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DESCRIPCIÓN

Microorganismo que tiene un nivel de energía intracelular mejorado y procedimiento de producción de L-aminoácidos 
utilizando el mismo

Campo técnico

La presente solicitud se refiere a un microorganismo recombinante que tiene un nivel de energía intracelular mejorado 5
y a un procedimiento para producir L-aminoácidos utilizando el microorganismo.

Antecedentes de la técnica

Para la producción de un material deseado utilizando un microorganismo, se han utilizado principalmente 
planteamientos específicos del material deseado, tales como la mejora de la expresión de genes que codifican enzimas 
involucradas en la producción del material deseado o la eliminación de genes innecesarios. Por ejemplo, se han 10
desarrollado varias cepas útiles que incluyen a E. coli capaces de producir un L-aminoácido deseado con un alto 
rendimiento mediante la mejora de una ruta biosintética del L-aminoácido. La producción de alto rendimiento de los 
materiales útiles deseados utilizando microorganismos requiere la producción y el mantenimiento de suficiente 
energía.

Para la biosíntesis in vivo de materiales tales como proteínas, ácidos nucleicos, etc., se utiliza energía conservada en 15
forma de NADH, NADPH y ATP (adenosina-5’-trifosfato). Particularmente, el ATP es un portador de energía que 
transporta la energía química producida en reacciones metabólicas a diversas actividades de los organismos.

El ATP se produce principalmente en procesos metabólicos de microorganismos. Las principales vías de producción 
de ATP intracelular son la fosforilación a nivel de sustrato que tiene lugar a través de la glucólisis o la fosforilación 
oxidativa que produce ATP a través del sistema de transporte de electrones utilizando el poder reductor acumulado 20
en el NADH, etc., a través de la glucólisis. El ATP generado se consume in vivo en actividades tales como la biosíntesis, 
movimiento, transducción de señales y división celular. Por lo tanto, los microorganismos industriales utilizados para 
la producción de los materiales útiles deseados generalmente muestran una alta demanda de ATP. Por consiguiente, 
se han realizado estudios para mejorar la productividad aumentando los niveles de energía intracelular en la 
producción en masa de materiales útiles deseados (Biotechnol Adv (2009) 27:94-101).25

El hierro es uno de los elementos esenciales para el mantenimiento de la homeostasis de los microorganismos, y E. 
coli utiliza varias rutas para la absorción de hierro (Mol Microbiol (2006) 62:120-131). Una de las rutas de absorción 
de hierro es absorber hierro a través de canales complejos de FhuCDB formados por proteínas FhuC, FhuD y FhuB. 
Recientemente, se reveló que, en presencia de exceso de L-triptófano en las células, la proteína TrpR que regula la 
expresión de genes implicados en la biosíntesis de L-triptófano forma un complejo con L-triptófano y, a su vez, este 30
complejo se une a una región reguladora del operón fhuCDB, sugiriendo la posibilidad de una correlación entre la 
absorción de hierro a través del complejo proteico FhuCDB y la biosíntesis de L-triptófano. Sin embargo, la función del 
complejo proteico FhuCDB en la biosíntesis de L-triptófano, y su efecto sobre la absorción de hierro aún no se tiene 
clara (Nat Chem Biol (2012) 8:65-71).

El documento EP 1 829 965 se refiere a una cepa mutante de E. coli que tiene un ADN cromosómico que es al menos 35
470 kpb más corto que el de una cepa de E. coli de tipo salvaje, y que muestra la propiedad de que el número de 
células después de un cierto período en cultivo es mayor que el de una cepa de tipo salvaje.

El documento WO 2007/024756 se refiere a cepas de E. coli MGl 655 con el genoma reducido. El documento WO 
2007/024756 menciona cepas que tienen una o más de una tasa de crecimiento, eficiencia de transformación, 
expresión de proteínas, producción de ADN, rendimiento de ADN y/o calidad de ADN igual o mejorada en comparación 40
con la cepa parental y las cepas disponibles comercialmente.

Mademidis y col., 1998, Molecular and General Genetics, 258 (12): 156-165 se refiere a la actividad transportadora de 
derivados de FhuA, FhuC, FhuD y FhuB en un sistema libre de efectos polares y a la estequiometría de los 
componentes involucrados en la absorción de ferricromo.

El documento WO 02/077183 se refiere a secuencias de ácidos nucleicos antisentido que inhiben la proliferación de 45
procariotas.

Los presentes inventores han estudiado procedimientos para mejorar los niveles de ATP y aumentar la capacidad de 
producción de materiales deseados útiles tales como los L-aminoácidos, y descubrieron que los niveles de ATP 
intracelular pueden mejorarse mediante la inactivación de la función del complejo proteico FhuCDB mediante la 
eliminación del gen fhuCDB y, como resultado, se puede aumentar la capacidad de producción de los materiales 50
deseados, completando de esta forma la presente solicitud.

Descripción detallada de la invención

PROBLEMA TÉCNICO
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Un objeto de la presente solicitud es proporcionar un microorganismo que tiene un nivel de ATP intracelular mejorado.

Otro objeto de la presente solicitud es proporcionar un procedimiento para producir un material deseado utilizando el 
microorganismo que tiene el nivel de ATP intracelular mejorado.

SOLUCIÓN TÉCNICA

La invención es tal y como se define en las reivindicaciones adjuntas.5

La presente invención proporciona un procedimiento para producir L-aminoácidos, comprendiendo el procedimiento:

cultivar un microorganismo del género Escherichia en un medio y
recuperar L-aminoácidos de los medios de cultivo o del microorganismo;
en el que el microorganismo tiene un nivel de ATP intracelular aumentado, en comparación con una cepa no 
modificada, en el que una o más proteínas seleccionadas de una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 5, 10
una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6 y una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 7, que 
constituyen un sistema de absorción de hierro, están inactivadas en el microorganismo;
en el que el microorganismo del género Escherichia tiene una capacidad mejorada para producir L-aminoácido, en 
comparación con una cepa no modificada; y
en el que el L-aminoácido es L-treonina o L-triptófano.15

El microorganismo es un microorganismo en el cual las actividades de una o más de la proteína FhuC, la proteína 
FhuD y la proteína FhuB que constituyen el sistema de absorción de hierro, están inactivadas y, por lo tanto, tiene un 
mayor nivel de ATP intracelular, en comparación con una cepa no modificada.

El término "FhuCDB", como se usa en el presente documento, es un componente de un sistema de absorción de hierro 
(sistema fhu) que incluye productos de expresión de fhuA, fhuC, fhuD y fhuB dispuestos en un operón. El fhuA codifica 20
el OMP multifuncional FhuA (79 kDa) que actúa como un receptor para ferricromo-hierro, bacteriófagos, toxinas 
bacterianas y antibióticos. FhuA es específico de Fe3+-ferricromo, y actúa como un canal de apertura específica de 
ligando (Protein Sci 7, 1636-1638). Las otras proteínas del sistema fhu, en concreto, FhuD, FhuC y FhuB también son 
esenciales para las funciones del sistema de absorción de hierro. Una proteína periplásmica, FhuD y proteínas 
asociadas a la membrana citoplasmática, FhuC y FhuB forman el complejo FhuCDB, que funciona para transportar 25
ferricromo y otros compuestos de Fe3+-hidroxamato (Fe3+-aerobactina, Fe3+-coprogen) a través de la membrana 
citoplasmática desde el periplasma al citoplasma (J Bacteriol 169, 3844-3849). La absorción de hierro a través del 
complejo FhuCDB consume una molécula de ATP, y para este proceso de absorción de hierro, un complejo proteico, 
TonB-ExbB-ExbD proporciona energía (FEBS Lett 274, 85-88).

FhuC codifica una proteína asociada a la membrana citoplasmática de 29 kDa y forma un canal para la absorción de 30
hierro, junto con FhuD y FhuB. FhuC puede tener una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 5 y, 
específicamente, FhuC puede estar codificado por la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 1.

FhuD codifica una proteína asociada a la membrana citoplasmática de 31 kDa y forma un canal para la absorción de 
hierro, junto con FhuC y FhuB. FhuD puede tener una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6 y, 
específicamente, FhuD puede estar codificado por una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 2.35

FhuB codifica una proteína asociada a la membrana citoplasmática de 41 kDa y forma un canal para la absorción de 
hierro, junto con FhuC y FhuB. FhuB puede tener una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 7 y, 
específicamente, FhuB puede estar codificado por una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NO: 3.

Específicamente, aunque las proteínas tienen actividades idénticas, hay pequeñas diferencias en las secuencias de 
aminoácidos entre los sujetos. Por lo tanto, FhuC, FhuD y FhuB pueden tener las SEQ ID NO: 5, 6 y 7, 40
respectivamente. Además, en las secuencias de nucleótidos, se pueden hacer varias modificaciones en la región 
codificante siempre que no cambien las secuencias de aminoácidos de las proteínas expresadas a partir de la región 
codificante, debido a la degeneración de codones o teniendo en cuanta los codones preferentes por el organismo en 
el que se van a expresar. La secuencia de nucleótidos descrita anteriormente se proporciona solo como un ejemplo 
de varias secuencias de nucleótidos elaboradas mediante un procedimiento bien conocido por los expertos en la 45
materia, pero sin limitarse al mismo.

El término "homología", como se usa en el presente documento, se refiere a un grado de identidad entre bases o 
restos de aminoácidos después de que ambas secuencias se alinean para que coincidan mejor en ciertas regiones 
comparables en una secuencia de aminoácidos o nucleótidos de un gen que codifica una proteína. Si la homología es 
suficientemente alta, los productos de expresión de los genes correspondientes pueden tener una actividad idéntica o 50
similar. El porcentaje de la identidad de secuencia puede determinarse usando un programa de comparación de 
secuencias conocido, por ejemplo, BLASTN (NCBI), CLC Main Workbench (CLC bio), MegAlign™ (DNASTAR Inc), 
etc.

El término "microorganismo", como se usa en el presente documento, se refiere a un microorganismo que tiene el nivel 
de ATP intracelular mejorado y que es del género Escherichia. Específicamente, el microorganismo puede ser E. coli.55
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La "cepa no modificada", como se usa en el presente documento, se refiere a un microorganismo que no esta 
modificado por una técnica de biología molecular tal como la mutación o la recombinación. Específicamente, la cepa 
no modificada se refiere a un microorganismo antes de aumentar el nivel de ATP intracelular, en el cual el nivel 
intracelular de ATP se aumenta al inactivar uno o más de uno de FhuC, FhuD y FhuB que constituyen el sistema de 
absorción de hierro, complejo FhuCDB, teniendo así una reducción del consumo intracelular de ATP. Es decir, la cepa 5
no modificada se refiere a un microorganismo original del cual deriva el microorganismo recombinante.

El microorganismo incluye la inactivación de uno o más de uno de FhuC, FhuD y FhuB y, específicamente, la 
inactivación de una combinación de FhuC, FhuD y FhuB y, más específicamente, la inactivación de todo FhuC, FhuD 
y FhuB.

El término "inactivación", como se usa en el presente documento, significa que la actividad de la proteína 10
correspondiente se elimina o debilita por mutación debido a la deleción, sustitución o inserción de parte o la totalidad 
del gen que codifica la correspondiente proteína, por modificación de una secuencia reguladora de la expresión para 
reducir la expresión del gen, por modificación de la secuencia del gen cromosómico para debilitar o eliminar la actividad 
de la proteína, o por combinaciones de las mismas.

Específicamente, la deleción de parte o de la totalidad del gen que codifica la proteína puede realizarse mediante el 15
reemplazo de un polinucleótido que codifica una proteína diana endógena en el cromosoma, con un polinucleótido del 
que se elimina una secuencia parcial o con un gen marcador a través de un vector de inserción en el cromosoma 
bacteriano. Además, se puede inducir una mutación usando un mutágeno tal como sustancias químicas o luz UV, 
obteniendo de este modo un mutante que tiene la deleción del gen correspondiente, pero sin limitarse al mismo.

La expresión "secuencia reguladora de la expresión", como se usa en el presente documento, una secuencia de 20
nucleótidos que regula una expresión génica, se refiere a un segmento capaz de aumentar o disminuir la expresión 
de un gen particular en un sujeto, y puede incluir un promotor, un sitio de unión del factor de transcripción, un sitio de 
unión a ribosomas, y una secuencia que regula la terminación de la transcripción y la traducción, pero sin limitarse al 
mismo.

Específicamente, la modificación de la secuencia reguladora de la expresión para causar una disminución en la 25
expresión génica puede realizarse induciendo mutaciones en la secuencia reguladora de la expresión mediante 
deleción, inserción, sustitución conservativa o no conservativa de la secuencia de nucleótidos o una combinación de 
las mismas para debilitar aún más la actividad de la secuencia reguladora de la expresión, o reemplazando la 
secuencia reguladora de la expresión con la secuencia que tiene una actividad más débil, pero sin limitarse al mismo.

El microorganismo es un microorganismo del género Escherichia que tiene una capacidad de producción mejorada de 30
los L-aminoácidos L-treonina o L-triptófano, en comparación con una cepa no modificada. En el microorganismo del 
género Escherichia de la presente solicitud, una o más de las proteínas que constituyen el complejo FhuCDB se 
inactivan para inactivar la vía de absorción de hierro y, por lo tanto, la absorción de hierro a través de esta vía reduce 
el consumo de ATP. Como resultado, el microorganismo del género Escherichia tiene un nivel mejorado de ATP 
intracelular, en comparación con la cepa no modificada y, en consecuencia, el microorganismo tiene la capacidad de 35
producción mejorada de los L-aminoácidos L-treonina o L-triptófano.

La expresión "microorganismo que tiene la capacidad de producción mejorada" se refiere a un microorganismo que 
tiene una capacidad de producción mejorada de los L-aminoácidos L-treonina o L-triptófano, en comparación con una 
cepa no modificada o una célula parental antes de la modificación.

En una realización específica, el microorganismo puede ser E. coli que tiene una capacidad de producción de L-40
triptófano mejorada, en el que dichas una o más de FhuC, FhuD y FhuB de E. coli que tienen una capacidad de 
producción de L-triptófano se inactivaron, y que tiene un nivel de ATP intracelular mejorado, en comparación con una 
cepa no modificada. La E. coli que tiene la capacidad de producción de L-triptófano se puede obtener aumentando la 
expresión de un gen del operón de L-triptófano, eliminando la inhibición por retroalimentación por producto final del L-
triptófano, o eliminando la inhibición y la atenuación del gen del operón de L-triptófano a nivel transcripcional, pero sin 45
limitarse al mismo.

En una realización específica de la presente solicitud, el microorganismo puede ser E. coli que tiene una capacidad 
de producción mejorada de L-treonina, en el que dichas una o más de FhuC, FhuD y FhuB de la E. coli que tiene una 
capacidad de producción de L-treonina se inactivaron y que tiene un nivel de ATP intracelular mejorado, en 
comparación con una cepa no modificada. La E. coli que tiene la capacidad de producción de L-treonina puede 50
obtenerse aumentando la expresión de un gen del operón de L-treonina, eliminando la inhibición por retroalimentación 
por producto final de la L-treonina, o eliminando la inhibición y atenuación del gen del operón de L-treonina a nivel 
transcripcional, pero sin limitarse al mismo.

En el procedimiento para producir L-aminoácidos de acuerdo con una realización específica de la presente solicitud, 
el cultivo del microorganismo que tiene la capacidad de producción de L-aminoácidos puede realizarse de acuerdo 55
con un medio apropiado y en condiciones de cultivo conocidas en la técnica. Los expertos en la materia pueden ajustar 
fácilmente los procedimientos de cultivo de acuerdo con el microorganismo seleccionado. Los ejemplos de los 
procedimientos de cultivo incluyen los de tipo discontinuo, tipo continuo y de tipo discontinuo alimentado, pero no se 

E15795904
05-11-2019ES 2 754 355 T3

 



5

limita a los mismos.

Un medio utilizado para el cultivo debe cumplir los requisitos para el cultivo de un microorganismo específico. Los 
medios de cultivo para diversos microorganismos se describen en una referencia ("Manual of Methods for General 
Bacteriology" por la American Society for Bacteriology, Washington D.C., USA, 1981.). Estos medios incluyen una 
variedad de fuentes de carbono, fuentes de nitrógeno y oligoelementos. La fuente de carbono incluye hidratos de 5
carbono tales como la glucosa, lactosa, sacarosa, fructosa, maltosa, almidón y celulosa; lípidos tales como aceite de 
soja, aceite de girasol, aceite de ricino y aceite de coco; ácidos grasos tales como el ácido palmítico, ácido esteárico 
y ácido linoleico; alcoholes tales como glicerol y etanol; y ácidos orgánicos tales como el ácido acético. Estas fuentes 
de carbono pueden utilizarse solas o en conjunto, pero sin limitarse a las mismas. La fuente de nitrógeno incluye 
fuentes de nitrógeno orgánico, tales como peptona, extracto de levadura, jugo de carne, extracto de malta, licor de 10
maceración de maíz (CSL) y harina de frijol y fuentes de nitrógeno inorgánico tales como urea, sulfato de amonio, 
cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio. Estas fuentes de nitrógeno pueden 
utilizarse solas o en conjunto, pero sin limitarse a las mismas. Adicionalmente, el medio puede incluir dihidrógeno 
fosfato de potasio, hidrogeno fosfato de dipotasio y las correspondientes sales que contienen sodio de los mismos 
como fuente de fósforo, pero sin limitarse al mismo. También, el medio puede incluir un metal tal como el sulfato de 15
magnesio o el sulfato de hierro. Además, también se pueden agregar aminoácidos, vitaminas y precursores 
apropiados.

Además, para mantener el cultivo en condiciones aeróbicas, se puede inyectar oxígeno o gas que contiene oxígeno 
(por ejemplo, aire) en el cultivo. La temperatura del cultivo puede ser generalmente de 20 °C-45 °C y, específicamente, 
de 25 °C-40 °C. El cultivo puede continuar hasta que la producción de L-aminoácidos tales como L-treonina o L-20
triptófano alcance el nivel deseado y, específicamente, un tiempo de cultivo puede ser de 10 horas-100 horas.

El procedimiento para producir L-aminoácidos de acuerdo con la presente solicitud incluye la recuperación de los L-
aminoácidos L-treonina o L-triptófano a partir de los medios de cultivo o del microorganismo así obtenido. La 
recuperación de L-aminoácidos puede realizarse mediante un procedimiento apropiado conocido en la técnica, 
dependiendo del procedimiento de cultivo del microorganismo de la presente solicitud, por ejemplo, de tipo discontinuo, 25
tipo continuo o de tipo discontinuo alimentado, con el fin de purificar o recuperar los L-aminoácidos deseados del 
cultivo del microorganismo, pero sin limitarse al mismo.

Efectos ventajosos de la invención

De acuerdo con la presente solicitud, cuando un microorganismo del género Escherichia tiene un nivel mejorado de 
ATP intracelular, en comparación con una cepa no modificada, y se usa un procedimiento para producir un material 30
deseado usando el mismo, el alto nivel de ATP intracelular mejora la expresión génica, la biosíntesis, el transporte de 
materiales, etc., produciendo eficientemente de esta manera el material útil deseado incluyendo proteínas, L-
aminoácidos, etc.

Descripción de los dibujos

La figura 1 muestra los niveles de ATP intracelular de E. coli de acuerdo con una realización específica de la 35
presente solicitud, en comparación con una cepa no modificada;
La figura 2 muestra los niveles de ATP intracelular de E. coli derivada del tipo salvaje que tiene una capacidad de 
producción de L-triptófano de acuerdo con una realización específica de la presente solicitud, en comparación con 
una cepa no modificada;
La figura 3 muestra los niveles intracelulares de ATP de E. coli que tiene una capacidad de producción de L-40
treonina de acuerdo con una realización específica de la presente solicitud, en comparación con una cepa no 
modificada;
La figura 4 muestra los niveles intracelulares de ATP de la E. coli que tiene una capacidad de producción de L-
triptófano de acuerdo con una realización específica de la presente solicitud, en comparación con una cepa no 
modificada;45
La figura 5 muestra la capacidad de producción de L-treonina de E. coli que tiene una capacidad de producción de 
L-treonina de acuerdo con una realización específica de la presente solicitud, en comparación con una cepa no 
modificada; y
La figura 6 muestra la capacidad de producción de L-triptófano de E. coli que tiene una capacidad de producción 
de L-triptófano de acuerdo con una realización específica de la presente solicitud, en comparación con una cepa 50
no modificada.

Descripción de la invención

En lo sucesivo en el presente documento, la presente solicitud se describirá con más detalle con referencia a ejemplos. 
Sin embargo, estos ejemplos son solo para fines ilustrativos y no se pretende que el ámbito de la presente solicitud 
esté limitado por estos ejemplos.55

Ejemplo 1: Preparación de E. coli W3110 de tipo salvaje que tiene inactivación de proteínas codificadas por 
los genes fhuC, fhuD y fhuB
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En este ejemplo, los genes fhuC, fhuD y fhuB de E. coli W3110 (ATCC® 39936™) de tipo salvaje se eliminaron 
mediante recombinación homóloga, respectivamente.

Los genes fhuC, fhuD y fhuB que van a ser eliminados tienen secuencias de nucleótidos de las SEQ ID NO: 1, 2 y 3, 
respectivamente, y estos genes existen en la forma del operón de la SEQ ID NO: 4.

Para eliminar a fhuC, fhuD y fhuB, se realizó una inactivación en un solo paso utilizando la recombinasa lambda Red 5
desarrollada por Datsenko KA, y col. (Proc Natl Acad Sci USA., (2000) 97:6640-6645). A modo de marcador para 
confirmar la inserción en el gen, se utilizó un gen de cloranfenicol de pUCprmfmloxC,  que se preparó ligando un 
promotor rmf a pUC19 (New England Biolabs (USA)) y ligando un casete mutado loxP-CmR-loxP obtenido de 
pACYC184 (New England Biolab) al mismo (solicitud de patente coreana N.º 2009-0075549).

Primero, la reacción primaria en cadena de la polimerasa (más adelante denominada ’PCR’) se realizó usando el 10
pUCprmfmloxC como una plantilla y combinaciones de cebadores de las SEQ ID NO: 8 y 9, 10 y 11, 12 y 13, y 8 y 13 
que tienen una parte de los genes fhuC y fhuB y una secuencia parcial del gen de resistencia al cloranfenicol del gen 
pUCprmfmloxC bajo las condiciones de 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C durante 30 segundos, hibridación a 
55 °C durante 30 segundos y elongación a 72 °C durante 1 minuto, obteniendo de esta manera productos de PCR de 
aproximadamente 1,2 kb, ΔfhuC1st, ΔfhuD1st, ΔfhuB1st y ΔfhuCDB1st.15

A continuación, los productos de PCR de 1,2 kb, ΔfhuC1st, ΔfhuD1st, ΔfhuB1st y ΔfhuCDB1st obtenidos por PCR se 
sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 % y luego se eluyeron y se usaron como plantilla para la PCR 
secundaria. La PCR secundaria se realizó usando los productos eluidos de la PCR primaria como plantillas y las 
combinaciones de cebadores de las SEQ ID NO: 14 y 15, 16 y 17, 18 y 19, 14 y 19 que contienen secuencias de 
nucleótidos de 20 pb de las regiones 5’ y 3’ de los productos de PCR obtenidos en la PCR primaria bajo las condiciones 20
de 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C durante 30 segundos, hibridación a 55 °C durante 30 segundos y elongación 
a 72 °C durante 1 minuto, obteniendo de esta manera productos de PCR de aproximadamente 1,3 kb, ΔfhuC, ΔfhuD, 
ΔfhuB y ΔfhuCDB. Los productos de PCR obtenidos de este modo se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa 
al 0,8%, luego se eluyeron y se usaron en recombinación.

La E. coli W3110, que se transformó con un vector pKD46 de acuerdo con el procedimiento de inactivación en un paso 25
desarrollado por Datsenko KA y col. (Proc Natl Acad Sci USA., (2000) 97:6640-6645), se preparó a modo de cepa 
competente, y la transformación se realizó introduciendo el fragmento de gen de 1,3 kb obtenido mediante la PCR 
primaria y secundaria. Las cepas se cultivaron en el medio LB suplementado con cloranfenicol y se seleccionaron los 
transformantes que tienen resistencia al cloranfenicol. La eliminación de alguno o de la totalidad de fhuC, fhuD y fhuB
se confirmó mediante los productos de PCR de aproximadamente 4,4 kb, aproximadamente 4,3 kb, aproximadamente 30
3,3 kb, y aproximadamente 1,6 kb que se amplificaron por PCR utilizando genomas obtenidos de las cepas 
seleccionadas como plantillas y los cebadores de las SEQ ID NO: 20 y 21.

Después de la eliminación de pKD46 de las cepas recombinantes primarias que tienen resistencia al cloranfenicol 
obtenidas de este modo, se introdujo un vector pJW168 (Gene, (2000) 247, 255-264) en las cepas recombinantes 
primarias que tienen resistencia al cloranfenicol para eliminar el gen marcador de cloranfenicol de las cepas (Gene, 35
(2000) 247, 255-264). Se realizó una PCR utilizando cebadores de las SEQ ID NO: 20 y 21 para obtener productos de 
PCR de aproximadamente 3,4 kb, aproximadamente 3,3 kb, aproximadamente 2,2 kb y aproximadamente 0,6 kb, 
manifestando que las cepas finalmente obtenidas tenían deleción de alguno o de la totalidad de los genes fhuC, fhuD
y fhuB. Las cepas se designaron como E. coli W3110_ΔfhuC, W3110_ΔfhuD, W3110_ΔfhuB y W3110_ΔfhuCDB, 
respectivamente.40

Ejemplo 2: Medición de los niveles de ATP intracelular en el derivado de E. coli de tipo salvaje con los genes 
fhuC, fhuD y fhuB eliminados

En este ejemplo, Los niveles intracelulares de ATP en las cepas preparadas en el ejemplo 1 se midieron de manera 
práctica.

Para este fin, se empleó "An Efficient Method for Quantitative determination of Cellular ATP Synthetic Activity" ("Un 45
Procedimiento Eficaz para la determinación Cuantitativa de la Actividad Sintética de ATP Celular") desarrollado por 
Kiyotaka Y. Hara y col., en el que se usa la luciferasa, (J Biom Scre, (2006) Vol. 11, N.º 3, p. 310-17). En resumen, La 
E. coli W3110, que es una cepa no modificada utilizada en el ejemplo 1 y la E. coli W3110_ΔfhuCDB obtenida por 
deleción génica se cultivaron respectivamente durante la noche en un medio líquido LB que contiene glucosa. Después 
del cultivo, los sobrenadantes se retiraron por centrifugación, las células obtenidas de este modo se lavaron con Tris-50
Cl 100 mM (pH 7,5) y luego se trataron con tampón PB (tampón permeable: 40 % [v/v] de glucosa, 0,8% [v/v] de Triton 
X-100) durante 30 minutos para liberar el ATP intracelular de las células. A continuación, los sobrenadantes se retiraron 
mediante centrifugación y se añadió luciferina como sustrato para la luciferasa a las células. Las células se dejaron 
reaccionar durante 10 minutos. La producción de color por la luciferasa se midió usando un luminómetro para 
determinar cuantitativamente los niveles de ATP. Los resultados se proporcionan en la figura 1. Los resultados de la 55
figura 1 se registraron como el promedio de tres experimentos repetidos.

Como se muestra en la figura 1, los niveles intracelulares de ATP se incrementaron en E. coli W3110_ΔfhuC, 
W3110_ΔfhuD, W3110_ΔfhuB y W3110_ΔfhuCDB preparados en el ejemplo 1, y en cualesquiera o en la totalidad de 
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los derivados de E. coli de tipo salvaje, en los que fhuC, fhuD, y fhuB fueron eliminados, en comparación con la cepa 
no modificada, E. coli W3110.

Ejemplo 3: Preparación de la cepa productora de L-triptófano derivada del tipo salvaje que tiene inactivación 
de proteínas codificadas por los genes fhuC, fhuD, y fhuB y medición de los niveles de ATP intracelular

En este ejemplo, alguno o la totalidad los genes de fhuC, fhuD y fhuB de una cepa productora de L-triptófano derivada 5
del tipo salvaje, E. coli W3110 trpΔ2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA (publicación de patente coreana N.º 10-2013-0082121) 
fue/fueron eliminado/eliminados mediante recombinación homóloga como en el ejemplo 1 para preparar las cepas 
W3110 trpΔ2_ΔfhuC/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA, W3110 trpΔ2_ΔfhuD/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA, W3110 
trpΔ2_ΔfhuB/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA y W3110 trpΔ2_ΔfhuCDB/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA. En estas cepas preparadas 
de este modo, se midieron los niveles intracelulares de ATP de la misma manera que en el ejemplo 2 y los resultados 10
se proporcionan en la figura 2.

Como se muestra en la figura 2, se incrementaron los niveles intracelulares de ATP en las cepas, que se prepararon 
mediante la eliminación de alguno o de la totalidad de los genes fhuC, fhuD y fhuB en la cepa productora de L-triptófano 
de tipo salvaje, en comparación con una cepa no modificada y una cepa control.

Ejemplo 4: Examen de titulación de la cepa productora de L-triptófano derivada del tipo salvaje que tiene 15
inactivación de proteínas codificadas por los genes fhuC, fhuD y thub

Como se describe en el ejemplo 3, la cepa productora de L-triptófano derivada del tipo salvaje, W3110 trpΔ2/pCL-
Dtrp_atttrpEDCBA y las cepas con niveles mejorados de ATP intracelular preparadas mediante la eliminación de 
cualquiera o de la totalidad de los genes fhuC, fhuD y fhuB se sometieron a titulación utilizando glucosa como fuente 
de carbono.20

Cada una de las cepas se inoculó mediante un asa de platino en un medio sólido LB y se cultivó en una incubadora a 
37 °C durante la noche, y luego se inoculó mediante un asa de platino en 25 ml de un medio de titulación que contenía 
glucosa que contenía la composición de la tabla 1. Después, Las cepas se cultivaron en una incubadora a 37 °C y a 
200 rpm durante 48 horas. Los resultados se proporcionan en la tabla 2. Todos los resultados se registraron como el 
promedio de tres experimentos repetidos.25

[Tabla 1]

Composición Concentración (por litro)
Glucosa 60 g
K2HPO4 1 g

(NH4)2SO4 15 g
NaCl 1 g

MgSO4·H2O 1 g
Citrato de sodio 5 g

Extracto de 
levadura

2 g

CaCO3 40 g
L-fenilalanina 0,15 g

L-tirosina 0,1 g
pH 6,8

[Tabla 2]

Cepa
Cantidad de producción de L-triptófano 

(mg/l)*
W3110 trpΔ2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA 562

W3110 trpΔ2_ΔfhuC/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA 781
W3110 trpΔ2_ΔfhuD/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA 816
W3110 trpΔ2_ΔfhuB/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA 779

W3110 trpΔ2_ΔhuCDB/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA 796
* medida a las 48 horas

Como se muestra en la tabla 2, se demostró que las cepas con niveles mejorados de ATP intracelular, preparadas en 
el ejemplo 3 mediante la eliminación de alguno o de la totalidad de los genes fhuC, fhuD, y fhuB en la cepa W3110 
trpΔ2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA de tipo salvaje productora de L-triptófano, incrementaron la producción de L-triptófano 30
hasta aproximadamente el 63%, en comparación con la cepa no modificada trpΔ2/pCL-Dtrp_att-trpEDCBA. En vista 
de los niveles intracelulares de ATP constatados en la figura 2, estos resultados indican que las capacidades de 
producción de L-triptófano de las cepas se incrementaron por los niveles incrementados de ATP intracelular.

Ejemplo 5: Preparación de la cepa productora de L-treonina y la cepa productora de L-triptófano que tienen 
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inactivación de proteínas codificadas por los genes fhuC, fhuD and fhuB

En este ejemplo, los genes fhuC, fhuD, y fhuB de la cepa productora de L-triptófano KCCM10812P (patente coreana 
N.º 0792095) y de la cepa productora de L-treonina KCCM10541 (patente coreana N.º 0576342) se eliminaron 
respectivamente mediante recombinación homóloga, como en el ejemplo 1.

La cepa no modificada que tiene capacidad de producción de L-triptófano, E. coli KCCM10812P es una cepa derivada 5
de una variante de E. coli (KFCC 10066) que tiene capacidad de producción de L-fenilalanina, y es una cepa de E. coli
recombinante que tiene capacidad de producción de L-triptófano, caracterizada porque la auxotrofía cromosómica de 
triptófano se desensibilizó o se eliminó, los genes pheA, trpR, mtr and tnaAB se atenuaron y los genes aroG and trpE
se modificaron.

Además, la cepa no modificada que tiene capacidad de producción de L-treonina, E. coli KCCM10541P, es una cepa 10
derivada de E. coli KFCC10718 (publicación de patente coreana N.º 1992-0008365), y es una E. coli que tiene 
resistencia al análogo de L-metionina, un fenotipo auxotrófico para metionina, resistencia al análogo de L-treonina, un 
fenotipo auxotrófico para isoleucina obtenido por inactivación parcial, resistencia al análogo de L-lisina y resistencia al 
ácido α-aminobutírico, y capacidad de producción de L-treonina.

Los genes fhuC, fhuD y fhuB a eliminar se eliminaron de E. coli KCCM10812P y E. coli KCCM10541P 15
respectivamente, de la misma manera que en el ejemplo 1. Como resultado, se prepararon una cepa productora de L-
treonina, KCCM10541_AfhuCDB, y una cepa productora de L-triptófano, KCCM10812P_ΔfhuCDB.

Ejemplo 6: Medición de los niveles de ATP en cepas productoras de L-treonina y cepas productoras de L-
triptófano que tienen inactivación de proteínas codificadas por los genes fhuC, fhuD y fhub

En este ejemplo, Los niveles intracelulares de ATP en las cepas preparadas en el ejemplo 5 se midieron de manera 20
práctica.

Los niveles intracelulares de ATP se midieron de la misma manera que en el ejemplo 2. Los resultados se proporcionan 
en las figuras 3 y 4. Los resultados de las figuras 3 y 4 se registraron como el promedio de tres experimentos repetidos. 
Como grupos control, se usaron la cepa productora de L-treonina (E. coli KCCM10541P_ΔysaΔydaS) y la cepa 
productora de L-triptófano (E. coli KCCM10812P-ΔysaΔydaS), delecionadas con ysa e ydaS, que se sabe que tienen 25
niveles de ATP intracelular más altos que las cepas no modificadas, E. coli KCCM10812P y E. coli KCCM10541P 
usadas en el ejemplo 3 (patente coreana N.º 1327093).

Como se muestra en las figuras 3 y 4, Las cepas con eliminación de fhuC, fhuD y fhuB preparadas a partir de la cepa 
productora de L-treonina y de la cepa productora de L-triptófano en el ejemplo 3, mostraron niveles incrementados de 
ATP intracelular, en comparación con la cepa no modificada y con la cepa control.30

Ejemplo 7: Examen de titulación de la cepa productora de L-treonina que tiene las proteínas inactivadas 
codificadas por los genes fhuC, fhuD y fhub

Como se describe en el ejemplo 5, las cepas con niveles mejorados de ATP intracelular, que se prepararon por 
eliminación de los genes fhuC, fhuD y fhuB en un microorganismo productor de L-treonina, E. coli KCCM10541P 
(patente coreana N.º 0576342), se sometieron a titulación usando glucosa como fuente de carbono. La cepa 35
productora de L-treonina delecionada con ysa e ydaS (E. coli KCCM10541P_ΔysaΔydaS) se usó como grupo de 
control para comparar los resultados de la titulación.

Cada una de las cepas se cultivó en un medio sólido LB en una incubadora a 33 °C durante la noche, y luego se 
inoculó mediante un asa de platino en 25 ml de un medio de titulación que contiene glucosa que contiene la 
composición de la tabla 3. Después, Las cepas se cultivaron en una incubadora a 33 °C y a 200 rpm durante 50 horas. 40
Los resultados se proporcionan en la tabla 4 y la figura 5. Todos los resultados se registraron como el promedio de 
tres experimentos repetidos.

[Tabla 3]

Composición Concentración (por litro)
Glucosa 70 g
KH2PO4 2 g

(NH4)2SO4 25 g
MgSO4·H2O 1 g

(continuación)
Composición Concentración (por litro)
FeSO4·H2O 5 mg
MnSO4·H2O 5 mg
Extracto de 

levadura
2 g

CaCO3 30 g
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[Tabla 4]

Cepa DO562 Consumo de glucosa (g/l)*
Cantidad de producción de L-treonina 

(g/l) **
KCCM10541P 22,8 41,0 28,0 ± 0,5

KCCM10541P_ΔvsaAΔydaS 23,9 42,1 29,8 ± 0,9
KCCM10541P_ΔfhuCDB 23,1 41,8 30,5 ± 1

* medida a las 30 horas
** medida a las 50 horas

Como se muestra en la tabla 4, se demostró que la cepa de E. coli productora de L-treonina recombinante preparada 
de acuerdo con la presente solicitud mostró una actividad fisiológica similar a la de la cepa no modificada, y una 
producción de L-treonina incrementada hasta aproximadamente un 9%, en comparación con la cepa no modificada. 
En vista de los niveles intracelulares de ATP constatados en la figura 3, estos resultados indican que las capacidades 5
de producción de L-treonina de las cepas se incrementaron por el aumento de los niveles intracelulares de ATP.

Ejemplo 8: Examen de titulación de la cepa productora de L-triptófano que tiene inactivación de proteínas 
codificadas por los genes fhuC, fhuD and fhuB

Como se describe en el ejemplo 5, las cepas con niveles mejorados de ATP intracelular, que se prepararon por 
eliminación de los genes fhuC, fhuD y fhuB en un microorganismo productor de L-triptófano, KCCM10812P (patente 10
coreana N.º 0792095), se sometieron a titulación usando glucosa como fuente de carbono. La cepa productora de L-
triptófano delecionada con ysa e ydaS (E. coli KCCM10812P_ΔysaΔydaS) se usó como grupo control para evaluar la 
titulación de la misma manera que en el ejemplo 4.

Los resultados se proporcionan en las tablas 5 y 6. Todos los resultados se registraron como el promedio de tres 
experimentos repetidos.15

[Tabla 5]

Cepa DO600 Consumo de glucosa (g/l)*
Cantidad de producción de L-triptófano 

(g/l)**
KCCM10812P 18,2 45,7 5,5 ± 0,2

KCCM10812P_ΔysaAΔydaS 18,3 46,3 6,7 ± 0,1
KCCM10812P_Δ fhuCDB 17,9 47,4 7,1 ± 0,5

* medida a las 33 horas
** medida a las 48 horas

Como se muestra en la tabla 5, se demostró que la cepa recombinante de E. coli productora de L-triptófano preparada 
de acuerdo con la presente solicitud mostró una actividad fisiológica similar a la de la cepa no modificada, y una 
producción de L-triptófano incrementada hasta aproximadamente un 30%, en comparación con la cepa no modificada. 
En vista de los niveles intracelulares de ATP constatados en la figura 4, estos resultados indican que las capacidades 20
de producción de L-triptófano de las cepas se incrementaron por los niveles incrementados de ATP intracelular.

La cepa recombinante de la presente solicitud, CA04-2801 (KCCM10812P_ΔfhuCDB) se depositó en el Korean Culture 
Center of Microorganisms, una autoridad depositaria internacional, el 15 de noviembre de 2013, bajo la referencia N.º 
KCCM11474P.

<110> CJ Cheiljedang25

<120> Microorganismos con nivel de ATP intracelular mejorado y procedimiento para la producción de L-
aminoácidos usando los mismos

<130> PN103858

<160> 21

<170> KopatentIn 2.030

<210> 1
<211> 798
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>35
<221> gen
<222> (1)..(798)
<223> ORF de fhuC
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<400> 1

<210> 2
<211> 891
<212> ADN5
<213> Escherichia coli

<220>
<221> gen
<222> (1 )..(891)
<223> ORF de fhuD10

<400> 2
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<210> 3
<211> 1983
<212> ADN
<213> Escherichia coli5

<220>
<221> gen
<222> (1)..(1983)
<223> ORF de fhuB

<400> 310
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<210> 4
<211> 3667
<212> ADN
<213> Escherichia coli5

<220>
<221> gen
<222> (1)..(3667)
<223> operón fhuCDB

<400> 410
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<210> 5
<211> 265
<212> PRT
<213> Escherichia coli5
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<220>
<221> PÉPTIDO
<222> (1)..(265)
<223> FhuC

<400> 55

<210> 6
<211> 296
<212> PRT
<213> Escherichia coli10
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<220>
<221> PÉPTIDO
<222> (1)..(296)
<223> FhuD

<400> 65
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<210> 7
<211> 660
<212> PRT
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<213> Escherichia coli

<220>
<221> PÉPTIDO
<222> (1)..(660)
<223> FhuB5

<400> 7
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<210> 8
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Cebador 1

<400> 8

<210> 910
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 215

<400> 9

<210> 10
<211> 70
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 3

<400> 10

25

<210> 11
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
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<223> Cebador 4

<400> 11

<210> 12
<211> 705
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 5

<400> 1210

<210> 13
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial15

<220>
<223> Cebador 6

<400> 13

<210> 1420
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 725

<400> 14

<210> 15
<211> 70
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 8

<400> 15

35

<210> 16
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador 9

<400> 16

<210> 175
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 1010

<400> 17

<210> 18
<211> 70
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 11

<400> 18

20

<210> 19
<211> 70
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Cebador 12

<400> 19

<210> 20
<211> 2630
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 13

<400> 2035
gaatacgtcg ccagctgctt taacac 26

<210> 21
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Cebador 14
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<400> 21
tggtttgtcg gatgcggcgt gaac 24
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de producción de L-aminoácidos, comprendiendo el procedimiento:

cultivar un microorganismo del género Escherichia en un medio y
recuperar L-aminoácidos de los medios de cultivo o del microorganismo;
en el que el microorganismo tiene un nivel de ATP intracelular aumentado, en comparación con una cepa no 5
modificada, en el que una o más proteínas seleccionadas de una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 5, 
una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 6 y una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 7, que 
constituyen un sistema de absorción de hierro, están inactivadas en el microorganismo;
en el que el microorganismo del género Escherichia tiene una capacidad mejorada para producir L-aminoácido, en 
comparación con una cepa no modificada; y10
en el que el L-aminoácido es L-treonina o L-triptófano.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que todas las proteínas que tienen secuencias de 
aminoácidos de las SEQ ID NO: 5, 6 y 7 están inactivadas.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el microorganismo es E. coli.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dicha una o más proteínas se inactivan por mutación 15
debido a deleción, sustitución o inserción de parte o la totalidad del gen que codifica la correspondiente proteína, por 
modificación de una secuencia reguladora de la expresión para reducir la expresión del gen, por modificación de la 
secuencia del gen cromosómico para debilitar o eliminar la actividad de la proteína, o por combinaciones de las 
mismas.

20
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