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DESCRIPCION
Sistema de produccion de moléculas aromaticas en Streptomyces.

La presente invencion se refiere a la produccion de moléculas aromaticas naturales. Mas particularmente, la
presente invencion se refiere a la bioconversion en una bacteria de sustratos, preferiblemente eugenol, en derivados
fendlicos principalmente alcohol coniferilico y acido ferdlico, utilizdndose dichos derivados para la produccion de
vainillina natural empleada en aromaticidad alimentaria o en perfumeria (aromas o fragancias).

La vainillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehido) es el componente principal responsable de las propiedades olfativas y
gustativas del extracto de vainilla derivado de vainas de Vanillia planifolia. Se trata de una de las moléculas
aromaticas mas utilizadas en la industria. Sin embargo, la produccién de vainillina natural a partir de vaina de vainilla
o de extracto de vainilla no cubre mas que el 20% de este mercado; su utilizacién esta limitada debido por una parte
al potencial de vainas disponibles a nivel mundial y por otra al elevado precio, muy fluctuante, de estas vainas (del
orden de 30 €/kg a 450 €/kg es decir como minimo 1500 €/kg de potencial en vainillina natural).

La vainillina de sintesis es por consiguiente utilizada frecuentemente como un sustituyente barato (aproximadamente
15 €/kg) de la vainillina natural para aplicaciones en perfumeria, en cosmética y en las industrias agroalimentarias.
Los aromas de sintesis son sin embargo menos apreciados por los consumidores que los aromas naturales.

Este es el motivo por el que se busca obtener moléculas aromaticas naturales, en particular la vainillina, por
procedimientos bioldgicos, principalmente de bioconversién, que utilizan microorganismos tales como bacterias.

En el sentido de la presente invencion, se entiende por bioconversion la transformacion bioldgica de un sustrato,
preferiblemente procedente de una fuente natural, para obtener aromas, fragancias o precursores de aromas o de
fragancias naturales.

La vainillina se puede producir segun el esquema de reaccion siguiente:

OH O OH
= S O H
OMe OMe OMe OMe
OH s OH N OH _, OH
Eugenol Alcohol coniferilico Acido ferilico Vainillina

En la técnica anterior ya se han descrito varios procedimientos de produccién de moléculas naturales, tal como la
vainillina.

Principalmente, la patente EP 0885968 describe un procedimiento de produccion de vainillina en una bacteria que
pertenece al género Streptomyces. Este procedimiento comprende: a) el cultivo en un medio apropiado de una bac-
teria perteneciente al género Streptomyces de manera que se forme un caldo de fermentacion, b) la adicién a dicho
caldo de 5 a 40 g/L de acido ferulico, de forma que se produzca la vainillina, y c) la extraccion de la vainillina y del
guayacol que se producen.

Otro ejemplo descrito en el articulo de J. Overhage et al., divulga: 1) la expresion del gen de la vainillil-alcohol-
oxidasa en Escherichia coli y 2) la expresion de los genes calA (que codifica la coniferil-alcohol-deshidrogenasa) y
calB (que codifica la coniferil-aldehido-deshidrogenasa). Este procedimiento permitiria la producciéon de acido
ferdlico como producto principal de la conversién de eugenol por la cepa recombinante final E. coli XL1 Blue
(pSKvaom-PcalAmcalB) (Highly efficient biotransformation of eugenol to ferulic acid and further conversion to vanillin
in recombinant strains of Escherichia coli, 2003, Applied and Environmental Microbiology pp. 6569-6576). Se indica
que el acido ferulico producido por esta cepa podria servir de sustrato a una segunda cepa multi-recombinada E. coli
(pSKechE/Hfcs) para producir vainillina natural (J. Overhage ey al., Appl. Env. Microbiol. 65: 4837-4847, 1999)
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El documento WO 2007/099230 describe un procedimiento de produccion de acido ferdlico, alcohol coniferdlico y/o
vainillina naturales a partir de eugenol en levadura pero no hace ninguna mencién del género Streptomycetaceae
como hospedante potencial para la expresion heteréloga del gen vao.

El documento WO 01/55342 describe diferentes secuencias de acidos nucleicos de sintesis, optimizadas para
aumentar su expresion en un sistema heterélogo. Mas particularmente, este documento describe la secuencia
sintética del gen vaoA (SEQ ID N°67 pagina 30, lineas 33-38) que ademas es idéntica en un 84% a la secuencia
optimizada SEQ ID N°1 y en un 78% a la secuencia optimizada SEQ ID N°8 considerada en toda su longitud. Sin
embargo, en este documento, los genes sintéticos se obtienen con el fin de una mayor expresion en las bacterias
entéricas (entre ellas E. coli) pero no en Streptomycetaceae.

Un dltimo ejemplo de produccién de derivados fendlicos a partir de eugenol esta descrito en el articulo «Harnessing
eugenol as a substrate for production of aromatic compounds with recombinant strains of Amycolatopsis sp HR167»
(J. Biotechnol. 2006 Sep 18;125(3):369-76. Epub 2006 May 4. Overhage J, Steinbuchel A, Priefert H.). Este articulo
describe la expresion del gen de la vainillil-alcohol-oxidasa en la cepa Amycolatopsis sp HR167, permitiendo
catalizar la conversién de eugenol en alcohol coniferilico, aldehido coniferilico, acido ferulico, guayacol y acido
vainillinico. Estos tres ejemplos de produccion de precursores de vainillina natural o de vainillina natural propiamente
dicha presentan el inconveniente en primer lugar de tener un coste de produccion relativamente elevado debido a la
utilizacion de acido ferulico purificado que es una materia prima cara y por otro lado ser dificiles de realizar
industrialmente debido a: 1) la utilizacion de cepas multi-recombinadas no alimentarias; y 2) el bajo rendimiento de
las bioconversiones.

Para que un procedimiento biolégico que emplea microorganismos pueda ser rentable, es preferible utilizar un
sustrato muy disponible y barato y un microorganismo inofensivo y genéticamente estable. Los inventores han
buscado también poner a punto un procedimiento de produccién de precursores de vainillina natural o vainillina natu-
ral propiamente dicha, que sea sencillo de realizar industrialmente, es decir que no conste preferiblemente méas que
de una sola etapa y cuyo coste de produccién sea menor que el de la técnica anterior. La solucion propuesta por la
invencion es utilizar un sustrato natural disponible y de bajo coste que es eugenol asi como una cepa de clase 1 que
pertenezca al género Streptomyces, tal como por ejemplo Streptomyces griseus.

Asi, la presente invencion tiene por objeto un procedimiento de fabricacion de vainillina o de precursores de vainillina
tales como &cido ferdlico o alcohol coniferilico, o incluso una mezcla que contenga los precursores de vainillina y la
vainillina, por bioconversion de eugenol, en una bacteria perteneciente al género Streptomyces, tal como se define
en la reivindicacién 1. En un primer modo de realizacion, el procedimiento de la invencion permite fabricar vainillina.
En un segundo modo de realizacion, el procedimiento de la invencion permite fabricar acido ferulico. En un tercer
modo de realizacion, el procedimiento de la invencion permite fabricar alcohol coniferilico. En un cuarto modo de
realizacién, el procedimiento de la invencion permite fabricar una mezcla de alcohol coniferilico, acido ferdlico y/o
vainillina.

El procedimiento de la invencion se realiza con ayuda de una bacteria perteneciente al género Streptomyces que
comprende la secuencia SEQ ID NO :1 o la secuencia SEQ ID NO :8 o cualquier secuencia nucleotidica que sea al
menos 70%, preferiblemente 80%, mas preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :1 o cualquier
secuencia que sea al menos 80%, preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :8. Las secuencias SEQ
ID NO :1 y SEQ ID NO :8 corresponden al gen de la vainillil-alcohol-oxidasa presente en el genoma del hongo
filamentoso Penicillium simplicissimum, habiendo sido optimizado dicho gen para ser leido en una bacteria
perteneciente al género Streptomyces.

La presente invencion tiene por consiguiente la ventaja de permitir la produccion en una sola etapa, por medio de un
catalizador biologico, de vainillina natural, alcohol coniferilico y/o acido ferdlico naturales, esencialmente
desprovistos de impurezas y a bajo precio.

Otro objeto de la invencion es una bacteria perteneciente al género Streptomyces que comprende al menos une
secuencia nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO 8 o cualquier secuencia nucleotidica que sea al menos 70%,
preferiblemente 80%, mas preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :1 o cualquier secuencia que sea
al menos 80%, preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :8.

Preferiblemente, la bacteria es Streptomyces griseus.

Otro objeto de la invencién es la secuencia nucleotidica SEQ ID NO :1 y la secuencia SEQ ID NO :8. La secuencia
original de la vainillil-alcohol-oxidasa esta presente en el genoma del hongo filamentoso Penicillium simplicissimum.
Los codones presentes en el ADN de Penicillium simplicissimum no pueden utilizarse para la transcripcion por una
bacteria perteneciente al género Streptomyces. Por consiguiente los inventores han sustituido estos codones por
codones apropiados leidos por una bacteria perteneciente al género Streptomyces, de forma que se obtenga una
secuencia nucleotidica optimizada (SEQ ID NO :1y SEQ ID NO :8).

Otro objeto de la invencion es un vector de expresion que comprende al menos una secuencia nucleotidica SEQ ID
NO :1 o al menos una secuencia SEQ ID NO :8. Se entiende por «vector» 0 «vector de expresion» cualquier
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secuencia de ADN en la que es posible insertar fragmentos de acido nucleico extrafio, permitiendo los vectores
introducir ADN extrafio en una célula hospedante. Ejemplos de vectores son plasmidos, cosmidos, cromosomas
artificiales de levaduras (YAC), cromosomas artificiales de bacterias (BAC) y cromosomas artificiales derivados del
bacteriéfago P1 (PAC) o vectores derivados de virus.

En un modo de realizacion de la invencion, el vector de expresion que comprende la secuencia nucleotidica SEQ ID
NO :1 o la secuencia SEQ ID NO :8 es un vector bifuncional especifico de las bacterias pertenecientes al género
Streptomyces. Se entiende por vector bifuncional cualquier plasmido capaz de replicarse en dos organismos
hospedantes diferentes debido a que lleva dos origenes de replicacion diferentes y, en consecuencia, puede ser
utilizado para transferir genes de un hospedante a otro. En el sentido de la presente invencién, un vector bifuncional
especifico de las bacterias pertenecientes al género Streptomyces es un vector que comprende medios que
permiten su expresion en dichas bacterias. Preferiblemente, el vector bifuncional comprende un gen oriT que permite
una conjugacion intergenérica y principalmente una expresion tanto en E. coli como en una bacteria perteneciente al
género Streptomyces.

Mas preferiblemente, el vector de expresion utilizado en la invencion, comprende: 1) secuencias (bien un gen de
integracién o bien un gen de replicacién) que permitan la introduccion y el mantenimiento de la secuencia SEQ ID
NO :1 o de la secuencia SEQ ID NO :8 en la cepa, 2) un gen de resistencia a un antibidtico, 3) secuencias que
permitan la escisién du marcador de seleccién en la cepa industrial final, 4) un origen de transferencia oriT de tipo
RP4 que permita la conjugacioén intergénica entre E. coli y Streptomyces; 5) un promotor y 6) un terminador fuertes
para la expresion de la secuencia SEQ ID NO :1 0 SEQ ID NO :8 y 7) una secuencia MCS.

En un modo de realizacién de la invencién, el vector de expresion se elige entre un vector integrador o un vector
altamente replicable de tipo multicopia. Preferiblemente, el vector se elige entre los vectores integradores pFLA2 y
pFLA3. Estos vectores integradores tienen la ventaja de permitir una integracion simple o mdltiple de un gen de
interés en la cepa final. La escisién del marcador de seleccién permite reutilizar el mismo vector para transformar de
nuevo la cepa y aumentar asi el nimero de copias del gen de interés.

Segun otra preferencia, el vector altamente replicable de tipo multicopia es el vector pFLA4. Este vector presenta la
ventaja de replicarse numerosas veces en el hospedante, asegurando asi un gran ndmero de copias del gen de
interés en el hospedante.

Otro objeto de la invencion es un procedimiento de produccion de acido ferdlico, alcohol coniferilico y/o vainillina,
que comprende la bioconversién de eugenol por una bacteria perteneciente al género Streptomyces que comprende
al menos una secuencia nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8 o cualquier secuencia nucleotidica que sea al
menos 70%, preferiblemente 80%, méas preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :1 o cualquier
secuencia que sea al menos 80%, preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :8.

Dicha bacteria se obtiene por:

a) clonacion de la secuencia nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8 correspondiente al gen de la vainillil-
alcohol-oxidasa en un vector de expresion, preferiblemente especifico de las bacterias perteneciente al género
Streptomyces,

b) transformacion del vector de expresion obtenido en a) en una bacteria competente, preferiblemente E. coli
DH5q,

c) transferencia del vector de expresion que comprende la secuencia SEQ ID NO :1 o la secuencia SEQ ID NO
:8 (después de los ensayos de actividad de la enzima producida) a E. coli ET12567 (pUZ8002),

d) transformacion o conjugacion de una bacteria perteneciente al género Streptomyces con la bacteria obtenida
enc),y

e) seleccién de las mejores bacterias transformantes obtenidas en d) en presencia del sustrato eugenol.

Segun un modo de realizacién de la invencidn, la secuencia SEQ ID NO :1 o la secuencia SEQ ID NO :8 se clona en
un vector de expresion, siendo dicho vector preferiblemente un vector bifuncional especifico de las bacterias
perteneciente al género Streptomyces. Para ello, la secuencia nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8
comprendida en un vector de tipo pUC57 y dicho vector de expresion son en un primer momento digeridos por una o
varias enzimas de restriccion. La secuencia SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8 se inserta a continuacion por simple
ligamiento o cualquier otro medio de insercidn en el vector de expresion.

Las bacterias del tipo E. coli DH5a se transforman segun cualquier procedimiento conocido con el producto de
ligamiento (vector de expresion que comprende la secuencia SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8). A continuacion se
seleccionan las bacterias que contienen el vector de expresion gracias al marcador de seleccion, preferiblemente un
gen de resistencia a los antibiéticos, presente en el vector de expresion. Ventajosamente, este marcador de
seleccidn es el gen de resistencia a la tioestreptona.
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Ventajosamente, el vector de expresion se introduce a continuacién por transformacion en bacterias competentes,
preferiblemente la cepa E. coli ET12567. A continuacion se seleccionan las bacterias transformantes segun el
método descrito anteriormente.

Por ultimo, la transferencia del gen de la vainillil-alcohol-oxidasa en una bacteria perteneciente al género Streptomy-
ces puede realizarse por conjugacion o transformacion. Dichas bacterias que comprenden el gen de la vainillil-
alcohol-oxidasa integrado o no en su genoma se seleccionan segin el método descrito anteriormente.

Las bacterias pertenecientes al género Streptomyces y que comprenden el gen de la vainillil-alcohol-oxidasa se
cultivan entonces en condiciones que permitan la expresién de dicho gen y en presencia de eugenol.

Preferiblemente, las bacterias se incuban en un medio cuyo pH es inferior a 10, preferiblemente comprendido entre 6
y 9,5, y preferiblemente comprendido entre 7 y 9, y mas preferiblemente comprendido entre 7,5 y 8,5; y cuya
temperatura esta comprendida entre 27 y 40°C, preferiblemente entre 27 y 39°C, mas preferiblemente entre 29 y
37°C e incluso méas preferiblemente entre 36 y 37°C, es decir igual a 37°C.

En un modo de realizacion preferido, el procedimiento de la invencion comprende:

1) el cultivo de una bacteria perteneciente al género Streptomyces que comprende al menos une secuencia
nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8 o cualquier secuencia nucleotidica que sea al menos 70%,
preferiblemente 80%, més preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :1 o cualquier secuencia que sea
al menos 80%, preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :8,

2) la adicion en una sola dosis de eugenol como sustrato de bioconversion en el medio de fermentacién en una
cantidad comprendida entre 5y 40 g/L, preferiblemente entre 10y 35 g/L, y

3) la extraccion de alcohol coniferilico del medio de fermentacion.

Segun este procedimiento destinado a obtener una tasa de conversién mayoritaria en alcohol coniferilico, el sustrato
eugenol se afiade preferiblemente en una sola dosis al medio de cultivo de dicha bacteria y la cantidad de eugenol
introducida esta comprendida entre 5 y 40 g/L, preferiblemente de 10 a 25 g/L. Preferiblemente, la soluciéon de
eugenol afiadida comprende una mezcla de eugenol, glucosa y aceite o una mezcla de eugenol, glicerol y aceite.

Preferiblemente, dichas bacterias se incuban en un medio cuyo pH esta comprendido entre 8 y 10, preferiblemente
entre 7 y 9 y més preferiblemente igual a 9. La aireacién del medio estd comprendida preferiblemente entre 0,1 y 1 L
de aire/min. La agitacion del medio es preferiblemente inferior a 1000 rpm para 3 L de medio, y mas preferiblemente
de 900 rpm para 3 L de medio. La temperatura del medio estd comprendida preferiblemente entre 27 y 40°C,
preferiblemente entre 27 y 39°C, mas preferiblemente entre 27 y 37°C y mas preferiblemente es 37°C.

En estas condiciones, la tasa de conversion del eugenol en alcohol coniferilico estd comprendida generalmente
entre aproximadamente 50 y 95% para una cantidad de sustrato introducido que varia de 10 a 25 g/L. El alcohol
coniferilico es producido en una cantidad de 10 a 25 g/L.

En un modo de realizacion preferido, el procedimiento de la invencién comprende:

1) el cultivo de una bacteria perteneciente al género Streptomyces que comprende al menos una secuencia
nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8 o cualquier secuencia nucleotidica que sea al menos 70%,
preferiblemente 80%, mas preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :1 o cualquier secuencia que sea
al menos 80%, preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :8,

2) la adicion continua de eugenol como sustrato de bioconversion en el medio de fermentacion en una cantidad
comprendida entre 5y 30 g/L, preferiblemente de 10 a 25 g/L, y

3) la extraccion de acido ferulico del medio de fermentacion.

Segun este procedimiento destinado a obtener una tasa de conversién mayoritaria en acido ferdlico, el sustrato se
afiade preferiblemente de continuo al medio de cultivo de dicha bacteria y la cantidad de eugenol final introducido
esta comprendida entre 5y 30 g/L, preferiblemente de 10 a 25 g/L. Preferiblemente, la solucion de eugenol afiadida
comprende un mezcla de eugenol, glucosa y aceite o una mezcla de eugenol, glicerol y aceite. Preferiblemente, la
solucién de eugenol se afiade continuamente al medio durante 3 a 5 dias con un caudal comprendido entre 0,2 g/L/h
y 0,12 g/L/h.

Preferiblemente, dichas bacterias se incuban en un medio cuyo pH esta comprendido entre 8 y 10, preferiblemente
entre 7 y 9 y mas preferiblemente entre 7 y 8,5. La aireacion del medio estd comprendida preferiblemente entre 0,1y
1 L de aire/min. La agitacion del medio es preferiblemente inferior a 1000 rpm por 3 L de medio, y mas
preferiblemente de 900 rpm por 3 L de medio. La temperatura del medio esta comprendida preferiblemente entre 27
y 40°C, preferiblemente entre 27 y 39°C, mas preferiblemente entre 27 y 37°C y mas preferiblemente es 37°C. El
caudal de sustrato en el fermentador de 3L estd comprendido entre 0,05 g de eugenol/L/hora y 1 g de
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eugenol/L/hora. Preferiblemente, el caudal de eugenol se fija entre 0,15 y 0,7 g de eugenol/L/hora. En estas
condiciones, la tasa de conversion en acido ferudlico esta comprendida generalmente entre aproximadamente 50 y
95% para una cantidad de sustrato introducido que varia de 10 a 25 g/L. El acido ferdlico se produce en una
cantidad de 10 a 25 g/L.

En un modo de realizacion preferido, el procedimiento de la invencién comprende:

1) el cultivo de una bacteria perteneciente al género Streptomyces que comprende al menos une secuencia
nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8 o cualquier secuencia nucleotidica que sea al menos 70%,
preferiblemente 80%, mas preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :1 o cualquier secuencia que sea
al menos 80%, preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :8,

2) la adicion continua o en una sola dosis de eugenol como sustrato de bioconversion al medio de fermentacion
en una cantidad comprendida entre 5y 50 g/L, preferiblemente 10 a 35 g/L, y

3) la extraccion de la vainillina del medio de fermentacion.

Segun este procedimiento destinado a obtener una tasa de conversion lo més elevada posible en vainillina natural,
dichas bacterias se incuban, preferiblemente, en un medio cuyo pH es inferior a 10, preferiblemente comprendido
entre 7y 9, y mas preferiblemente entre 7,5 y 8,5. La aireacion del medio esta comprendida preferiblemente entre
0,1 y 1 L de aire/min. La agitacion del medio es preferiblemente inferior a 1000 rpm para 3 L de medio, y mas
preferiblemente de 900 rpm para 3 L de medio. La temperatura del medio estad comprendida preferiblemente entre
27 y 40°C, preferiblemente entre 27 y 39°C, mas preferiblemente entre 27 y 37°C y mas preferiblemente es 37°C.

Preferiblemente, la cantidad de eugenol afiadida al medio de cultivo de dicha bacteria esta comprendida entre 5 y 50
g/L, preferiblemente de 10 a 35 g/L. La adicién de eugenol puede realizarse de continuo o en una sola dosis.
Preferiblemente, la solucion de eugenol afiadida comprende una mezcla de eugenol, glucosa y aceite o una mezcla
de eugenol, glicerol y aceite. Preferiblemente, cuando la solucién de eugenol se afiade de continuo al medio, la
adicion se realiza durante 3 a 5 dias con un caudal comprendido entre 0,2 g/L/h y 0,12 g/L/h.

La tasa de conversion en vainillina esta comprendida entre 30 y 72% para una cantidad de eugenol distribuida que
varia de 10 a 35 g/L.

Otro objeto de la invencién es un procedimiento de produccion de vainillina a partir de acido ferdlico por la misma
bacteria perteneciente al género Streptomyces. En efecto, la cepa posee de forma natural el patrimonio genético y
enzimatico que le permite ejecutar esta reaccion. Asi, tanto si contiene, como si no, la secuencia SEQ ID NO :1 o la
secuencia SEQ ID NO :8, es capaz de convertir el acido ferulico en vainillina. En efecto se puede verificar que en
condiciones apropiadas, la cantidad de vainillina producida puede estar comprendida entre 10 y 25 g/L,
preferiblemente entre 14 y 24 g/L, cuando se administra a la cepa entre 28 y 36 g/L de &cido ferulico.

Segun otro modo de realizacién de la invencion, la etapa de conversion del acido ferdlico en vainillina se realiza por
via enzimatica o via bioguimica, principalmente segun los procedimientos descritos en las patentes EP 0606441 y
EP 0804606.

EJEMPLOS

La presente invencion se comprendera mejor con ayuda de la siguiente descripciéon que se refiere a los ejemplos de
obtencion de vectores de expresién que comprenden la secuencia SEQ ID NO :1, de bacterias perteneciente al
género Streptomyces que comprenden estos vectores de expresién y a su utilizacion para la produccion, por
bioconversion, de eugenol, &cido ferulico y vainillina.

En los siguientes ejemplos, dados con fines ilustrativos, se hara referencia a las figuras de los dibujos adjuntos, en
las que:

la figura 1 corresponde al vector de expresion pFLA2,
la figura 2 corresponde al vector de expresion pFLA3,
la figura 3 corresponde al vector de expresion pFLAA4.

1.- Obtencion de la secuencia SEQ ID NO :1 correspondiente a la vainillil-alcohol-oxidasa optimizada para la
transcripcidn en bacterias pertenecientes al género Streptomyces.

Ciertos codones del gen de la vainillil-alcohol-oxidasa presentes en Penicillium simplicissimum probablemente no
son leidos por las bacterias perteneciente al género Streptomyces. Se consideran codones «probablemente no
leidos» los codones que tienen una frecuencia de utilizacion en las bacterias perteneciente al género Streptomyces
inferior a 10 por 1000. La frecuencia de utilizaciéon de los codones esta descrita en la base de datos «codon usage
database» (http://www.kasuka.or.ip/codonl). Segun la frecuencia de utilizacion de los codones en las bacterias
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pertenecientes al género Streptomyces, los inventores han creado una secuencia 6ptima SEQ ID NO :1 para la
expresion de la vainillil-alcohol-oxidasa en estas células.

Los sitios de restriccion se introdujeron en 5'y 3' para permitir la clonacién de la secuencia en un vector. Los sitios
de restriccion afiadidos son funcién de los sitios de restriccion presentes en las zonas de sitios de clonacién multiple
(MCS) de los vectores. En el extremo 3' de la secuencia se introducen igualmente los codones de PARADA y la cola
de polihistidina que permiten una purificacion rapida de la enzima producida por una columna de Ni-NTA.

La secuencia SEQ ID NO :1 optimizada fue sintetizada en el plasmido pUC57 por la sociedad GenScript.

2.- Construccion de cuatro vectores de expresion que comprenden la secuencia SEQ ID NO :1 : pFLA2, pFLA3 y
pFLA4.

Construccion de pFLA2 (Figura 1):

Se utilizé el plasmido pRES19 como fuente del gen bla que codifican la beta-lactamasa. El gen bla se amplific6 por
PCR con los cebadores blalF (5'CTCGAGAGACGAACTCCTTGAACC3, SEQ ID NO :2) y blalrR
(5'GGCCTTACCAATGCTTAATCAGS', SEQ ID NO :3) para obtener un fragmento de 1,4 kb digerido por las enzimas
de restriccion Xhol y Haelll. De la misma manera, se amplifico el gen tsr del plasmido pANT849 con los cebadores
tsrlF (5'GAGCTCTGACTGAGTTGGACAC3', SEQ ID NO :4) y tsriR (5'CTCGACTTATCGGTTGGCCG3', SEQ ID
NO :5) y el fragmento de 821 pb obtenido fue digerido por las enzimas Sacl y Xhol. Los fragmentos de ADN bla 1,4
kb (en los extremos Xhol/Haelll) y tsr 819 pb (en los extremos Xhol/Ndel) se clonaron en el vector pSET 152 digerido
por las enzimas de restriccion Nael y Sacl para formar pFLA2b.

Construccion de pFLA3 (Figura 2):

En el vector de expresion pFLA3b, el gen LacZ de pFLA2b fue sustituido por un promotor fuerte de Streptomyces: el
promotor ermEp*. El gen ermEp* fue sintetizado en el vector pUC57 por la sociedad GenScript Corporation y el
inserto se aisl6 por digestion del vector (pU57-ermEp) con las enzimas de restriccion Xbal y EcoRl.

El vector pFLA2b fue digerido igualmente por las enzimas de restriccion Xbal y EcoRlI con el fin de abrir la secuencia
LacZ y clonar el promotor ermEp* por simple ligamiento entre los dos sitios de corte.

Construccion de pFLA4 (Figura 3) :

El vector pFLA4b se construye a partir del vector pFLA3b. Los genes int phiC31 y attP se escinden del vector pFLA3
por una digestion endonucleéasica Afel y Sbfl. El extremo cohesivo (3") generado por Sbfl es liberado por la accion de
la nucleasa S1 vy los dos extremos se empalman por simple ligamiento. Se eliminan asi 1771 pb del vector pFLA3b
para obtener el vector pFLA3-2b. Un fragmento nucleotidico de 1,8 kb que comprende el gen rep, que permite al
vector una replicacion auténoma en la cepa hospedante, es amplificado por PCR en el vector plJ101 aislado de
Streptomyces lividans utilizando los cebadores replF (5’ACATGTGTTAGTGCGAAGTGGGC3', SEQ ID NO :6) y
resplR (5’'CTGCGAGTTCAG3', SEQ ID NO :7). Los productos de PCR son digeridos por las endonucleasas Pcil y
Drdl y el inserto asi obtenido se cloné en los vectores pFLA3-2b entre los sitios Pcil y Drdl para obtener el vector
pFLA4b de 6727 pb.

La secuencia SEQ ID NO :1 comprende los extremos BamHI (GGATCC) (5') y Xbal (3"), cuando la clonacién esta
prevista en el vector pFLA2.

La secuencia SEQ ID NO :1 comprende los extremos Apal (5') y BamHI (GGATCC) (3", cuando la clonacion esta
prevista en el vector pFLAS.

La secuencia SEQ ID NO :1 comprende los extremos Kpnl (GGTACC) (5" y Xbal (TCTAGA) (3'), cuando la
clonacion esta prevista en el vector pFLA4.

3.- Transferencia de la secuencia SEQ ID NO :1 en una bacteria perteneciente al género Streptomyces

Las bacterias E. coli DH5a se transforman con uno de los vectores construidos anteriormente que comprende la
secuencia SEQ ID NO :1. A continuacion estos vectores se introducen, en una segunda fase en la cepa E. coli
ET12567 (pUZ8002) haciéndolos competentes. Esta cepa es deficiente en metilacion lo que evita las restricciones
en el ADN cuando éste se introduce en una bacteria perteneciente al género Streptomyces.

La seleccion de las bacterias transformantes obtenidas se realiza en presencia del antibiético apramicina: las cepas
resistentes son las que comprenden la secuencia SEQ ID NO :1.

A continuacién se realiza la transferencia de la secuencia SEQ ID NO :1 a Streptomyces griseus por conjugacion.
Los exconjugantes se seleccionan de nuevo por su resistencia a la apramicina. Las cepas Streptomyces 92873 y
Streptomyces sp 92286 se transforman con uno de los vectores construidos anteriormente y se seleccionan dos
cepas recombinantes. A estas cepas, que comprenden al menos una copia de la secuencia SEQ ID NO :1 se les
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denomina respectivamente Streptomyces sp 92873 y Streptomyces sp 92286.

Se realiz6 una estimacion del nivel de produccién de la vainillil-alcohol-oxidasa efectuando cultivos de la cepa
transformada en el medio Strepto y un andlisis SDS-PAGE de los extractos totales de bacteria. El andlisis confirma
la presencia de una proteina del tamafio esperado de 64 KDa. La cantidad producida se estima entre 0,5 y 5 ug de
VAO por ml de cultivo para un peso seco de 8 g/L de células.

4.- Actividad enzimética de la vainillil-alcohol-oxidasa expresada en las cepas de E. coli DH5a que comprende la
secuencia SEQ ID NO :1

Las células bacterianas se cultivan a partir de una reserva conservada a -80°C y la expresion del VAO es
constitutiva debido a los fuertes promotores utilizados en los vectores de clonacién. Las células se tratan a
continuacién con ultrasonidos y el extracto total (Fraccién T) se centrifuga para eliminar los residuos celulares y
mostrar la presencia de la VAO en la fraccion soluble. El andlisis por SDS-PAGE muestra que se produce bien la
proteina VAO cuyo tamafio tedrico esperado es aproximadamente 64,7 kDa. Dicha proteina es mayoritariamente
soluble. La proteina clonada comprende una cola polihistidinica en su extremo terminal N, se purifica en una
columna de niquel y el nivel de expresién se analiza por SDS-PAGE. La cantidad de vainillil-alcohol-oxidasa
producida en E. coli varia de 2 a 5 pug por ml de cultivo para una DO de 2,3 a 600 nm.

La actividad enzimética de la vainillil-alcohol-oxidasa se analiza por conversion del alcohol vainillico y de eugenol
con la proteina purificada en la columna de Ni-NTA a partir de 10 mL de cultivo de bacterias E. coli que comprenden
la secuencia SEQ ID NO :1. Los productos arométicos derivados de estas conversiones se analizan por HPLC.

Se ha podido determinar que la enzima producida era la vainillil-alcohol-oxidasa. La tasa de transformacion con la
enzima purificada estd comprendida entre 85 y 92%. Se midié vainillina 0,74 mM formada a partir de alcohol
vainillico 0,8 mM y alcohol coniferilico 0,69 mM formado a partir de eugenol 0,8 mM.

El alcohol vainillico se convierte en vainillina tanto si la enzima esta purificada como si la reaccién tiene lugar en un
caldo de células E. coli DH5a. El pH 6ptimo para la conversién esta situado entre 7 y 10 y en estas condiciones, la
cantidad de vainillina producida varia de 0,41 a 1 g/L a partir de 0,5 a 1 g/L de alcohol vainillico distribuido.

La vainillil-alcohol-oxidasa cataliza también la conversién del eugenol en alcohol coniferilico. El gen clonado en E.
coli DH5a que codifica la VAO transforma hasta 10 g/L de eugenol en alcohol coniferilico con un rendimiento de 90%
en un medio a pH 10. La reaccion es eficaz tanto con la enzima purificada como con un caldo de células
recombinantes E. coli DH5a.

5.- Seleccidn de cepas recombinantes que comprenden la secuencia SEQ ID NO :1

La purificacion de la enzima en la columna Ni-NTA y el andlisis en gel SDS-PAGE muestran que la proteina
producida por los transformantes de las cepas Streptomyces sp 92873 o Streptomyces sp 92286 es la vainillil-
alcohol-oxidasa.

Las bacterias transformadas con el vector de expresion que contiene la vainillil-alcohol-oxidasa, tales como las
descritas anteriormente, han sido seleccionadas por su capacidad para consumir eugenol y convertirlo en vainillina,
en acido ferdlico o en alcohol coniferilico segun las condiciones experimentales. Las cepas de Streptomyces sp
92286 y Streptomyces sp 92873 se seleccionaron como las mejores candidatas. Los ensayos en matraces Erlen-
meyer con cepas de Streptomyces que comprenden la secuencia SEQ ID NO :1 muestran tasas de consumo de
eugenol que varian de 75 a 90%, segun las condiciones de bioconversion.

Las condiciones de bioconversion en matraces Erlenmeyer son las siguientes:

Las bacterias transformadas se cultivan en medio completo de agar-agar (YPD) y luego se traspasan a 100 mL de
medio Strepto liquido hasta el final de la fase exponencial de crecimiento en las siguientes condiciones: 35°C, 175
rpm. El sustrato se afiade luego al medio después de recoger las células en un tampoén de fosfato 0,5M, pH 8,5 con
una cantidad de 2,5 g/L de eugenol. Las condiciones de bioconversion son las siguientes: 35°C, 175 rpm, 48 h. Una
jornada mas permite calcular los rendimientos de bioconversion. Los analisis se realizan por HPLC. Todos los
derivados fendlicos se miden y cuantifican.

La cantidad de &cido vainillinico o de vainillina sintetizada por el mejor candidato es del orden de 1 a 2 g/L a partir de
2,5 g/L de eugenol proporcionado al comienzo de la bioconversion.

6.- Conversion de eugenol en vainillina natural por una cepa de Streptomyces que comprende la secuencia SEQ ID
NO :1

La bioconversion de eugenol se optimiza en un fermentador de 3 litros. La tasa de conversién en 4 dias esta

comprendida entre 30 y 72% para una cantidad de sustrato distribuida que varia de 10 a 25 g/L. Las condiciones
optimas de pH durante la conversion son las siguientes: el pH se regula entre 7 y 10 y preferiblemente entre 7 y 9.
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La aireacion estd comprendida entre 0,1 y 0,8 volimenes de aire/volumen de medio/min. La agitacion es 900 rpm
para 3 L de medio y la temperatura regulada a 37°C durante las fases de cultivo y de conversién.

Un ejemplo de condiciones de fermentacioén es el siguiente:

Dia 1: Puesta en cultivo de la cepa transformada 92873 que comprende la secuencia SEQ ID NO :1 en un medio
Strepto (extracto de levadura: 0,8%, glucosa 3,2%) a pH 7,5 durante 48 horas en fermentador de 3L, a 37°C y 900
rpm, con una aireacién de 0,3 vvm.

Dia 3: Cuando la tasa de oxigeno disuelto en el medio de cultivo se estabiliza en el 100% después de al menos 4
horas y la medida de la tasa de glucosa en el medio indica que dicho medio estd completamente agotado, se
afiaden al medio entre 0,04% y 0,08% de MgSO4.

Adicion del sustrato:

La adicion de eugenol se realiza de continuo durante 3 dias (para 15 g/L de eugenol, adiciéon de 15 g/L de glucosa +
200 g de aceite) con un caudal de 0,2 g/L/h o durante 5 dias (siendo entonces el caudal de 0,12 g/l/h). Las
condiciones de fermentacidon son las siguientes: pH regulado entre 7 y 9, aireacién comprendida entre 0,2y 1 L de
aire/min.

Dia 6 u 8: Detencién de la conversion cuando los resultados cromatograficos confirmen el final de la
biotransformacion.

Una jornada mas permite calcular los rendimientos de la bioconversion. Los analisis se realizan por HPLC. Todos los
derivados vainillicos se miden y cuantifican.

Otro ejemplo de las condiciones de fermentacion es el siguiente:

Dia 1: Puesta en cultivo de la cepa transformada 92873 que comprende la secuencia SEQ ID NO :1 en un medio
Strepto (extracto de levadura: 0,8%, glucosa 3,2%,) a pH 7,5 durante 48 horas en un fermentador de 3L, a 37°C y
900 rpm, con una aireacién de 0,3 vwm.

Dia 3: Cuando la tasa de oxigeno disuelto en el medio de cultivo se estabiliza en el 100% después de al menos 4
horas y la medida de la tasa de glucosa en el medio indica que dicho medio estd completamente agotado, se
afiaden al medio entre 0,04% y 0,08% de MgSO4.

Adicion del sustrato:

La adicion de eugenol se realiza de continuo durante 5 dias (para 20 g/L de eugenol, adicién de 10 g/L de glucosa +
85 g/L de aceite) con un caudal de 0,17 g/L/h. Las condiciones de fermentacion son las siguientes: pH regulado
entre 7y 9, aireacién comprendida entre 0,2 y 1 L de aire/min.

Dia 6 u 8: Detencién de la conversion cuando los resultados cromatograficos confirmen el final de la
biotransformacion.

Una jornada mas permite calcular los rendimientos de la bioconversion. Los analisis se realizan por HPLC. Todos los
derivados vainillicos se miden y cuantifican.

Otro ejemplo de conversion es el siguiente:

Dia 1: Puesta en cultivo de la cepa transformada 92873 que comprende la secuencia SEQ ID NO :1 en un medio
Strepto (extracto de levadura: 0,8%, glucosa 3,2%, MgSO4 entre 0,04% y 0,08%) a pH 7,5 durante 48 horas en un
fermentador de 3L, a 37°C y 900 rpm, con una aireacion de 1 L de aire/min.

Dia 3: Cuando la tasa de oxigeno disuelto en el medio de cultivo se estabiliza en el 100% después de al menos 4
horas y la medida de la tasa de glucosa en el medio indica que dicho medio estd completamente agotado, se
afiaden al medio entre 0,04% y 0,08% de MgSO4.

Adicion del sustrato:

Se afiade eugenol en 1 sola dosis (para 10 g/L de eugenol se afiaden 10 g/L de glucosa) con las condiciones de
fermentacion siguientes: el pH se regula entre 7 y 9 con sosa, la aireacion esta comprendida entre 0,1 y 0,33 vvm.

Dia 5: Detencion de la conversion cuando los resultados cromatograficos confirmen el final de la biotransformacion.

Una jornada mas permite calcular los rendimientos de la bioconversién. Los analisis se realizan por HPLC. Todos los
derivados vainillicos se miden y cuantifican.

7.- Conversion de eugenol en acido ferdlico natural por una cepa de Streptomyces que comprende la secuencia
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SEQ ID NO :1

La bioconversiéon de eugenol en &cido ferdlico se optimiza en un fermentador de 3 litros. La tasa de conversién en 5
dias estd comprendida entre 30 y 90% para una cantidad de sustrato distribuido que varia de 10 a 25 g/L. Las
condiciones 6ptimas de pH durante la conversion son las siguientes: el pH se regula entre 7 y 10 y preferiblemente a
7.

La aireacion esta comprendida entre 0,1 y 0,8 voliumenes de aire/volumen de medio/min. La agitacion es 900 rpm
para 3 L de medio y la temperatura se regula a 37°C durante las fases de cultivo y de conversion.

Un ejemplo de condiciones de fermentacion es el siguiente:

Dia 1: Puesta en cultivo de la cepa transformada 92873 que comprende la secuencia SEQ ID NO :1 en un medio
Strepto (extracto de levadura: 0,8%, glucosa 3,2%) a pH 7,5 durante 48 horas en un fermentador de 3 L, a 37°C y
900 rpm, con una aireacion de 0,3 vvm.

Dia 3: Cuando la tasa de oxigeno disuelto en el medio de cultivo se estabiliza en el 100% después de al menos 4
horas y la medida de la tasa de glucosa en el medio indica que dicho medio estd completamente agotado, se
afladen al medio entre 0,04% y 0,08% de MgSO4.

Adicién del sustrato:

La adicion de eugenol se realiza de continuo durante 4 dias (para 15 g/L de eugenol, adicion de 15 g/L de glucosa +
200 g de aceite) con un caudal de 0,15 g/L/h. Las condiciones de fermentacién son las siguientes: pH regulado a 7,
aireacion comprendida entre 0,2 y 1 L de aire/min.

Dia 7: Detencién de la conversion cuando los resultados cromatograficos confirmen el final de la biotransformacion.

Una jornada més permite calcular los rendimientos de la bioconversion. Los analisis se realizan por HPLC. Todos los
derivados vainillicos se miden y cuantifican. Se puede obtener una mezcla de vainillina, alcohol coniferilico y acido
ferdlico.

8.- Conversion de eugenol en alcohol coniferilico natural por una cepa de Streptomyces que comprende la secuencia
SEQID NO :1

La bioconversion de eugenol se optimiza en un fermentador de 3 litros. La tasa de conversion en 2 dias esta
comprendida entre 40 y 95% para una cantidad de sustrato distribuido que varia de 10 a 25 g/L. Las condiciones
optimas de pH durante la conversion son las siguientes: el pH se regula entre 7 y 10 y preferiblemente entre 7 y 9.

La aireacion estd comprendida entre 0,1 y 0,8 volimenes de aire/volumen de medio/min. La agitacién es 900 rpm
para 3 L de medio y la temperatura se regula a 37°C durante las fases de cultivo y de conversion.

Un ejemplo de conversién es el siguiente:

Dia 1: Puesta en cultivo de la cepa transformada 92873 que comprende la secuencia SEQ ID NO :1 en un medio
Strepto (extracto de levadura: 0,8%, glucosa 3,2%, MgSO4 entre 0,04% y 0,08%) a pH 7,5 durante 48 horas en un
fermentador de 3 L, a 37°C y 900 rpm, con una aireacion de 1 L de aire/min.

Dia 3: Cuando la tasa de oxigeno disuelto en el medio de cultivo se estabiliza en el 100% después de al menos 4
horas y la medida de la tasa de glucosa en el medio indica que dicho medio estd completamente agotado, se
afaden al medio entre 0,04% y 0,08% de MgSO4.

Adicién del sustrato:

Se afiade eugenol en 1 sola dosis (para 10 g/L de eugenol se afiaden 10 g/L de glucosa) con las condiciones de
fermentacién siguientes: el pH se regula entre 8 y 9 con sosa 5M, la aireacién esta comprendida entre 0,1 y 0,33
vwm.

Dia 4 o 5: Detencion de la conversion cuando los resultados cromatograficos confirmen el final de la
biotransformacion.

Una jornada mas permite calcular los rendimientos de la bioconversion. Los analisis se realizan por HPLC. Todos los
derivados vainillicos se miden y cuantifican.

9.- Ejemplo de extraccion de la vainillina del caldo de bioconversion.

Al finalizar el cultivo, el caldo se concentra a vacio parcial y luego se extrae con metilciclohexano en caliente.
Después de la concentracion del disolvente, cristaliza la vainillina. Se lava con etanol y se recristaliza de forma que
se obtenga una pureza HPLC superior al 99,5%.
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LISTA DE SECUENCIAS

<120> Sistema de produccion de moléculas aromaticas en Streptomyces

<130> QT

<160> 8

<170> Patentln version 3.3

<210>1

<211> 1680

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> VAO optimizado

<400> 1
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atgtcgaaga
ttcaacgagt
tcgtcgaagg
caccacgtca
gccgacgtge
tcgatcggec
ctggacatgg
gtcgtcgagc
cgcgacaagc
gtcgagcgceg
gaggtggtgc
aagcgccccg
ctgttcccgt
atcgtgacca
atcaccctgc
Ctggg catgg
ctgggcgaca
aagatcgcca
gagccgatcc
gtgaagttct
accatgcagg
gcccacctgt

gccgtcacca

ggcatgcgcg

aagcgcaagg
ggcgagtacc
aactcgtegt

atcgccccgg

<210> 2
<211> 24
<212> ADN

<213> artificial

<220>

cccaagagtt
tcatccagga
accagatcgt
tggaccagga
agtcgatcgt
gcaactcggg
gcaagaacat
cgggcgtcac
tgtggctgga
gcgtcggeta
tggccaacgg
agaccatggg
acggcttcgg
agatcggcat
cgaaggacgg
ccctgcagaa
agcgctcgta
agcagctgaa
gccgegtget
acttcccgga
gcatcccgac
tcttctegec
agaagcgctg

agatgcacca

tccagtggcet
gcacgcacct

tcctgegett

gcaagtcggg

ES 2394677 T3

ccggeegetg
catcatccgc
cgacggctgce
ctacttcctg
gggcctcgec
ctacggcggce
gaaccgcgtc
ctaccacgac
cgtcccggac
caccccgtac
cgagctgctg
cctgaagcct
cccgtacatc
ctggctgatg
cgacctgaag
cgtcccgacc
ctcgtcgaag
cctgggecgce
gtgggagacc
ggacaccccg
ctacgacgag
gatcgccaag
ccaggaggcc

catcgtctgce

gatgcgcacg
ggccttcatg
caacgaggtc

cgtctggecg

accctgeege
atcgtcggct
tacatgaagc
gcctcggeca
aacaagttct
gcecgececgce
ctggaggtca
ctgcacaact
ctgggcggeg
ggcgaccact
cgcaccggca
gaggaccagc
gacggcctgt
ccgaacccgg
caggccgtcg
atccgccaca
accgagccgce
tggaacttct
atcaaggacg
gagaactcgg
ctgaagtgga
gtctcgggcg
ggcctggact
atcgtcttca

ctgatcgacg
gaccagatca
ctgaagaacg

tcgcagtact

12

cgaagctgtc
cggagaacgt
cgacccacac
tcgtcgeecc
cgttcccget
gcgtcteggg
acgtcgaggg
acctggaggc
gctcggtcct
ggatgatgca
tgggcgcect
cgtggtcgaa
tctcgeagtc
gcggctacca
acatcatccg
tcctgctgga
tgtcggacga
acggcgccct
ccttctcgge
tcctgegegt
tcgactggcet
aggacgccat
tcatcggceac

acaagaagga

actgcgccgce
tggagacgta
ccgtegaccec

cgcacgtcac

gctgtcggac
cgaggtcatc
ccacgacccg
gcgcaacgtc
ctggccgatc
ctcggtegtc
cgcctactgce
caacaacctg
gggcaacgcc
ctcgggcatg
gccggacccc
gatcgcccac
gaacatgggc
gtcgtacctg
cccgetgege
cgccgecgtc
ggagctggac
gtacggcccg
catccecgggce
ccgcgacaag
gccgaatggce
gatgcagtac
cttcaccgtg

cctgatccag

caacggttgg
caactggaac
gaacggcatc

ctggaagctg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
‘840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

1500
1560
1620
1680
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<223> cebador blalF

<400> 2

ctcgagagac gaactccttg aacc

<210> 3
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial
<220>

<223> cebador blalR

<400> 3

ggccttacca atgcttaatc ag

<210>4
<211> 22
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador tsr1F

<400> 4

gagctctgac tgagttggac ac

<210>5
<211>20
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador tsr 1R

<400> 5

ctcgacttat cggttggeeg
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<210>6
<211> 23
<212> ADN

<213> atrtificial

<220>

<223> cebador replF

<400> 6

acatgtgtta gtgcgaagtg ggc

<210>7
<211> 12
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador rep1lR

<400> 7

ctgcgagttc ag

<210>8
<211> 1810
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> VAO optimizado 2

<400> 8
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gatctagaga
ctgaccctgce
cgcatcgtcg
tcgtacatga
ctggcctcgg
gccaacaagt
ggcgeegecc
gtcctggagg
gacctgcaca
gacctgggcg
tacggcgacc
ctgcgcaccg
cctgaggacc
atcgacggcc
atgccgaacc
aagcaggccg
accatccgec
aagaccgagc
cgctggaact
accatcaagg
ccggagaact
gagctgaagt
aaggtctcgg

gccggectgg
tgcatcgtct
acgctgatcg
atggaccaga
gtcctgaaga
ccgtcgeagt
tcctaataat

tcaagcttgce

tatcgagaag
cgccgaagcet
gctcggagaa
agccgaccca
ccatcgtcgce
tctcgttecce
cgecgegtctc
tcaacgtcga
actacctgga
gcggctcggt
actggétgat
gcatgggcgc
agccgtggtc
tgttctcgeca
<gggcggcta
tcgacatcat
acatcctgct
cgctgtcgga
tctacggcgce
acgcecttctce
cggtcctgcg
ggatcgactg
gcgaggacgc

acttcatcgg
tcaacaagaa
acgactgcgc
tcatggagac
acgccgtcga
actcgcacgt

tactaattaa

ggagcggaca
gtcgctgtcg
cgtcgaggtc
cacccacgac
cccgcegcaac
gctctggcecg
gggctcggtc
gggcgcectac
ggccaacaac
cctgggcaac
gcactcgggc
cctgecggac
gaagatcgcc
gtcgaacatg
ccagtcgtac
ccgececcgetg
ggacgccgcec
cgaggagctg
cctgtacggc
ggccatcccg
cgtccgcegac
gctgccgaat

catgatgcag

caccttcacc
ggacctgatc
cgccaacggt
gtacaactgg
cccgaacggce
cacctggaag

ttggggaccc
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tacatgtcga
gacttcaacg
atctcgtcga
ccgcaccacg
gtcgccgacg
atctcgatcg
gtcctggaca
tgcgtcgtcg
ctgcgcgaca
gcecgtcgagce
atggaggtgg
cccaagcgece
cacctgttcce
ggcatcgtga
ctgatcaccc
cgcctgggea
gtcctgggcg
gacaagatcg
ccggagccga
ggcgtgaagt
aagaccatgc
ggcgcccacc

tacgccgtca

gtgggcatge
cagaagcgca
tggggcgagt
aacaactcgt
atcatcgccc
ctgggatccc

tagaggtccc

agacccaaga
agttcatcca
aggaccagat
tcatggacca
tgcagtcgat
gccgcaactc
tgggcaagaa
agccgggegt
agctgtggcet
gcggegtcgg
tgctggccaa
ccgagaccat
cgtacggctt
ccaagatcgg
tgccgaagga
tggccctgea
acaagcgctc
ccaagcagct
tccgecgegt
tctacttccc
agggcatccc
tgttcttctc

ccaagaagcg

gcgagatgca
aggtccagtg
accgcacgca
cgttcctgeg
cgggcaagtc
accaccacca

cttttttatt

15

gttccggcecg
ggacatcatc
cgtcgacggc
ggactacttc
cgtgggcctc
gggctacggc
catgaaccgc
cacctaccac
ggacgtcccg
ctacaccccg
cggcgagcetg
gggcctgaag
cggcccgtac
catctggctg
cggcgacctg
gaacgtcccg
gtactcgtcg
gaacctgggc
gctgtgggag
ggaggacacc
gacctacgac
gccgatcgec

ctgccaggag

ccacatcgtc
gctgatgege
cctggectte
cttcaacgag
gggcgtctgg
ccaccacgga

ttaaaagata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1810
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REIVINDICACIONES

Procedimiento de produccion de acido feruilico, alcohol coniferilico y/o vainillina naturales, que comprende la

bioconversion de eugenol por una bacteria perteneciente al género Streptomyces que comprende al menos une
secuencia nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8 o cualquier secuencia nucleotidica que sea al menos 70%,
preferiblemente 80%, mas preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :1 o cualquier secuencia que sea
al menos 80%, preferiblemente 90% idéntica a la SEQ ID NO :8.

2.

5.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende:

1) el cultivo de una bacteria perteneciente al género Streptomyces que comprende al menos una secuencia
nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8 o cualquier secuencia nucleotidica que sea al menos 70%,
preferiblemente 80%, mas preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :1 o cualquier secuencia
que sea al menos 80%, preferiblemente 90% idéntica a la SEQ ID NO :8,

2) la adicién continua o en una sola dosis de eugenol como sustrato de bioconversién al medio de
fermentacién en una cantidad comprendida entre 5y 50 g/L, preferiblemente 10 a 35 g/L, y

3) la extraccién de la vainillina del medio de fermentacién.
Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende:

1) el cultivo de una bacteria perteneciente al género Streptomyces que comprende al menos una secuencia
nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8 o cualquier secuencia nucleotidica que sea al menos 70%,
preferiblemente 80%, mas preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :1 o cualquier secuencia
gue sea al menos 80%, preferiblemente 90% idéntica a la SEQ ID NO :8,

2) la adicion en una sola dosis de eugenol como sustrato de bioconversion al medio de fermentacion en una
cantidad comprendida entre 5y 40 g/L, preferiblemente 10 a 35 g/L, y

3) la extraccién de alcohol coniferilico del medio de fermentacion.
Procedimiento segun la reivindicacion 1, que comprende:

1) el cultivo de una bacteria perteneciente al género Streptomyces que comprende al menos una secuencia
nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8 o cualquier secuencia nucleotidica que sea al menos 70%,
preferiblemente 80%, mas preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :1 o cualquier secuencia
gue sea al menos 80%, preferiblemente 90% idéntica a la SEQ ID NO :8,

2) la adicion continua de eugenol como sustrato de bioconversion al medio de fermentacién en una cantidad
comprendida entre 5y 30 g/L, preferiblemente 10 a 25 g/L, y

3) la extraccion de &cido feralico del medio de fermentacion.

Procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha bacteria se incuba en un

medio cuyo pH es inferior a 10.

6.

Procedimiento segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha bacteria se incuba a una

temperatura comprendida entre 27 y 40°C, preferiblemente igual a 37°C.

7.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicha bacteria se obtiene por:

a) clonacién de la secuencia nucleotidica SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8 en un vector de expresion,
preferiblemente especifico de las bacterias pertenecientes al género Streptomyces,

b) transformacion del vector de expresion obtenido en a) en una bacteria competente, preferiblemente E. coli
DH5q,

c) transferencia del vector de expresion que comprende la secuencia SEQ ID NO :°1 0 SEQ ID NO : 8 a E.
coli ET12567,

d) transformacion o conjugacién de una bacteria perteneciente al género Streptomyces con la bacteria
obtenida enc), y

e) seleccién de las mejores bacterias transformantes obtenidas en d) en presencia del sustrato eugenol.

Bacteria perteneciente al género Streptomyces que comprende al menos une secuencia nucleotidica SEQ ID

16
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NO :1 o SEQ ID NO : 8 o cualquier secuencia nucleotidica que sea al menos 70%, preferiblemente 80%, mas
preferiblemente 90% idéntica a la secuencia SEQ ID NO :1 o cualquier secuencia que sea al menos 80%,
preferiblemente 90% idéntica a la SEQ ID NO :8.

9. Bacteria segun la reivindicacion 8, que es preferentemente Streptomyces griseus.

10. Secuencia nucleotidica SEQ ID NO :1.

11. Secuencia nucleotidica SEQ ID NO :8.

12. Vector de expresion que comprende al menos une secuencia SEQ ID NO :1 o SEQ ID NO :8.

13. Vector segun la reivindicacion 11, caracterizado porque es un vector bifuncional especifico de las bacterias
perteneciente al género Streptomyces.

14. Vector segun la reivindicacién 12, caracterizado porque se elige entre un vector integrador o un vector replicable
de tipo multicopia.

15. Vector segun la reivindicacién 13, caracterizado porque se elige entre pFLA2 y pFLA3.
16. Vector segun la reivindicacion 13, caracterizado porque es el vector pFLA4.

17. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que se produce vainillina, &cido feralico o alcohol coniferilico en
una cantidad de 10 a 25 g/L.

18. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la conversion del acido ferdlico en vainillina se efectia en la
misma bacteria perteneciente al género Streptomyces o se efectla por via bioquimica o enziméatica.
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FIGURA 1

Afel - 6125 - AGC'GCT Xbal - 464 - T'CTAG_A

: Bamlil - 470 - G'GATC_C
Noil - 477 - GC'GGCC_GC
EcoRI- 494 - G'AATT_C
Peil - 849 - A'CATG_T

EcoR1 - 4680 - G'AATT_C Sacl -1757 - G_AGCT'C

Xhol - 2571 - C'TCGA_G

Ndel - 2711 - CA'TA_TG

Scal - 3404 - AGT'ACT
Dral -3307 - TTT'AAA

18



ES 2394677 T3

FIGURA 2

sl -436 - C_TGCN'G

Sall - 458 - G'TCGA_C

Xbhal - 464 -T'CTAG_A

Apal - 747 - G_GGCC'C
BamHE- 766 - G'GATC_C
Xbul -772 -T'CTAG_A
Sall- 778 - G'TCGA_C
Splil - 788 - G_CATG'C
Pl -8 - C_TCCA'G
Pcil - 1176 - A'CATG_T
Drdl - 1284 - GACnn_un'anGTC

Sall - 6654 - G'TCGA_C

Safl - 6136 - G'TCGA_C

Sphl - 4687 - G_CATG'C
Pyl - 46381 - C_TOCA'G
Sull - 4671 - G'TCGA_C

EcoRYV - 2417 - GAT'ATC
Sall - 2529 - G'TCGA_C

Drdl - 3129 - GACun_nn'anGTC
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FIGURA 3

Pstl - 456 - C_TGCA'G

Nbal-d464d - T'CTAG_A

Sacl -472 - G_AGCT'C

Kpnl - 500 - G_GTAC'C
Bumitl - 766 - G'GATC_C
Abal - 772 -T'CTAG_A
Psel - 800 - C_TCCA'G
EcoRI- 821 -G'AATT_C

Nl - 53317 - GAAan'nnTTC Bamttl - 1442 - G'GATC_C

Xhol - 1483 - C'TCGA_G

pFLA4 bis
6727 pb

Drdb - 4834 - CACnn_on'unGTC
Ndel - 4743 - CA'TA_TG
Nhol - 4603 - O"TCGA_G

Norl - 2567 - GC'GGCC_GC

Sact - 3784 - G_AGCT'C Drdl - 2989 - GACou_mn''anGTC
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