionina * V; *0,1492

R = . *100
Met+NAM Glu cos a consumiday

con Metionina; la concentracion de metionina en g por litro, N-acetil-metionina; y N-propionil-metionina;, las
concentraciones respectivas en mmoles por litro en el instante t.

La glucosa consumida se calcul6 del siguiente modo:

. _ peso alimentadoy — peso alim entado;
Volumen alim entado; = - : —
densidad de la disolucion a lim entada

Glucosa inyectada; = Volumen alimentado; * [Glucosa]
Glucosa consumida; = [Glucosa)o * Vo + Glucosa inyectada — [Glucosa]resigual * Vi

con [Glucosalo, [Glucosa], [Glucosalwesiqua respectivamente las concentraciones de glucosa inicial, alimentada y
residual.

Ejemplo 3
Adaptacion de las condiciones de cultivo afnadiendo aminoacido acilasa al medio de fermentacion

Para transformar N-acetil-metionina en metionina y acetato se anadieron 160 U de N-amino&cido acilasa (rifién
porcino, Sigma) a 200 uL de caldo de fermentacion después de la serie de fermentaciéon de la cepa 1 (realizada
como se ha descrito anteriormente). La mezcla de reaccion se incubd a 37 °C durante 2 h. Posteriormente se
determinaron las concentraciones de metionina y N-acetil-metionina como se ha descrito anteriormente. Se
transformaron 75-95 % de N-acetil-metionina en metionina por este tratamiento enzimatico.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> METABOLIC EXPLORER FIGGE, RAINER SOUCAILLE, PHILIPPE BESTEL-CORRE, GWENAELLE

<120> PRODUCCION DE METIONINA SIN N-ACIL-METIONINA

<130> D26313

<150> US 12/370.422
<151> 12-02-2009

<150> PCT/EP2008/061005
<151> 22-08-2008

<160> 13

<170>PatentIn versién 3.3

<210>1
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledtido

<400> 1

gtttgccgatttgccccace g 21

<210>2
<211> 20
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
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<223> Oligonucledtido

<400> 2

cgcccatcacggtcgcaage 20

<210>3
<211> 101
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 3

gtggtaaagy aacgtaaaac cgagttggtc gagggattcc gccattcggt tccctatatc

aatacccacc ggggaaaaac gtgtaggctg gagctgettc g

<210>4
<211>102
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 4

ccctaaatee gecatcaaca ctttggattt acgctggtag ttgtacaact geotttttget

ctcgggcagt aaatcaatat cccatatgaa tatcctectt ag

<210>5
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

ES 2739 466 T3
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<223> Oligonucledtido

<400> 5

cagctgacgatttgattcc 19

<210> 6
<211>23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucleétido

<400> 6

gggttgtttaatggcgatatcgg 23

<210>7
<211> 83
<212> ADN

<213> Aspergillus niger

<400>7

gagctgttga caattaatca tceggetegt ataatgtgty gaattgtgag cggataacaa

tttcatgaca caggaaacag acc

<210>8
<211> 331
<212> PRT

<213> Aspergillus niger

<400> 8

19

60

83



Met

Gln

His

Gly

Thr

Ser

Leu

Ser

Thr

Thr

Thr

Thr

Ser Thr
5

Ser Glu

<

Asn Leu

Arg Glu
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val Val

His Glu

Gly Tyr

Asn Val

Ser Leu

Gln Glu
25

Thr val
40

Tyr Ala

20

Leu

10

Leu

Glu

Tyr

Ser

Ala

Arg

Leu

Ser

His

Leu

Gly

Leu

Phe

Pro

45

Thr

Met

Leu

20

Ile

Gln

Gln Thr

15

Asp Asp

Ala Glu

Arg Lys



<210>9
<211> 996

Thr

65

Pro

Asp

Ala

Gly

Leu

145

Val

Lys

aAla

Ser

Val

Thr

Ser

Glu

305

50

Arg

Leu

Lys

Glu

Glu

130

Ser

Val

Ala

Leu

Ser

210

val

Arg

Val

Glu

Cys

290

Gln

Val

Arg

Gly

Gly

115

Glu

Pne

Gly

Cys

Ile

135

Leu

Val

TAar
275

Cys

Tle

Cys

Ile

Pro

100

Ela

Lys

Glu

His

Hisg

130

Glu

Leu

Tyr

Ala

Arg

260

Leu

Tyr

Glu

Leu

Glu

85

Met

Val

Gly

Gly

Lys

165

Ser

Thr

Gly

Azn

Thr

Z45

His

Leu

Met

Ile

Lys Leu Thr Met His

325
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Thr

Gly

Ala

Gly

val

15¢C

Gly

Gly

Leu

Fro

Ile

230

Ser

Esp

Asr. Ar

Asp

310

Bla

Ser

ser

Glu

Pro

135

Tle

His

Tyr

Ser

Ser

215

val

Met

His

Leu

Thr

Gln

Gly

120

Gly

Phe

Leu

Pro

Asp

200

Thr

Pro

Ala

Val

Asp

280

Ser

Leu

Asn

Leu

Ile

Ile

105

ASp

Met

Gly

Val

Gln

185

Phe

Phe

Glu

GCly

Arg

265

Val

Ile

Met

Ser

21

AsD

Tyr

30

Cys

Val

Ile

Glu

Phe

173

d1s

Val

Asn

Thr

Ile

Leu

Glu

Leu

Glu

Ala
330

Thr

75

Gly

Ala

Gly

Ala

Pro

155

Glu

Gln

Val

Ser
235

Val

Gly

315

ATg

60

Val

Arg

Leu

Leu

Ala

140

Thr

Leu

Val

Thr

Gly

220

Lys

Phe

Ser

Ala

300

val

Pro

Gly

Glu

Leu

125

Glu

Ile

Glu

205

Lys

Ala

Ile

Lys

Phe

285

His

Arg

Pro

Ala

Glu

110

Phe

His

Gly

Gly

Zla

190

Phe

Ile

Leu

Val

Phe

270

Asn

Cly

Ala

Tyr

Cys

95

Leu

Val

Gln

Lys=

Glu

175

Asn

Pro

Glu

Cvs

Ser

255

Glu

Val

Asp

Tyr

Ile

80

Asp

Arg

Val

Rsp

Leu

160

Gly

Phe

Ser

Gly

ala

240

Tyr

Arg

Asn

Lys

320
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<212> ADN

<213> Aspergillus niger

10

15

20

<400>9
atgaccacgt cgactgtcgt ttctctgctg agttcactga tgcagacaca atccacctceg 50
gaacacgagc aggaactggc gcactttctg gatgaccatc tgacaaacct gggatatact 120
gtegagegte tgecgattge agaagggtcce actegegaga acgtcetacge atatctgggg 180
acccaacgta aaacgcgtgt atgtctgace tectcacctgg atactgttece geecgtacatce 240
ccgctgegta ttgagggcag tacaatctat ggtcgecgggg cttgtgacga taagggeccy 300
atggctgcac agatctgcge tetggaagag ctgcgtgoctg aaggtgcggt caaagaaggco 360
gacgtaggtc tgctgttcgt cgttggggag gaaaaaggcg gtccgggcat gatcgcageg 420
aaccaccagg atctgtcttt tgaaggggtt atttttgggg aaccgacgga aggcaagotg 480
gtagtaggtc acaaagggcea cctggttttt gagcetgatcg gtgagggaaa ggettgtcac 540
tceggetace cgcaacacgy tgtgaacgeyg aatttcogeec tgattgagac actgtcggat 600
tttgtccaga cggagtttcc tagctctagt ctgoctgggge cgtcaacatt taacgttgge 660
aagatcgaag gtggegtate ctataatatt gtgccggaaa cgtcgaaage cctgtgtgea 720
gtgcgegtty cgacggacat ggccggtatce aaaaagattg tgagcecgatac cgtagcacgt 780
cactctaacg tccgecctgga gttcaagttt gaatatccag agacactgct ggaccatgat 840
gttgaaggga gttttaatgt gcgttcecctge tgttatatga accgctccat cctggttgece 900
cacggagaca atgagcaaat tgaaatcgat gaactgatgg agggagtacg cgectataaa 960
aagctgacaa tgcacgccct gaactcagcoce cgctaa 996

<210> 10

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia terminadora de la transcripcion

<400> 10

tcacactggctcaccttcgggtgggcctttctge 34

<210> 11
<211>83
<212> ADN
22
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<213> Sus scrofa

<400> 11

gagctgttga caattaatca tcocggcoteogt ataatgtgtg gaattgtgag cggataacaa

tttcatgaca caggaaacag aac

<210> 12
<211> 407
<212> PRT

<213> Sus scrofa

<400> 12

23

60

83



Arg

Ala

Cys

Trp

Thr

Glu

Asp

Lys

Pro

145

Arg

Pro

Ala

Gln

Ala

Gln

50

Pro

Asp

Gly

Met

Val

130

Asp

Pro

Ala

Trp

Ser

Tyr

val

35

Lys

Gly

Val

Lys

115

Glu

Glu

Glu

Ser

Trp
195

Lys

Leu

Ala

Val

Thr

Val

Lys

100

Cys

Gly

Glu

Phe

Pro

180

Leu

Gly

Arg

Phe

Glu

Asn

Pro

85

Asp

Val

His

Val

Gln

165

Thr

Arg
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Arg

Ile

Leu

Val

Pro

70

val

ala

Ser

His

Gly

150

2la

Asp

val

Glu

Arg

Glu

Val

55

Thzr

Phe

Asp

Ile

Phe

135

Gly

Leu

Ala

Thr

Gly Glu

Thr val

Glu Arg

40

Pro Gly

Leu Ser

Lys Glu

Gly Tyr

105

Gln Tyr
120

Pro Arg

His Gln

Arg Ala

Phe Thr

185

Ser Thr
200

24

His

10

Gln

Ala

His

Ser

Hiz

90

Ile

Leu

Thr

Gly

Gly

170

Val

Gly

Pro

Pro

Arg

Val

Trp

Tyr

Glu

Ile

Met

155

Phe

Phe

Lys

Ser

Glu

Gln

Val

60

Leu

Ser

Gly

Ala

His

140

Glu

Ala

Tyr

Pro

Val Thr

Pro Asp

Leu Gly
15

Thr Val

Leu Asn

Hiz Asp

Arg Gly
110

Val Arg
125

et Thr

Leu Phe

Leu Asp

Ser Glu

190

Gly His
205

Leu

15

Tyr

Leu

Leu

Ser

Pro

Ala

Arg

Phe

Val

Gly

Phe

Gly

Gly

Thr

His

Phe

Gln

Leu

val

Lys

160

Gly

Ser

Ser
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Arg

Ser

225

Gln

Gly

Asp

Val
305

Pro

Leu

Val

Arg
385

Pro

<210> 13
<211> 1221
<212> ADN

Phe

210

Ile

Leu

Gly

Phe

Gln

290

Gln

Trp

Glu

Ala

Leu

370

Gly

Ala

<213> Sus scrofa

<400> 13

Ile

Leu

Lys

Val

Arg

275

Ser

Lys

Trp

Leu

Gly

355

Leu

Val

Leu

Glu

Ala

Pro

Ala

260

Val

Tre

Trp

Ala

Glu

340

Val

His

Aszp

Pro

Asp

Phe

Gly A

245

Tyr

Ala

Cys

Ala

325

Ile

Pro

Asp

Ile

Ser
405
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Thr

Arg

Z30

Asn

Pro

Gln

Glu

310

Phe

Cys

Ala

His

Tyr

390

Glu

Ala

215

Glu

Val

Val

Asp

Ala

295

Thr

Ser

Pro

Leu

Asp

375

Thr

Ser

Ala

Lys

Thr

Val

vVal

280

Ala

Gln

Gly

aAla

Gly

360

Glu

Gln

Glu

Glu

Ser

Pro

265

Asp

Gly

Val

Val

Ser

345

Phe

Arg

Leu

Lys

Lys

Val

250

Ala

Leu

Glu

Thr

Phe

330

Thr

Ser

Leu

Leu

Leu

Gln

235

Asn

Thr

Lys

Gly

sSer

315

Lys

Asp

Pro

Hisg

Ser
395

His

220

Arg

Leu

Met

Ala

Val

300

Thr

Asp

Ala

Met

Glu

380

Ala

Lys

Leu

Thr

Ser

Phe

285

Thr

Asp

Met

arg

Asn

365

Ala

Leu

val

Gln

Met

Ala

270

Glu

Phe

Asp

Lys

Tyr

350

His

Val

Ala

Ile

ser

Leu

255

Cys

Glu

Glu

sSer

Leu

335

Ile

Thr

Phe

Ser

Asn

Asn

240

Glu

Phe

Gln

Phe

Asp

320

Ala

Arg

Pro

Leu

Val
400

atggegagea aaggecgtga aggtgageat cegtetgtga cectgttteyg ccagtatetg

cgtattcgca cggttcagec tgaaccggat tacggagcag ctgtggettt cctggaggaa

25

&0

120



cgegeotcegte
actgtactga
acagatgtag
gatgccgatyg
tatctggaag
atgactttcg
cgecectgagt
acagacgcgt
acaggtaagc
aaagttatta
cagctgaaac
tataacgttg
gacctgaaag
acctttgagt
ccttggtggy
atctgcccag
ttttcaccga
gcagttttcc

cctgeogetge

agctgggteot
cttggecctgg
tgccagtgtt
gctatattta
ctgttecgeog
tgcctgacga
ttcaggeact
ttaccgtgtt
cggggcacgg
atagcatcet
cgggtgeggt
tgceggeaac
ccttcgaaga
tegtecagaa
cagccttttce
cgagtacaga
tgaatcacac
tgcgcggegt

catcggaatc
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gggttgccaa
aacgaatccg
caaggaacat
cggtegtggg
tctgaaagtt
ggaagtcggg
gcgtgegggt
ttacagtgaa
ctcgegttte
ggectttege
cactagcgtg
tatgagcgca
acaactgcag
atggatggaa
tggtgtgttce
cgctecgttac
gccggtectg
cgacatttat

a

aaggtégaag
accctgagtt
tggagtcacg
gcacaggaca
gaagggcacc
ggtcaccaag
tttgectetgy
cgttegeott
atcgaggata
gagaaggaaa
aatctgacta
tgcttecgact
agctggtgtc
acacaggtta
aaagatatga
atccgecgeeg
ctgcatgate

acccaactgce

26

ttgicccagg
caatcctgcet
accctttoga
tgaagtgtgt
actttccacg
gtatggaact
acgagggtet
ggtggctgeg
cagccgctga
agcaacgtcet
tgctggaggg
ttcgcgtage
aagcagcggg
cctcgactga
agctggcgct
caggcgtacc
acgatgagcg

tgagtgcact

gcacgtcgta
gaactcccat
agggtttaaa
atccattcaa
cactattcac
gttcgtaaaa
ggcgagceecy
cgttacttce
aaagctgcac
gcagagcaac
gggtgtegece
tcecggatgtt
agaaggtgta
tgatagegat
ggaactggaa
agccctgggt
cotgeatgag

ggcttctgtt

420

480

540

600

1020

1080

1140

1200

1221
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la producciéon de metionina, o sus precursores, en un proceso fermentativo que comprende las
siguientes etapas:

- cultivar un microorganismo modificado en un medio de cultivo apropiado que comprende una fuente de
carbono, una fuente de azufre y una fuente de nitrégeno, y

- recuperar metionina y/o sus derivados del medio de cultivo,

en donde la acumulacion de N-acil metionina se reduce en comparacion con un microorganismo no modificado y/o
método, por una de las siguiente modificaciones:

° Atenuacion de la expresién de al menos una enzima metionina transacilasa, y/o
° Expresion o potenciamiento de la expresion de al menos una amino acilasa especifica de metionina; y/o
° Adicion de una N-acil aminoacido acilasa al medio.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la N-acil metionina cuya acumulacion se reduce se elige entre el
siguiente grupo: N-acetil-metionina, N-propionil-metionina, N-butiril-metionina, y sus combinaciones.

3. El método de la reivindicaciéon 1, en donde la enzima metionina transacilasa cuya expresién se atenua esta
codificada por un gen seleccionado entre yncA, argA, yjdJ, yfaP, yedL, yjhQ y sus combinaciones.

4. El método de la reivindicacion 1, en donde la produccién de N-acil-metionina se reduce atenuando la expresion de
al menos uno de los siguientes genes yncA, argA, yjdJ, yfaP, yedL, yjhQ que codifican enzimas metionina N-
aciltransferasa y afiadiendo una aminoacido acilasa al medio.

5. El método de las reivindicaciones 1, en donde la fuente de azufre en el medio de cultivo es sulfato, tiosulfato,
sulfuro de hidrégeno, ditionato, ditionito, sulfito, metilmercaptano, disulfuro de dimetilo, o una combinacién de las
diferentes fuentes.

6. El método de la reivindicacion 1, en donde la fuente de azufre en el medio de cultivo es sulfato o tiosulfato, o una
mezcla de los dos.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde la fuente de carbono se obtiene de materia prima renovable.
8. El método de la reivindicacion 1, en donde la fuente de carbono es glucosa o sacarosa.
9. El método de la reivindicacion 1, en donde la fuente de nitrégeno se suministra en forma de amonio o amoniaco.

10. El método de la reivindicacién 1, en donde el microorganismo se limita o se priva de fosfato y/o potasio.
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