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DESCRIPCIÓN 
 
Sistema de expresión en levadura para la producción de moléculas aromáticas 
 
Sector de la técnica 5 
 
La presente invención se refiere a la producción de moléculas aromáticas naturales. Más particularmente, la 
invención se refiere a un nuevo sistema de expresión en levadura que utiliza una casete de expresión y que permite 
la producción de derivados fenólicos por bioconversión, siendo dichos derivados fenólicos utilizables para la 
producción de moléculas aromáticas naturales empleados en aromática alimentaria o en perfumería (aromas o 10 
fragancias). 
 
Estado de la técnica 
 
La producción de moléculas aromáticas naturales puede obtenerse por vía biológica o por síntesis química. Por 15 
ejemplo, la vanillina puede obtenerse por una u otra de estas dos vías. 
 
La vanillina (3-metoxi-4-hidroxibenzaldehído) 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 
aromáticas más utilizadas en la industria. Sin embargo, la producción de vanillina natural a partir de vaina de vainilla 20 
o de extracto de vainilla solamente cubre el 20 % de este mercado; su utilización está limitada debido, por un lado, al 
potencial de vainas disponibles a nivel mundial y, por otro lado, debido al elevado precio, muy fluctuante, de estas 
vainas (del orden de 30 €/kg a 450 €/kg es decir, como mínimo, 1500 €/kg de potencial en vanillina natural). 
 
La vanillina de síntesis se utiliza, por lo tanto, frecuentemente como un sustituyente económico (aproximadamente 25 
15 €/kg) de la vanillina natural. Sin embargo, si la vanillina de síntesis conviene a aplicaciones en perfumería y en 
cosmética, puede plantear dificultades de orden reglamentario en las industrias agroalimentarias. Además, los 
aromas de síntesis son, generalmente, menos apreciados por los consumidores que los aromas naturales. 
 
Es por esto que se busca obtener moléculas aromáticas naturales, en particular vanillina, mediante procedimientos 30 
biológicos, concretamente de bioconversión, que emplean microorganismos (bacterias, levaduras, mohos), células 
vegetales o sus sistemas enzimáticos. 
 
En el sentido de la presente invención, se entiende por bioconversión la transformación biológica de un sustrato, 
preferentemente procedente de una fuente natural, para obtener aromas, fragancias o precursores de aromas o de 35 
fragancias naturales. 
 
La vanillina puede producirse siguiente el siguiente esquema de reacción:  
 

 40 
 
Cada una de las moléculas mencionadas puede permitir el acceso a la vanillina por poco disponibles que estén, 
sabiendo que las más importantes son el ácido ferúlico y el eugenol. 
 
Por ejemplo, las solicitudes EP 453 368, PCT WO/96/08576 y PCT WO/00/61721 describen procedimientos que 45 
permiten la producción de vanillina natural por bioconversión a partir de ácido ferúlico en presencia de hongos 
filamentosos. El ácido ferúlico utilizado en estos procedimientos proviene de la extracción de co-productos agrícolas 
que contienen ésteres de ácido ferúlico: maíz, arroz, remolacha o trigo. Pero la baja concentración de ácido ferúlico 
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de estos co-productos y las múltiples etapas necesarias para su extracción-purificación hacen que el rendimiento de 
extracción a partir de estos ésteres siga siendo bastante bajo; lo que induce un precio elevado para esta materia 
prima y, por lo tanto, un precio de coste elevado para la vanillina que se deriva de ella. 
 
Para que un procedimiento biológico que emplea microorganismos pueda ser rentable, es preferible, por lo tanto, 5 
utilizar un sustrato más disponible y económico. 
 
Éste es el caso del eugenol que puede ser fuente de alcohol coniferílico o de ácido ferúlico. 
 
El artículo publicado por J. Overhage et al., describe que la expresión del gen de la vanillil alcohol oxidasa 10 
procedente de Penicillium simplicissimum en Escherichia coli permite catalizar la conversión del eugenol en alcohol 
coniferílico. Para convertir el alcohol coniferílico en ácido ferúlico, J. Overhage et al, expresan a continuación otras 
dos enzimas procedentes de Penicillium simplicissimum en Escherichia coli: la coniferil alcohol deshidrogenasa y la 
coniferil aldehído deshidrogenasa (Highly efficient biotransformation of eugenol to ferulic acid and further conversion 
to vanillin in recombinant strains of Escherichia coli, 2003, Applied and Environmental microbiology p 6569-6576). Si 15 
bien este procedimiento utiliza un sustrato disponible y poco costoso, el eugenol, este sistema de producción de 
ácido ferúlico en E. coli sigue siendo, sin embargo, difícil de implementar debido a la triple clonación necesaria para 
convertir eugenol en ácido ferúlico. 
 
Objeto de la invención 20 
 
La presente invención tiene, por lo tanto, por objeto un procedimiento de producción de precursores de vanillina 
natural o de la propia vanillina natural, a un coste de producción menor que el de la técnica anterior, y con un 
procedimiento sencillo de implementar a nivel industrial. 
 25 
Las soluciones propuestas por la invención son utilizar o producir sustratos naturales disponibles, de bajo coste 
como eugenol y ácido ferúlico. Este último que es el sustrato más utilizado para la síntesis de vanillina, es a menudo 
de un precio elevado y de una calidad difícil de controlar. 
 
Otro objeto de la invención es, por lo tanto, un procedimiento sencillo y eficaz de producción de ácido ferúlico natural 30 
y/o de alcohol coniferílico natural, de un precio industrialmente aceptable. Si el ácido ferúlico puede utilizarse como 
precursor de vanillina natural, el alcohol coniferílico puede ser fuente de alcohol deshidroconiferílico que se 
encuentra en perfumes raros como el de flores de tiaré y puede, por oxidación, ser fuente de ácido ferúlico. 
 
El medio esencial de los procedimientos de acuerdo con la invención es una levadura transformada mediante el gen 35 
que codifica vanillil alcohol oxidasa, del tipo del gen de vanillil alcohol oxidasa (SEC. ID. N.º 1) procedente de 
Penicillium Simplicissimum (referencia Genbank Y15627), o cualquier secuencia nucleotídica que tenga al menos el 
70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente 90 %, de identidad con la secuencia de SEC. ID. N.º 1. 
 
De este modo, un objeto de la invención es proponer la bioconversión de sustratos de bajo coste, en una levadura 40 
que comprende al menos un gen que codifica vanillil alcohol oxidasa. 
 
La bioconversión de eugenol por la levadura de la invención permite, por un lado, la producción de ácido ferúlico y/o 
de alcohol coniferílico naturales, sin impureza y de precio bajo y, por otro lado, la producción de vanillina natural. 
 45 
De acuerdo con una realización de la invención, la levadura comprende al menos un sistema de expresión que 
contiene el gen que codifica vanillil alcohol oxidasa. Ventajosamente, dicho sistema de expresión comprende:  
 

(1) medios destinados a la integración de dicho sistema en el genoma de dicha célula, que comprenden dos 
secuencias nucleotídicas, 50 
(2) medios destinados a la selección de dicha célula que tiene integrado dicho sistema, que comprenden un 
inserto de selección que comprende dos secuencias LoxP que enmarca un promotor, un marcador de selección 
del tipo gen de resistencia a los antibióticos y un terminador, 
(3) una casete de expresión del gen que codifica vanillil alcohol oxidasa, que comprende un promotor que 
permite la expresión de dicho gen, al menos un sitio de clonación que permite la integración de dicho gen, y un 55 
terminador. 

 
Se entiende por “casete de expresión” una secuencia nucleotídica que comprende un promotor, un sitio de inserción 
para la clonación del gen de interés o un sitio de clonación múltiple (MCS por Multiple Cloning Site) y un terminador. 
Se entiende por “promotor” una secuencia de ADN necesaria para el inicio y para el control de la transcripción, por 60 
“sitio de inserción para la clonación” o “sitio de clonación múltiple” una secuencia de ADN que contiene uno o varios 
sitios de restricción, y por “terminador” una secuencia de ADN necesaria para la terminación de la transcripción. Se 
entiende por “vector” cualquier secuencia de ADN en la que es posible insertar fragmentos de ácido nucleico 
extraño, los vectores permiten introducir ADN extraño en una célula huésped. Son ejemplos de vectores los 
plásmidos, los cósmidos, los cromosomas artificiales de levaduras (YAC), los cromosomas artificiales de bacterias 65 
(BAC) y los cromosomas artificiales derivados del bacteriófago P1 (PAC), los vectores derivados de virus. Se 
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entiende por “marcador de selección” un gen cuya expresión otorga a las células que lo contienen una característica 
que permite seleccionarlas. Se trata, por ejemplo, de un gen de resistencia a los antibióticos. 
 
De acuerdo con una realización preferida de la invención, el sitio de clonación comprende los sitios de restricción de 
enzimas de restricción, NotI, BamHI, MfeI, XhoI, que permiten la inserción de la secuencia nucleotídica de vanillil 5 
alcohol oxidasa en la casete de expresión. Ventajosamente, este sitio de clonación tiene como secuencia la 
secuencia SEC. ID. N.º 2 o cualquier secuencia idéntica en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy 
preferentemente el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.º 2. 
 
De acuerdo con una realización preferida de la invención, el enmarcado del marcador de selección por dos sitios 10 
LoxP permitirá la escisión de este marcador de selección gracias al sistema CRE/Lox. La enzima CRE es una 
recombinasa que reconoce específicamente los sitios LoxP. La secuencia nucleotídica comprendida entre estos dos 
sitios se califica como ADN diana y será eliminada en presencia de la enzima CRE. En efecto, cuando la enzima 
CRE se une a los sitios LoxP, corta estos sitios en dos y vuelve a pegar entre sí dos mitades después de que el ADN 
diana ha sido eliminado. Ventajosamente, las secuencias LoxP tienen como secuencia la secuencia SEC. ID. N.º 3 o 15 
cualquier secuencia idéntica en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la 
secuencia SEC. ID. N.º 3. 
 
De acuerdo con una realización preferida de la presente invención, las secuencias que permiten la integración del 
sistema de expresión en el genoma de dicha levadura son múltiples y se seleccionan entre el grupo que comprende 20 
las secuencias TY, las secuencias teloméricas X e Y', las secuencias DUP, la secuencia □ o cualesquiera 
secuencias repetidas en el genoma de la levadura. 
 
Ventajosamente, dichas secuencias son las secuencias TY1A y TY1B de Saccharomyces cerevisiae, y tienen 
preferentemente como secuencia las secuencias SEC. ID. N.º 4 y SEC. ID. N.º 5 respectivamente o cualesquiera 25 
secuencias que son idénticas a éstas en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %. 
 
De acuerdo con otra realización preferida de la invención, los promotores utilizados en el sistema de expresión son 
promotores fuertes, es decir promotores que inducen una fuerte transcripción de los genes bajo su control. Son 
ejemplos de promotores fuertes 1) promotores que rigen la expresión de genes cuyas proteínas son abundantes en 30 
la levadura como los promotores que rigen la expresión de proteínas de la glucólisis o del metabolismo del 
nitrógeno; 2) promotores cuya expresión es específica, por ejemplo promotores cuya actividad está regulada por la 
presencia de azúcar o de nitrógeno; 3) promotores cuya actividad es importante en vista de los experimentos de 
transcriptoma; o 4) promotores artificiales diseñados para permitir una fuerte transcripción de los genes que regulan. 
Los terminadores utilizados en el sistema de expresión se seleccionan por su capacidad para permitir una buena 35 
estabilidad de los ARNm. Ventajosamente, el terminador seleccionado corresponde al promotor fuerte seleccionado 
anteriormente. 
 
Ventajosamente, el promotor que permite la expresión del gen de interés en el sistema de expresión es el promotor 
del gen TDH3 de Saccharomyces cerevisiae, y tiene preferentemente como secuencia la secuencia SEC. ID. N.º 6 o 40 
cualquier secuencia idéntica en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la 
secuencia SEC. ID. N.º 6. Ventajosamente, el terminador asociado es el terminador del gen CYC1 de 
Saccharomyces cerevisiae, y tiene preferentemente como secuencia la secuencia SEC. ID. N.º 7 o cualquier 
secuencia idéntica en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la secuencia 
SEC. ID. N.º 7. Ventajosamente, el promotor y el terminador que permiten la expresión del marcador de selección 45 
son el promotor y el terminador del gen TEF1 de Ashbya gossypii, y tienen preferentemente como secuencia la 
secuencia SEC. ID. N.º 8 y SEC. ID. N.º 9 respectivamente o cualesquiera secuencias que son idénticas a éstas en 
al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %. 
 
De acuerdo con otra realización preferida de la invención, el marcador de selección utilizado en el sistema de 50 
expresión es un gen de resistencia a los antibióticos seleccionado entre el grupo que comprende los genes de 
resistencia a geneticina, nourseotricina, fleomicina, zeocina o cualquier otro gen de resistencia a un antibiótico 
dominante para el que la levadura silvestre es sensible. 
 
Ventajosamente, el marcador de selección utilizado en el sistema de expresión es el gen de resistencia a geneticina, 55 
y tiene preferentemente como secuencia la secuencia SEC. ID. N.º 10 o cualquier secuencia idéntica en al menos el 
70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.º 10. 
 
De acuerdo con otra realización preferida de la invención, el sistema de expresión que contiene el gen de la vanillil 
alcohol oxidasa tiene como secuencia la secuencia nucleotídica de SEC. ID. N.º 11 o cualquier secuencia idéntica en 60 
al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.º 11. 
 
La presente invención tiene también por objeto un vector que comprende un sistema de expresión tal como se ha 
definido anteriormente. 
 65 
De acuerdo con otra realización preferida de la invención, el vector que comprende el sistema de expresión es un 

E07731065
22-01-2016ES 2 560 430 T3

 



5 

plásmido, y ventajosamente pUC57. 
 
La presente solicitud describe también bacterias transformadas, que comprenden al menos un vector tal como se ha 
definido anteriormente. 
Estas bacterias transformadas pueden pertenecer a cualquier especie que permita la replicación del vector portador 5 
seleccionado. Ventajosamente, se trata de bacterias del género E. coli. 
 
La presente solicitud describe también un vector de escisión del gen de resistencia a los antibióticos, comprendiendo 
dicho vector de escisión:  

(1) medios destinados a la selección de las células que lo contienen, que comprenden el promotor y el 10 
terminador del gen TEF1 de Ashbya gossypii y el gen de resistencia a nourseotricina, y 
(2) medios destinados a la escisión del marcador de selección presente en el sistema de expresión, que 
comprenden el promotor del gen GAL1 de Saccharomyces cerevisiae, el gen CRE y el terminador del gen CYC1 
de Saccharomyces cerevisiae.  

 15 
Ventajosamente, el vector de escisión comprende la secuencia SEC. ID. N.º 12 o cualquier secuencia idéntica en al 
menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.º 12. 
 
De acuerdo con una realización preferida de la invención, el vector de escisión descrito anteriormente se selecciona 
entre los vectores que son mal segregados durante las divisiones celulares, que causan debido a esta característica 20 
una pérdida del vector en ausencia de presión de selección frecuente, por ejemplo vectores replicativos de tipo 
multicopia. 
 
Ventajosamente, el vector de escisión es el plásmido pFL44s. 
 25 
Este vector de escisión tiene como primera ventaja permitir la eliminación del gen de resistencia a los antibióticos 
presente en el genoma de las levaduras después de su transformación con el sistema de expresión. Las levaduras 
que permiten la producción de moléculas aromáticas de acuerdo con la invención no contienen, por lo tanto, ADN no 
originario de cepas que pertenecen al mismo género o a la misma familia, a excepción del gen que codifica vanillil 
alcohol oxidasa. 30 
 
Además, la eliminación del gen de resistencia por el vector de escisión permite también transformar varias veces 
una levadura, para aumentar el número de copias del sistema de expresión presentes en el genoma y aumentar, de 
este modo, la cantidad de proteína vanillil alcohol oxidasa producida. 
 35 
La invención tiene por objeto levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae que comprenden el sistema de 
expresión que contiene vanillil alcohol oxidasa, teniendo dicho sistema de expresión como secuencia la secuencia 
SEC. ID. N.º 11 o cualquier secuencia idéntica en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente 
el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.º 11. 
 40 
La invención también tiene por objeto levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae tales como las descritas 
anteriormente y/o transformadas con el vector de escisión tal como se ha descrito anteriormente. 
 
De acuerdo con una realización preferida de la invención, las levaduras pertenecen a la especie Saccharomyces 
cerevisiae capaz de realizar la bioconversión de los precursores de vanillina (concretamente eugenol, ácido ferúlico, 45 
alcohol coniferílico) en vanillina de acuerdo con procedimientos conocidos por el experto en la materia. 
 
Las levaduras pertenecen al género Saccharomyces. Muy preferentemente, las levaduras provienen de una cepa 
cerevisiae. 
 50 
La presente invención tiene por objeto un procedimiento de producción de alcohol coniferílico y/o de ácido ferúlico 
naturales, que comprende las siguientes etapas:  
 

a) clonación de la secuencia nucleotídica del gen que codifica vanillil alcohol oxidasa en el sistema de expresión, 
b) transformación de la levadura Saccharomyces cerevisiae con el sistema de expresión obtenido de este modo, 55 
c) cultivo de la levadura en las condiciones que permiten la expresión de vanillil alcohol oxidasa, 
d) puesta en contacto de la levadura con eugenol. 

 
De acuerdo con una realización preferida de la invención, la secuencia nucleotídica del gen que codifica vanillil 
alcohol oxidasa y el vector que comprende el sistema de expresión son, en un primer momento, digeridas por una o 60 
varias enzimas de restricción. La secuencia del gen que codifica vanillil alcohol oxidasa es insertada a continuación 
mediante simple ligamiento o cualquier otro medio de inserción en el sistema de expresión portado por el vector. 
 
Para amplificar el sistema de expresión, se transforman bacterias de acuerdo con cualquier procedimiento conocido 
con el producto de ligamiento (vector que porta el sistema de expresión que contiene el gen de la vanillil alcohol 65 
oxidasa). Las bacterias que tienen integrado el sistema de expresión se seleccionan gracias al gen de resistencia a 
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los antibióticos presente en el vector que porta el sistema de expresión que contiene el gen que codifica vanillil 
alcohol oxidasa. 
 
En un segundo momento, el vector que porta el sistema de expresión es digerido por una o varias enzimas de 
restricción, preferentemente PvuII, que cortan a uno y otro lado del sistema de expresión. El sistema de expresión es 5 
purificado a continuación y después transformado en las levaduras que pertenecen a la especie Saccharomyces 
cerevisiae de acuerdo con cualquier procedimiento conocido. Las levaduras que tienen integrado el sistema de 
expresión se seleccionan gracias al gen de resistencia presente en el sistema de expresión. 
 
Finalmente, las levaduras transformadas se cultivan en las condiciones conocidas por el experto en la materia que 10 
permiten la expresión de vanillil alcohol oxidasa. Cuando se añade eugenol al cultivo, la vanillil alcohol oxidasa 
permite catalizar su bioconversión en alcohol coniferílico y/o en ácido ferúlico. 
 
La invención también tiene por objeto un procedimiento de producción de alcohol coniferílico y/o de ácido ferúlico 
naturales, en el que el marcador de selección presente en el genoma de la levadura ha sido escindido, 15 
comprendiendo dicho procedimiento, después de la etapa b) y antes de las etapas c) y d), las etapas b1), b2) y b3) 
siguientes:  
 

b1) transformación de la levadura Saccharomyces cerevisiae con el vector de escisión, 
b2) cultivo de la levadura en las condiciones que permiten la expresión de la enzima CRE, 20 
b3) aislamiento de las levaduras que han perdido el marcador de selección. 

 
De acuerdo con una realización preferida de la invención, la secuencia nucleotídica del gen que codifica vanillil 
alcohol oxidasa se inserta en el sistema de expresión, y las levaduras Saccharomyces cerevisiae se transforman, en 
un primer momento, con este sistema de expresión como se ha descrito anteriormente. Las levaduras que tienen 25 
integrado el sistema de expresión son seleccionables gracias a la presencia de un primer marcador de selección, 
preferentemente un gen de resistencia a los antibióticos. Las levaduras seleccionadas positivamente se transforman 
a continuación con el vector de escisión de acuerdo con cualquier procedimiento conocido. Las levaduras que tienen 
integrado el vector de escisión se seleccionan gracias al gen de resistencia a nourseotricina presente en el vector de 
escisión. 30 
 
Las levaduras, que tienen, por lo tanto, integrado el sistema de expresión y el vector de escisión, son cultivadas 
entonces en las condiciones que permiten la expresión de la enzima CRE. La enzima CRE activa permitirá escindir 
el premier marcador de selección enmarcado por las secuencias loxP en el sistema de expresión. Las levaduras que 
hayan perdido este marcador de selección se seleccionan a continuación. Por ejemplo, las levaduras que hayan 35 
perdido este primer gen de resistencia a un antibiótico se seleccionan gracias a su ausencia de resistencia a este 
antibiótico. 
 
Las levaduras obtenidas después de esta etapa de selección ya no poseen el marcador de selección presente en el 
sistema de expresión, pero siguen poseyendo el gen de resistencia a nourseotricina presente en el vector de 40 
escisión. Tal como se ha descrito anteriormente, el vector de escisión se selecciona entre los vectores que son mal 
segregados durante las divisiones celulares. Debido a esta característica, el vector de escisión se pierde fácilmente 
en ausencia de presión de selección frecuente. Se entiende por presión de selección cualquier procedimiento que 
contribuya a seleccionar las células. Por ejemplo, mantener en cultivo levaduras que poseen un gen de resistencia a 
un antibiótico en presencia de este antibiótico corresponde a un procedimiento de presión de selección. Las 45 
levaduras obtenidas en la etapa anterior son, por lo tanto, cultivadas en ausencia de presión de selección para 
perder el vector de escisión, y a continuación se seleccionan para la pérdida del gen de resistencia a nourseotricina. 
 
Las levaduras obtenidas de este modo tienen integrado en su genoma el sistema de expresión que permite la 
expresión de vanillil alcohol oxidasa, mientras que su genoma ya no contiene genes de resistencia a los antibióticos. 50 
Las levaduras transformadas se cultivan a continuación en las condiciones conocidas por el experto en la materia 
que permiten la expresión de vanillil alcohol oxidasa. Cuando el eugenol se añade al cultivo, la vanillil alcohol 
oxidasa permite catalizar su bioconversión en alcohol coniferílico y/o en ácido ferúlico. 
 
Finalmente, la invención también tiene por objeto un procedimiento de producción de alcohol coniferílico y/o de ácido 55 
ferúlico naturales en el que las etapas b), b1), b2) y b3) se repiten tantas veces como copias del sistema de 
expresión se deseen, con el fin de aumentar el número de copias del sistema de expresión en el genoma de la 
levadura. De acuerdo con una realización preferida de la invención, las levaduras Saccharomyces cerevisiae se 
transforman, en un primer momento, con el sistema de expresión y a continuación se seleccionan como se ha 
descrito anteriormente. Estas levaduras se transforman a continuación con el vector de escisión, para permitir la 60 
eliminación del marcador de selección como se ha descrito anteriormente. Las levaduras obtenidas de este modo ya 
no poseen marcador de selección en su genoma y tienen integrada al menos una copia del sistema de expresión. 
 
En un segundo momento, para aumentar el número de copias del sistema de expresión, estas levaduras se 
transforman de nuevo con el sistema de expresión. El mismo procedimiento de selección, de transformación con el 65 
vector de escisión y de selección final se realiza como anteriormente. Las levaduras obtenidas de este modo ya no 

E07731065
22-01-2016ES 2 560 430 T3

 



7 

poseen marcadores de selección y tienen integradas en su genoma al menos dos copias del sistema de expresión. 
Este procedimiento puede repetirse tantas veces como se desee. 
 
La presente invención tiene por objeto un procedimiento de producción de vanillina que comprende las etapas a), b), 
c) y d) tal como se han descrito anteriormente y una etapa posterior de conversión del ácido ferúlico y/o del alcohol 5 
coniferílico, producidos en la etapa d), en vanillina. 
 
De acuerdo con una realización preferida de la invención, la Saccharomyces cerevisiae, debido a su propio material 
genético, es capaz de convertir el ácido ferúlico producido en la etapa d) en vanillina. 
 10 
De acuerdo con otra realización preferida de la invención, la etapa de conversión del ácido ferúlico y/o del alcohol 
coniferílico en vanillina se realiza por vía enzimática o vía bioquímica de acuerdo con los procedimientos descritos 
en las patentes EP 0 606 441 y EP 0 804 606. 
 
La presente invención se entenderá mejor con ayuda del complemento de descripción a continuación, que se refiere 15 
a ejemplos de obtención del sistema de expresión que comprende vanillil alcohol oxidasa, de vectores que contienen 
este sistema de expresión, de vectores de escisión, y de su utilización para la producción, por bioconversión de 
eugenol, de alcohol coniferílico y de ácido ferúlico. 
 
Descripción de las figuras 20 
 
En los ejemplos siguientes, dados a título ilustrativo, se hará referencia a las figuras adjuntas, en las que:  
 
- la figura 1 presenta un esquema del sistema de expresión, 
- la figura 2 presenta la expresión de vanillil alcohol oxidasa por las levaduras, 25 
- la figura 3 presenta el procedimiento de obtención del vector de escisión pFL44s-NAT1-CRE. 
 
Descripción detallada de la invención 
 
Ejemplo 1: Expresión de vanillil alcohol oxidasa en la levadura por transformación de la levadura con el 30 
sistema de expresión.  
 
1/ Síntesis del sistema de expresión.  
 
El sistema de expresión comprende la secuencia nucleotídica de 2715 pb descrita en SEC. ID. N.º 13. Esta 35 
secuencia nucleotídica se ha construido a partir de una secuencia sintética (SEC. ID. N.º 14) y de un inserto de 
selección (SEC. ID. N.º 15). 
La secuencia sintética posee un tamaño de 1225 pb y ha sido sintetizada por GenScript Corporation. Esta secuencia 
comprende:  
 40 
- la secuencia TY1A 
- una secuencia LoxP 
- la secuencia del promotor del gen TDH3 
- una secuencia de sitios de clonación múltiple 
- la secuencia del terminador del gen CYC1 45 
- la secuencia TY1B 
 
El inserto de selección se aisló a partir del vector pUG6 clonado en E. coli (Güldener, U., Heck, S., Fiedler, T., 
BeinHauer, J., y Hegemann, J.H. 1996. A new efficient gene disruption cassette for repeated use in budding yeast. 
Nucleic Acids Res. 24: 2519-2524). El inserto de selección consta de 1500 pb y comprende:  50 
 
- una secuencia loxP 
- la secuencia del promotor del gen TEF1 
- la secuencia del gen kanr  
- la secuencia del terminador del gen TEF1 55 
 
Este inserto se aisló mediante digestión del vector pUG6 con las enzimas de restricción SalI y SacI. 
 
El sistema de expresión que comprende la secuencia sintética se clonó en el vector pUC57 (GenScript Corporation) 
gracias a los sitios de restricción de EcoRI y PstI. 60 
 
El vector pUG6 y el vector pUC57 que contiene el sistema de expresión se digirieron mediante las enzimas de 
restricción SalI y SacI. El inserto de selección se inserta a continuación mediante simple ligamiento en la secuencia 
sintética entre TY1A y la secuencia LoxP situadas a uno y otro lado de los sitios de restricción SalI y SacI. 
 65 
El vector obtenido de este modo que consta del sistema de expresión (secuencia sintética + inserto de selección) se 
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denomina pM2-KAN (figura 1)  
 
Los sitios de restricción XbaI y SacI presentes en el inserto de selección permiten cambiar el marcador de selección 
y sus secuencias de expresión si el usuario lo desea. 
 5 
Los sitios de restricción SalI y SpeI permiten eliminar o sustituir el conjunto de las secuencias constituido por el 
marcador de selección y sus secuencias de expresión enmarcadas por las dos secuencias LoxP. 
 
2/ Inserción del gen que codifica vanillil alcohol oxidasa en el sistema de expresión.  
 10 
La secuencia nucleotídica de la VAO se obtiene de Penicillium simplicissium (referencia Genbank Y15627). La 
secuencia de la VAO (SEC. ID. N.º 1) utilizada en este experimento se sintetizó con un sitio NotI en 5' y XhoI en 3' 
para permitir su clonación en el vector pivex, y esto en fase con una secuencia nucleotídica que permite producir una 
proteína con una etiqueta de seis histidinas en extremo C. 
 15 
El vector pivex que contiene la secuencia de la VAO, tal como se ha descrito anteriormente, fue digerido por NotI y 
EcoRI para liberar la secuencia de la VAO-6His. Esta secuencia es clonada a continuación mediante simple 
ligamiento en el vector pUC57 que contiene el sistema de expresión digerido previamente por NotI y MfeI. 
 
3/ Transformación de las levaduras con el sistema de expresión que comprende el gen que codifica vanillil alcohol 20 
oxidasa.  
 
El vector pUC57 que contiene el sistema de expresión es digerido por la enzima de restricción PvuII. Esta enzima 
corta a uno y otro lado del sistema de expresión que contiene el gen de interés: el gen de la VAO. El fragmento de 
ADN procedente de esta digestión se purifica y se transforma en las levaduras de acuerdo con un método de choque 25 
térmico en presencia de PEG/acetato de litio. 
 
Las levaduras transformadas, gracias a la presencia del gen de resistencia KANr portado por el sistema de 
expresión, se seleccionan en medio rico YPD (extracto de levadura al 1 %, peptona al 1 %, glucosa al 2 %) que 
contiene 300 mg/l de Geneticina. Se obtuvieron veinticuatro clones de levaduras Saccharomyces cerevisiae (cepa 30 
92411) después de la transformación (clones 92411 KANVAO). 
 
3/ Análisis de la expresión de vanillil alcohol oxidasa por las levaduras transformadas.  
 
Las levaduras transformadas se cultivan en medio completo Glucosado (YPD). La proteína VAO (vanillil alcohol 35 
oxidasa) se purifica después por afinidad sobre resina Ni NTA como en el ejemplo 1. Las proteínas retenidas sobre 
la resina se analizan por electroforesis sobre gel de poliacrilamida (gel SDS-PAGE) y se detectan con azul de 
Coomassie. La figura 2 muestra para dos clones que la proteína VAO se produce (columnas E 92411 KANVAO). El 
clon 92411 T- corresponde al control negativo, es decir a una cepa 92411 no transformada, no produce de proteína 
VAO, mientras que BL21 I+F corresponde a un control positivo resultante de la clonación de la vanillil VAO en el 40 
vector pivex y de su producción en E. coli. 
 
Ejemplo 2: Producción de alcohol coniferílico y de ácido ferúlico por bioconversión de eugenol en las 
levaduras que expresan vanillil alcohol oxidasa.  
 45 
Las levaduras transformadas con el sistema de expresión que contiene vanillil alcohol oxidasa, tal como se han 
descrito anteriormente, se seleccionaron en primer lugar por su capacidad para convertir eugenol en alcohol 
coniferílico y a continuación, para algunas de ellas, por su capacidad para producir ácido ferúlico. De este modo, el 
clon 93205, preseleccionado por su capacidad para formar alcohol coniferílico se ha mostrado capaz posteriormente, 
mediante sus derivados, de convertir eugenol en ácido ferúlico. 50 
 
El clon 93207 y su descendencia, se seleccionaron como ejemplos de cepas capaces de convertir eugenol en 
alcohol coniferílico en fermentador. 
 
1/ Producción de alcohol coniferílico en fermentador con la cepa 93207 y uno de sus derivados 93334.  55 
 
Dos esporas de la cepa 93207 se cruzaron para dar la cepa diploide 93334, que comprende de este modo dos 
copias del sistema de expresión que contiene vanillil alcohol oxidasa. 
 
La cepa 93334 se cultivó a continuación en 100 ml de medio con malta durante dos días para alcanzar una 60 
concentración de aproximadamente 3 a 6 x 108 células/ml. Las células se inoculan a continuación en un fermentador 
que contiene 3 litros de medio con malta. La inoculación se efectúa con la mitad del volumen de precultivo, a 30 °C y 
con agitación de 500 rpm. La aireación se lleva a 1 litro de aire/minuto. 
 
Después de 20 h de cultivo, se añade el eugenol en solución en glucosa al 50 % (60 g de eugenol + 120 ml de 65 
glucosa al 50 % en H2O). 
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Después 18 h de conversión, se detiene la fermentación. Se efectúa una extracción. Se acidifica con ácido fosfórico, 
se diluye 2 veces en etanol y se centrifuga a 8000 rpm. El sobrenadante se analiza en HPLC. 
 
Los resultados muestran que en 18 horas el eugenol se convierte casi en su totalidad y que se sintetizaron 22 g/l de 5 
alcohol coniferílico (rendimiento molar cercano al 100 %). 
 
2/ Producción de ácido ferúlico en fermentador con la cepa 93205 y uno de sus derivados 93342.  
 
La cepa haploide 93242, procedente de la esporulación de la cepa 93205, se cultiva en 100 ml de medio con malta 10 
durante dos días, con agitación (150 rpm) y a 30 °C. Las células se ponen a continuación en cultivo en un 
fermentador que contiene 3 litros de medio con malta. La inoculación se efectúa con la mitad del volumen de 
precultivo, con agitación (500 rpm) y a 30 °C. La aireación se lleva a 0,45 litros de aire/minuto durante 24 h. 
 
Después de 24 h de cultivo, la solución de eugenol se añade de forma continua con un caudal de 0,25 a 0,5 g de 15 
eugenol por hora. Se efectúan extracciones regularmente para seguir la conversión del sustrato en derivados 
fenólicos. Cada extracción se acidifica con ácido fosfórico y se centrifuga a 8000 rpm. El sobrenadante se analiza en 
HPLC.  
 

Caudal de sustrato: 2,5 ml/H Concentraciones en gramos por litro 20 
Tiempo (horas) Eugenol distribuido Eugenol restante Alcohol coniferílico Ácido ferúlico 

0 0 0 0 0 

16 1,6 0 0,7 0,75 

40 3,8 0 0 3,8 

64 7,1 0 0,2 6,7 

112 10 0 0 10,11 

 
En estas condiciones, se producen 10 g/l de ácido ferúlico a partir de 10 g/l de eugenol (rendimiento molar = 85 %). 
 
Ejemplo 3: Escisión del marcador de selección del genoma de las levaduras transformadas.  
 25 
1/ Construcción del vector pFL44s-NAT1-CRE para la escisión del marcador de selección.  
 
El vector de escisión tiene como vector original, en este ejemplo, el vector pFL44s (referencia Genbank X70266). 
Este vector de un tamaño de 4319 pb posee:  
 30 
- la secuencia del gen URA3 
- la secuencia del gen de resistencia AmpR 
- un sitio de clonación múltiple 
- la secuencia del origen de replicación de 2 micras. 
 35 
En este vector pFL44s se insertan un inserto que comprende un marcador de selección y un inserto que comprende 
la secuencia de la enzima CRE. 
 
El inserto que comprende el marcador de selección, en este caso el gen de resistencia a la nourseotricina NAT1, se 
obtiene a partir del vector que codifica nourseotricina (referencia Genbank X73149). Dicho vector y el vector pFL44s 40 
son digeridos por las enzimas de restricción BglII y EcoRI. El inserto NAT1 que comprende el promotor del gen TEF, 
la secuencia del gen NAT1 y el terminador del gen TEF, se inserta mediante simple ligamiento en el vector pFL44s. 
El vector obtenido de este modo es el vector pFL44s-NAT1. 
 
El inserto que comprende la secuencia de la enzima CRE se obtiene a partir del vector psh47 (referencia Genbank 45 
AF298782). El vector psh47 y el vector pFL44s-NAT1 son digeridos por la enzima de restricción PvuII. El inserto 
CRE que comprende el promotor del gen GAL1, la secuencia del gen CRE y el terminador del gen CYC1, se inserta 
a continuación mediante simple ligamiento en el vector pFL44s-NAT1. El vector obtenido de este modo es el vector 
pFL44s-NAT1-CRE que tiene como secuencia la secuencia SEC. ID. N.º 11 (figura 3). 
 50 
2/ Transformación de las levaduras con el vector de escisión para eliminar el marcador de selección presente en el 
genoma de las levaduras.  
 
Las levaduras que comprenden el sistema de expresión que contiene vanillil alcohol oxidasa, por ejemplo la cepa 
93334, se transforman con el vector de escisión pFL44s-NAT1-CRE. Las levaduras transformadas se seleccionan en 55 
medio rico (YPD) adicionado con clonNAT (100 mg/ml). 
 
Las levaduras seleccionadas positivamente se cultivan a continuación en un medio YPGalactosa. Siendo el promotor 
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del gen CRE inducible en presencia de Galactosa, esta condición de cultivo permite la inducción de la expresión de 
la enzima CRE en las levaduras. 
 
Los resultados de este experimento muestran que el 80 % de los clones han perdido el marcador KanR. 
 5 
El procedimiento de conversión de eugenol en alcohol coniferílico tal como se ha descrito en 1/ se realiza con una 
cepa 93334 que ha perdido el marcador de selección. Después de 18 h de conversión, se obtienen los mismos 
resultados, lo que sugiere que la pérdida del marcador de selección no afecta a la capacidad de bioconversión de la 
cepa. 
 10 
LISTADO DE SECUENCIAS 

 
<110> MANE, Jean 
 
<120> Sistema de producción de moléculas aromáticas por bioconversión 15 
 
<130> BFF060094 
 
<160> 15 
 20 
<170> PatentIn versión 3.3 
 
<210> 1 
<211> 1734 
<212> ADN 25 
<213> P. simplicissimum 
 
<400> 1 
 

E07731065
22-01-2016ES 2 560 430 T3

 



11 

 
 
<210> 2 
<211> 29 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> sitio de clonación múltiple 
 10 
<400> 2 
gcggccgcgg atcccaattg cgactcgag  29 
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<210> 3 
<211> 34 
<212> ADN 
<213> bacteriófago P1 
 5 
<400> 3 
ataacttcgt ataatgtatg ctatacgaag ttat  34 
 
<210> 4 
<211> 149 10 
<212> ADN 
<213> S. cerevisiae 
 
<400> 4 
 15 

 
 
<210> 5 
<211> 153 
<212> ADN 20 
<213> S. cerevisiae 
 
<400> 5 
 

 25 
 
<210> 6 
<211> 596 
<212> ADN 
<213> S. cerevisiae 30 
 
<400> 6 
 

 35 
 
<210> 7 
<211> 204 
<212> ADN 
<213> S. cerevisiae 40 

E07731065
22-01-2016ES 2 560 430 T3

 



13 

<400> 7 
 

 
 
<210> 8 5 
<211> 383 
<212> ADN 
<213> A. gossypii 
 
<400> 8 10 
 

 
 
<210> 9 
<211> 244 15 
<212> ADN 
<213> A. gossypii 
 
<400> 9 
 20 

 
 
<210> 10 
<211> 810 
<212> ADN 25 
<213> E. coli 
 
<400> 10 
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<210> 11 
<211> 3745 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> sistema de expresión que contiene el gen de la VAO (vanillil alcohol oxidasa) 
 10 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 3833 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> secuencia NAT1-CRE  
 10 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 2715 
<212> ADN 5 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> sistema de expresión 
 10 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 1225 
<212> ADN 
<213> artificial 
 5 
<220> 
<223> secuencia sintética-sistema de expresión 
 
<400> 14 
 10 

 
 
<210> 15 
<211> 1508 
<212> ADN 15 
<213> artificial 
 
<220> 
<223> inserto de selección-sistema de expresión 
 20 
<400> 15 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Levadura que pertenece a la especie Saccharomyces cerevisiae transformada por el gen que codifica la vanillil 
alcohol oxidasa que tiene como secuencia la secuencia SEC. ID. N.º 1 o cualquier secuencia idéntica en al menos el 
70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 % a la secuencia SEC. ID. N.º 1. 5 
 
2. Levadura de acuerdo con la reivindicación 1, caracterizada por que el gen que codifica la vanillil alcohol oxidasa 
está contenido en un sistema de expresión, comprendiendo dicho sistema:  
 

(1) medios para la integración de dicho sistema en el genoma de dicha lavadura, que comprenden dos 10 
secuencias nucleotídicas, 
(2) medios para la selección de dicha levadura que tiene integrado dicho sistema, que comprenden un inserto de 
selección que comprende dos secuencias LoxP que corresponden a la secuencia SEC. ID. N.º 3 que enmarca un 
promotor, un marcador de selección del tipo gen de resistencia a los antibióticos y un terminador, 
(3) una casete de expresión del gen que codifica la vanillil alcohol oxidasa, que comprende un promotor que 15 
permite la expresión de dicho gen, al menos un sitio de clonación que permite la integración del gen, y un 
terminador. 

 
3. Levadura de acuerdo con la reivindicación 2, caracterizada por que las secuencias nucleotídicas de integración 
de dicho sistema de expresión en el genoma de la levadura son las secuencias TY1A que corresponde a la 20 
secuencia SEC. ID. N.º 4 y TY1B que corresponde a la secuencia SEC. ID. N.º 5 de Saccharomyces cerevisiae o 
cualesquiera secuencias que son idénticas a éstas en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy 
preferentemente el 90 %. 
 
4. Levadura de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 a 3, caracterizada por que el promotor que permite la 25 
expresión de vanillil alcohol oxidasa es el promotor del gen TDH3 (SEC. ID. N.º 6) de Saccharomyces cerevisiae, y 
el terminador asociado es el terminador del gen CYC1 que corresponde a la secuencia SEC. ID. N.º 7 de 
Saccharomyces cerevisiae o cualesquiera secuencias que sean idénticas a éstas en al menos el 70 %, 
preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %. 
 30 
5. Levadura de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 a 4, caracterizada por que el promotor y el terminador 
que permiten la expresión du marcador de selección son el promotor que corresponde a la secuencia SEC. ID. N.º 8 
y el terminador que corresponde a la secuencia SEC. ID. N.º 9 del gen TEF1 de Ashbya gossypii o cualesquiera 
secuencias que sean idénticas a éstas en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %. 
 35 
6. Levadura de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 a 5, caracterizada por que el marcador de selección es 
un gen de resistencia a los antibióticos seleccionado entre el grupo que comprende los genes de resistencia a 
geneticina, nourseotricina, fleomicina, zeocina o cualquier otro gen de resistencia a un antibiótico dominante para el 
que la levadura silvestre sea sensible y es preferentemente el gen de resistencia a geneticina que corresponde a la 
secuencia SEC. ID. N.º 10 o cualquier secuencia que sea idéntica a ésta en al menos el 70 %, preferentemente el 80 40 
%, muy preferentemente el 90 %. 
 
7. Levadura de acuerdo con una de las reivindicaciones 2 a 6, en la que el sistema de expresión que contiene la 
vanillil alcohol oxidasa tiene como secuencia la secuencia nucleotídica SEC. ID. N.º 11 o cualquier secuencia que 
sea idéntica ésta en al menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %. 45 
 
8. Procedimiento de producción de alcohol coniferílico y/o de ácido ferúlico naturales, que comprende las siguientes 
etapas:  
 

a) clonación de la secuencia nucleotídica del gen que codifica vanillil alcohol oxidasa tal como ha definido en la 50 
reivindicación 1, en el sistema de expresión tal como se ha definido en una de las reivindicaciones 2 a 7,  
b) transformación de una levadura que pertenece a la especie Saccharomyces cerevisiae con el sistema de 
expresión obtenido de este modo, 
c) cultivo de la levadura en condiciones que permitan la expresión de la vanillil alcohol oxidasa, 
d) puesta en contacto de la levadura con eugenol. 55 

 
9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 8, caracterizado por que permite la producción de ácido ferúlico. 
 
10. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 9, que comprende, después de la 
etapa b) y antes de las etapas c) y d), las etapas b1), b2) y b3) siguientes:  60 
 

b1) transformación de la levadura con un vector de escisión seleccionado entre los vectores multicopia, 
preferentemente pFL44s, que comprenden la secuencia SEC. ID. N.º 12 o cualquier secuencia idéntica en al 
menos el 70 %, preferentemente el 80 %, muy preferentemente el 90 %, a la secuencia SEC. ID. N.º 12, 
b2) cultivo de la levadura en las condiciones que permiten la expresión de la enzima CRE, 65 
b3) aislamiento de las levaduras que han perdido el marcador de selección. 

E07731065
22-01-2016ES 2 560 430 T3

 



24 

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 10, en el que las etapas b), b1), b2) y b3) se repiten tantas veces 
como copias del sistema de expresión se deseen. 
 
12. Procedimiento de producción de vanillina que comprende las etapas a), b), c) y d) tal como se han descrito en 
una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 y una etapa posterior de conversión del ácido ferúlico y/o del alcohol 5 
coniferílico producidos en la etapa d) en vanillina. 
 
13. Procedimiento de producción de vanillina de acuerdo con la reivindicación 12, en el que la etapa de conversión 
del ácido ferúlico y/o del alcohol coniferílico producidos en la etapa d) en vanillina se efectúa en una levadura o por 
vía bioquímica o vía enzimática. 10 
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