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DESCRIPCION
Método para producir aminoacidos tipo micosporina utilizando microbios
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para producir un aminoacido tipo micosporina utilizando un
microorganismo, a un aminoacido tipo micosporina producido por el método y a un agente que absorbe el UV que
comprende el aminoacido tipo micosporina.

Técnica antecedente

Se sabe que los rayos ultravioleta (UV) provocan reacciones cutaneas tales como eritema, envejecimiento de la piel
y cancer de piel. Los rayos ultravioleta contenidos en la luz solar se clasifican, en base a la longitud de onda, en tres
tipos: UV-A (320 nm-400 nm), UV-B (280 nm-320 nm) y UV-C (200-280 nm). Entre ellos, los rayos UV que tienen un
efecto sobre los cuerpos vivos son los UV-A y UV-B; mientras que el UV-C es inofensivo ya que normalmente no
puede atravesar la atmdsfera.

Se sabe que el UV-B es la causa principal de quemaduras solares en el exterior y tiene una energia relativamente
mayor que el UV-A. Cuando el UV-B se absorbe por la capa de la piel, llega al estrato cérneo y a la epidermis, y
causa una pigmentacién aguda de la piel tal como manchas y pecas. También se sabe que el UV-B causa
inmunosupresion implicada en el envejecimiento y en la aparicion de cancer de piel.

El UV-A tiene una longitud de onda mas larga que el UV-B y la energia es menor; sin embargo, el UV-A penetra en
una parte mas profunda de la piel que el UV-B y se sabe que llega a la dermis. Como resultado, no solo se produce
una pigmentacion cutanea aguda tal como manchas y pecas, sino también una reduccién de la elasticidad de la
dermis (elastosis actinica), con el resultado de que se induce el envejecimiento prematuro de la piel tal como arrugas
y piel flacida. Asimismo, en los ultimos afios, se ha descubierto que el UV-A también causa inmunosupresion y esta
implicado en lesiones cutaneas precancerosas y en la aparicion del cancer de piel.

La cantidad de UV-B varia en funcién de, por ejemplo, la estacion, el clima y la latitud; mientras que la cantidad de
UV-A que alcanza la superficie de la Tierra es constante durante el afio. Por lo tanto, también es importante proteger
la piel del UV-A.

Los protectores de UV disponibles actualmente en el mercado se dividen en agentes que absorben el UV y agentes
que dispersan el UV. Los agentes que absorben el UV convierten la energia del UV en energia térmicay la liberan, e
incluyen, por ejemplo, un compuesto organico tal como el 4-terc-butil-4’-metoxidibenzoilmetano. Los agentes que
dispersan el UV contienen una particula inorganica tal como el 6xido de titanio (TiO) y el 6xido de zinc (ZnO), y
cuando se aplica el agente que dispersa el UV a la piel, las particulas inorganicas presentes sobre la piel reflejan los
rayos UV y sirven como una barrera para el UV.

Los agentes que absorben el UV tienen inconvenientes: (1) los agentes que absorben el UV se descomponen
facilmente por la luz y tienen poca estabilidad, (2) se produce excitacion molecular y se acelera la produccion de
melanina que causa picores y alergia, y (3) dan una mala imagen a los usuarios debido a sustancias sintetizadas
quimicamente. Los agentes que dispersan el UV tienen los inconvenientes: (1) es probable que la piel se vea blanca
cuando se aplican y el usuario tiende a sentir peso en la piel, (2) se induce la generacion de oxigeno activo y (3) se
cierran los poros de la piel y puede que se inhiba la respiracion de la piel. A causa de estos inconvenientes, se ha
esperado mucho el desarrollo de una sustancia de origen natural segura que absorba el UV.

Los aminoacidos tipo micosporina (de aqui en adelante denominados MAA) son sustancias naturales que absorben
UV-A, que se sabe que estan presentes en una amplia variedad de organismos acuaticos tales como el coral, algas
rojas, visceras de pescado y microalgas. Entre otros, se sabe que la sinorina es la sustancia natural mas efectiva
que absorbe el UV-A. Se ha intentado la sintesis quimica de un MAA; sin embargo, esta requiere procesos largos y
complejos (Documento de Patente 1). Asimismo, se ha intentado la produccidon de un MAA mediante irradiacion con
luz de cianobacterias; sin embargo, la cantidad de produccion de MAA es extremadamente baja (Documento no de
Patente 1). Ademas, se ha intentado la extraccion de MAA de productos naturales tales como el laver, algas y
crustaceos; sin embargo, en estos casos no se ha obtenido un rendimiento suficiente (Documento de Patente 2 y
Documentos no de Patente 2 a 4). Asimismo, la extraccion y la produccion a partir de productos naturales se ve
facilmente influenciada por las condiciones climaticas y en su mayoria inestables y, por tanto, es dificil obtener MAA
de forma estable en una gran cantidad. Entretanto, se ha intentado la biosintesis microbiana de MAA; sin embargo,
estos procesos requieren la ruptura de células y la extraccion con un disolvente organico para obtener MAA
biosintetizados de las células microbianas (Documento de Patente 3 y Documentos no de Patente 5y 6). Por tanto,
la operacion se vuelve complicada y se requiere una operacion adicional para eliminar los desechos derivados de las
células microbianas.
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Resumen de la invencion
Problema a resolver por la invencion

Los problemas a resolver por la presente invencion incluyen proporcionar un método para producir de forma estable
y en gran cantidad una sustancia que absorbe el UV segura de origen natural.

Medios para resolver el problema

Los inventores han establecido un método para biosintetizar un MAA mediante el uso de un microorganismo que
produce el MAA de forma extracelular, y obtener los MAA en una gran cantidad a partir de la solucién de cultivo
extracelular. Los inventores descubrieron que puede producirse un MAA de origen natural de manera mas facil y
estable por este método que con los métodos convencionales, y han completado la presente invencion.

Es decir, la presente invencién proporciona:
(1) un método para producir un aminoacido tipo micosporina, que comprende las etapas de:

cultivar un microorganismo que produce el aminoacido tipo micosporina de forma extracelular, aislar la
solucioén de cultivo de células microbianas y la solucién de cultivo extracelular, y

recuperar el aminoacido tipo micosporina de la solucién de cultivo extracelular; como se desvela en las
reivindicaciones adjuntas.

2) El método de acuerdo con (1), que comprende ademas una etapa de purificaciéon del aminoacido tipo
micosporina recuperado;

(3) el método de acuerdo con (1) o (2), en donde el microorganismo es un microorganismo que pertenece a
Escherichia coli, levaduras, actinomicetos, microalgas o laberintulidos;

(4) el método de acuerdo con (3), en donde el microorganismo es un actinomiceto;

(5) el método de acuerdo con (4), en donde el actinomiceto pertenece al género Streptomyces, al género
Actinosynnema, al género Pseudonocardia o al género Corynebacterium;

(6) el método de acuerdo con (3), en donde el microorganismo es un laberintulido y pertenece al género
Aurantiochytrium;

(7) el método de acuerdo con (3), en donde el microorganismo es una levadura y pertenece al género
Saccharomyces;

(8) el método de acuerdo con cualquiera de los pasos (1) a (7), en donde el microorganismo comprende genes
heterélogos de enzimas biosintéticas de aminoacidos tipo micosporina;

(9) el método de acuerdo con (8), en donde los genes de la enzima biosintética de aminoacidos tipo micosporina
estan compuestos por los genes amir_4256, amir_4257, amir_4258 y amir_4259 derivados de Actinosynnema
mirum;

(10) el método de acuerdo con (8), en donde un codén de al menos un gen de los genes de la enzima
biosintética de aminoacidos tipo micosporina se modifica para un microorganismo en el que se va a introducir el
gen;

(11) ElI método de acuerdo con (9) o (10), en donde el microorganismo es Streptomyces avermitilis MA-4680
(numero de ingreso NITE: NBRC 14893), Streptomyces lividans 1326 (NITE numero de ingreso: NBRC 15675),
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (NITE numero de ingreso: NBRC 12168), Aurantiochytrium sp.
SAM2179 (FERM BP-5601), Escherichia coli JM109 o Saccharomyces cerevisiae YPH499XW;

También se desvela:

(12) un aminoacido tipo micosporina representado por la formula 1:
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(Formula 1);

(13) el aminoacido tipo micosporina de acuerdo con (12), producido por el método de acuerdo con uno cualquiera
de los pasos (1) a (11);

(14) una composicion que absorbe el UV que comprende un aminoacido tipo micosporina producido por el
método de acuerdo con uno cualquiera de los pasos (1) a (11) o el aminoacido tipo micosporina de acuerdo con
(12) o (13) y un componente aceptable para cosméticos, cuasimedicamentos o productos farmacéuticos; y

(15) una composicion para prevenir al menos un sintoma o enfermedad seleccionada del grupo que consiste en
reacciones cutaneas agudas, envejecimiento de la piel y cancer de piel, que comprende un aminoacido tipo
micosporina producido por el método de acuerdo con uno cualquiera de los pasos (1) a (11) o el aminoacido tipo
micosporina de acuerdo con (12) o (13) y un componente aceptable para cosméticos, cuasimedicamentos o
productos farmacéuticos.

Efectos de la invencion

De acuerdo con la presente invencién, es posible producir un MAA de forma mas facil que una sintesis quimica
convencional complicada que tiene muchas etapas. También es posible obtener un MAA en una cantidad mayor que
con los métodos convencionales de obtencion de MAA de un producto natural como el laver y los crustaceos. Por
tanto, Se puede producir un MAA de forma estable. Ademas, como se puede obtener un MAA a partir de una
solucién de cultivo extracelular, la etapa de purificacion se simplifica en comparacién con los métodos de obtencion
de MAA por ruptura de una célula microbiana. Como resultado, se puede obtener rapidamente un MAA altamente
purificado con un alto rendimiento.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra las cantidades de sinorina y porphyra-334 producidas por Streptomyces avermitilis MA-4680
(numero de ingreso NITE: NBRC 14893) en comparacion con la produccion en la solucién de cultivo extracelular
y en las células microbianas. (A) Sinorina; (B) Porphyra-334. Linea continua-circulo blanco: Solucion de cultivo
extracelular; Linea discontinua-circulo negro: Células microbianas.

La Figura 2 muestra los cambios temporales de las concentraciones de sinorina y porphyra-334, en una solucion
de cultivo extracelular de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (NITE numero de ingreso: NBRC 12168).
Triangulo negro: Sinorina; Triangulo blanco: Porphyra-334.

Descripcion de las realizaciones

En un aspecto, la presente invencion proporciona un método para producir un MAA que comprende las etapas de:
cultivar un microorganismo que produce el MAA de forma extracelular; aislar la célula microbiana y la solucion de
cultivo extracelular; y recuperar el MAA de la solucion de cultivo extracelular.

De acuerdo con el método de la presente invencioén, se obtiene un MAA a partir de un sobrenadante de un cultivo de
un microorganismo. Por tanto, el MAA se puede obtener en una cantidad mayor que los métodos convencionales
utilizando un producto natural. Ademas, el método de la presente invencién no requiere una etapa de ruptura de una
célula microbiana. Por tanto, el tiempo y el coste pueden reducirse en comparacion con los métodos convencionales
de extraccion de MAA mediante ruptura de productos naturales tales como las algas. En un método que comprende
una etapa de alteracion, los contaminantes resultantes de la ruptura se transportan en procesos posteriores y
complican los siguientes procesos de purificacion. Sin embargo, en el método de la presente invencion, tal transporte
de contaminantes se puede prevenir, con el resultado de que los procesos de purificacidon posteriores pueden
simplificarse. Como resultado, pueden reducirse tanto el tiempo como el coste necesarios para la purificacion.

En la presente invencion, la expresion "aminoacido tipo micosporina (en lo sucesivo denominado MAA)" es una
expresion general de un compuesto que tiene un esqueleto de ciclohexenona o ciclohexanamina (que opcionalmente
tiene un sustituyente) al que se une/unen aminoacidos.

Los ejemplos de MAA incluyen, aunque no de forma limitativa, sinorina (la formula 2 siguiente), porphyra-334 (la
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férmula 3 siguiente), asterina-330 (la formula 4 siguiente), paliteno (la férmula 5 siguiente), palitino (la formula 6
siguiente), micosporina-glicina (la férmula 7 siguiente), micosporina-glicina:valina (la férmula 8 siguiente) y
micosporina serinol (la formula 9 siguiente).

[Compuesto 2]

o
OH
(Férmula 2)
5
[Compuesto 3]
(Férmula 3)
[Compuesto 4]
(Férmula 4)
[Compuesto 5]
10
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(Férmula 5)
[Compuesto 6]
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(Férmula 6)
[Compuesto 7]
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[Compuesto 8]
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(Férmula 8)

[Compuesto 9]

(Férmula 9)

Como se usa en el presente documento, los ejemplos del "microorganismo (microbio)" incluyen, aunque no de forma
limitativa, bacterias tales como actinomicetos, Escherichia coli y Bacillus subtilis;hongos tales como mohos vy
levaduras; microalgas tales como cianobacterias; y laberintulidos.

El término "actinomiceto" se refiere a una bacteria gram positiva que pertenece a las Actinobacteria. Los ejemplos de
"actinomiceto" incluyen, por ejemplo, el género Streptomyces tal como Streptomyces lividans, Streptomyces
violaceoruber, Streptomyces coelicolor, Streptomyces avermitilis yStreptomyces griseus; el género Actinosynnema
tal como Actinosynnema pretiosum y Actinosynnema mirum; el género Pseudonocardia tal como Pseudonocardia
autotrophics, Pseudonocardia thermophila;y al género Corynebacterium tal como Corynebacteriumglutamicum. Los
actinomicetos pueden aislarse de, por ejemplo, suelo, u obtenerse de instituciones depositarias de microorganismos.

Las "levaduras" incluyen las levaduras ascosporogenas, levaduras basidiosporégenas y levaduras pertenecientes a
los hongos imperfectos. Los ejemplos de levaduras incluyen, por ejemplo, el género Saccharomyces tal como
Saccharomyces cerevisiae; el género Schizosaccharomyces tal como Schizosaccharomyces pombe; el género
Phaffia tal como Phaffia rhodozyma; el género Kluyveromyces tal como Kluyveromyces marxianus; el género
Yarrowia tal como Yarrowia lipolytica; el género Pichia tal como Pichia stipitis; y el género Candida tal como Candida
utilis. Las levaduras pueden aislarse por ejemplo, de plantas, animales y suelo, u obtenerse de instituciones
depositarias de microorganismos.

El término "microalgas” se refiere a algas que tienen una estructura microscépica, excepto las algas marinas que son
organismos multicelulares. El término "algas" se refiere a todos los organismos fotosintéticos oxigenados, excepto
los musgos, helechos y plantas de semilla que viven principalmente en el suelo. Las algas incluyen varios
organismos unicelulares y pluricelulares. Por ejemplo, las algas incluyen algas marinas; Cyanobacteria
pertenecientes a los procariotas; y Glaucophyta, Rhodophyta (algas rojas) y Chlorophyta pertenecientes a los
eucariotas. Las microalgas también incluyen un cuerpo grupal formado por una pluralidad de células. Las microalgas
no siempre viven en el agua y se incluye a aquellas que viven en el suelo o en la superficie corporal de los animales.
Los ejemplos de "Cyanobacteria"incluyen, por ejemplo, Anabaena variabilis, Nostocpunctiforme, Nostoclinckia,
Nostoccommune, Nostoc verrucosum y Nostoc muscorum. Las Cyanobacteria pueden aislarse de la naturaleza u
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obtenerse de instituciones depositarias de microorganismos.

El "laberintulido" es un eucariota ameboide incluido en los estramenopilos. Los ejemplos de laberintulidos incluyen,
por ejemplo, el género Aurantiochytrium, al género Schizochytrium, el género Thraustochytrium y el género Ulkenia.
Los laberintulidos pueden aislarse de la naturaleza, tal como las algas marinas y las plantas terrestres, u obtenerse
de instituciones depositarias de microorganismos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "microorganismo que produce de forma extracelular un
aminoacido tipo micosporina (microbios que producen MAA en el exterior de células bacterianas)" se refiere a un
microorganismo que tiene la capacidad de biosintetizar y producir un MAA de forma extracelular, por ejemplo, un
microorganismo que tiene un gen de enzima biosintética de MAA. Tal "microorganismo que produce de forma
extracelular un MAA" puede ser una cepa de tipo salvaje o mutada artificialmente. Los ejemplos de un tratamiento de
mutacion artificial incluyen recombinaciéon genética, irradiacion con UV, irradiacion de rayos X y tratamiento con un
agente de mutagénesis. Asimismo, el microorganismo que produce de forma extracelular un MAA puede ser un
mutante espontaneo. El "microorganismo que produce de forma extracelular el MAA" incluye un microorganismo que
tiene un gen de enzima biosintética de MAA homodlogo o heterdlogo. Por ejemplo, se puede usar un microorganismo
en el que se introduce un gen de enzima biosintética de MAA heterélogo por recombinacion genética. Para introducir
un gen heterélogo en un microorganismo, se puede utilizar un método ampliamente conocido en la técnica.

En el caso de que un gen de enzima biosintética de MAA homdlogo o heterdlogo se introduzca en un
microorganismo por recombinacion genética, por ejemplo, un promotor, una regién no traducida (UTR) 5, un gen
marcador para la seleccion de transformantes, una region no traducida (UTR) 3’, o una parte de la misma. En este
caso, se puede usar un promotor, etc. ampliamente conocido por los expertos en la materia como los utilizados en el
microorganismo. Asimismo, un codén del gen puede modificarse apropiadamente dependiendo del uso de codones
en el microorganismo en el que se va a introducir el gen de enzima biosintética de MAA. El uso de codones en un
microorganismo puede verificarse por los expertos en la materia, por ejemplo, mediante el uso de la base de datos
de uso de codones (http://www.kazusa.or.jp/codon/) del Instituto de Investigacion de ADN de Kazusa. Como
alternativa, El uso de codones puede verificarse mediante el uso del programa de disefio de secuencias de genes,
GeneOptimizer (R) proporcionado por GENEART AG, etc. Ademas, basandose en la informacion del uso de
codones asi obtenida, el codén de un gen en cuestién puede optimizarse mediante una practica habitual.

Los ejemplos del gen de la enzima biosintética de aminoacidos tipo micosporina incluyen, aunque no de forma
limitativa, los genes amir_4256 (SEQ ID NO: 1), amir_4257 (SEQ ID NO: 2), amir_4258 (SEQ ID NO: 3) y amir_4259
(SEQ ID NO: 4) derivados de Actinosynnema mirum DSM43827; genes pseP1_010100031425 (SEQ ID NO: 5),
pseP1_010100031430 (SEQ ID NO: 6), pseP1_010100031435 (SEQ ID NO: 7) y pseP1_010100031440 (SEQ ID
NO: 8) derivados de Pseudonocardia sp. P1; Ava3855, Ava3856, Ava3857 y Ava3858 derivados de Anabaena
variabilis ATCC29413 (véase, Balskus EP et al., Science, (2010), 329: 1653-1656); y genes mysA, mysB, mysC y
mysD derivados de Nostoc punctiforme ATCC29133 (véase, JOURNAL OF BACTERIOLOGY, Nov. 2011, vol. 193,
No. 21, p. 5923-5928). Por ejemplo, en una realizacién en la que se usa un laberintulido, se usa el gen amir_4256 de
codones optimizados (SEQ ID NO: 9), amir_4257 de codones optimizados (SEQ ID NO: 10), amir_4258 de codones
optimizados (SEQ ID NO: 11) y amir_4259 de codones optimizados (SEQ ID NO: 12) como genes de enzimas
biosintéticas de aminoacidos tipo micosporina.

En una realizacion de la presente invencion, el microorganismo que se usa en el presente documento es un
microorganismo perteneciente a Escherichia coli, levaduras, actinomicetos, microalgas o laberintulidos. Por ejemplo,
el microorganismo que se usa en el presente documento es un microorganismo perteneciente a Escherichia coli,
levaduras, actinomicetos o laberintulidos.

En una realizacion donde se usa un actinomiceto, se usa un microorganismo perteneciente al género Strepfomyces,
al género Actinosynnema, al género Pseudonocardia o al género Corynebacterium. En otra realizacion, se usa un
microorganismo perteneciente al género Streptomyces o al género Corynebacterium. En otra realizacion, se usa
Streptomyces lividans, Streptomyces avermitilis o Corynebacterium glutamicum. En otra realizacion mas, Se usa un
actinomiceto que comprende, los genes amir_4256, amir_4257, amir_4258 y amir_4259 derivados de
Actinosynnema mirum. Por ejemplo, Streptomyces avermitilis MA-4680 (NITE ndmero de ingreso: NBRC 14893,
depositado en el Depositario de Microorganismos de Patentes (NPMD), Instituto Nacional de Tecnologia y
Evaluacion (NITE), ubicado en 2-5-8, Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba, Japon); Streptomyces lividans 1326
(NITE numero de ingreso: NBRC 15675, depositado en el Depositario de Microorganismos de Patentes (NPMD),
Instituto Nacional de Tecnologia y Evaluacion (NITE), ubicado en 2-5-8, Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba,
Japon); o se usa Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (NITE ndmero de ingreso: NBRC 12168, depositado en
el Depositario de Microorganismos de Patentes (NPMD), Instituto Nacional de Tecnologia y Evaluacion (NITE),
ubicado en 2-5-8, Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba, Japon), que comprende los genes amir_4256 (SEQ ID NO:
1), amir_4257 (SEQ ID NO: 2), amir_4258 (SEQ ID NO: 3) and amir_4259 (SEQ ID NO: 4) derivados de
Actinosynnema mirum, .

En una realizacion donde se usa un laberintdlido, se usa un microorganismo perteneciente al género
Aurantiochytrium, al género Schizochytrium, al género Thraustochytrium o al género Ulkenia. En otra realizacion, se
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usa un microorganismo perteneciente al género Aurantiochytrium. En otra realizacion, se usa un laberintulido que
comprende los genes amir_4256 (SEQ ID NO: 1), amir_4257 (SEQ ID NO: 2), amir_4258 (SEQ ID NO: 3) y
amir_4259 (SEQ ID NO: 4) derivados de Actinosynnema mirum. En otra realizacién mas, se usa un laberintulido que
comprende los genes de codones modificados (para laberintdlidos) amir_4256, amir_4257, amir_4258 y amir_4259.
En otra realizacion, Aurantiochytrium sp. SAM2179 (FERM BP-5601) que comprende los genes de codones
modificados (para laberintdlidos) amir_4256, amir_4257, amir_4258 y amir_4259 (debe tenerse en cuenta que esta
cepa se depositd como Ulkenia sp. SAM2179, y la clasificacion de esta cepa se modificé en una fecha posterior
después de la finalizacion de la secuenciacion del genoma).

En una realizacién donde se usa una levadura, se usa un microorganismo perteneciente al género Saccharomyces,
al género Schizosaccharomyces, al género Phaffia, al género Kluyveromyces, al género Yarrowia, al género Pichia o
al género Candida. En oftra realizacion, se usa un microorganismo perteneciente al género Saccharomyces. En otra
realizacion, se usa una levadura que tiene un gen de asimilaciéon de xilosa. En otra realizacion mas, se usa una
levadura que comprende los genes amir_4256 (SEQ ID NO: 1), amir_4257 (SEQ ID NO: 2), amir_4258 (SEQ ID NO:
3) y amir_4259 (SEQ ID NO: 4) derivados de Actinosynnema mirum DSM43827. En otra realizacion, se usa
Saccharomyces cerevisiae YPH499XW que tiene un gen de asimilacion de xilosa y que comprende los genes
amir_4256 (SEQ ID NO: 1), amir_4257 (SEQ ID NO: 2), amir_4258 (SEQ ID NO: 3) y amir_4259 (SEQ ID NO: 4)
derivados de Actinosynnema mirum DSM43827.

En una realizacion donde se usa Escherichia coli, se usa Escherichia coli que comprende los genes amir_4256 (SEQ
ID NO: 1), amir_4257 (SEQ ID NO: 2), amir_4258 (SEQ ID NO: 3) y amir_4259 (SEQ ID NO: 4) derivados de
Actinosynnema mirum DSM43827. En otra realizacion, se usa Escherichia coli JM109 que comprende los genes
amir_4256 (SEQ ID NO: 1), amir_4257 (SEQ ID NO: 2), amir_4258 (SEQ ID NO: 3) y amir_4259 (SEQ ID NO: 4)
derivados de Actinosynnema mirum DSM43827.

Como se usa en el presente documento, la expresion "célula microbiana" se refiere a una célula de un
microorganismo. Ademas, como se usa en el presente documento, la expresion "solucion de cultivo extracelular
(fluido)" se refiere a una parte obtenida al eliminar la célula microbiana de la solucion de cultivo obtenida al cultivar
un microorganismo. Es decir, la solucion de cultivo extracelular comprende varios componentes contenidos en el
medio de cultivo utilizado en el cultivo y sustancias producidas por un microorganismo durante el cultivo.

Los expertos en la materia seleccionan apropiadamente un método para aislar una célula microbiana y una solucién
de cultivo extracelular. Por ejemplo, una célula microbiana y una solucién de cultivo extracelular pueden aislarse
sometiendo a la solucion de cultivo obtenida mediante el cultivo de un microorganismo a centrifugacion. Las
condiciones de centrifugacion tales como la temperatura, el tiempo y la velocidad varian dependiendo del tipo de
microorganismo y de las condiciones bien conocidas por los expertos en la materia. Como alternativa, una solucién
de cultivo extracelular y de células microbianas se puede aislar filtrando la solucién de cultivo obtenida cultivando un
microorganismo mediante el uso de una membrana de filtracién apropiada. Como alternativa, las células microbianas
pueden agregarse con la ayuda de un agente de agregacion apropiado y después someterse a centrifugacion o
filtracion.

Recuperar un MAA de una solucién de cultivo extracelular se refiere a obtener un liquido que contiene
principalmente un MAA mediante la eliminacién de varios componentes contenidos en el medio de cultivo utilizado
en el cultivo que a su vez estan contenidos en la soluciéon de cultivo extracelular y sustancias excepto el MAA
producido por el microorganismo durante el cultivo. Los expertos en la materia también seleccionan apropiadamente
un método para recuperar un MAA de una solucién de cultivo extracelular. Por ejemplo, se puede recuperar un MAA
de una solucion de cultivo extracelular mediante filtracion con una membrana o usando un medio apropiado. Los
expertos en la materia seleccionan el medio de forma apropiada. En una realizacién preferente, se utiliza un
disolvente acuoso. Los ejemplos del disolvente acuoso incluyen, aunque no de forma limitativa, una solucion acuosa
acida, neutra o alcalina o una solucién acuosa que contiene una sal.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona el método mencionado anteriormente que comprende ademas
una etapa de purificacién del MAA recuperado. Para la purificacion de MAA, se puede usar un método para purificar
un metabolito de un cultivo de un microorganismo que es bien conocido por los expertos en la materia. Por ejemplo,
se puede obtener un MAA purificado por extraccién con un disolvente organico, un tratamiento con carbono activado,
filtracion en gel, cromatografia en columna de intercambio idnico, cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),
cristalizacion y/o electrodialisis.

En la presente invencién, puede neutralizarse un medio de cultivo, si fuera necesario. Como neutralizador, pueden
usarse los conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, un carbonato tal como el carbonato de calcio, carbonato
de magnesio, carbonato de sodio e hidrogenocarbonato de sodio; un hidréxido tal como el hidroxido de sodio,
hidréxido de potasio, hidréxido de calcio e hidroxido de magnesio; amoniaco; cal viva, caliza y cal hidratada. En una
realizacion, el neutralizador usado en la presente invencion es un carbonato tal como carbonato de calcio, carbonato
de magnesio e hidrogenocarbonato de sodio. El neutralizador puede agregarse a un medio de cultivo antes o
durante el cultivo. El neutralizador puede agregarse de forma continua o intermitente. La cantidad de adicion de
neutralizador se puede determinar facilmente midiendo el pH del medio de cultivo. El pH del medio de cultivo puede
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medirse mediante un método convencionalmente conocido, por ejemplo, mediante un pH-metro.

En la presente invencion, el medio de cultivo y otras condiciones de cultivo (por ejemplo, temperatura, tiempo, pH,
agitacion o no) para cultivar un microorganismo pueden seleccionarse apropiadamente por los expertos en la
materia dependiendo del tipo de microorganismo a cultivar.

En el caso donde se usa un actinomiceto, por ejemplo, un medio semisintético para un actinomiceto (6 % de
glucosa, 0,2 % de NaCl, 0,05 % de KoHPO4, 0,01 % de MgS0O4-7H,0, 0,2 % de (NH4)2SO4, 0,2 % de extracto de
levadura, 0,005 % de FeSO4-7H20, 0,005 % de MnS04:4H,0, 0,005 % de ZnSO4-7H20, 0,5 % de CaCOs), Medio de
cultivo TSB (0,25% de glucosa, 1,7% de digerido pancreatico de caseina, 0,3 % de digerido papaico de soja, 0,5 %
de NaCl, 0,25 % de Ky:HPO,), o medio de cultivo SYN (0,7 % de casaminoacido, 0,2 % de extracto de levadura,
0,264 % de (NH.):SO., 0,238 % de KH.PO4, 0,556 % de K;HPO4, 0,1% de MgSO, 7H;O, 0,0064 % de
CuS04'5H,0, 0,0011 % de FeSO4 7H20, 0,0079 % de MnS0O4-4H,0, 0,0015 % de ZnSO4 7H-0, 0,5 % de CaCOs3).
En el caso donde se usa Escherichia coli, por ejemplo, puede usarse medio de cultivo LB, medio de cultivo YT 2 x,
medio de cultivo NYZ, medio de cultivo M9, medio de cultivo SOC o medio de cultivo YPD. En el caso donde se usa
una levadura, por ejemplo, puede usarse medio de cultivo SD, medio de cultivo YPD o medio de cultivo YPAD.

El medio de cultivo anterior puede modificarse apropiadamente para mejorar el estado de cultivo del
microorganismo. Por ejemplo, el medio de cultivo puede modificarse aumentando la concentracion inicial de glucosa
en el medio de cultivo o agregando una solucién de oligoelementos (x200) (CuSO4-5H,0 64 mg, FeSO47H,0
11 mg, MnSO4-4H,0 79 mg, ZnSO4-7H20 15 mg/50 ml).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un MAA producido por el método antes mencionado de la
presente invencion. El MAA producido por la presente invencion no se limita a los MAA cuyas estructuras ya estan
determinadas, sino que puede incluirse un MAA cuya estructura esta recién determinada. En una realizacion, el MAA
precedente puede ser sinorina, porphyra-334, palitina, micosporina serinol o micosporina glicina, o cualquier
combinacién de los mismos. Los ejemplos de MAA que tienen una nueva estructura incluyen micosporina-glicina-
alanina (la formula 10 siguiente). Por consiguiente, en una realizacién, la presente invencién proporciona
micosporina-glicina-alanina. En otra realizacion, la presente invenciéon proporciona micosporina-glicina-alanina
producida por el método mencionado anteriormente de la presente invencion.

[Compuesto 10]

CO,H

A
V}L; oo

(Férmula 10)

Como método para identificar un MAA, se puede usar un método convencionalmente conocido. Por ejemplo, se
puede utilizar la cromatografia liquida de alto rendimiento con espectrometria de masas de tiempo de vuelo (HPLC-
TOFMS). Del mismo modo, como método para identificar un nuevo MAA, se puede usar un método
convencionalmente conocido. Por ejemplo, se puede identificar un nuevo MAA mediante espectrometria de masas
de alta resolucion (HR-MS) y en combinacion con resonancia magnética nuclear (RMN). Como alternativa, se puede
identificar un MAA utilizando HPLC basado en el tiempo de retencién y los resultados de un espectro UV. Como
alternativa, se puede identificar un nuevo MAA midiendo un espectro de absorcién UV y una masa precisa mediante
el uso de un aparato HPLC equipado con un detector de matriz de fotodiodos y un detector HR-MS.

La presente divulgacion proporciona ademas una composicion que absorbe el UV que comprende una cantidad
eficaz de MAA producida por el método de la presente invencion o micosporina-glicina-alanina como se menciona
anteriormente como ingrediente activo y otro componente aceptable para cosméticos, cuasimedicamentos o
productos farmacéuticos. La composiciéon que absorbe el UV de la presente invencién puede usarse no solo en los
campos de la cosmética y la farmacia, sino también como una composicion de pintura y otro agente de
recubrimiento. Por ejemplo, en el caso en el que la composicion que absorbe el UV de la presente invencion se
aplique a la piel humana, la composicién puede comprender el MAA producido por el método de la presente
invencion en una cantidad de aproximadamente el 0,05 al 10% en peso, un medio de fase oleosa (aproximadamente
del 5 al 40% en peso), un emulsionante (aproximadamente del 1 al 10% en peso), una pequefia cantidad de un
agente auxiliar y un medio de fase acuosa tal como agua.
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La presente divulgacion proporciona ademas una composicion, para prevenir al menos un sintoma o enfermedad
seleccionada del grupo que consiste en reacciones cutaneas agudas, envejecimiento de la piel y cancer de piel, que
comprende un MAA producido por el método de la presente invencion o micosporina-glicina-alanina como se
menciona anteriormente y un componente aceptable para cosméticos, cuasimedicamentos o productos
farmacéuticos. La composicion comprende una cantidad efectiva de MAA producida por el método de la presente
invencion como ingrediente activo.

La composicién como se mencioné anteriormente puede prepararse en la forma que pueden tomar cosméticos o
productos farmacéuticos comunes para la aplicacion en la piel, tal como una crema, locién, pasta, pomada, emulsién
(emulsiéon de aceite en agua, emulsion de agua en aceite, emulsion multiple, microemulsion, emulsion PET, emulsion
Pickering), gel (hidrogel, gel de alcohol), suspensién, espuma, pulverizacion, comprimido o polvo.

Los ejemplos del componente que puede estar comprendido en la composicién como se mencioné anteriormente y
aceptable para cosmeéticos, cuasimedicamentos o productos farmacéuticos incluyen auxiliares y aditivos de
cosmeéticos comunes, cuasimedicamentos o productos farmacéuticos, por ejemplo, un conservante tal como el
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio, cloruro de hexametonio, alcohol butilico, alcohol bencilico, alquil
parabenos tal como metil parabeno o propil parabeno, catecol, resorcinol, ciclohexanol y m-cresol; un antioxidante tal
como acido ascorbico y metionina; un tampon tal como el acido fosférico, acido citrico y otros acidos organicos; un
emulsionante tal como un éster de sorbitan, Tween (R), poliol de silicio, estearato de potasio y un éster de acido
graso etoxilado; un estabilizador de emulsién; polimero aniénico, catiénico, no idnico o anfétero; agentes quelantes,
tales como el EDTA; un medio de fase oleosa (un aceite a base de hidrocarburos tales como un aceite mineral, una
cera de parafina, un aceite natural, un aceite de silicona, un éster de acido graso tal como palmitato de isopropilo, un
alcohol graso tal como alcohol estearilico); un espesante; un humectante; un emoliente; un tensioactivo tal como el
polietilenglicol (PEG); un agente acidificante o basificante; un aromatizante; una fragancia; un tinte; un agente
colorante; u otros componentes generalmente combinados en cosméticos, cuasimedicamentos o productos
farmacéuticos.

Ejemplos

La presente invencion se describirda en detalle y especificamente por medio de ejemplos; sin embargo, se
proporcionan solo con fines ilustrativos y no deben considerarse limitantes de la presente invencion.

(Ejemplo 1)
1. Producciéon de MAA usando Streptomyces

Los presentes inventores produjeron MAA usando Streptomyces lividans y Streptomyces avermitilis. Ademas, los
presentes inventores compararon la cantidad de produccién de MAA con respecto a la producciéon en una solucién
de cultivo extracelular y en células microbianas (Figura 1).

1-1. Introduccién de genes de enzimas biosintéticas de MAA
1-1-1. Introduccién de genes de enzimas biosintéticas de MAA en Streptomyces lividans

Como genes de enzimas biosintéticas de MAA, se utilizaron los genes amir_4256 (SEQ ID NO: 1), amir_4257 (SEQ
ID NO: 2), amir_4258 (SEQ ID NO: 3) y amir_4259 (SEQ ID NO: 4) derivados de Actinosynnema mirum DSM43827.
Estos genes se ligaron a un vector que tenia un plJ101 ori bajo el control del promotor PLD (véase el documento
JP2002-51780A) para preparar un vector de expresion génica. Streptomyces lividans 1326 (NITE numero de
ingreso: NBRC 15675) se transformé con el vector de expresion génica para obtener una cepa productora de MAA.
Streptomyces lividans se transformé de acuerdo con un método convencionalmente conocido.

1-1-2. Introduccién de genes de enzimas biosintéticas de MAA en Strepfomyces avermitilis

Los genes anteriormente mencionados: amir_4256 (SEQ ID NO: 1), amir_4257 (SEQ ID NO: 2), amir_4258 (SEQ ID
NO: 3) y amir_4259 (SEQ ID NO: 4), se introdujeron en Streptomyces avermitilis MA-4680 (numero de ingreso NITE:
NBRC 14893) por recombinacion homologa para obtener una cepa productora de MAA. La recombinacion homéloga
de Streptomyces avermitilis se realiz6 de acuerdo con un método convencionalmente conocido.

1-2. Precultivo de Streptomyces lividans y Streptomyces avermitilis
Se afiadié una solucién madre de glicerol de una espora de Streptomyces lividans 1326 o Streptomyces avermitilis
MA-4680, que se preparoé en la Seccién 1-1 anterior y que tiene los genes de enzimas biosintéticas de MAA, a 5 ml

de medio de cultivo AVM (véase la Tabla 1 siguiente). Estos actinomicetos se cultivaron a 28 °C y se agitaron a 160
rom durante 48 horas.
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[Tabla 1]
Medio de cultivo AVM (pH 7,5)

Glucosa 5g(0,5 %)
Harina de soja 159 (1,5 %)

Extracto de levadura | 5 g (0,5 %)

Total 1000 ml

1-3. Cultivo principal de Streptomyces lividans y Streptomyces avermitilis

La solucién de precultivo (una cantidad correspondiente al 0,1%) se afiadié a 50 ml de medio de cultivo TSBt
(véanse las tablas 2 a 4 siguientes) contenido en un matraz con deflector de 500 ml. Se afiadi®6 mas glucosa al
medio de cultivo TSBt al comienzo del cultivo, de modo que la concentracion inicial de glucosa pasoé a ser 50 g/l.
Estas cepas se cultivaron a 28 °C y se agitaron a 160 rpm durante dos semanas.

[Tabla 2]
Medio de cultivo TSB
(I:D;%ee?:ao pancreatico de 179(1.7 %)
Digerido papaico de soja 39(0,3 %)
Glucosa 25 g (0,25 %)
NaCl 59 (0,5 %)
KoHPO4 2,59 (0,25 %)
Total 1000 ml
[Tabla 3]
Medio de cultivo TSBt
Medio de cultivo TSB 50 ml
(ch;lggi)én de oligoelementos 0,25 ml (cantidad correspondiente al 0,5%)
[Tabla 4]
Solucion de oligoelementos
(x200)
CuS04'5H,0 64 mg
FeSO4-5H,0 11 mg
MnSO4-4H,0 79 mg
ZnS047H0 15 mg
Total 50 ml

1-4. Medicion del MAA

Durante el cultivo principal, se tomé una muestra de 1 ml de la solucion de cultivo en un tiempo predeterminado y se
midio la turbidez de la solucién de cultivo muestreada a 600 nm. La solucion de cultivo muestreada se centrifugé a
14000 rpm durante 20 minutos para aislar la soluciéon de cultivo extracelular y un precipitado (células microbianas).
La solucion de cultivo extracelular aislada se us6 como una muestra de solucion de cultivo extracelular. Se afnadio
metanol (1 ml) a las células microbianas aisladas, y las células microbianas se alteraron mediante agitacion y luego
se sometieron a centrifugacion para recuperar el sobrenadante (muestra de células microbianas). Las cantidades de
produccion de sinorina y porphyra-334 en cada una de las muestras de solucion de cultivo extracelular y las
muestras de células microbianas diluidas se midieron mediante HPLC. Las condiciones de medicion de HPLC son
las que se muestran en la siguiente tabla.

12



10

15

20

25

30

ES 2742 162 T3

[Tabla 5]
Columna: HYPERCARSB (R)
(3 um; 2,1 ¢ mm x 100 mm)
(fabricado por Thermo Scientific)

Disolvente: Disolvente A: Sal acetato de trietilamina 0,1 M (TEAA)
Disolvente B: 100% acetonitrilo

Condiciones de 0-4 minutos de disolvente B 6 %

gradiente: 4-10 minutos de gradiente linear de disolvente B 6-15 %

10-15 minutos de gradiente linear de disolvente B 15-80 %
15-20 minutos de gradiente linear de disolvente B 80-6 %
20-35 minutos de disolvente B 6 %

Longitud de onda de 334 nm

deteccion:

Muestra patrén: Sinorina: fabricado por Mibelle AG Biotechnology Nombre
del producto: Helioguard 365
Porphyra-334: fabricado por Mibelle AG Biotechnology
Nombre del producto: Helioguard 365

Caudal: 0,2 ml/minuto

Tiempo de retencion: Sinorina: alrededor de 6 minutos

Porphyra-334: alrededor de 5 minutos

1-5. Resultados

Los resultados de Streptomyces avermitilis MA-4680 se muestran en la Figura 1. La Figura 1 (A) muestra la
distribucion de sinorina; mientras que la Figura 1 (B) muestra la distribucién de porphyra-334. Se verifico que tanto la
sinorina como el porphyra-334 estan distribuidos mas ampliamente en la solucidon de cultivo extracelular que en las
células microbianas. A partir de estos resultados, se demostré que la cantidad de produccién de sinorina en la
solucion de cultivo extracelular es aproximadamente 5 veces mayor que la cantidad de produccion en células
microbianas a las dos semanas del inicio del cultivo. Del mismo modo, se demostré que la cantidad de produccién
de porphyra-334 en la soluciéon de cultivo extracelular es aproximadamente 7 veces mayor que la cantidad de
produccion en las células microbianas. En Streptomyces lividans 1326, la cantidad de produccion extracelular de
sinorina fue de 150 mg/l y la cantidad de produccién intracelular fue de 50 mg/l pasada aproximadamente una
semana desde el inicio del cultivo. La cantidad de produccién extracelular de la misma fue de 510 mg/l y la cantidad
de produccion intracelular de la misma fue de 105 mg/l a aproximadamente dos semanas desde el inicio del cultivo.

(Ejemplo 2)
2. Produccién de un MAA nuevo (micosporina-glicina-alanina)

2-1. La Streptomyces avermitilis que produce un MAA se cultivé de la misma manera que en el ejemplo 1 durante
dos semanas. La concentracion inicial de glucosa se ajusté a 100 g/l. Como resultado, en la solucién de cultivo
extracelular, la micosporina-glicina-alanina se produjo como un nuevo MAA ademas de la sinorina y la porphyra-334.
La cantidad de produccién de micosporina-glicina-alanina obtenida fue de 25 mg/l. El analisis por HPLC se llevé a
cabo en las condiciones que se muestran en la Tabla 5 y, como resultado, el tiempo de retencion fue de alrededor de
15 minutos.

2-2. ldentificacion del nuevo MAA (micosporina-glicina-alanina)
El MAA nuevo se identificod de la siguiente manera. Usando un aparato de HPLC equipado con un detector de matriz

de fotodiodos y un detector HR-MS, se midieron el espectro de absorcion UV y la masa exacta. Las condiciones de
medicion de HPLC son las que se muestran en la siguiente tabla.
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[Tabla 6]
Columna: YMC-Pack Pro C18 RS-303
(5 ym, 4,6 mm ¢ x 25 cm)
(fabricado por YMC)

Eluyente: formiato de amonio 50 mM

Caudal: 0,5 ml/minuto

Tiempo de Sinorina: alrededor de 5 minutos

retencion: Porphyra-334: alrededor de 7 minutos
Micosporina-glicina-alanina: alrededor de 9
minutos

El espectro de absorcion UV de un pico eluido alrededor de 9 minutos tuvo un maximo de absorcién a alrededor de
333 nm y exhibié el mismo patron que la sinorina y la porphyra-334. El pico se ioniz6 por ESI (voltaje fragmentador
de 200,0 V) y la masa precisa se midié mediante un detector TOF. El valor de m/z ([M + HJ") fue 317,1338 (valor
calculado para C13H21N207": 317,1349).

(Ejemplo 3)

3. Produccion de MAA usando Corynebacterium

Los presentes inventores produjeron MAA usando Corynebacterium glutamicum.

3-1. Introduccion de genes de enzimas biosintéticas de MAA

3-1-1. Introduccién de genes de enzimas biosintéticas de MAA en Corynebacterium glutamicum

Como genes de enzimas biosintéticas de MAA, se utilizaron los genes amir_4256 (SEQ ID NO: 1), amir_4257 (SEQ
ID NO: 2), amir_4258 (SEQ ID NO: 3) y amir_4259 (SEQ ID NO: 4) derivados de Actinosynnema mirum DSM43827.
Estos genes se ligaron a un vector que tiene un pBL1 ori, bajo el control de un promotor gapA (véase, Appl Microbiol
Biotechnol (2008) 81: 291-301) para obtener un vector de expresion génica. Corynebacterium glutamicum
ATCC13032 (NITE numero de ingreso: NBRC 12168, depositado en el Depositario Internacional de Organismos de
Patentes (IPOD), Instituto Nacional de Tecnologia y Evaluacion (NITE), ubicado en 2-5-8, Kazusakamatari, Kisarazu-
shi, Chiba) se transformd con el vector de expresion génica mediante electroporacion para obtener una cepa
productora de MAA. La electroporacion se realizé de acuerdo con un método convencionalmente conocido.

3-2. Precultivo de Corynebacterium glutamicum

Se afiadié una solucion madre de glicerol de Corynebacterium glutamicum ATCC13032 que tiene los genes de la
enzima biosintética MAA y que se preparé en la Seccion 3-1 anterior, a 50 ml de medio de cultivo BHI (ver Tabla 7).

El Corynebacterium glutamicum se cultivé a 30 °C y se agité a 180 rpm durante 24 horas.

[Tabla 7]

Medio BHI

Caldo de infusion 379
cerebro-corazén
Total 1000 ml

3-3. Cultivo principal de Corynebacterium glutamicum

La solucién del precultivo (una cantidad correspondiente al 3%) se afiadié a 50 ml de medio de cultivo BHI contenido
en un matraz Sakaguchi. Al comienzo del cultivo, se afiadieron 5 ml de gluconato de sodio 400 g/l al medio de cultivo
BHI de forma adicional, de modo que la concentracion inicial de gluconato de sodio paso a ser de 20 g/l. Para ajustar
el pH, se afiadieron 5 ml de solucién de carbonato de calcio al 10%. La cepa se cultivé a 30 °C y se agité a 180 rpm
durante 48 horas.

3-4. Medicion del MAA
Durante el cultivo principal, se tomé una muestra de 1 ml de la solucion de cultivo en un tiempo predeterminado y se
midio la turbidez de la solucién de cultivo muestreada a 600 nm. La solucion de cultivo muestreada se centrifugé a

15000 rpm durante 10 minutos para aislar la soluciéon de cultivo extracelular y un precipitado (células microbianas).
La solucion de cultivo extracelular aislada se filtré usando un filiro de membrana que tenia un diametro de poro de
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0,2 ym y el filtrado se us6 como una muestra de solucién de cultivo extracelular. Las cantidades de produccion de
sinorina y porphyra-334 en la muestra de solucién de cultivo extracelular se midieron por HPLC. Las condiciones de
medicién de HPLC son las mismas que se muestran en la Tabla 5.

3-5. Resultados

Los resultados se muestran en la Figura 2. Se verificd que tanto la sinorina como el porphyra-334 estan presentes en
la solucion de cultivo extracelular.

(Ejemplo 4)

4. Producciéon de MAA usando una levadura

Los presentes inventores produjeron MAA utilizando Saccharomyces cerevisiae.
4-1. Introduccién de genes de enzimas biosintéticas de MAA

4-1-1. Construccion de YPH499XW

Los casetes que expresan XYL1 por separado (xilosa reductasa derivada de Scheffersomyces stipitis) (SEQ ID NO:
13) XYL2 (xilitol deshidrogenasa derivada de Scheffersomyces stipitis) (SEQ ID NO: 14) y XKS1 (xiluloquinasa
derivada de Saccharomyces cerevisiae) (SEQ ID NO: 15) codificando cada uno un gen de asimilacion de xilosa, bajo
el control del promotor TDH3, se digirieron con BssHII del plasmido pWX1X2XK (véase, Appl Environ Microbiol. 2004
Sep; 70 (9): 5407-14). Estos casetes se ligaron al vector pRS404 (numero de ingreso ATCC: ATCC 87515) digerido
con BssHIl y que tiene un marcador de seleccion TRP1 para preparar un vector de integracion genomica
pIWX1X2XK. El vector de integracion genomica plWX1X2XK se traté con EcoRV. Saccharomyces cerevisiae
YPH499 (Genetics 1989 May; 122 (1): 19-27) se transformo con los fragmentos obtenidos para obtener YPH499XW
con capacidad de asimilacion de xilosa. Saccharomyces cerevisiae se transformé de acuerdo con un método
convencionalmente conocido.

4-1-2. Introduccién de genes de enzimas biosintéticas de MAA en Saccharomyces cerevisiae YPH499XW

Los genes de enzimas biosintéticas de MAA, amir 4256 (SEQ ID NO: 1) y amir 4257 (SEQ ID NO: 2) se ligaron al
vector pAT426 (FEMS Yeast Res. 2014 May; 14 (3): 399-411) que tiene un 2 y ori y un marcador de seleccion URA3
de modo que estos genes se expresaron bajo el control del promotor TDH3 y el promotor ADH1 para preparar un
vector de expresion génica pAT426-amir4256-7. Asimismo, Los genes de enzimas biosintéticas de MAA, amir4258
(SEQ ID NO: 3) y amir4259 (SEQ ID NO: 4) se ligaron al vector pAT425 (FEMS Yeast Res. 2014 May; 14 (3): 399-
411) que tiene un 2 p ori bajo el control del promotor TDH3 y el promotor ADH1 para obtener un vector de expresion
génica pAT425-amir4d258-9. YPH499XW se transformé con estos vectores de expresion génica pAT426-amir4d256-7
y pAT425-amir4d258-9 para obtener una cepa productora de MAA, es decir, YPH499XWMAA. Saccharomyces
cerevisiae se transformé de acuerdo con un método convencionalmente conocido.

4-2. Precultivo de YPH499XWMAA

Una reserva de glicerol de YPH499XWMAA que tiene genes de enzimas biosintéticas de MAA, la cual se preparé en
la seccion 5-1 anterior, se cultivd en un medio de agar SD-LUW (véase, la Tabla 8 siguiente). Posteriormente, La
colonia obtenida se inocul6 en 5 ml de medio liquido SX-LUW (véase la Tabla 9 siguiente). La cepa se cultivd a 30
°C y se agit6 a 150 rpm durante 13 dias.

[Tabla 8]

Medio de agar SD-LUW
Sr?]?soc;iiglctsgeno de levadura con/sin 6.7 g (0,67 %)
D-Glucosa 20 g (2 %)
Sulfato de adenina 40 mg (0,004 %)
L-histidina 20 mg (0,002 %)
L-lisina 30 mg (0,003 %)
Polvo de agar 20 g (2 %)

Total 1000 ml
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[Tabla 9]

Medio liquido SX-LUW
Base 'de nlt'rog’er?o de levadura 6.7 g (0,67 %)
con/sin aminoacidos
D-Glucosa 20 g (2 %)
Sulfato de adenina 40 mg (0,004 %)
L-histidina 20 mg (0,002 %)
L-lisina 30 mg (0,003 %)

Total 1000 mi

4-3. Cultivo principal de YPH499XWMAA

La solucion de precultivo (una cantidad correspondiente al 2%) se afiadi6 a 100 ml de medio liquido SD-LU
contenido en un matraz con deflector de 300 ml. La cepa se cultivé a 30 °C y se agité a 150 rpm durante 48 horas.

4-4. Medicion del MAA

Después de continuar el cultivo durante 13 dias, se tomaron muestras de 4 ml de la solucién de cultivo y se midio la
turbidez de la solucién de cultivo muestreada a 600 nm. La solucion de cultivo muestreada se centrifugd a 3.000 rpm
durante 5 minutos para aislar la solucion de cultivo extracelular y un precipitado (células microbianas). La solucién de
cultivo extracelular aislada se paso6 a través de un filtro de PTFE (0,45 pm) y la solucion resultante se usé como una
muestra de solucién de cultivo extracelular.

4-5. Resultados

Se midio la concentracion de MAA de la solucién de cultivo extracelular. Como resultado, La sinorina se produjo de
forma extracelular en una cantidad de 0,19 mg/I.

(Ejemplo 5)

5. Producciéon de MAA usando un laberintilido

Los presentes inventores produjeron MAA usando un laberintulido.

5-1. Introduccion de genes de enzimas biosintéticas de MAA

5-1. Introduccion de genes de enzimas biosintéticas de MAA en el laberintulido

Para Aurantiochytrium (Aurantiochytrium sp.) SAM2179 (FERM BP-5601), los codones de los genes anteriores,
amir_4256 (SEQ ID NO: 1), amir_4257 (SEQ ID NO: 2), amir_4258 (SEQ ID NO: 3) y amir_4259 (SEQ ID NO: 4) se
modificaron (SEQ ID NO: 9 a 12, respectivamente). Estos genes asi modificados se introdujeron en Aurantiochytrium
SAM2179 por recombinacion homadloga para obtener una cepa que produce MAA. La recombinaciéon homologa del
laberintulido se llevé a cabo de acuerdo con un método convencionalmente conocido.

5-2. Precultivo de Aurantiochytrium

Se afiadié una solucion madre de glicerol de Aurantiochytrium SAM2179 que tiene los genes de la enzima

biosintética MAA y que se prepard en la Seccion 5-1 anterior, a la placa de medio de agua de mar GY que contiene
1,5% de agar (véase, la Tabla 10 siguiente). Aurantiochytrium se cultivé a 28 °C durante 2 dias.

[Tabla 10]
Placa de medio de agua de mar GY (pH
6,5)
Glucosa 20 g (2 %)
Extracto de levadura 10g (1 %)
Agga de mar artificial de 184
Daigo
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(continuacion)

Placa de medio de agua de mar GY (pH
6,5)
Agar 15¢g

Total 1000 ml

5-3. Cultivo principal de Aurantiochytrium

El Aurantiochytrium pre-cultivado en la Seccion 5-2 anterior se cultivd en 10 ml de medio de agua de mar GY (véase
la Tabla 11 siguiente) a 28 °C y se agit6 a 300 rpm durante 5 dias.

[Tabla 11]
Medio de agua de mar GY (pH 6,5)
Glucosa 20 g (2 %)
Extracto de levadura 10g (1 %)
Agga de mar artificial de 18g
Daigo
Total 1000 ml

5-4. Medicion del MAA

Tras la finalizacion el cultivo principal, la solucién de cultivo se centrifugd a 15000 rpm durante 10 minutos para aislar
la solucion de cultivo extracelular y un precipitado (células microbianas). La solucion de cultivo extracelular aislada
se paso a través de un filtro de membrana que tenia un diametro de poro de 0,2 um y la solucion resultante se usé
como una muestra de solucién de cultivo extracelular. La cantidad de producciéon de sinorina en la muestra de
solucion de cultivo extracelular se midié por HPLC. Las condiciones de medicion de HPLC son las mismas que se
muestran en la Tabla 5.

5-5. Resultados

La sinorina se produjo de forma extracelular en una cantidad de 1,5 mg/l.

(Ejemplo 6)

6. Produccion de MAA utilizando Escherichia coli

Los presentes inventores produjeron MAA usando Escherichia coli.

6-1. Introduccién de genes de enzimas biosintéticas de MAA

6-1-1. Introduccién de genes de enzimas biosintéticas de MAA en Escherichia coli

Como genes de enzimas biosintéticas de MAA, se utilizaron amir_4256 (SEQ ID NO: 1), amir_4257 (SEQ ID NO: 2),
amir_4258 (SEQ ID NO: 3) y amir_4259 (SEQ ID NO: 4). Estos genes se ligaron a un vector pkk223-3 (GenBank No.
M77749) que tiene un pBR322 ori bajo el control del promotor tac para preparar un vector de expresion génica. La
Escherichia coli JM109 (cédigo de producto: 9052, fabricado por Takara Bio Inc.) se transformo con este vector de
expresion génica para obtener una cepa productora de MAA. Escherichia coli se transform6 de acuerdo con un
método convencionalmente conocido.

6-2. Precultivo de Escherichia coli

Se afadié una solucion madre de glicerol de Escherichia coli JM109 que tiene los genes de la enzima biosintética

MAA, y que se prepard en la Seccion 6-1 anterior, a 5 ml de medio de cultivo LB (véase, la Tabla 12 siguiente). La
Escherichia coli se cultivd a 37 °C y se agitdé a 160 rpm durante 18 horas.
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[Tabla 12]
Medio LB (pH 7,0)

Cloruro de sodio |10 g (1 %)

Bactotriptona 109 (1 %)

Extracto de
levadura

Total 1000 ml

59 (0,5 %)

6-3. Cultivo principal de Escherichia coli

La solucién de precultivo (una cantidad correspondiente al 2%) se inocul6 en 50 ml de medio de cultivo LB contenido
en un matraz con deflector de 500 ml. El gluconato de sodio se agreg6 adicionalmente al medio de cultivo LB al
comienzo del cultivo, de modo que la concentracién inicial de gluconato de sodio pas6 a ser de 50 g/l (una
concentracion final de 50 g/l), y el carbonato de calcio se agregd de manera tal que su concentracion final paso a ser
del 0,5%. La cepa se cultivd a 30 °C y se agité a 160 rpm durante una semana.

6-4. Medicion del MAA

Veinticuatro horas después del inicio del cultivo principal, se tomé una muestra de 1 ml de la solucién de cultivo y se
centrifugd a 14000 rpm durante 10 minutos para aislar la solucién de cultivo extracelular y un precipitado (células
microbianas). La solucién de cultivo extracelular aislada se us6 como una muestra de solucion de cultivo
extracelular. La cantidad de produccién de sinorina en la muestra de solucién de cultivo extracelular se midié por
HPLC. Las condiciones de medicién de HPLC son las mismas que se muestran en la Tabla 5.

6-5. Resultados

Se midio la concentracion de MAA en la soluciéon de cultivo extracelular. Como resultado, La sinorina se produjo de
forma extracelular en una cantidad de 0,82 mg/I.

Con respecto a lo anterior, se demostré que se puede producir un MAA usando un microorganismo y recuperarse de
una solucion de cultivo extracelular. Ademas, se demostré que puede obtenerse un MAA nuevo, es decir,
micosporina-glicina-alanina. De acuerdo con el método de la presente invencion, los MAA se pueden obtener a partir
de una solucion de cultivo extracelular. Esto es extremadamente ventajoso en relacion con el proceso de purificacion
posterior.
Aplicabilidad industrial
De acuerdo con el método de la presente invencion, se puede obtener un MAA estable en una gran cantidad
mediante el uso de un microorganismo. EI MAA obtenido de esta manera puede usarse como ingrediente activo de
una composicion que absorbe el UV. Por consiguiente, la presente invencion se puede usar en los campos de, por
ejemplo, cosmeéticos y productos farmacéuticos.
Texto libre del listado de secuencias

SEQ ID NO: 9: Amir_4256 de codones optimizados para SAM2179

SEQ ID NO: 10: Amir_4257 de codones optimizados para SAM2179

SEQ ID NO: 11: Amir_4258 de codones optimizados para SAM2179

SEQ ID NO: 12: Amir_4259 de codones optimizados para SAM2179
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> THE KITASATO INSTITUTE NAGASE & CO., LTD.

<120> Proceso para producir aminoacidos tipo micosporina utilizando microorganismos

<130> 672322

<150> JP 2014-099647
<151> 13/05/2014

<160> 15

<170> PatentIn versién 3.5
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<213> Actinosynnema mirum DSM 43827

<400> 1

gtgcttegtg
actgtgtacg
gtggcgcacg
ctggeggetg
gtggacgtgg
ctggacgcecce
gacaaggcga
gtggtcacct
gccgacaact
gacgcggcegt
ggccgcgagg
gaggagtacc
ggcggctcce
gacccggtga
cgcgactaca
gcggggttgt
gggatcgggt
<210> 2

<211>1290
<212> ADN

ttctgcacct
gtcggggetg
tgaccccgga
cacccaggct
ccgtgecgea
tgggcgtgcee
tgaccecgege
cggccgaccce
ccgacggcect
tcgectgete
tcegetgegg
cgctcecgte
tgtcecetggt
cggeggecegt
gcectgttega
actgctcgtt

tggcggagcet

gaccggttcg
cctgggegeg
cggeegetgg
ggggctgece
gctgttctge
gtaccccgga
ggtcgtggeg
ctgccegete
gaccctggtg
gccecegecge
cgtgctegte
cggcgtecege
ggccaaggcg
gcaggagcag
cttececggatce
cgcgecgacyg

gttcgeccgag

<213> Actinosynnema mirum DSM 43827

<400> 2

ccggtgagece
gcggcggacc
cgctteecgg
gaggcgctgg
ccgeccggea
aacccgcegg
gcggcgggcg
ccgcecgecgt
cacgaccgcg
agggecttgg
agatccggeg
ccecegegegyg
gacggccgct
gcgctgeget
gacccggagg
agcgtgatca

gccgtcacca

19

cgttcttege
cggcgegceta
cggacctgac
gcctgatcga
tgaccacgta
acgtgatggce
tceceegtece
tcgtggtgaa
ccgactacca
tggagcgcta
tcececgacgece
acaagctggce
cgtggatcgt
gccacgaggce
ggcggecgtyg
cgacgatggce

ccgecgegeg

cgaactgtcc
cgagttcctg
gccggaggcg
atcccggtceg
ccgegegetg
gctgggegeg
ggagggccgce
gcccgtggac
cgecggecctg
cgtgccaccg
gctccecttg
cgacgacggg
cgaccacgac
gctgggetge
gttcctggag
gggcgcggcg

cagggggtga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



gtgtccecgga
ctcaccgecg
aggcggccga
cgcgegttece
accgcgcace
cccegetace
ccggtgtgeca
cggtgegagg
ttcgecegage
ccggagcagg
gacccggtga
gagttcctgce
gcgggcaagg
tgctgecgagt
cgctgggtge
atcgagtcgg
atcaccatgt
cagatccgge
gcecetgtecg
gcggtcetteg
ctgctgetge
ggcaagctgg

<210> 3
<211> 855
<212> ADN

ccectgggege
tggcggeget
ggacggtgct
accgggccegg
ggttctccecg
cgcaggcgct
gceceggegte
tgctgcacge
tgtccgecga
tgctcgacct
accggctgga
gcggcaagga
agtactgcac
ccteggegtt
gggccttecge
cggacggcceg
tccacgacca
cgctgeegte
aaccggggac
actggtccga
tgcgggeget

tggcgcececte

ES 2742 162 T3

gctcgegetg
gcgegeggeg
gctgaccggce
gcaccgggtce
cgeggtcegac
cctecgegatce
cagcgtccac
cgggctggag
gctgggecte
ggggctggac
cctgaccecg
cgtccgggac
gcacagcacc
ccaggtgaac
cgaggccacc
cgegetegee
ccecggacctg
gagcaggccg
cgcgcegggag
ccegetgecg
ggtgcgeggyg

gggggactga

<213> Actinosynnema mirum DSM 43827

<400> 3

ctcectegegg
gtcecggecat
ggcaagatga
gtgctggtgg
gcgtteccacg
gtggageggg
gacgccgccg
gtggtggage
ccggtteccce
gggccgeacg
ctgccgagge
gggcacccgt
gtccggaacg
tacgagatgg
ggggtgaccg
atcgagtgca
gcecegegect
acgtactggce
cggctgeggg
ttcctgetge

caggactggg

20

ccectgeegtt
cgcccgegeg
ccaaggcgct
agacggcccg
tcgtgecgga
agggcgtgga
ccgegecget
tgctggacga
gctcgecacceg
tgctcaagag
cgactcccga
gggtgctgca
gccgggtggt
tggacaagcc
ggcaggtgtce
acccgegcac
acctggaccce
tgttccacga
tggtggegeg
tgcaccacgt

tgcgggtgga

cagcgccgece
ggcgacgccg
gcacctggeg
ctaccggetg
ctcggecgac
cgtgttegtg
gctggegacce
caagcaccgc
gatcaccgeg
catcccgtac
ggcgacgctg
ggagttcgtg
ggtctacggg
ggagatcgag
gttcgacttc
ccacagcgcce
ggacgcgceceg
gctgtggegg
cggcaaggag
gcacgtgcecg

cttcaacatc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1290



gtgaacccgt
cgcceggtga
gacctgccge
gacggttacg
aggaccgccg

ctgtceggge

cgggtgcetgg
ccggacgacg
gagcggttcet
gacaccctgg
aaggccgggt
gggctggtgt
gacgcggtgg
gcgcaggtge
acgggggagc
<210> 4

<211> 1221
<212> ADN

tgceccaccaa
cgccggtgge
ccgacgtcgt
ccggteggtg
agcacgactg

acgtcgaggg

agatcggcat
gggtcgtcegt
ccgectegee
cgggattggt
acaccgagta
gcgtggacaa
gcgcggecgt
tcgtgeceggt

cgtga

ES 2742 162 T3

gggctcegeg
gctgectggece
cgccgagetg
caccacgccg
gcggggacgg

gcagctgcetce

gttcaccgge
cgecctgegag
gcacggccgg
gggcggcgag
cctegeggte
cacgctgatg
ggaccggttc

gcgcgacggg

<213> Actinosynnema mirum DSM 43827

<400> 4

teceggegeeg
gacaccctgg
tccgecgecg
gagtcgececg
ggcggcgggg

aagaccctge

tactcggege
ctggaccecgg
aaggtcgacg
ccgttegace
gtgctggacg
cagggcaaga
aaccggcacg

ctcaccctga

21

tgtecegegece
cceggttgge
ccgagctgge
cgctgecgega
tcgegetgga

tgcgggeget

tcgecatgge
acgtggcgge
tgcgggtcgg
tggtgttcgt
gcgggctget
cctaccetgece
tggcgcageg

tccgecagggt

gggcgcegece
ggggcggtcg
gtccggagtg
gctggecgece
gcaggagatg

gcgggcgcgyg

cgaggagctg
cttegececege
gceccegegetg
ggacgcggac
cgcgccgeac
cggegeccegt
gccggacgtg

gacgcccgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

855



atgacgacga
gtcgaggage
cggatcgeceg
caccgcecctge
gcgcteecge
gacgccttcg
ctgctgaccg
cgggtgccca
aaccacggcc
gacttctegt
gtcaagatcg
gacctgctge
cgcaaggtca
gagctggacc
gccccggaaa
acgatcgceceg
ctgagcaagg
gccaccgagt

atcgggacgt

gcgcaccgeg
accaggagcg
<210>5

<211> 1041
<212> ADN

acctcaccge
gcgactacct
accaccaccg
acggcgaccg
tggccatcga
gcgagttcgg
acgtggccgg
cctcgetgat
gcaccaagaa
tcctggggac
ccgtggtgge
acaccgcegtt
cccacgaggce
tggaccggge
ccccctacct
agcggcgcgg
tcggectgte
cgatcgtgca

gctgettegt

agctggtcge

gtgcegegtg

<213> Pseudonocardia sp. P1

<400> 5

ES 2742 162 T3

gacggtcacc
gctgacctac
cgcgcacggce
catccgggece
cgagacgcag
gctgatcecge
gttcgegtge
cgggctcatc
ccggetgggg
gctgececgace
gaacgcggag
cggcacggtce
catcggcacc
gatcgegttce
gcacgggcac
ctacctggeg
gctggacagce
gacccgcgac

caacgacctc

ccgctaccce

a

gccacggaga
gtggacgggg
cggtgcctga
tacttcgage
aagtcgctge
aaggagcccg
gcggtgttee
gacgccagcg
gcgttccacg
gagcaggtcc
gtgttcecgge
gacggcaccc
atgctggcge
ggccacacct
gcgatcagceg
accagcgagce
ccgcacctga
gggctccage

accgagtccg

aggggcggcg

22

acgacttccg
cgttctccece
tgatcgtcga
accacggcat
gcacagtcga
tgctegtggt
gccgctccac
tcgecgatcaa
cgtccaagga
gcaacggcat
tgctggagaa
cgcagctgceg
tggaggcgcecce
ggagccccgce
tcgacatggce
gcgaccggat
cgccggagcet
gcgccgegat

agctgctgga

cgggcgagga

ggtgcgegece
ggagagcagc
cgccaacgtce
cgecgetcace
gcggatcgtg
cggcggeggce
cgactacgtg
ggtcgeggtg
ggtcgtgetce
ggccgagetg
gtacggcgag
cgagaccgcc
gaacctgcgg
gctggagetg
gctgtectge
cttectggetg
gctgcgegeg
gcceceggecg

cgggctcgee

cgtgcgggte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1221



10

tcaccggtgg
gaacagctct
ggcgaacgag
gaagtcgaag
gtgaactgtc
gaccaaacgc
cttgtetgte
atcgatgatg
ctcactgtgg
ggtcacgccg
gggggcttgt
gacggcgcgg
gtaggggatc
catctgggge
cgacagcagc
acccggtgte
gcagtctgcg
caggtgcagc
<210> 6

<211> 1236
<212> ADN

tccgacgatg
cgtaccggtg
cagtacaggc
agcccatagt
gcggtgageg
aggtcgccgg
gggtccatgce
ccgcaccgta
gcaagagcgt
accgagttgt
cctgegegga
gcgcgggect
ccttgcagat
accatcacgt
ggggcggcgg
acgtaggcga
gcgtagaggce

accgtgatca

<213> Pseudonocardia sp. P1

<400> 6
tcagtccccece
gccacgtacc

cggcagcggg

cttgggcagce

gcggattcga
agcttgtcga
tcececgegett

gacgtcggag

ES 2742 162 T3

tctgeectgac
ttgcggegge
cggcctcgag
ggcggcatcce
gatcggcggg
tggcagagcg
ggtactcctce
cttceceggee
ctttgatcge
cggtgtcgac
gtacctctce
tgtcecgetcee
cgaacagcgce
cgatcttgag
cgatgtcgee
tgtggacgtc
gggacaggtc

t

cgagcttgece
gcagcagcgc
cgagcagtgce

ccccgaggag

ctecctgtegg
gtgggccatc
gaagtagagg
caacgcccgg
atcgacgatc
gtcgagcettg
gaggggcagg
gagaggtacg
cacctcgatg
aggtttgatc
ggccggaacc
gagcgccatc
ccggtagtgg
acgtgcgatg
gggcgccagg
gtagcgggtg

gcagaagaac

gatgttgatg
ggcgatctgce
ttcecttgeeg

ccggecgage

23

gcggcagaga
gtcgcgacga
cggccgtteg
taggcgecgec
caggaccggt
tcgtecggega
cctacgaggt
aactgttcga
gtctegtegg
acgagcggtg
gcgacaccgg
acgtccgggg
gtcatgcegg
tgggcgaggg
cctacgggga

gggtcggegg

tcgtcgaceg

tcagatcagce
ccgaggagtg
ggtcgactcg
gagcggcgtce
catccttgge
gtcggatcgg
caccgccgeg
ccagcgctceg
tctcggcecaa
gccggagggt
cgtgtgcgac
tgttgcccac
gtcggcagaa
cctecgggtag
actgccacce
tggcggtgag

gcgatcecggt

tcgatcttta cccagggegt

aggtgaggga ccagcaggaa

cggaggatgg tgcgtaaccg

tcgtggtaga gccagtaggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1041

60

120

180

240



cgggcgggca
agcgagacct
gatcgcgtac
gccgagtteg
gtagttgagc
gacggtggag
gtccgacgag
tagacgggtg
gcttceggge
ggtgtecegge
gagcagcgct
cttggcgtceg
gccctegtge
gacgacgtgg
ctgctccacg
tttggtcatc

gcgtgeecege

<210>7
<211> 753
<212> ADN

ccegggtegg
gggtggtegt
acgctgecegt
gtgcagaacc
tggaaggeceg
tgtgtgcagt
atcggtagcce
aggtccatgce
gcggaggtga
accggcaggce
acgacgtcge
gcgtcgtacce
tgggcgatct
aaggcgtcga
agcacgaccce
ttcecegeceg

cgggtcagee

<213> Pseudonocardia sp. P1

<400> 7

ES 2742 162 T3

ggaccgccgg
ggaacagggt
cggecgegtte
ggcggaccca
aggaggggca
actcggtgece
ggcgtacgaa
gtcggaccgg
agtcgaagtc
ccatggctge
tgtcagggtg
agctggcgag
cggcgagtcg
cggcteggga
ggtgccegge
acagcatgat

cgatcagege

tgggeeggeg
gatcgctgag
gatgaagtcg
ttcgtcgatg
gcagcagtgce
ctccacgaac
gtcggetgte
gtcgtaggeg
gatgacttgt
ggcggectgg
cacgacctcg
ggggctgeac
ttcggegtag
gaagcggtge
gtcatgaaac
cgtctgtegg

ggccat

24

tgggccgaga
tgggtacgtg
aacgacagct
acggggtggg
agtgccacgg
tcctgecagta
tggtgggegyg
atcgatttca
tgcgggtegg
gcgaaacggt
cagagtggct
accggaacgt
tecgggegegt
ccggacagtce
gcacgggcca

gtggctgtge

ggtaggegte
gattgcactc
gceccggtgac
tgactgecggt
cgcegtegeg
tccaggggtt
tcgggtgegg
ggacgtaggt
tgatcctgtg
gtttgtegte
cgagcgcttg
agacgtcgac
cgggtgecagg
ggtageggge
gtgtgagcge

tgegegggeg

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1236



tcacgacgcce
acgcggatca
ctecgececegte
ggcgagcagg
gtcgaggaag
gccgacttceg
tgctgeccgeg
ggccatggcece
catggecetgg
ctcgaggceceg

cagcgegtgg

gtcgegggeca

gagcagaccg

<210> 8
<211>1230
<212> ADN

caccggatca
tcggtgacgg
cagggctgcece
ccgecttgea
atcaggtcga
atcgtgatgce
tgcgggtcga
agggccgagt
accaggaaac
cttgcggtgt

gacgccggcg

cgaagcaggt

gccaggatcg

<213> Pseudonocardia sp. P1

<400> 8

ES 2742 162 T3

gggtcagtcc
atctgttgaa
cctgcatcaa
gcacggcgtce
agcgctgtcee
gctgggagge
tctcgecagge
agccggtgaa
gcaggaagcg
ggtcccagtt

aggtgtgetc

ccggttcgac

tcgteggegt

gtctcggage
cgeccgegatce
ggtgttgtcg
gaggtattcg
gaccagtgtg
cgtggacegyg
gatcaactca
catcccgatc
gccctegacg
ctecggegetg

gtcgaggtag

gtcgggcececg

cac

25

gggacgagga
gccgtgecgt
acacacatca
gcgtatcege
gcgagggtgt
gagagagctt
ccgtectegg
tcgagtaccce
tgtccggaga
gtceggegtt

ggatccagge

gcccgggcga

cctgttcgat
tcggggtgga
ccecegtgegg
ccttgtegge
cggtggeege
cacgcgcgag
gtagecgcettce
gtttggcctg
gcatctcttg
ccagttccce

cggaggcgag

ccaggtcegtce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

753



10

tcatgtcctg
ctcgacacct
ttcgatcagt
cagggcggcg
cagctgecteg
gatgcggtceg
cgcecatgteg
ggtcgggetce
gcggtgeteg
gcgcagttce
tttcteccage
gacgccgttg
ctgttgcgag
cttcategeg
cgtgccacge
gacgacgagc
ctcgagagtg
gatgtcgtgg
gtcgatcacc
gggcgcgaac
acggaactcc
<210>9

<211> 1020
<212> ADN

gccteggtgt
tctaccgatg
tcegtgtget
cgtagcttce
gtgaggtagg
cgctceececgg
atggcegateg
catgtgtggce
agttcgagca
ggggtgcect
aggtcgaaca
cggacctgeg
gcgtggaagg
acactcgegt
ttgtagctgg
accggttcgg
cgcaggctct
tggtcgaaat
atcaggcacc
acgccgtcga

gtatcggtcg

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2742 162 T3

tecggggcggt

tcggtaggee
cgatgtecgtt
ccgetegtgt
tgctgtcgac
tggtgatgtc
cgtgacegtyg
cgaacgcgat
tggtgtggat
cgeggtgecce
ggccggegtt
cttcgggcaa
cgccgagacg
cgatgagacc
cgcaggcgaa
tgcgcagtag
tggcecgtcte
agctgcggat
ggccccatgg
cgtaggagag

cgctgagcac

cgtcaactct
agcgacgacg
ggcgaagtga
ctgcatgatc
actgagtccg
gccgeggege
caacatecgge
gacgcgatcce
ggcgtcgtag
gaagcgtgtg
cgccacggte
ggtggccagg
attcttgtgt
gatcagcgtg
cceggtgacg
cccgaagteg
ggcgatggtc
cgggtegeeg
ccgatagagg

cgtgaactcg

<223> amir_4256 de codones optimizados para SAM2179

<400> 9

26

gtcttegeeg
gcettgtgtg
cacgttccga
gatgcggtceg
agtccgcectga
gcggccaggg
gtgggtgggg
aggtcgagtt
gtgcaccggt
gcgagcaggt
gcaatcttga
aacgagaagt
ctgcecgtggt
gtggggatcc
tcggtggtca
gcgtaggegt
agtggtacga
tagtgttcgt
tcggegagcet

atccgcetcecece

acgaccacat

cggcaagggt
tcgggcgggg
catcgatgag
acagtcggtg
tcgeccgagaa
cgagetecag
cgtgcaggtt
gggcgatctg
cgtcgeegta
tcatctcgge
cgagcaggac
tgaccgcgac
tgacgtaggg
agcctccacce
cgacgatgcg
gggtcacgge
ggacggtctc
cggtgttgtg

aactctcgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1230



10

atgctcecgeg
accgtgtacg
gtggcccacg
ctecgeecgecg
gtggacgtgg
ctcgatgece
gacaaggcca
gtggtgacca
gccgacaaca
gacgccgect
ggtcgegagyg
gaggagtacc
ggtggcagec
gatcccgtga
cgcgactaca
gccggectcet

ggcatcggtc

<210> 10
<211> 1290
<212> ADN

tgctccacct
gccgeggetg
tgacccceccga
ccectegect
ccgtgeccca
tcggegtgece
tgaccegege
gcgecgatcece
gcgatggect
ttgcctgecag
tgcgectgegg
ctctccececag
tcagcctegt
ccgecgecgt
gcectcecttega
actgcagctt

tcgeccgaget

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2742 162 T3

caccggtagce
ccteggtgece
cggtegetgg
cggccteccecce
gctcttetge
ctaccctggt
cgtggtggece
ctgccecetcete
caccctegtg
ccctegecge
cgtgctegtg
cggtgtgcege
ggccaaggcc
gcaggagcag
ctteccgeatt
tgcccectace

cttcgeecgag

cctgtgagece
gccgecgatce
cgcttceectg
gaggcccteg
cctceceggta
aaccctcecg
gcegeeggtg
cctectecct
cacgatcgceg
cgecgecectceg
cgcageggtg
ccecegegecg
gacggtcgca
gceccteeget
gatcccgagg
agcgtgatca

gccgtgacca

<223> amir_4257 de codones optimizados para SAM2179

<400> 10

27

ccttetttge
ctgccegeta
ccgatctcac
gtctcattga
tgaccaccta
acgtgatggce
tgceegtgece
ttgtggtgaa
ccgactacca
tggagcgcta
tgcccaccce
acaagctcgce
gctggattgt
gccacgaggce
gtcgeeccectg
ccaccatggce

ccgecgecceyg

cgagctcagce
cgagtttctc
ccctgaggece
gagccgcagce
ccgegeccte
ccteggegece
cgagggtcge
gcecegtggat
cgccgeccte
cgtgectcece
tctcecctete
cgatgatggce
ggaccacgat
ccteggetge
gtttctcgag
cggtgecgece

ccgeggttga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



10

atgagccgca
ctcaccgecg
cgeccgececte
cgecgecttte
accgcccacce
cctegetace
ccegtgtgea
cgctgcgagg
tttgececgage

cctgagcagg

gatcccgtga
gagttcctcce
gccggcaagg
tgctgcgaga
cgetgggtge
attgagagcg
attaccatgt
cagattcgcce
gccctcageg
gcegtgtteg
ctcctectcee

ggcaagctcg

<210> 11
<211> 855
<212> ADN

ccecteggtge
tggccgceect
gcaccgtgcect
accgcgceegg
gcttcageceg
ctcaggcccet
gccccgecag
tgctccacge
tcagcgcecga

tgctcgatct

accgcctcecga
gcggcaagga
agtactgcac
gcagcgceccett
gegectttge
ccgacggtcg
tccacgatca
ctctcectag
agcctggecac
actggagecga
tcegegecect

tggccecctag

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2742 162 T3

cctegececte
ccgegecgece
cctcaccggt
ccaccgegtg
cgeccegtggat
cctegecatt
cagcgtgcac
cggcctcgag
gctcggtcte

cggcctecgac

cctcacccect
tgtgcgegac
ccacagcacc
tcaggtgaac
cgaggccace
cgeccectegee
cceccgaccete
cagccgecce
cgcccgegag
tcecectecee
cgtgcgeggt

cggcgactga

ctecetegeceg
gtgcgecceccca
ggcaagatga
gtgctcgtgg
gcctttcacg
gtggagcgeg
gatgcecgecg
gtggtggage
cccgtgecte

ggtccccacg

ctcectegee
ggtcacccct
gtgcgcaacg
tacgagatgg
ggegtgaceg
atcgagtgca
gccecgegect
acctactggce
cgecectecgeg
tttetectee

caggattggg

<223> amir_4258 de codones optimizados para SAM2179

<400> 11

28

ccctecettt
gccecegecceg
ccaaggccct
agaccgcccg
tggtgccecga
agggtgtgga
ccgeccectcet
tcctecgacga
gcagccaccg

tgctcaagag

ccacccctga
gggtgctcca
gtcgegtggt
tggataagcc
gtecaggtgag
accctcgcecac
acctcgaccce
tctttcacga
tggtggceceg
tccaccacgt

tgegegtgga

cagcgccgec
cgccaccect
ccacctecgece
ctaccgectce
cagcgccgat
tgtgttcgtg
cctecgecace
taagcaccge
catcaccgcece

cattcecctac

ggccacccte
ggagttcgtg
ggtgtacgge
cgagatcgag
cttegacttt
ccacagcgcec
cgatgccect
gctctggege
cggtaaggag
gcacgtgececce

ctttaacatc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1290



10

atgaaccctc
cgecceegtga
gacctceccte
gacggctacyg
cgcaccgcecg
ctcagecggcece
cgegtgeteg
cccgacgatg
gagcgcttca
gacaccctcg
aaggccggct
ggcctegtgt
gatgccgtgg

gcccaggtge

accggtgagce

<210> 12
<211> 1221
<212> ADN

tccccaccaa
cceetgtgge
ctgatgtggt
ceggtegetg
agcacgattg
acgtggaggg
agattggcat
gtgtggtggt
gcgecagecce
ccggectegt
acaccgagta
gcgtggacaa
gtgcecgeegt

tcgtgecegt

cctga

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2742 162 T3

gggtagcgee
cctectegee
ggccgagctce
caccacecect
gcgeggtege
tcagctceccte
gttcaccggt
ggcctgegag
tcacggtcge
gggtggcgag
cctegeegtg
caccctcatg

ggatcgcettt

gcgcgacgge

agcggcgecg
gataccctcg
agcgccgecg
gagagccecy
ggcggtggeg
aagaccctcc
tacagcgcecce
ctcgatcceg
aaggtggacg
ccttttgatc
gtgctcgacg
cagggcaaga
aaccgccacg

ctcaccctca

<223> amir_4259 de codones optimizados para SAM2179

<400> 12

29

tgagcgccce
ccecgectege
ccgagctcge
ccceteegega
tggcectcega
tcegegecct
tcgeccatgge
atgtggccge
tgegegtggg
tecgtgttegt
gcggtetcect
cctacctceccece
tggcccageg

tcegeegegt

tggtgcccct
cggtcgcagce
cagcggegtyg
gcetegeegee
gcaggagatg
ccgegeccege
cgaggagctc
ctttgececge
tcecegeecte
ggatgccgac
cgecccectcecac
cggtgececcge
cceccgacgtg

gacccctgge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

855



10

atgaccacca
gtggaggagc
cgcattgeccg
caccgcctcece
gcecctececte
gatgcctttg
ctcctcacceg
cgcgtgecca
aaccacggtc
gacttcagct
gtgaagattg
gatctcctce
cgcaaggtga
gagctcgacc
gccecctgaga
accattgccg
ctcagcaagg
gccaccgaga
attggcacct
gcccaccgeg
acccgcagceg
<210> 13

<211> 957
<212> ADN

acctcaccge
gcgattacct
atcaccaccg
acggcgatcg
tcgeccatcga
gcgagtttgg
acgtggeegg
ccagcctcat
gcaccaagaa
ttectecggcecac
ccgtggtgge
acaccgcectt
cccacgaggce
tcgatecgege
ccccectacct
agcgccgegg
tgggcctcag
gcatcgtgca
gctgcttegt
agctcgtgge

gtgccgectg

<213> Scheffersomyces stipitis

<400> 13

atgccttcta ttaagttgaa ctectggttac gacatgeccag cegteggttt cggetgttgg

ES 2742 162 T3

caccgtgacc
cctcacctac
cgceccacggt
cattcgcgece
cgagacccag
tctcattcge
tttegeectge
tggcctcatt
ccgececteggt
cctececccace
caacgccgag
tggcaccgtg
cattggcacc
cattgccttce
ccacggccac
ttacctecgece
cctcgacage
gacccgcgat
gaacgacctc
ccgctaccect

a

gccaccgaga
gtggacggtg
cgctgectceca
tacttcgagce
aagagcctcc
aaggagcccg
gcegtgttte
gatgccagecg
gcctttecacg
gagcaggtgc
gtgttcecgece
gatggtaccc
atgctcgeccce
ggtcacacct
gccatcageg
accagcgagce
ccccacctca
ggtctccage
accgagagcg

cgcggtggeg

30

acgactttcg
ccttcagecce
tgatcgtgga
accacggcat
gcaccgtgga
tgctcgtggt
gccgcagceac
tggccatcaa
ccagcaagga
gcaacggcat
tcctcgagaa
ctcagctecg
tcgaggcccce
ggagccccgce
tggacatggce
gcgatcgcat
ccecctgaget
gcgccgcecat
agctcctcga

ccggcgagga

cgtgcgegece
tgagagcagc
cgccaacgtg
cgccectcacce
gcgcategtg
gggcggtgge
cgattacgtg
ggtggecegtg
ggtggtgecte
ggccgagcete
gtacggtgag
cgagaccgcec
taacctccge
cctecgagcetce
cctcagetge
cttttggctce
cctecgegee
gcctegecce

tggtctcgcece

cgtgcgegtyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1221

60



aaagtcgacg
ttgttcgacg
gccattgacg
aactaccacc
gttgactacg
gaagaaaagt
gttccaattt
tctatcggtg
atcaagccat
gaattcgete
ttcgttgaat
atcaaggcta
tcccaaagag
aaggacgtca
atcaacttga
<210> 14

<211>1092
<212> ADN

tcgacacctg
gtgccgaaga
aaggtatcgt
acccagacaa
ttgacttgtt
acccaccagg
tagagacctg
tttctaactt
ctgtcttgeca
aatcccgtgg
tgaaccaagg
tcgetgetaa
gcattgccat
acagcttcga

gattcaacga

<213> Scheffersomyces stipitis

<400> 14

ES 2742 162 T3

ttctgaacag
ttacgccaac
caagcgtgaa
cgtcgaaaag
cttgatccac
attctactgt
gaaggctctt
cccaggtgcet
agttgaacac
tattgectgte
tagagctttg
gcacggtaag
cattccaaag
cttggacgaa

cccatgggac

atctaccgtg
gaaaagttag
gacttgttcce
gccttgaaca
ttccecagtea
ggtaagggtg
gaaaagttgg
ttgctecttgg
cacccatact
accgettact
aacacttctc
tctcecagete
tccaacactg
caagatttcg

tgggacaaga

31

ctatcaagac
ttggtgeegg
ttacctccaa
gaaccctttce
ccttecaagtt
acaacttcga
tcaaggcecgg
acttgttgag
tgcaacaacc
cttegttegg
cattgttcga
aagtcttgtt
tcccaagatt
ctgacattgce

ttecctatett

cggttacaga
tgtcaagaag
gttgtggaac
tgacttgcaa
cgttccatta
ctacgaagat
taagatcaga
aggtgctacc
aagattgatc
tcctecaatet
gaacgaaact
gagatggtct
gttggaaaac
caagttggac

cgtctaa

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

957



atgactgcta
gatgccccag
tgtggttcecg
ccaatggtct
tctcttaagg
gaatacaaga
tccaaggaag
gacttcttgg
ttgtctgttg
gtctttggtg
aagggtgtca
gctgctactce

ggtggtaacg

ggtgttgacg
gtcagcttce
tacggattca
agagaaaatg
gctattgaag

ggcectgagt

<210> 15
<211> 1803
<212> ADN

acccttectt
aaatctctga
acatccactt
tgggtcacga
ttggtgacaa
gcggtcacta
gcgaaccaaa
tcaagttgcce
gtgtccacge
ctggtcctgt
tcgtegttga
acaccttcaa

tgccaaacgt

ccattgccce
caatcaccgt
acgactacaa
ctccaattga
cctacgactt

aa
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ggtgttgaac
acctaccgat
ctacgccceat
atccgeceggt
cgtcgetate
caacttgtgt
cccaccaggt
agaccacgtc
ctctaagttg
tggtcttttg
cattttcgac
ctccaagacc

cgttttggaa

aggtggtegt
tttcgeccatg
gactgctgtt
ctttgaacaa

ggtcagagcecc

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 15

aagatcgacg
gtcctegtcee
ggtagaatcg
actgttgtce
gaaccaggta
cctcacatgg
accttatgta
agcttggaac
ggttcegttg
gctgectgetg
aacaagttga

ggtggttctg

tgtactggtg

ttcgttcaag
aaggaattga
ggaatctttg

ttgatcaccc

ggtaagggtg

32

acatttcgtt
aggtcaagaa
gtaacttcgt
aggttggtaa
ttccatccag
ccttecgecge
agtacttcaa
tcggtgetcet
ctttcggcga
tcgccaagac
agatggccaa
aagaattgat

ctgaaccttg

tcggtaacge
ctttgttcgg
acactaacta
acagatacaa

ctgtcaagtg

cgaaacttac
aaccggtatc
tttgaccaag
gggtgtcacc
attctccgac
tactcctaac
gtcgccagaa
tgttgagcca
ctacgttgcece
ctteggtget
ggacattggt
caaggctttc

tatcaagttg

tgctggtcca
ttctttcaga
ccaaaacggt
gttcaaggac

tctcattgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1092



atgttgtgtt
tcatactatc
gacctaaaaa
acaaagaagg
gaggctctag
atggccgtcet
tctetgttag
gtagcatttg
caagagtttg
gcccatttta
tacgaaaaaa
catcttgttg
agaaaattca
agacaaaaat
tttattgaga
ttagccacta
agtactacag
attcatccaa
gcaagggaga
aacgattgga
ttaggtgtat

gttatcttca

cagtaattca
ttgggtttga
ttgtccattc
gtgtctatat
atctggttct
cagggtcctg
agcaattgaa
caaggcaaac
aagagtgcat
gatttactgg
caaagaccat
aattagagga
gtgatgagct
taatgagagc
agtacggttt
tatgttecttt
ttecttetggt
ctctgccaaa
ggataagaga
ctctttttaa
attttcctct

atccaaaaac
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gagacagaca
tctttecgace
agaaacagtg
acacggcgac
ctcgaaatat
ccagcagcac
taagaaaccg
cgcccccaat
aggtgggcct
tcctcaaatt
ttctttagtg
ggcagatgcce
actacatcta
acccatgaaa
caatacaaac
accccectgegg
caccgataag
ccattatatg
cgagttaaac
tcaagctgtg
gggggagatc

gggtatgatt

agagaggttt
caacaactga
gaatttgaaa
actatcgaat
cgcgaggcta
gggtctgtct
gaaaaagatt
tggcaagacc
gaaaaaatgg
ctgaaaattg
tctaattttt
tgtggtatga
attgatagtt
aatttgatag
tgcaaggtct
aagaatgacg
tatcacccct
ggtatgattt
aaagaacggg
ctagatgact

gttcctageg

gaaagagagg

33

ccaacacaat
aatgtctcge
aggatcttcc
gtcecegtage
aatttccatt
actggtcctce
tattgcacta
acagtactgce
ctcaattaac
cacaattaga
tgacttctat
acctttatga
cttctaagga
cgggtaccat
ctcccatgac
ttctegttte
ctccgaacta
gttattgtaa
aaaataatta
cagaaagtag
taaaagccat

tggccaagtt

gtctttagac
cattaaccag
gcattatcac
catgtggtta
gaacaaagtt
ccaagccgaa
cgtgagctct
aaagcaatgt
agggtccaga
accagaagct
cttagtgggce
tatacgtgaa
taaaactatc
ctgtaaatat
tggggataat
cctaggaaca
tcatctttte
tggttctttg
tgagaagact
tgaaaatgaa
aaacaaaagg

caaagacaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



aggcacgatg
cceetgettt
aagtttgatt
ttttttgtag
ggtgctacaa
tataaggcca
tttctgaatg
aattgggatc

taa

ccaaaaatat
cggattcaaa
acgatgaatc
gtggggcttce
agggtaattt
tgtggtcatt
acaattttcc

gctataattc

ES 2742 162 T3

tgtagaatca
cgcaagctca
tcecgetgegg
taaaaacgat
taggctagaa
gttatatgac
atggcatgta

caagattgtc

caggctttaa
caacagagac
gactacctaa
gctattgtga
acaccaaact
tctaataaaa
atggaaagca

ccettaageg

34

gttgcagggt
tgaacgaaga
ataaaaggcc
agaagtttgc
catgtgccct
ttgcagttcce
tatccgatgt

aactggaaaa

aagaatatct
tacaatcgtg
agaaaggact
tcaagtcatt
tggtggttgt
ttttgataaa
ggataatgaa

gactctcatce

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1803
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir un aminoacido tipo micosporina, que comprende las etapas de:

cultivar un microorganismo que produce el aminoacido tipo micosporina de forma extracelular,
aislar la solucién de cultivo de células microbianas y la solucion de cultivo extracelular, y
recuperar el aminoacido tipo micosporina de la solucién de cultivo extracelular

en donde el microorganismo comprende genes de enzimas biosintéticas de aminoacidos tipo micosporina
heterdlogos, y los genes de enzimas biosintéticas de aminoacidos tipo micosporina estan compuestos por
amir_4256, amir_4257, amir_4258 y amir_4259 derivados de Actinosynnema mirum o compuestos de amir_4256 de
codones optimizados (SEQ ID NO: 9), amir_4257 de codones optimizados (SEQ ID NO: 10), amir_4258 de codones
optimizados (SEQ ID NO: 11) y amir_4259 de codones optimizados (SEQ ID NO: 12).

2. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende ademas una etapa de purificacién del aminoacido
tipo micosporina recuperado.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde el microorganismo es un microorganismo
perteneciente a Escherichia coli, levaduras, actinomicetos, microalgas o laberintulidos.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el microorganismo es un actinomiceto.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el actinomiceto pertenece al género Streptomyces, al
género Actinosynnema, al género Pseudonocardia o al género Corynebacterium.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el microorganismo es un laberintdlido y pertenece al
género Aurantiochytrium.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el microorganismo es una levadura y pertenece al género
Saccharomyces.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde un codoén de al menos un gen
de los genes de la enzima biosintética de aminoacidos tipo micosporina se modifica para un microorganismo en el
que se va a introducir el gen.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el microorganismo es
Streptomyces avermitilis MA-4680 (numero de ingreso NITE: NBRC 14893), Streptomyces lividans 1326 (NITE
numero de ingreso: NBRC 15675), Corynebacterium glutamicum ATCC13032 (NITE numero de ingreso: NBRC
12168), Aurantiochytrium sp. SAM2179 (FERM BP-5601), Escherichia coli JM109 o Saccharomyces cerevisiae
YPH499XW.
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[Figura 2]
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