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2

DESCRIPCIÓN

Transformante de bacteria corineforme y método para producir fenol que usa el mismo
5

Campo técnico

La presente invención se refiere a una técnica para producir fenol. Más detalladamente, la presente invención se 
refiere a un transformante de bacteria corineforme construido por recombinación génica específica y por lo tanto 
dotado de una función de producción de fenol, y se refiere a un procedimiento eficiente de producción de fenol que 10
usa el transformante.

Antecedentes de la técnica

En el contexto del calentamiento global y el agotamiento de los recursos fósiles, la producción de productos químicos 15
usando recursos renovables, junto con la producción de biocombustibles, se reconoce como una industria emergente, 
la biorrefinería, que es un medio importante para hacer realidad una sociedad con bajas emisiones de carbono, y ha 
llamado la atención.

Sin embargo, la producción de biofenol usando recursos renovables es menos productiva en comparación con la 20
producción de ácido láctico o etanol porque la reacción metabólica a partir de un sacárido de materia prima consiste 
en una gran cantidad de etapas. Además, por los motivos de que el fenol producido inhibe la proliferación bacteriana 
y que el fenol es citotóxico, se ha considerado imposible la producción industrial de fenol.

El uso importante de fenol son las resinas de fenol. Una resina de fenol, que se produce mediante condensación por 25
adición de fenol y aldehído, es uno de los plásticos más antiguos, y con sus propiedades incluyendo una excelente 
resistencia al calor y durabilidad, se utiliza para diversos fines, tales como un material automotriz alternativo al metal, 
un material de sellado semiconductor y una placa de circuito incluso hoy en día. Debido a la reactividad 
extremadamente alta del fenol y el aldehído como materias primas y a la complicada estructura de red tridimensional 
de los polímeros de resina de fenol resultantes, se había considerado difíciles el diseño estructural preciso y el 30
desarrollo para dar nanomateriales de los mismos y, por lo tanto, se habían aplicado para uso de alto valor añadido.
Sin embargo, en los últimos años, la teoría de las propiedades físicas de polímeros y la simulación de los mismos se 
han desarrollado rápidamente, y por lo tanto, se ha hecho posible gradualmente crear materiales altamente funcionales 
a partir de resinas de fenol mediante el refinamiento de la estructura de la red. En estas circunstancias, la producción 
de resina de fenol en Japón también está aumentando año tras año.35

El proceso de producción industrial de fenol actualmente empleado (proceso de cumeno) es un proceso típico que 
consume energía en la industria química que usa benceno y propileno derivados de petróleo como materias primas, y 
que requiere grandes cantidades de energía térmica y de disolvente. Por tanto, en vista de la conservación del medio 
ambiente global y la reducción de los gases de efecto invernadero, existe la necesidad urgente de desarrollar un 40
proceso que ahorre energía, respetuoso con el medio ambiente que permita la producción de fenol a partir de recursos 
renovables y que pueda reducir las emisiones de dióxido de carbono y los productos de desecho, es decir, establecer 
tecnologías de producción de biofenol.

Hasta ahora no se han notificado bacterias productoras de fenol en la naturaleza.45

Además, no se han conocido tecnologías de producción de fenol a base de bacterias recombinantes para lograr una 
productividad de fenol suficiente de manera práctica.

La tirosina fenol-liasa es una enzima que cataliza la síntesis de tirosina a partir de fenol, ácido pirúvico y amoníaco y 50
la reacción inversa de los mismos (por ejemplo, PTL 1). PTL 2, por ejemplo, enseña la síntesis de tirosina a partir de 
fenol, ácido pirúvico y amoníaco con el uso de tirosina fenol-liasa derivada de miembros de la familia 
Enterobacteriaceae.

Además, se sabe que la producción eficiente de tirosina fenol-liasa puede lograrse mediante la transformación de 55
Escherichia coli con genes de tirosina fenol-liasa derivados de diversos seres vivos (PTL 3 a 5).

Wierckx et al., (“Engineering of Solvent-Tolerant Pseudomonas putida S12 for Bioproduction of Phenol from Glucose”, 
Appl. Environ. Microbiol. 2005, 71 (12) :8221-8227) dan a conocer un transformante para la producción de fenol que 
se preparó mediante la introducción de un gen de tirosina fenol liasa de Pantoea agglomerans en Pseudomonas putida60
S12.

El documento WO 2009/154122 A1 da a conocer un transformante de bacteria corineforme preparado mediante 
transferencia de un gen exógeno que codifica para una proteína que tiene una función transportadora de azúcar al 
interior de una bacteria corineforme capaz de utilizar D-xilosa.65
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Sakai et al., (“Effect of Lignocellulose-Derived Inhibitors on Growth of and Ethanol Production by Growth-Arrested 
Corynebacterium glutamicum R∇”, Appl. Environ. Microbiol., 2007, 73 (7) :2349-2353) dan a conocer estudios que 
muestran el efector de inhibidores sobre la producción de etanol mediante Corynebacterium glutamicum.

El documento EP 2 639 306 A1, que representa un documento publicado más tarde, da a conocer un transformante5
productor de fenol construido mediante la transferencia de un gen que codifica para una enzima que tiene actividad 4-
hidroxibenzoato decarboxilasa a Corynebacterium glutamicum como huésped.

El documento EP 2 615 170 A1, que también representa un documento publicado posteriormente, da a conocer un 
transformante de Corynebacterium glutamicum productor de fenol que contiene una enzima que tiene actividad tirosina 10
fenol-liasa, transformante que se usa en un proceso en el que el transformante reacciona en una mezcla de reacción 
que contiene un sacárido como fuente de carbono en condiciones reductoras.

Lista de menciones
15

[Bibliografía de patentes]

[PTL 1] Documento JP 2006-320238 A

[PTL 2] Documento JP 08-154675 A20

[PTL 3] Documento JP 2005-278453 A

[PTL 4] Documento WO 90/04031
25

[PTL 5] Documento JP 04-218380 A

Sumario de la invención

Problema técnico30

Un objeto de la presente invención es proporcionar un microorganismo capaz de producir eficientemente fenol a partir 
de tirosina, y un proceso para producir eficientemente fenol a partir de tirosina.

Solución al problema35

Los presentes inventores han llevado a cabo investigaciones incondicionales para lograr el objeto descrito 
anteriormente y han obtenido las siguientes conclusiones.

(i) Un transformante construido mediante la transferencia de un gen de tirosina fenol-liasa a una bacteria corineforme 40
puede producir eficientemente fenol a partir de tirosina.

(ii) El transformante puede además producir eficientemente fenol en el caso de que el gen de fenol 2-monooxigenasa 
(poxF) en el cromosoma de la bacteria corineforme como huésped tenga una alteración o deleción.

45
(iii) El transformante tiene una productividad de fenol particularmente mayor cuando la proliferación se inhibe 
sustancialmente en una mezcla de reacción en condiciones de reducción.

La presente invención, que se ha completado basándose en los hallazgos mencionados anteriormente, proporciona 
el siguiente transformante y proceso para producir fenol.50

[1] Un transformante de Corynebacterium glutamicum PHE31 (número de registro: NITE BP-999).

[2] Un procedimiento para producir fenol, que comprende una etapa de permitir que un transformante productor de 
fenol de Corynebacterium glutamicum que comprende un gen que codifica para una enzima que tiene actividad tirosina 55
fenol-liasa reaccione en una mezcla de reacción que contiene tirosina, una sal de la misma o un éster de la misma en
condiciones reductoras, y una etapa de recoger fenol de la mezcla de reacción, con la condición de que se excluya el 
caso en el que se usa una mezcla de reacción que contiene un sacárido como fuente de carbono.

[3] El procedimiento del anterior [2], en el que el gen que codifica para una enzima que tiene actividad tirosina fenol-60
liasa es un gen de Pantoea agglomerans, un gen de Citrobacter braakii, un gen de Desulfitobacterium hafniense, un 
gen de Chloroflexus aurantiacus, un gen de Nostoc punctiforme o un gen de Treponema Denticola.

[4] El procedimiento del anterior [2] o [3], en el que el gen que codifica para una enzima que tiene actividad tirosina 
fenol-liasa es ADN de los siguientes (a) o (b):65
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(a) un ADN que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 16, un ADN que consiste en la secuencia 
de bases de SEQ ID NO: 23, un ADN que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 24, un ADN que 
consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 25, un ADN que consiste en la secuencia de bases de 
SEQ ID NO: 26 o un ADN que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 27;

5
(b) un ADN que se hibrida con un ADN que consiste en una secuencia de bases complementaria de cualquiera 
de los ADN de (a) en condiciones rigurosas y que codifica para un polipéptido que tiene actividad tirosina 
fenol-liasa.

[5] El procedimiento del anterior [2] a [4], en el que Corynebacterium glutamicum es un Corynebacterium glutamicum10
en el que se altera o deleciona un gen que codifica para una enzima que tiene actividad fenol 2-monooxigenasa en el 
cromosoma.

[6] El procedimiento del anterior [2] a [4], en el que el Corynebacterium glutamicum es Corynebacterium glutamicum
R (FERM BP-18976), ATCC13032 o ATCC13869.15

[7] El procedimiento del anterior [2] a [4], en el que el Corynebacterium glutamicum es una cepa de Corynebacterium 
glutamicum R (FERM BP-18976), ATCC13032 o ATCC13869 en la que se altera o deleciona un gen que codifica para 
una enzima que tiene actividad fenol 2-monooxigenasa en el cromosoma. 

20
[8] El procedimiento del anterior [2] a [4], en el que el Corynebacterium glutamicum es un transformante de 
Corynebacterium glutamicum PHE31 que tiene el número de registro: NITE BP-999. 

[9] El procedimiento del anterior [2], en el que el transformante no prolifera sustancialmente en la etapa de reacción. 
25

[10] El procedimiento del anterior [2], en el que el potencial de oxidación-reducción de la mezcla de reacción en 
condiciones de reducción es de -200 mV a -500 mV.

Efectos ventajosos de invención
30

Con el uso del transformante de la presente invención, puede producirse fenol eficientemente a partir de tirosina.

Generalmente, el crecimiento de microorganismos se inhibe por un disolvente, tal como un fenol, debido a su 
citotoxicidad, y por lo tanto, la producción de fenol con el uso de microorganismos fue difícil. Según el procedimiento 
de la presente invención, sin embargo, la producción de fenol con el uso de microorganismos puede lograrse con una 35
eficiencia suficiente de manera práctica.

Breve descripción de los dibujos

La figura 1 muestra la construcción de un plásmido usado en los ejemplos.40

La figura 2 muestra la influencia del fenol sobre la proliferación de diversos microorganismos en condiciones aerobias.

Descripción de realizaciones
45

A continuación en el presente documento, la presente invención se describirá en detalle.

(I) Transformante productor de fenol

El transformante de la presente invención capaz de producir fenol es un transformante construido mediante la 50
transferencia de un gen que codifica para una enzima que tiene actividad tirosina fenol-liasa a una bacteria corineforme 
como huésped.

Huésped
55

La bacteria corineforme es un grupo de microorganismos definidos en el Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology, vol. 8, 599 (1974), y no está particularmente limitada mientras prolifere en condiciones aerobias
normales.

Los ejemplos específicos incluyen Corynebacterium, Brevibacterium, Arthrobacter, Mycobacterium y Micrococcus. 60
Entre las bacterias corineformes, se prefiere Corynebacterium.

Los ejemplos de Corynebacterium incluyen Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium efficiens, 
Corynebacterium ammoniagenes, Corynebacterium halotolerance y Corynebacterium alkanolyticum.

65
Entre otros, se prefiere Corynebacterium glutamicum por seguridad y alta producción de fenol. Los ejemplos de cepas 
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preferidas incluyen Corynebacterium glutamicum R (FERM P-18976), ATCC13032, ATCC13869, ATCC13058, 
ATCC13059, ATCC13060, ATCC13232, ATCC13286, ATCC13287, ATCC13655, ATCC13745, ATCC13746, 
ATCC13761, ATCC14020, ATCC31831, MJ-233 (P-1497) y MJ-233AB-41 (FERM BP-1498). Entre otros, se prefieren 
las cepas R (FERM P-18976), ATCC13032 y ATCC13869.

5
Según la clasificación biológica molecular, los nombres de algunas especies de bacterias corineformes, como 
Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium divaricatum y Corynebacterium lilium están 
estandarizados a Corynebacterium glutamicum (Liebl, W. et al., Transfer of Brevibacterium divaricatum DSM 20297T, 
“Brevibacterium flavum” DSM 20411, “Brevibacterium lactofermentum” DSM 20412 and DSM 1412, and 
Corynebacterium glutamicum and their distinction by rRNA gene restriction patterns. Int. J. Syst. Bacteriol. 41: 255-10
260. (1991); y Kazuo Komagata et al., “Classification of the coryneform group of bacteria”, Fermentation and industry, 
45: 944-963 (1987)). 

Brevibacterium lactofermentum ATCC13869, Brevibacterium flavum MJ-233 (FERM BP-1497) y MJ-233AB-41 (FERM 
BP-1498), etc. de la clasificación antigua también son adecuadas como Corynebacterium glutamicum.15

Los ejemplos de Brevibacterium incluyen Brevibacterium ammoniagenes (por ejemplo, ATCC6872).

Los ejemplos de Arthrobacter incluyen Arthrobacter globiformis (por ejemplo, ATCC8010, ATCC4336, ATCC21056, 
ATCC31250, ATCC31738 y ATCC35698).20

Los ejemplos de Mycobacterium incluyen Mycobacterium bovis (por ejemplo, ATCC19210 y ATCC27289).

Los ejemplos de Micrococcus incluyen Micrococcus freudenreichii (por ejemplo, n.º 239 (FERM P-13221)), 
Micrococcus leuteus (por ejemplo, n.º 240 (FERM P-13222)), Micrococcus ureae (por ejemplo, IAM1010) y 25
Micrococcus roseus (por ejemplo, IFO3764).

Las bacterias corineformes pueden ser, y mucho menos una cepa natural, un mutante de las mismas o un 
recombinante artificial de las mismas. Los ejemplos de las mismas incluyen alteradores en los que se altera un gen 
de lactato deshidrogenasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa o malato deshidrogenasa. El uso de un alterador como 30
huésped puede mejorar la productividad de fenol y reducir la producción de subproductos.

Entre otros, se prefiere un alterador en el que se altera un gen de lactato deshidrogenasa. En el alterador, el gen de 
lactato deshidrogenasa se altera y se bloquea la ruta metabólica del ácido pirúvico al ácido láctico. Entre otros, se 
prefiere especialmente un alterador de la cepa Corynebacterium glutamicum R (FERM P-18976) en la que se altera el 35
gen de lactato deshidrogenasa.

Tal alterador puede prepararse basándose en un proceso de ingeniería genética convencional. Tal alterador de lactato 
deshidrogenasa y el proceso de preparación del mismo se describen en el documento WO 2005/010182 A1.

40
Tal como se muestra en el ejemplo 3, los presentes inventores encontraron que las bacterias corineformes tienen una 
resistencia significativamente mayor al fenol en comparación con otros microorganismos. En este sentido, las bacterias 
corineformes se prefieren en la producción de fenol por el proceso de la presente invención.

Además, en comparación con otros microorganismos aerobios, las bacterias corineformes pueden producir más 45
eficientemente sustancias en condiciones reductoras donde las bacterias no proliferan sustancialmente. En este 
sentido, también se prefieren las bacterias corineformes en la producción de fenol por el proceso de la presente 
invención.

Gen de tirosina fenol-liasa (tpl)50

La tirosina fenol-liasa es una enzima que cataliza una reacción en la que se produce fenol mediante la eliminación de 
ácido pirúvico y amoníaco de tirosina y la reacción inversa de la misma. La tirosina fenol-liasa también cataliza una 
reacción en la que se produce L-DOPA a partir de catecol y ácido pirúvico.

55
El gen que codifica para una enzima que tiene actividad tirosina fenol-liasa puede ser de cualquier origen sin limitación 
particular, y se prefiere un gen derivado de Pantoea agglomerans, un gen derivado de Citrobacter braakii, un gen 
derivado de Desulfitobacterium hafniense, un gen derivado de Chloroflexus aurantiacus, un gen derivado de Nostoc 
punctiforme o un gen derivado de Treponema denticola. Entre otros, se prefiere más un gen derivado de Pantoea 
agglomerans.60

Los ejemplos del gen derivado de Pantoea agglomerans incluyen el ADN que consiste en la secuencia de bases de 
SEQ ID NO: 16, los ejemplos del gen derivado de Citrobacter braakii incluyen el ADN que consiste en la secuencia de 
bases de SEQ ID NO: 23, los ejemplos del gen derivado de Desulfitobacterium hafniense incluyen el ADN que consiste 
en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 24, los ejemplos del gen derivado de Chloroflexus aurantiacus incluyen el 65
ADN que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 25, los ejemplos del gen derivado de Nostoc punctiforme
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incluyen el ADN que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 26 y los ejemplos del gen derivado de 
Treponema denticola incluyen el ADN que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 27.

En la presente invención, puede usarse también un ADN que se hibrida con un ADN que consiste en una secuencia 
de bases complementaria de la secuencia de bases de SEQ ID NO: 16, 23, 24, 25, 26 o 27 en condiciones rigurosas5
y que codifica para un polipéptido que tiene actividad tirosina fenol-liasa.

Las “condiciones rigurosas” usadas en el presente documento significan las condiciones generales, por ejemplo, las 
condiciones descritas en el documento Molecular Cloning, A Laboratory Manual, segunda edición, 1989, vol. 2, pág. 
11. 45. Esto significa, en particular, condiciones en las que la hibridación se produce a una temperatura de 5 a 10ºC 10
por debajo de la temperatura de fusión (Tm) de un híbrido perfecto.

La actividad tirosina fenol-liasa puede medirse mediante un método modificado del método descrito en J. Biol. Chem., 
245, 1767-1772 (1970) “Materials and Methods”. En resumen, mediante la adición de la enzima de prueba a un líquido 
para la prueba, se preparó una mezcla de reacción que contenía un tampón fosfato de potasio 50 mM a pH 8,0, L-Tyr15
2,5 mM, piridoxal-fosfato 0,1 mM, glicerol al 20%, y se permitió que la mezcla reaccionara a 30ºC durante 30 minutos 
(0, 5, 10, 20, 30 minutos). La reacción se detuvo mediante la adición de ácido clorhídrico 0,6 N (concentración final). 
Después de que la mezcla de reacción se sometiera a centrifugación y filtración por filtro, el fenol producido se analizó 
y cuantificó por HPLC (Cosmosil C18 ARII, fase móvil: el 20% de MeOH y el 0,07% de ácido perclorhídrico). La 
actividad específica se calculó basándose en la velocidad inicial de la reacción y la concentración de proteína (la 20
cantidad de la enzima requerida para producir 1 mol de fenol por minuto se definió como 1 unidad).

En la presente invención, también puede usarse un ADN que consiste en una secuencia de bases que tiene el 90% o 
más, preferiblemente el 95% o más, más preferiblemente el 98% o más de homología con la secuencia de bases de 
SEQ ID NO: 16, 23, 24, 25, 26 o 27 y que codifica para un polipéptido que tiene actividad tirosina fenol-liasa.25

En la presente invención, se calculó la homología de secuencia de bases usando GENETYX Ver. 8 (fabricado por 
Genetyx).

El homólogo del ADN que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 16, 23, 24, 25, 26 o 27 puede 30
seleccionarse de una biblioteca de ADN de una especie diferente, por ejemplo, PCR o hibridación usando un cebador 
o una sonda diseñados basándose en estas secuencias de bases, según un método convencional, y como resultado, 
puede obtenerse un ADN que codifica para un polipéptido que tiene actividad tirosina fenol-liasa con una alta 
probabilidad.

35
Construcción de vector para transformación

El ADN que codifica tirosina fenol-liasa se amplifica mediante PCR y luego se clona en un vector adecuado que es 
replicable en un huésped.

40
El vector de plásmido puede ser cualquier vector de plásmido siempre y cuando comprenda un gen responsable de 
replicar de forma autónoma la función en una bacteria corineforme. Los ejemplos específicos del vector de plásmido
incluyen pAM330 derivado de Brevibacterium lactofermentum 2256 (JP 58-67699 A; Miwa, K. et al., Cryptic plasmids 
in glutamic acid-producing bacteria. Agric. Biol. Chem. 48:2901-2903 (1984); y Yamaguchi, R. et al., Determination of 
the complete nucleotide sequence of the Brevibacterium lactofermentum plasmid pAM330 and the analysis of its 45
genetic information. Nucleic Acids Symp. Ser. 16:265-267 (1985)); pHM1519 derivado de Corynebacterium glutamicum
ATCC13058 (Miwa, K. et al., Cryptic plasmids in glutamic acid-producing bacteria. Agric. Biol. Chem. 48:2901-2903 
(1984)) y PCry30 derivado de la misma (Kurusu, Y. et al., Identification of plasmid partition function in coryneform 
bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 57:759-764 (1991)); pCG4 derivado de Corynebacterium glutamicum T250 (JP 57-
183799 A; y Katsumata, R. et al., Protoplast transformation of glutamate-producing bacteria with plasmid DNA. J. 50
Bacteriol., 159:306-311 (1984)), pAG1, pAG3, pAG14 y pAG50 derivados de la misma (JP 62-166890 A), y pEK0, 
pEC5 y pEKEx1 derivados de la misma (Eikmanns, B.J. et al., A family of Corynebacterium glutamicum/Escherichia 
coli shuttle vectors for cloning, controlled gene expression, and promoter probing. Gene, 102:93-98 (1991)); etc.

Los ejemplos de un promotor preferido incluyen el promotor PgapA como promotor del gen de gliceraldehído-3-fosfato 55
deshidrogenasa A (gapA), el promotor Pmdh como promotor del gen de malato deshidrogenasa (mdh) y el promotor
PldA como promotor del gen de lactato deshidrogenasa A (ldhA), todos los cuales se derivan de Corynebacterium 
glutamicum R, y entre otros, se prefiere PgapA.

Los ejemplos de un terminador preferido incluyen el terminador rrnB T1T2 del operón de ARNr de Escherichia coli , el 60
terminador trpA de Escherichia coli y el terminador trp de Brevibacterium lactofermentum, y entre otros, se prefiere el 
terminador rrnB T1T2.

Transformación
65

Como método de transformación, cualquier método conocido públicamente puede usarse sin limitación. Los ejemplos 
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de tal método conocido incluyen el método de cloruro de calcio/cloruro de rubidio, el método de fosfato de calcio, la 
transfección de DEAE-dextrano y la electroporación. Entre otros, se prefiere para una bacteria corineforme la 
electroporación, que puede realizarse por un método conocido (Kurusu, Y. et al., Electroporation-transformation 
system for Coryneform bacteria by auxotrophic complementation. Agric. Biol. Chem. 54:443 -447 (1990); y Vertes A.A. 
et al., Presence of mrr- and mcr-like restriction systems in Coryneform bacteria. Res. 144:181-185 (1993)).5

El transformante se cultiva usando un medio de cultivo generalmente usado para el cultivo de microorganismos. El 
medio de cultivo puede ser un medio natural o sintético que contiene una fuente de carbono, una fuente de nitrógeno, 
sales inorgánicas, otras sustancias nutricionales, etc.

10
Los ejemplos de la fuente de carbono incluyen hidratos de carbono y alcoholes azucarados tales como glucosa, 
fructosa, sacarosa, manosa, maltosa, manitol, xilosa, arabinosa, galactosa, almidón, melaza, sorbitol y glicerol; ácidos 
orgánicos tales como ácido acético, ácido cítrico, ácido láctico, ácido fumárico, ácido maleico y ácido glucónico; y 
alcoholes tales como etanol y propanol. Hidrocarburos, tales como parafina normal, etc. también pueden usarse como 
se desee. Estas fuentes de carbono pueden utilizarse solas o como mezcla de dos o más de las mismas. La 15
concentración de estas fuentes de carbono en el medio de cultivo suele ser de aproximadamente el 0,1 al 10% en p/v.

Los ejemplos de la fuente de nitrógeno incluyen compuestos inorgánicos u orgánicos de amonio, tales como cloruro 
de amonio, sulfato de amonio, nitrato de amonio y acetato de amonio; urea; amoníaco acuoso; nitrato de sodio; y 
nitrato de potasio. Compuestos orgánicos que contienen nitrógeno, tales como licor de maceración de maíz, extracto 20
de carne, peptona, N-Z-amina, hidrolizado de proteínas, aminoácidos, etc. también pueden usarse. Estas fuentes de 
nitrógeno pueden usarse solas o como mezcla de dos o más de las mismas. La concentración de estas fuentes de 
nitrógeno en el medio de cultivo varía según el tipo de compuesto nitrogenado, pero suele ser de aproximadamente el 
0,1 al 10% en p/v.

25
Los ejemplos de las sales inorgánicas incluyen dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de dipotasio, sulfato 
de magnesio, cloruro de sodio, nitrato de hierro (II), sulfato de manganeso, sulfato de zinc, sulfato de cobalto y 
carbonato de calcio. Estas sales inorgánicas pueden utilizarse solas o como mezcla de dos o más de las mismas. La 
concentración de las sales inorgánicas en el medio de cultivo varía según el tipo de sales inorgánicas, pero suele ser 
de aproximadamente el 0,01 al 1% en p/v.30

Los ejemplos de las sustancias nutricionales incluyen extracto de carne, peptona, polipeptona, extracto de levadura, 
levadura seca, licor de maceración de maíz, leche desnatada en polvo, hidrolizado de ácido clorhídrico de soja 
desgrasada y extracto de animales, plantas o microorganismos, y productos de degradación de los mismos. La 
concentración de las sustancias nutricionales en el medio de cultivo varía según el tipo de sustancias nutricionales, 35
pero suele ser de aproximadamente el 0,1 al 10% en p/v. Además, pueden añadirse vitaminas según sea necesario. 
Los ejemplos de vitaminas incluyen biotina, tiamina (vitamina B1), piridoxina (vitamina B6), ácido pantoténico, inositol, 
ácido nicotínico, etc.

El pH del medio de cultivo es preferiblemente de 5 a 8.40

Los ejemplos del medio de cultivo microbiano preferible incluyen medio A (Inui, M. et al., Metabolic analysis of 
Corynebacterium glutamicum during lactate and succinate productions under oxygen deprivation conditions. J. Mol. 
Microbiol. Biotechnol. 7:182 -196 (2004)), medio BT (Omumasaba, C. A. et al., Corynebacterium glutamicum
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase isoforms with opposite, ATP-dependent regulation. J. Mol. Microbiol. 45
Biotechnol. 8:91 -103 (2004)), etc.

La temperatura del cultivo es de aproximadamente 15 a 45ºC, y el período de cultivo es de aproximadamente 1 a 7 
días.

50
Alteración o deleción en el gen cromosómico del huésped

En la bacteria corineforme como huésped, el gen que codifica para una enzima que tiene actividad fenol 2-
monooxigenasa (poxF) en el cromosoma tiene preferiblemente una alteración o deleción para la producción eficiente 
adicional de fenol.55

La sustitución de un gen en el cromosoma con el gen correspondiente que tiene una alteración o deleción puede 
lograrse mediante la creación de un gen con mutación por deleción para no permitir la producción de una proteína 
enzimática que funcione normalmente, y la transformación de una bacteria con un ADN que comprende el gen mutado 
para recombinación en la que se intercambian el gen en el cromosoma y el gen mutado. Una proteína enzimática 60
codificada por un gen que tiene una alteración o deleción, incluso cuando se produce, tiene una conformación diferente 
de la del tipo natural, y no tiene función o está reducida. La deleción génica o la alteración génica por medio de tal
reemplazo génico mediante recombinación homóloga ya se ha establecido, y los ejemplos de lo mismo incluyen un 
método que usa un plásmido que contiene un origen de replicación sensible a la temperatura o un plásmido capaz de 
transferencia conyugal, y un método que usa un vector suicida que no tiene un origen de replicación que funciona en 65
un huésped (patente estadounidense n.º 6303383 y documento JP 05-007491 A).
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Específicamente, mediante el método descrito en el ejemplo 1, puede obtenerse una bacteria corineforme en la que 
se altera o elimina el gen de fenol 2-monooxigenasa (poxF).

(II) Procedimiento para producir fenol5

El fenol puede producirse mediante un procedimiento que comprende una etapa de permitir que el transformante
descrito anteriormente de la presente invención reaccione en una mezcla de reacción que contiene tirosina, y una 
etapa de recoger fenol de la mezcla de reacción.

10
Proliferación de microorganismos

Antes de la reacción, el transformante preferiblemente se cultiva y prolifera en condiciones aerobias a de 
aproximadamente 25 a 38ºC durante de aproximadamente 12 a 48 horas.

15
Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para el cultivo aerobio del transformante antes de la reacción puede ser un medio natural 
o sintético que contiene una fuente de carbono, una fuente de nitrógeno, sales inorgánicas, otras sustancias 
nutricionales, etc.20

Los ejemplos de la fuente de carbono que puede usarse incluyen sacáridos (monosacáridos tales como glucosa, 
fructosa, manosa, xilosa, arabinosa y galactosa; disacáridos tales como sacarosa, maltosa, lactosa, celobiosa, 
xilobiosa y trehalosa; polisacáridos tales como almidón; y melaza); alcoholes de azúcar tales como manitol, sorbitol, 
xilitol y glicerol; ácidos orgánicos tales como ácido acético, ácido cítrico, ácido láctico, ácido fumárico, ácido maleico y 25
ácido glucónico; alcoholes tales como etanol y propanol; e hidrocarburos tales como parafina normal.

Estas fuentes de carbono pueden utilizarse solas o como mezcla de dos o más de las mismas.

Los ejemplos de la fuente de nitrógeno que pueden usarse incluyen compuestos de amonio inorgánicos u orgánicos, 30
tales como cloruro de amonio, sulfato de amonio, nitrato de amonio y acetato de amonio; urea; amoníaco acuoso; 
nitrato de sodio; y nitrato de potasio. Compuestos orgánicos que contienen nitrógeno, tales como licor de maceración 
de maíz, extracto de carne, peptona, N-Z-amina, hidrolizado de proteínas, aminoácidos, etc. también pueden usarse. 
Estas fuentes de nitrógeno pueden usarse solas o como mezcla de dos o más de las mismas. La concentración de 
estas fuentes de nitrógeno en el medio de cultivo varía según el tipo de compuesto nitrogenado, pero suele ser de 35
aproximadamente el 0,1 al 10% en p/v.

Los ejemplos de las sales inorgánicas incluyen dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de dipotasio, sulfato 
de magnesio, cloruro de sodio, nitrato de hierro (II), sulfato de manganeso, sulfato de zinc, sulfato de cobalto y borato 
de calcio. Estas sales inorgánicas pueden usarse solas o como mezcla de dos o más de las mismas. La concentración 40
de las sales inorgánicas en el medio de cultivo varía según el tipo de sales inorgánicas, pero suele ser de 
aproximadamente el 0,01 al 1% en p/v.

Los ejemplos de las sustancias nutricionales incluyen extracto de carne, peptona, polipeptona, extracto de levadura, 
levadura seca, licor de maceración de maíz, leche desnatada en polvo, hidrolizado de ácido clorhídrico de soja 45
desgrasada y extracto de animales, plantas o microorganismos, y productos de degradación de los mismos. La 
concentración de las sustancias nutricionales en el medio de cultivo varía según el tipo de sustancias nutricionales, 
pero suele ser de aproximadamente el 0,1 al 10% en p/v.

Además, pueden añadirse vitaminas según sea necesario. Los ejemplos de vitaminas incluyen biotina, tiamina 50
(vitamina B1), piridoxina (vitamina B6), ácido pantoténico, inositol, ácido nicotínico, etc.

El pH del medio de cultivo es preferiblemente de aproximadamente 6 a 8.

Los ejemplos específicos del medio de cultivo preferible para bacterias corineformes incluyen medio A (Inui, M. et al., 55
Metabolic analysis of Corynebacterium glutamicum during lactate and succinate productions under oxygen deprivation 
conditions. J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 7:182-196 (2004)), medio BT (Omumasaba, C. A. et al., Corynebacterium 
glutamicum glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase isoforms with opposite, ATP-dependent regulation. J. Mol. 
Microbiol. Biotechnol. 8:91-103 (2004)), etc. Tal medio de cultivo puede usarse después de prepararse para contener 
un sacárido a una concentración en el intervalo mencionado anteriormente.60

Mezcla de reacción

Como mezcla de reacción, puede usarse agua, una disolución tampón, un medio salino inorgánico, o similares, que 
contienen un precursor fenol (materia prima para fenol).65
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Como precursor, puede usarse tirosina (L-tirosina, D-tirosina, o una mezcla de las mismas), una sal de la misma, o un 
éster de la misma. Entre otros, se prefiere la L-tirosina, una sal de la misma, o un éster de la misma. Los ejemplos de 
la sal incluyen una sal de sodio, una sal de potasio y un clorhidrato. Los ejemplos del éster incluyen ésteres con 
alcoholes que tienen de 1 a 4 átomos de carbono. Dado que la tirosina es poco soluble en agua, preferiblemente se 
usa una sal de tirosina, y más preferida es una sal de sodio. Estos precursores pueden usarse solos o una mezcla de 5
dos o más tipos.

La concentración de tirosina, una sal de la misma o un éster de la misma en la mezcla de reacción es preferiblemente 
de aproximadamente el 0,5 al 10% en p/v, más preferiblemente de aproximadamente el 1 al 7% en p/v y aún más 
preferiblemente de aproximadamente el 2 al 5% en p/v. Cuando la concentración se encuentra en el intervalo anterior, 10
el fenol puede producirse eficientemente.

Los ejemplos de la disolución tampón incluyen un tampón fosfato, un tampón de Tris, un tampón carbonato, etc. La 
concentración de la disolución tampón es preferiblemente de aproximadamente 10 a 150 mM.

15
Los ejemplos del medio salino inorgánico incluyen un medio que contiene uno o más tipos de sales inorgánicas, 
incluyendo dihidrogenofosfato de potasio, hidrogenofosfato de dipotasio, sulfato de magnesio, cloruro de sodio, nitrato 
de hierro (II), sulfato de manganeso, sulfato de zinc, sulfato de cobalto y carbonato de calcio. Entre otros, se prefiere 
un medio que contiene sulfato de magnesio. Un ejemplo específico del medio salino inorgánico incluye medio BT 
(Omumasaba, C. A. et al., Corynebacterium glutamicum glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase isoforms with 20
opposite, ATP-dependent regulation. J. Mol. Microbiol. Biotechnol. 8:91-103 (2004)), etc. La concentración de las sales 
inorgánicas en el medio de cultivo varía según el tipo de sales inorgánicas, pero suele ser de aproximadamente el 
0,01 al 1% en p/v.

El pH de la mezcla de reacción es preferiblemente de aproximadamente 6 a 8. Durante la reacción, el pH de la mezcla 25
de reacción se mantiene preferiblemente casi neutro, en particular a alrededor de 7 con el uso de amoníaco acuoso, 
hidróxido de sodio acuoso, o similares, bajo el control de un controlador de pH (por ejemplo, tipo: DT-1023 fabricado 
por Able).

Condiciones de reacción30

La temperatura de reacción, es decir, la temperatura para mantener vivo el transformante durante la reacción es 
preferiblemente de aproximadamente de 20 a 50ºC, y más preferiblemente de aproximadamente de 25 a 47ºC. Cuando 
la temperatura está en el intervalo anterior, el fenol puede producirse eficientemente.

35
El período de reacción es preferiblemente de aproximadamente de 1 a 7 días, y más preferiblemente de 
aproximadamente de 1 a 3 días.

El cultivo puede ser un procedimiento discontinuo, un procedimiento de alimentación discontinua o un procedimiento 
continuo. Entre otros, se prefiere un procedimiento discontinuo.40

<Condiciones reductoras>

La reacción puede realizarse en condiciones aerobias o condiciones reductoras, pero preferiblemente se realiza en 
condiciones reductoras. En condiciones reductoras, las bacterias corineformes no proliferan sustancialmente y pueden 45
además producir eficientemente fenol.

Las “condiciones reductoras” se definen basándose en el potencial de oxidación-reducción de la mezcla de reacción. 
El potencial de oxidación-reducción de la mezcla de reacción es preferiblemente de aproximadamente -200 mV a 
-500 mV, y más preferiblemente de aproximadamente -250 mV a -500 mV.50

Las condiciones reductoras de la mezcla de reacción pueden estimarse simplemente con el uso de indicador de 
resazurina (en condiciones reductoras, se observa decoloración de azul a incoloro). Sin embargo, para una medición 
precisa, se utiliza un medidor de potencial redox (por ejemplo, electrodos ORP fabricados por BROADLEY JAMES).

55
Como método de preparación de una mezcla de reacción en condiciones reductoras, cualquier método públicamente 
conocido puede usarse sin limitación. Por ejemplo, como medio líquido para la preparación de la mezcla de reacción, 
puede usarse una disolución acuosa para una mezcla de reacción en lugar de agua destilada o similar. Como 
referencia para la preparación de la disolución acuosa para una mezcla de reacción, por ejemplo, puede usarse el 
método para preparar un medio de cultivo para microorganismos estrictamente anaerobios, tales como 60
microorganismos reductores de sulfato (Pfennig, N. et al.: The dissimilatory sulfate-reducing bacteria, en The 
Prokaryotes, A Handbook on Habitats, Isolation and Identification of Bacteria, Ed. de Starr, M. P. et al. Berlín, Springer 
Verlag, 926-940, 1981, o Nogeikagaku Jikkensho, Ed. por Kyoto Daigaku Nogakubu Nogeikagaku Kyoshitsu, vol. 3, 
Sangyo Tosho, 1990, número 26), y tal método proporciona una disolución acuosa en condiciones reductoras
deseadas.65
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Específicamente, mediante el tratamiento de agua destilada o similares con calor o a presión reducida para la 
eliminación de gases disueltos, puede obtenerse una disolución acuosa para una mezcla de reacción en condiciones 
reductoras. En este caso, para la eliminación de gases disueltos, especialmente oxígeno disuelto, puede tratarse agua 
destilada o similares a presión reducida de unos 10 mmHg o menos, preferiblemente de aproximadamente 5 mmHg o 
menos, más preferiblemente de aproximadamente 3 mmHg o menos, durante de aproximadamente 1 a 60 minutos, 5
preferiblemente durante de aproximadamente 5 a 40 minutos.

Alternativamente, añadiendo un agente reductor adecuado (por ejemplo, ácido tioglicólico, ácido ascórbico, clorhidrato 
de cisteína, ácido mercaptoacético, ácido tiolacético, glutatión, sulfuro de sodio, etc.), puede prepararse una disolución 
acuosa para una mezcla de reacción en condiciones reductoras.10

Estos métodos pueden combinarse adecuadamente para preparar una disolución acuosa eficaz para una mezcla de 
reacción en condiciones reductoras.

Se prefiere mantener las condiciones reductoras de la mezcla de reacción durante la reacción. Para el mantenimiento 15
de condiciones reductoras, se prefiere que el oxígeno procedente del exterior del sistema de reacción no pueda entrar 
en el sistema en la mayor medida posible. Los ejemplos específicos del método empleado para este fin incluyen un 
método que comprende encapsular el sistema de reacción con gas inerte, tal como gas nitrógeno, gas dióxido de 
carbono, etc. En algunos casos, para permitir que las funciones metabólicas en las células de la bacteria aerobia de 
la presente invención funcionen de eficazmente durante la reacción, puede ser necesaria la adición de una disolución 20
de diversos nutrientes o una disolución de reactivos para ajustar y mantener el pH del sistema de reacción. En tal 
caso, para una prevención más eficaz de la incorporación de oxígeno, resulta eficaz eliminar el oxígeno en las 
disoluciones que van a añadirse, por adelantado.

Recogida de fenol25

A través del cultivo realizado de la manera anterior, se produce fenol en la mezcla de reacción. El fenol puede 
recogerse recogiendo la mezcla de reacción, y también es factible aislar fenol de la mezcla de reacción por un método 
conocido. Los ejemplos de tal método conocido incluyen destilación, el método de permeación de membrana y el 
método de extracción con disolvente orgánico.30

Ejemplos

A continuación en el presente documento, la presente invención se describirá con más detalle por medio de los 
ejemplos, pero la presente invención no se limita a los mismos.35

Ejemplo 1 

Clonación y expresión del gen de producción de fenol 
40

(1) Extracción de ADN cromosómico de microorganismos

Para extraer ADN cromosómico de Corynebacterium glutamicum R (FERM P-18976), la bacteria se inoculó, con el 
uso de un asa de platino, en medio A (se disolvieron 2 g de (NH2)2CO, 7 g de (NH4) 2SO4, 0,5 g de KH2PO4, 0,5 g de 
K2HPO4, 0,5 g de MgSO4·7H2O, 1 ml de Fe2SO4·7H2O al 0,06% (p/v) + MNSO4·2H2O al 0,042% (p/v), 1 ml de 45
disolución al 0,02% (p/v) de biotina, 2 ml de solución de tiamina al 0,01% (p/v), 2 g de extracto de levadura y 7 g de 
casaminoácido de ensayo de vitaminas en 1 l de agua destilada), que se complementó con glucosa al 50% (p/v) como 
fuente de carbono hasta una concentración final del 4%, y se cultivó con agitación a 33ºC hasta la fase logarítmica de 
crecimiento. Después de recoger las células bacterianas, se recuperó el ADN cromosómico de las células recogidas 
con el uso de un kit de extracción de ADN (nombre comercial: Kit de aislamiento de ADN de tejido y células 50
GenomicPrep, fabricado por Amersham) según el manual de instrucciones.

Para extraer ADN cromosómico de Pantoea agglomerans NBRC12686, se inoculó la bacteria en el medio NBRC No. 
802 (se disolvieron 10 g de polipeptona, 2 g de extracto de levadura y 1 g de MgSO4·7H2O en 1 l de agua destilada) 
con el uso de un asa de platino, y se cultivó con agitación a 30ºC hasta la fase logarítmica de crecimiento. Después 55
de recoger las células bacterianas, se recuperó el ADN cromosómico de las células recogidas con el uso de un kit de 
extracción de ADN (nombre comercial: Kit de aislamiento de ADN de tejido y células GenomicPrep, fabricado por 
Amersham) según el manual de instrucciones.

(2) Construcción de vectores de clonación 60

Construcción del vector de clonación pCRB22

Un fragmento de ADN que comprende una secuencia de origen de replicación de ADN de pCASE1, un plásmido 
derivado de Corynebacterium casei JCM12072 (más adelante en el presente documento abreviado como pCASE1-65
ori) y un fragmento de ADN que comprende un vector de clonación pHSG298 (fabricado por Takara Bio, Inc.) se 
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amplificaron por el siguiente método de PCR.

En la PCR, se sintetizaron los siguientes conjuntos de cebadores basándose en SEQ ID NO: 1 (secuencia de pCASE1-
ori) y SEQ ID NO: 2 (vector de clonación pHSG298) para la clonación de la secuencia de pCASE1-ori y del vector de 
clonación pHSG298, y se utilizaron. 5

Cebadores para la amplificación de la secuencia de PCE1-ORI

(a-1); 5’-AT AGATCT AGAACGTCCGTAGGGAGC-3’ (SEQ ID NO: 3) 
10

(b-1); 5’-AT AGATCT GACTTGTAGGGGAC-3’ (SEQ ID NO: 4)

Los cebadores (a-1) y (b-1) tienen cada uno un sitio de enzima de restricción BglII añadido al mismo. 

Cebadores para la amplificación del vector de clonación pHSG29815

(a-2): 5’-AT AGATCT AGGTTCCCGACTGGGAAG-3’ (SEQ ID NO: 5)

(b-2): 5’-AT AGATCT CGTGCCAGCTGCATTAATGA-3’ (SEQ ID NO: 6)
20

Los cebadores (a-2) y (b-2) tienen cada uno un sitio de enzima de restricción BglII añadido al mismo.

Como ADN de molde, se utilizó el ADN total extraído de Corynebacterium casei JCM12072 obtenido de la Japan 
Collection of Microorganisms (JCM) y el vector de clonación pHSG298 (fabricado por Takara Bio, Inc.).

25
La PCR real se realizó con el uso de un ciclador térmico, GeneAmp PCR System 9700 (fabricado por Applied 
Biosystems) y Takara LA Taq (fabricado por Takara Bio, Inc.) como reactivo de reacción en las condiciones descritas 
a continuación.

Mezcla de reacción:30

TaKara LA Taq™ (5 unidades/l) 0,5 l 
Tampón 10X LA PCR™ II (libre de Mg2+) 5 l 
MgCl2 25 mM 5 l 
Mezcla de dNTP (2,5 mM cada uno) 8 l 
ADN de molde 5 l (contenido de ADN: 1 g o menos) 
Los 2 cebadores anteriores*) 0,5 l cada uno (conc. final : 1 M) 
Agua destilada estéril 25,5 l 

Los componentes anteriores se mezclaron y 50 l de la mezcla de reacción se sometieron a PCR. 
*) Para la amplificación de la secuencia de pCASE1-ori, se usó una combinación de cebadores (a-1) y (b-1), y para 
la amplificación del vector de clonación pHSG298, una combinación de cebadores (a-2) y (b-2). 

Ciclo de PCR:

Etapa de desnaturalización: 94ºC, 60 segundos 

Etapa de apareamiento: 52ºC, 60 segundos 

Etapa de extensión: 72ºC 

Secuencia de pCASE1-ori: 150 segundos

Vector de clonación pHSG298: 180 segundos

35
Un ciclo que consiste en las 3 etapas anteriores se repitió 30 veces.

Usando 10 l de la mezcla de reacción producida anteriormente, se realizó electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. 
En el caso de la secuencia de pCASE1-ori, se detectó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,4 kb. En el caso 
del vector de clonación pHSG298, se detectó un fragmento de ADN de aproximadamente 2,7 kb.40

10 l del fragmento de ADN de aproximadamente 1,4 kb que comprende la secuencia de pCASE1-ori derivada de 
Corynebacterium casei y 10 l del fragmento de ADN de aproximadamente 2,7 kb que comprende el vector de 
clonación pHSG298, ambos amplificados por la PCR anterior, se cortaron cada uno con el uso de la enzima de 
restricción BglII y se procesaron a 70ºC durante 10 minutos para la desactivación de la enzima de restricción. Ambos 45
se mezclaron, y se añadieron a los mismos 1 l de disolución tampón 10X de ADN ligasa de T4 y 1 unidad de ADN 
ligasa de T4 (fabricada por Takara Bio, Inc.). Se añadió a lo mismo agua destilada estéril para que el volumen total 
fuera de 10 l, y se permitió que la mezcla reaccionara a 15ºC durante 3 horas para la ligación. Esto se denominó 
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líquido de ligación A.

Con el uso del líquido de ligación A, se transformó Escherichia coli JM109 por el método de cloruro de calcio (Journal 
of Molecular Biology, 53, 159 (1970)) y se aplicó al medio de agar LB (polipeptona al 1%, extracto de levadura al 0,5%, 
cloruro de sodio al 0,5% y agar al 1,5%) que contenía 50 g/ml de kanamicina.5

Se sometió una cepa en crecimiento en el medio de cultivo al cultivo líquido de la manera habitual. El ADN de plásmido 
se extrajo del cultivo y se cortó con el uso de la enzima de restricción BglII para confirmar el fragmento insertado. 
Como resultado, además de un fragmento de ADN de aproximadamente 2,7 kb del vector de clonación pHSG298, se 
confirmó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,4 kb de la secuencia pCASE-ori.10

El vector de clonación que comprende la secuencia de pCASE1-ori se denominó pCRB22 .

Construcción del vector de clonación pCRB207
15

Un fragmento de ADN que comprende una secuencia de promotor del gen gapA que codifica para gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa (más adelante en el presente documento abreviado como PgapA) derivada de 
Corynebacterium glutamicum R y un fragmento de ADN que comprende una secuencia de terminador bidireccional
rrnBT1T2 (más adelante en el presente documento abreviado como secuencia de terminador) derivada de un vector 
de clonación pKK223-3 (fabricado por Pharmacia) se amplificaron por el siguiente método.20

En la PCR se sintetizaron los siguientes conjuntos de cebadores basándose en SEQ ID NO: 7 (secuencia de PgapA) 
y SEQ ID NO: 8 (secuencia de terminador) para la clonación de la secuencia de PgapA y la secuencia de terminador, 
y se utilizaron. 

25
Cebadores para la amplificación de la secuencia de PgapA

(a-3); 5’-CTCT GTCGAC CCGAAGATCTGAAGATTCCTG-3’ (SEQ ID NO: 9)

30

El cebador (a-3) tiene un sitio de enzima de restricción SalI añadido al mismo, y el cebador (b-3) tiene sitios de enzimas 
de restricción SalI, BamHI y NCoI añadidos al mismo.

Cebadores para la amplificación de la secuencia de terminador35

(a-4); 5’-CTCT GCATGC CCATGG CTGTTTGCGCGGATGAGA-3’ (SEQ ID NO: 11) 

(b-4); 5’- CTCT GCATGC TCATGA AAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGG-3’ (SEQ ID NO: 12)
40

El cebador (a-4) tiene sitios de enzimas de restricción SphI y NCoI añadidos al mismo, y el cebador (b-4) tiene sitios 
de enzimas de restricción SphI y BspHI añadidos al mismo.

Como ADN de molde, se utilizó el ADN cromosómico extraído de Corynebacterium glutamicum R (FERM P-18976) y 
el plásmido pKK223-3 (fabricado por Pharmacia).45

La PCR real se realizó con el uso de un ciclador térmico, GeneAmp PCR System 9700 (fabricado por Applied 
Biosystems) y Takara LA Taq (fabricado por Takara Bio, Inc.) como reactivo de reacción en las condiciones descritas 
a continuación. 

50
Mezcla de reacción:

Takara LA Taq™ (5 unidades/l) 0,5 l 
Tampón 10X LA PCR™ II (libre de Mg2+) 5 l 
MgCl2 25 mM 5 l 
Mezcla de dNTP (2,5 mM cada uno) 8 l 
ADN de molde 5 l (contenido de ADN: 1 g o menos) 
Los 2 cebadores anteriores*) 0,5 l cada uno (conc. final: 1 M) 
Agua destilada estéril 25,5 l 

Los componentes anteriores se mezclaron, y 50 l de la mezcla de reacción se sometieron a PCR. 
*) Para la amplificación de la secuencia de PgapA se utilizó una combinación de cebadores (a-3) y (b-3), y para la 
amplificación de la secuencia de terminador una combinación de cebadores (a-4) y (b-4).
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Ciclo de PCR:

Etapa de desnaturalización: 94ºC, 60 segundos 

Etapa de apareamiento: 52ºC, 60 segundos 

Etapa de extensión: 72ºC 

Secuencia de PgapA: 45 segundos 

Secuencia de terminador: 30 segundos

Un ciclo que consisten en las 3 etapas anteriores se repitió 30 veces.
5

Utilizando 10 l de la mezcla de reacción producida anteriormente, se realizó electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. 
En el caso de la secuencia de PgapA, se detectó un fragmento de ADN de aproximadamente 0,6 kb. En el caso de la 
secuencia de terminador, se detectó un fragmento de ADN de aproximadamente 0,4 kb.

10 l del fragmento de ADN de aproximadamente 0,6 kb que comprende la secuencia de PgapA derivada de 10
Corynebacterium glutamicum R, que se amplificó por la PCR anterior, y el vector de clonación pCRB22 de 
aproximadamente 4,1 kb, se cortaron cada uno con el uso de la enzima de restricción SalI y se procesaron a 70ºC 
durante 10 minutos para la desactivación de la enzima de restricción. Ambos se mezclaron, y se añadieron a los 
mismos 1 l de disolución tampón 10X de ADN ligasa de T4 y 1 unidad de ADN ligasa de T4 (fabricada por Takara 
Bio, Inc.). Se añadió agua destilada estéril a lo mismo para que el volumen total fuera de 10 l, y se permitió que la 15
mezcla reaccionara a 15ºC durante 3 horas para la ligación. Esto se denominó líquido de ligación B.

Con el uso del líquido de ligación B, se transformó Escherichia coli JM109 por el método de cloruro de calcio (Journal 
of Molecular Biology, 53, 159 (1970)) y se aplicó al medio de agar LB (polipeptona al 1%, extracto de levadura al 0,5%, 
cloruro de sodio al 0,5% y agar al 1,5%) que contenía 50 g/ml de kanamicina.20

Se sometió una cepa en crecimiento en el medio de cultivo al cultivo líquido de la manera habitual. El ADN de plásmido 
se extrajo del cultivo y se cortó con el uso de la enzima de restricción SalI para confirmar el fragmento insertado. Como 
resultado, además de un fragmento de ADN de aproximadamente 4,1 kb del vector de clonación pCRB22, se confirmó 
un fragmento de ADN de aproximadamente 0,6 kb de la secuencia de PgapA.25

El vector de clonación que comprende la secuencia de PgapA se denominó pcrB206.

10 l del fragmento de ADN de aproximadamente 0,4 kb que comprende la secuencia de terminador derivada del 
plásmido pKK223-3, que se amplificó por la PCR anterior, se cortó con el uso de las enzimas de restricción NcoI y 30
BSPHI, 2 l del vector de clonación pCRB206 anterior se cortaron con el uso de la enzima de restricción NCoI, y 
ambos se procesaron a 70ºC durante 10 minutos para la desactivación de las enzimas de restricción. Ambos se 
mezclaron, y se añadieron a los mismos 1 l de disolución tampón 10X de ADN ligasa de T4 y 1 unidad de ADN ligasa 
de T4 (fabricada por Takara Bio, Inc.). Se añadió agua destilada estéril a lo mismo para que el volumen total fuera de 
10 l, y se permitió que la mezcla reaccionara a 15ºC durante 3 horas para la ligación. Este se denominó líquido de 35
ligación C.

Con el uso del líquido de ligación C, se transformó Escherichia coli JM109 por el método de cloruro de calcio (Journal 
of Molecular Biology, 53, 159 (1970)) y se aplicó al medio de agar LB (polipeptona al 1%, extracto de levadura al 0,5%, 
cloruro de sodio al 0,5% y agar al 1,5%) que contenía 50 g/ml de kanamicina.40

Se sometió una cepa en crecimiento en el medio de cultivo a cultivo líquido de la manera habitual. El ADN de plásmido 
se extrajo del cultivo y se cortó con el uso de la enzima de restricción para confirmar el fragmento insertado. Como 
resultado, además de un fragmento de ADN de aproximadamente 4,7 kb del vector de clonación pCRB206, se confirmó 
un fragmento de ADN de aproximadamente 0,4 kb de la secuencia de terminador.45

El vector de clonación que comprende la secuencia de terminador rrnBT1T2 se denominó pCRB207. 

Construcción del vector de clonación pCRB209
50

Un fragmento de ADN que comprende una secuencia de promotor del gen de gapA (gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa A) (más adelante en el presente documento abreviado como PGaPA) derivada de Corynebacterium 
glutamicum R se amplificó por el siguiente método.

En la PCR, se sintetizó el siguiente conjunto de cebadores basados en SEQ ID NO: 13 (PCRb207) para la clonación 55
de la secuencia de pCRB207, y se utilizó. 

Cebadores para la amplificación de la secuencia de PCRb207
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(a-5); 5’-CTCT CATATG CTGTTTTGGCGGATGAGAG-3’ (SEQ ID NO: 14) 

(b-5); 5’-CTCT CATATG GTGTCTCCTCTAAAGATTGTAGG-3’ (SEQ ID NO: 15)

Los cebadores (a-5) y (b-5) tienen cada uno un sitio de enzima de restricción NDel añadido a los mismos.5

Como ADN de molde, se utilizó el vector de clonación pCRB207 que comprende un promotor de gapA y una secuencia 
de terminador rrnBT1T2.

La PCR real se realizó con el uso de un ciclador térmico, GeneAmp PCR System 9700 (fabricado por Applied 10
Biosystems) y TaKara LA Taq (fabricado por Takara SHUZO) como reactivo de reacción en las condiciones descritas 
a continuación. 

Mezcla de reacción:
15

Takara LA Taq™ (5 unidades/l) 0,5 l 
Tampón 10X LA PCR™ II (libre de Mg2+) 5 l 
MgCl2 25 mM 5 l 
Mezcla de dNTP (2,5 mM cada uno) 8 l 
ADN de molde 5 l (contenido de ADN: 1 g o menos) 
Los 2 cebadores anteriores*) 0,5 l cada uno (conc. final: 1M) 
Agua destilada estéril 25,5 l 

Los componentes anteriores se mezclaron, y 50 l de la mezcla de reacción se sometieron a PCR. 
*) Para la amplificación de la secuencia de PCRb207, se utilizó una combinación de cebadores (a-5) y (b-5).

Ciclo de PCR:

Etapa de desnaturalización: 94ºC, 60 segundos 

Etapa de apareamiento: 52ºC, 60 segundos 

Etapa de extensión: 72ºC, 307 segundos 

Un ciclo que consiste en las 3 etapas anteriores se repitió 30 veces.20

Utilizando 10 l de la mezcla de reacción producida anteriormente, se realizó electroforesis en gel de agarosa al 0,8% 
y se detectó un fragmento de ADN de aproximadamente 5,1 kb que comprende el vector de clonación pCRB207.

10 l del fragmento de ADN de aproximadamente 5,1 kb que comprende el gen derivado de pCRB207, que se amplificó 25
por la PCR anterior, se cortó con el uso de la enzima de restricción NDeI y se procesó a 70ºC durante 10 minutos para 
la desactivación de la enzima de restricción. A esto, se le añadieron 1 l de disolución tampón 10X de ADN ligasa de 
T4 y 1 unidad de ADN ligasa de T4 (fabricada por Takara SHUZO). Se añadió agua destilada estéril a lo mismo para 
que el volumen total fuera de 10 l, y se permitió que la mezcla reaccionara a 15ºC durante 3 horas para la ligación. 
Esto se denominó líquido de ligación D.30

Con el uso del líquido de ligación D, se transformó Escherichia coli JM109 por el método de cloruro de calcio (Journal 
of Molecular Biology, 53, 159 (1970)) y se aplicó al medio de agar LB (polipeptona al 1%, extracto de levadura al 0,5%, 
cloruro de sodio al 0,5% y agar al 1,5%) que contenía 50 g/ml de kanamicina.

35
Se sometió una cepa en crecimiento en el medio de cultivo al cultivo líquido de la manera habitual. Se extrajo ADN de 
plásmido del cultivo y se cortó con el uso de la enzima de restricción NDeI para confirmar el sitio de enzima de 
restricción insertado.

El vector de clonación que comprende la secuencia de PgapA y la secuencia de terminador rrnBT1T2 se denominó 40
PCrB209. 

(3) Clonación del gen de producción de fenol 

Clonación del gen de producción fenol derivado de Pantoea agglomerans45

Un fragmento de ADN que comprende el gen de tpl que se derivó de Pantoea agglomerans y que codifica para un gen 
que tiene actividad tirosina fenol-liasa se amplificó por el método de PCR descrito a continuación.

En la PCR, se sintetizó el siguiente conjunto de cebadores basándose en SEQ ID NO: 16 (el gen de tpl de Pantoea 50
agglomerans) con el uso de “394 DNA/RNA Synthesizer” fabricado por Applied Biosystems para la clonación del gen 
de tpl, y se utilizó. Cebadores para amplificación del gen de tpl 
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(a-6); 5’- CTCT CATATG AACTATCCTGCCGAGC-3’ (SEQ ID NO: 17) 

(b-6); 5’- CTCT CATATG TTAAATAAAGTCAAAACGCGCAGTAAAG-3’ (SEQ ID NO: 18)
5

Los cebadores (a-6) y (b-6) tienen cada uno un sitio de enzima de restricción NDel añadido a los mismos.

Como ADN de molde para Pantoea agglomerans, se utilizó el ADN cromosómico extraído de Pantoea agglomerans 
NBRC12686 obtenido del NITE Biological Resource Center (NBRC).

10
La PCR real se realizó con el uso de un ciclador térmico, GeneAmp PCR System 9700 (fabricado por Applied 
Biosystems) y TaKara LA Taq (fabricado por Takara Bio, Inc.) como reactivo de reacción en las condiciones descritas 
a continuación. 

Mezcla de reacción:15

Takara LA Taq™ (5 unidades/l) 0,5 l 
Tampón 10X LA PCR™ II (libre de Mg2+) 5 l 
MgCl2 25 mM 5 l 
Mezcla de dNTP (2,5 mM cada uno) 8 l 
ADN de molde 5 l (contenido de ADN: 1 g o menos) 
Los 2 cebadores anteriores*) 0,5 l cada uno (conc. final: 1 M) 
Agua destilada estéril 25,5 l 

Los componentes anteriores se mezclaron, y 50 l de la mezcla de reacción se sometieron a PCR. 
*) Para la amplificación del gen de tpl de Pantoea agglomerans, se utilizó una combinación de cebadores (a-6) y 
(b-6).

Ciclo de PCR:

Etapa de desnaturalización: 94ºC, 60 segundos 

Etapa de apareamiento: 52ºC, 60 segundos 

Etapa de extensión: 72ºC, 

Gen de tpl de Pantoea agglomerans 82 segundos

20
Un ciclo que consiste en las 3 etapas anteriores se repitió 30 veces.

Con el uso de 10 l de la mezcla de reacción producida anteriormente, se realizó electroforesis en gel de agarosa al 
0,8%. Como resultado, se detectó un fragmento de ADN de aproximadamente 1,4 kb del gen de tpl de Pantoea 
agglomerans. 25

(4) Construcción del plásmido de expresión del gen de producción de fenol, clonación del gen de producción de fenol 
en pCRB209

10 l del fragmento de ADN de aproximadamente 1,4 kb que comprende el gen de tpl derivado de Pantoea 30
agglomerans amplificado por la PCR en el anterior (3) y 2 l del vector de clonación PCrB209 que comprende el 
promotor PgapA se cortaron cada uno con el uso de la enzima de restricción NDeI, y se procesaron a 70ºC durante 
10 minutos para la desactivación de la enzima de restricción. Se mezclaron ambos, y se añadieron a los mismos 1 l 
de disolución tampón 10X de ADN ligasa de T4 y 1 unidad de ADN ligasa de T4 (fabricada por Takara Bio, Inc.). Se 
añadió a lo mismo agua destilada estéril para que el volumen total fuera de 10 l, y se permitió que la mezcla 35
reaccionara a 15ºC durante 3 horas para la ligación. El líquido resultante se denominó líquido de ligación E.

Con el uso del líquido de ligación E obtenido se transformó, Escherichia coli JM109 por el método de cloruro de calcio 
(Journal of Molecular Biology, 53, 159 (1970)) y se aplicó al medio de agar LB (polipeptona a 1%, extracto de levadura
al 0,5%, cloruro de sodio al 0,5% y agar al 1,5%) que contenía 50 g/ml de kanamicina.40

Se sometió una cepa en crecimiento en el medio de cultivo al cultivo líquido de la manera habitual. Se extrajo ADN 
plásmido del cultivo y se cortó con el uso de la enzima de restricción para confirmar el fragmento insertado. Como 
resultado, además de un fragmento de ADN de aproximadamente 5,1 kb del plásmido PCrB209, se confirmó un 
fragmento insertado de aproximadamente 1,4 kb del gen de tpl derivado de Pantoea agglomerans (líquido de ligación 45
E).

El plásmido que comprende el gen de tpl derivado de Pantoea agglomerans se denominó pCRB209-tpl/PA (figura 1). 
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(5) Construcción de plásmido para la alteración génica cromosómica de Corynebacterium glutamicum

Construcción de plásmido para la alteración del gen de poxF de Corynebacterium glutamicum

Un fragmento de ADN requerido para la construcción de un plásmido para la alteración sin marcadores del gen de 5
poxF en el cromosoma de Corynebacterium glutamicum se amplificó por el método de PCR tal como se describe a 
continuación.

En la PCR, se sintetizaron los siguientes conjuntos de cebadores basados en la secuencia de Corynebacterium 
glutamicum R con el uso de “394 DNA/ARN Synthesizer” fabricado por Applied Biosystems, y se utilizaron. 10

Cebadores para amplificación de la región poxF-1

(a-7); 5’-CTCT TCTAGA TACGTCCTAAACACCCGAC-3’ (SEQ ID NO: 19) 
15

(b-7); 5’-GACCAACCATTGCTGACTTGCGTATCCATAGTCAGGCTTC-3’ (SEQ ID NO: 20)

El cebador (a-7) tiene un sitio de enzima de restricción XbaI añadido al mismo. 

Cebadores para amplificación de la región poxF-220

(a-8); 5’-AAGTCAGCAATGGTTGGTC-3’ (SEQ ID NO: 21) 

(b-8); 5’-CTCT TCTAGA TGATCAGTACCAAGGGTGAG-3’ (SEQ ID NO: 22)
25

El cebador (b-8) tiene un sitio de enzima de restricción XbaI añadido al mismo.

Como ADN de molde se utilizó el ADN cromosómico extraído de Corynebacterium glutamicum R.

La PCR real se realizó con el uso de un ciclador térmico, GeneAmp PCR System 9700 (fabricado por Applied 30
Biosystems) y TaKara LA Taq (fabricado por Takara Bio, Inc.) como reactivo de reacción en las condiciones descritas 
a continuación. 

Mezcla de reacción:
35

Takara LA Taq™ (5 unidades/l) 0,5 l 
Tampón 10X LA PCR™ II (libre de Mg2+) 5 l 
MgCl2 25 mM 5 l 
Mezcla de dNTP (2,5 mM cada uno) 8 l 
ADN de molde 5 l (contenido de ADN: 1 g o menos) 
Los 2 cebadores anteriores*) 0,5 l cada uno (conc. final: 1 M) 
Agua destilada estéril 25,5 l 

Los componentes anteriores se mezclaron, y 50 l de la mezcla de reacción se sometieron a PCR. 
*) Para la amplificación de la región poxF-1, se utilizó una combinación de cebadores (a-7) y (b-7), y para la 
amplificación de la región poxF-2, una combinación de cebadores (a-8) y (b-8).

Ciclo de PCR:

Etapa de desnaturalización: 94ºC, 60 segundos 

Etapa de apareamiento: 52ºC, 60 segundos 

Etapa de extensión: 72ºC, 

Región poxF-1 50 segundos

Región poxF-2 50 segundos

Un ciclo que consiste en las 3 etapas anteriores se repitió 30 veces.40

Utilizando 10 l de la mezcla de reacción producida anteriormente, se realizó electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. 
Alrededor de 0. Se detectó un fragmento de ADN de aproximadamente 0,8 kb en el caso de la región poxF-1 de 
Corynebacterium glutamicum, y un fragmento de ADN de aproximadamente 0,8 kb en el caso de la región poxF-2.

45
Posteriormente, 1 l de cada uno del fragmento de la región poxF-1 y el fragmento de la región poxF-2, los cuales se 
amplificaron por la PCR anterior, se mezclaron y se sometieron a PCR para ligación.
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La PCR real se realizó con el uso de un ciclador térmico, GeneAmp PCR System 9700 (fabricado por Applied 
Biosystems) y TaKara LA Taq (fabricado por Takara Bio, Inc.) como reactivo de reacción en las condiciones descritas 
a continuación. 

Mezcla de reacción:5

Takara LA Taq™ (5 unidades/l) 0,5 l 
Tampón 10X LA PCR™ II (libre de Mg2+) 5 l 
MgCl2 25 mM 5 l 
Mezcla de dNTP (2,5 mM cada uno) 8 l 
Los 2 cebadores anteriores*) 1 l cada uno
Agua destilada estéril 29,5 l 

Los componentes anteriores se mezclaron, y 50 l de la mezcla de reacción se sometieron a PCR. 
*) Se utilizaron un fragmento de la región poxF-1 y un fragmento de la región poxF-2.

Ciclo de PCR:

Etapa de desnaturalización: 95ºC, 20 segundos 

Etapa de apareamiento: 52ºC, 5 segundos 

Etapa de extensión: 72ºC, 50 segundos

10
Un ciclo que consiste en las 3 etapas anteriores se repitió 30 veces.

Además, utilizando, como ADN de molde, el fragmento obtenido en el que se ligaron poxF-1 y poxF-2, se amplificó 
por PCR un fragmento de deleción de poxF.

15
La PCR real se realizó con el uso de un ciclador térmico, GeneAmp PCR System 9700 (fabricado por Applied 
Biosystems) y TaKara LA Taq (fabricado por Takara Bio, Inc.) como reactivo de reacción en las condiciones descritas 
a continuación. 

Mezcla de reacción:20

Takara LA Taq™ (5 unidades/l) 0,5 l 
Tampón 10X LA PCR™ II (libre de Mg2+) 5 l 
MgCl2 25 mM 5 l 
Mezcla de dNTP (2,5 mM cada uno) 8 l 
ADN de molde 5 l (contenido de ADN: 1 g o menos) 
Los 2 cebadores anteriores*) 0,5 l cada uno (conc. final: 1 M) 
Agua destilada estéril 25,5 l 

Los componentes anteriores se mezclaron, y 50 l de la mezcla de reacción se sometieron a PCR. 
*) Para la amplificación del fragmento de deleción de poxF, se utilizó una combinación de cebadores (a-7) y (b-8).

Ciclo de PCR:

Etapa de desnaturalización: 95ºC, 20 segundos 

Etapa de apareamiento: 52ºC, 5 segundos 

Etapa de extensión: 72ºC, 50 segundos

25
Un ciclo que consiste en las 3 etapas anteriores se repitió 30 veces.

Utilizando 10 l de la mezcla de reacción producida anteriormente, se realizó electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, 
y se detectó un fragmento de aproximadamente 1,6 kb del fragmento de deleción de poxF.

30
10 l del fragmento de ADN de aproximadamente 1,7-kb del fragmento de deleción de poxF derivado de 
Corynebacterium glutamicum R, que se amplificó por la PCR anterior, y 2 l de un plásmido PCRA725 de 
aproximadamente 4,4 kb para transfección de genes cromosómicos sin marcadores (J. Mol. Microbiol. Biotechnol., 
vol. 8, 243-254, 2004 (documento JP 2006-124440 A) se cortaron cada uno con el uso de la enzima de restricción 
XbaI, y se procesaron a 70ºC durante 10 minutos para la desactivación de la enzima de restricción. Se mezclaron 35
ambos, y se añadieron a los mismos 1 l de disolución tampón 10X de ADN ligasa de T4 y 1 unidad de ADN ligasa de 
T4 (fabricada por Takara Bio, Inc.). Se añadió agua destilada estéril a lo mismo para que el volumen total fuera de 
10 l, y se permitió que la mezcla reaccionara a 15ºC durante 3 horas para la ligación. Esto se denominó líquido de 
ligación F.

E11842421
05-11-2019ES 2 754 080 T3

 



18

Con el uso del líquido de ligación F, se transformó Escherichia coli JM109 por el método de cloruro de calcio (Journal 
of Molecular Biology, 53, 159 (1970)) y se aplicó al medio de agar LB (polipeptona al 1%, extracto de levadura al 0,5%, 
cloruro de sodio al 0,5% y agar al 1,5%) que contenía 50 g/ml de kanamicina.

5
Se sometió una cepa de crecimiento en el medio de cultivo al cultivo líquido de la manera habitual. Se extrajo ADN de
plásmido del cultivo y se cortó con el uso de la enzima de restricción XbaI para confirmar el fragmento insertado. Como 
resultado, además de un fragmento de ADN de aproximadamente 4,4 kb del plásmido PCra725, se confirmó un 
fragmento insertado de aproximadamente 1,7 kb del gen de deleción de poxF derivado de Corynebacterium 
glutamicum (líquido de ligación F).10

El plásmido que comprende el gen de deleción de poxF derivado de Corynebacterium glutamicum se denominó 
PCRA725-poxF/CG. 

(6) Construcción de cepa en la que se altera un gen asociado con la degradación del fenol15

El vector PCRA725 para la transfección de genes cromosómicos sin marcadores es un plásmido que no puede 
replicarse dentro de Corynebacterium glutamicum R. Con el uso del plásmido PCRA725-poxF/CG, se realizó la 
transformación de Corynebacterium glutamicum R por electroporación (Agric. Biol. Chem., vol. 54, 443-447 (1990) y 
Res. Microbiol., vol. 144, 181-185 (1993)), y la cepa se aplicó al medio de agar A (medio líquido A y agar al 1,5%) que 20
contenía 50 g/ml de kanamicina. La cepa de cruzamiento individual obtenida en el medio anterior se aplicó al medio 
de agar BT (2 g de (NH2)2CO, 7 g de (NH4)2SO4, 0,5 g de KH2PO4, 0,5 g de K2HPO4, 0,5 g de MgSO4·7H2O, 1 ml de 
Fe2SO4·7H2O al 0,06% (p/v) + MnSO4·2H2O al 0,042% (p/v), 1 ml de disolución de biotina al 0,02% (p/v), 2 ml de 
disolución de tiamina disuelta en 1 l de agua destilada y agar al 1,5%) que contenía sacarosa al 10% (p/v).

25
En el caso de una cepa que tiene un único cruzamiento del plásmido PCRA725-poxF/CG con la región homóloga en 
el cromosoma, la cepa muestra resistencia a kanamicina resultante de la expresión del gen de resistencia a kanamicina 
en el PCRA725-poxF/CG y la mortalidad en un medio de cultivo que contiene sacarosa resultante de la expresión del 
gen de sacR-sacB de Bacillus subtilis. En el caso de una cepa que tiene un cruzamiento doble del plásmido PCRA725-
poxF/CG, la cepa muestra sensibilidad a la kanamicina resultante de la pérdida del gen de resistencia a la kanamicina 30
en el PCRA725- poxF /CG y la capacidad de crecimiento en un medio de cultivo que contiene sacarosa resultante de 
la pérdida del gen de sacR-sacB. La alteración de genes cromosómicos sin marcadores muestra sensibilidad a la 
kanamicina y capacidad de crecimiento en un medio de cultivo que contiene sacarosa. Se seleccionó, por tanto, una 
cepa que mostró sensibilidad a la kanamicina y capacidad de crecimiento en un medio de cultivo que contenía 
sacarosa.35

El alterador del gen de poxF sin marcadores obtenido de Corynebacterium glutamicum R se denominó 
Corynebacterium glutamicum ΔpoxF. 

(7) Construcción de cepa transgénica para gen de producción de fenol40

Con el uso del plásmido descrito anteriormente pCRB209-tpl/PA, se realizó la transformación de Corynebacterium 
glutamicum PoxF por electroporación (Agric. Biol. Chem., vol. 54, 443 a 447 (1990) y Res. Microbiol., vol. 144, 181-
185 (1993)), y la cepa se aplicó al medio de agar A que contenía 50 g/ml de kanamicina.

45
Se sometió una cepa en crecimiento en el medio de cultivo al cultivo líquido de la manera habitual. Se extrajo ADN de 
plásmido del cultivo y se cortó con el uso de la enzima de restricción para confirmar el plásmido insertado. Como 
resultado, se confirmó la transfección del plásmido anteriormente construido pCRB209-tpl/PA.

La cepa obtenida se denominó Corynebacterium glutamicum PHE31.50

Corynebacterium glutamicum PHE31 se depositó en el Incorporated Administrative Agency National Institute of 
Technology and Evaluation, NITE Patent Microorganisms Depositary (2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba 292-
0818 Japón) con el número de registro NITE BP-999 el 2 de noviembre de 2010. 

55
Ejemplo 2 

Experimento de producción de fenol utilizando la cepa transgénica con gen de producción de fenol de Corynebacterium 
glutamicum y el alterador de la ruta de formación de subproductos de Corynebacterium glutamicum

60
El Corynebacterium glutamicum PHE31 (el alterador de gen de poxF cromosómico sin marcadores transfectado con 
el plásmido de expresión de gen de producción de fenol pCRB209-tpl/PA) preparado en el ejemplo 1 se aplicó al medio 
de agar A (se suspendieron 2 g de (NH2)2CO, 7 g de (NH4)2SO4, 0,5 g de KH2PO4, 0,5 g de K4, 0,5 g HPO4, 0,5 g de 
MgSO4·7H2O, 1 ml de Fe2SO4·7H2O al 0,06% (p/v) + MNSO4·2H2O al 0,042% (p/v), 1 ml de disolución de biotina al 
0,02% (p/v), 2 ml de disolución de tiamina al 0,01% (p/v), 2 g de extracto de levadura, 7 g de casaminoácido de ensayo 65
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de vitaminas, 40 g de glucosa y 15 g de agar en 1 l de agua destilada) que contenía kanamicina, y se dejó reposar en 
la oscuridad a 28ºC durante 20 horas.

Se inoculó un asa de inoculación del Corynebacterium glutamicum PHE31 hecho crecer en una placa como 
anteriormente en un tubo de ensayo que contenía 10 ml de medio líquido A que contenía 50 g/ml de kanamicina, y 5
se cultivó de manera aerobia con agitación a 28ºC durante 15 horas.

El Corynebacterium glutamicum PHE31 hecho crecer en las condiciones anteriores se inoculó en un matraz cónico de 
2 L que contenía 500 ml de medio líquido A que contenía 50 g/ml de kanamicina, y se cultivó de manera aerobia con 
agitación a 28ºC durante 15 horas.10

Las células bacterianas cultivadas y proliferadas como anteriormente se recogieron por centrifugación (5.000Xg a 4ºC 
durante 15 minutos). Las células bacterianas obtenidas se suspendieron en 50 ml de medio líquido BT (-urea) (sulfato 
de amonio al 0,7%, dihidrogenofosfato de potasio al 0,05%, hidrogenofosfato de dipotasio al 0,05%, sulfato de 
magnesio heptahidratado al 0,05%, sulfato de hierro heptahidratado al 0,0006%, sulfato de manganeso hidratado al 15
0,00042%, biotina al 0,00002% y clorhidrato de tiamina al 0,00002%) por lo que la concentración final de la célula 
bacteriana fue del 10%. A una botella de medio de 100 ml se transfirió la suspensión celular, se añadió sal disódica 
de L-tirosina como sustrato y se permitió que la reacción procediera en condiciones reductoras (el ORP de la mezcla 
de reacción: -450 mV) en un baño de agua mantenido a 33ºC con agitación. En cuanto a la adición de sal disódica de 
L-tirosina, se añadió sal disódica de L-tirosina 40 mM a las 0, 1, 3 y 10 horas después del inicio de la reacción.20

Se centrifugó una muestra de la mezcla de reacción (15.000Xg a 4ºC durante 10 minutos) y se utilizó el sobrenadante 
obtenido para la determinación cuantitativa de fenol.

Como resultado, en la reacción en condiciones reductoras, Corynebacterium glutamicum PHE31 había producido 25
34 mM de fenol en 24 horas. 

Ejemplo 3 

Prueba de idoneidad como huésped para la producción de fenol, influencia del fenol sobre la proliferación aerobia30

Se realizó una prueba de inhibición del crecimiento en cultivo aerobio para examinar la influencia del fenol sobre 
Corynebacterium glutamicum, Escherichia coli y Pseudomonas putida. Se notifica que Pseudomonas putida S12, que 
se utilizó para la prueba, es una cepa resistente a los disolventes. En el informe, se da a conocer una tecnología sin 
precedentes que usa la cepa como huésped en la producción de fenol.35

Se aplicó Corynebacterium glutamicum R al medio de agar A (se suspendieron 2 g de (NH2)2CO, 7 g de (NH4)2SO4, 
0,5 g de KH2PO4, 0,5 g de K2HPO4, 0,5 g de MgSO4·7H2O, 1 ml de Fe2SO4·7H2O al 0,06% (p/v) + MnSO4·2H2O al 
0,042% (p/v), 1 ml de disolución de biotina al 0,02% (p/v), 2 ml de solución de tiamina al 0,01% (p/v), 2 g de extracto 
de levadura, 7 g de casaminoácido de ensayo de vitaminas, 40 g de glucosa y 15 g de agar en 1 l de agua destilada) 40
y se dejó reposar en la oscuridad a 33ºC durante 15 horas.

Se inoculó un asa de inoculación de Corynebacterium glutamicum R hecho crecer en una placa como anteriormente 
en un tubo de ensayo que contenía 10 ml de medio líquido A (se suspendieron 2 g de (NH2)2CO, 7 g de (NH4)2SO4, 
0,5 g de KH2PO4, 0,5 g de MgSO4·7H2O, 1 ml de Fe2SO4·7H2O al 0,06% (p/v) + MNSO4·2H2O al 0,042% (p/v), 1 ml45
de disolución de biotina al 0,02% (p/v), 2 ml de disolución de tiamina al 0,01% (p/v), 2 g de extracto de levadura, 7 g 
de casaminoácido de ensayo de vitaminas y 40 g de glucosa en 1 l de agua destilada) y se cultivó de manera aerobia 
con agitación a 33ºC durante 13 horas.

El Corynebacterium glutamicum R hecho crecer en las condiciones anteriores se inoculó en 100 ml de medio líquido 50
A de tal manera que la concentración inicial de células bacterianas fuera DO610=0,05, se añadió fenol al mismo tiempo 
de tal manera que la concentración final fuera de 0, 0,16, 0,2, 0,24 o 0,32 mM, y se realizó cultivo aerobio con agitación 
a 33ºC. El crecimiento de células bacterianas se determinó mediante la medición de absorbancia a DO610.

Se aplicó Escherichia coli JM109 al medio de agar LB (polipeptona al 1%, extracto de levadura al 0,5%, NaCl al 0,5% 55
y agar al 1,5%) y se dejó reposar en la oscuridad a 37ºC durante 15 horas.

Se inoculó un asa de inoculación de Escherichia coli JM109 hecho crecer en una placa como anteriormente en un 
tubo de ensayo que contenía 10 ml de medio líquido LB (polipeptona al 1%, extracto de levadura al 0,5% y NaCl al 
0,5%), y se realizó cultivo aerobio con agitación a 37ºC durante 13 horas.60

La Escherichia coli JM109 hecha crecer en las condiciones anteriores se inoculó en 100 ml de medio líquido LB de tal 
manera que la concentración inicial de células bacterianas fuera DO610=0,05, se añadió fenol al mismo tiempo de tal 
manera que la concentración final fuera de 0, 0,16 o 0,20 mM, y se realizó cultivo aerobio con agitación a 37ºC. El 
crecimiento de las células bacterianas se determinó mediante la medición de absorbancia a DO610.65
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Se aplicaron Pseudomonas putida F1 y S12 al medio de agar LB (polipeptona al 1%, extracto de levadura al 0,5%, 
NaCl al 0,5% y agar al 1,5%) y se dejaron reposar en la oscuridad a 30ºC durante 15 horas.

Se inoculó un asa de inoculación de cada una de las Pseudomonas putida F1 y S12 hechas crecer en una placa como 
anteriormente en un tubo de ensayo que contenía 10 ml de medio líquido LB (+glucosa) (polipeptona al 1%, extracto 5
de levadura al 0,5%, NaCl al 0,5% y glucosa al 0,4%) y se realizó cultivo aerobio con agitación a 30ºC durante 13 
horas.

Las Pseudomonas putida F1 y S12 hechas crecer en las condiciones anteriores se inocularon cada una en 100 ml de 
medio líquido LB (+glucosa) de tal manera que la concentración inicial de células bacterianas fuera DO610=0,05, se 10
añadió fenol al mismo tiempo de tal manera que la concentración final fuera de 0, 0,10 o 0,20 mM, y se realizó cultivo 
aerobio con agitación a 30ºC. El crecimiento de las células bacterianas se determinó mediante la medición de 
absorbancia a DO610. La figura 2 muestra los resultados del análisis de la influencia de la adición de fenol sobre la 
proliferación aerobia.

15
La proliferación de Escherichia coli se vio afectada significativamente por fenol al 0,16% y completamente inhibida por 
fenol al 0,20%.

Pseudomonas putida F1 y Pseudomonas putida S12, que se notificó como una cepa resistente a disolventes, 
mostraron una tendencia similar, y la proliferación de las mismas se vio afectada significativamente por fenol al 0,10% 20
y completamente inhibida por fenol al 0,20%.

Por el contrario, la proliferación de Corynebacterium glutamicum apenas se vio afectada por fenol al 0,16%, que afectó 
significativamente a la proliferación de Escherichia coli. Incluso en presencia de fenol al 0,20%, que inhibió 
completamente la proliferación de Escherichia coli y Pseudomonas putida, Corynebacterium glutamicum mostró un 25
crecimiento favorable. Además, Corynebacterium glutamicum fue capaz de proliferar en presencia de fenol al 0,24%.

Por tanto, se mostró que Corynebacterium glutamicum tiene una mayor resistencia al fenol en comparación con 
Escherichia coli y Pseudomonas putida, y es altamente adecuado como huésped en la producción de fenol. 

30
Aplicabilidad industrial

Según el procedimiento de la presente invención, puede producirse fenol a partir de tirosina con una eficiencia práctica 
usando microorganismos. 

35
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir fenol, que comprende una etapa de permitir que un transformante productor de 
fenol de Corynebacterium glutamicum que comprende un gen que codifica para una enzima que tiene 
actividad tirosina fenol-liasa reaccione en una mezcla de reacción que contiene tirosina, una sal de la misma 5
o un éster de la misma en condiciones reductoras, y una etapa de recoger fenol de la mezcla de reacción, 
con la condición de que se excluya el caso en el que se utiliza una mezcla de reacción que contiene un 
sacárido como fuente de carbono. 

2. Procedimiento según la reivindicación 1, en el que el gen que codifica para una enzima que tiene actividad 10
tirosina fenol-liasa es un gen de Pantoea agglomerans, un gen de Citrobacter braakii, un gen de 
Desulfitobacterium hafniense, un gen de Chloroflexus aurantiacus, un gen de Nostoc punctiforme o un gen 
de Treponema denticola. 

3. Procedimiento según la reivindicación 1 o 2, en el que el gen que codifica para una enzima que tiene actividad 15
tirosina fenol-liasa es el ADN de los siguientes (a) o (b):

(a) un ADN que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 16, un ADN que consiste en la 
secuencia de bases de SEQ ID NO: 23, un ADN que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID 
NO: 24, un ADN que consiste en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 25, un ADN que consiste 20
en la secuencia de bases de SEQ ID NO: 26 o un ADN que consiste en el secuencia de bases de 
SEQ ID NO: 27; 

(b) un ADN que se hibrida con un ADN que consiste en una secuencia de bases complementaria de 
cualquiera de los ADN de (a) en condiciones rigurosas y que codifica para un polipéptido que tiene 25
actividad tirosina fenol-liasa. 

4. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el Corynebacterium glutamicum
es un Corynebacterium glutamicum en el que se altera o deleciona un gen que codifica para una enzima que 
tiene actividad fenol 2-monooxigenasa en el cromosoma. 30

5. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el Corynebacterium glutamicum
es ATCC13032 o ATCC13869. 

6. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el Corynebacterium glutamicum35
es una cepa de ATCC13032 o ATCC13869 en la que se altera o deleciona un gen que codifica para una 
enzima que tiene actividad fenol 2-monooxigenasa en el cromosoma. 

7. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el transformante no prolifera 
sustancialmente en la etapa de reacción. 40

8. Procedimiento según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el potencial de oxidación-
reducción de la mezcla de reacción en condiciones reductoras es de -200 mV a -500 mV.
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