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(57) Resumo: METODO DE PRODUGCAO DE ACIDO LATICO A PARTIR DE MATERIA-PRIMA
DERIVADA DE PLANTAS, E BACTERIA PRODUTORA DE ACIDO LATICO. A presente invengéo
apresenta: uma Escherichia coli produtora de acido latico que compreende ao menos um gene do grupo
de genes de sacarose ndo PTS, incluindo ao menos um gene de hidrolase de sacarose (desde que
sejam excluidas uma combinacdo de uma proteina repressora (cscR), uma hidrolase de sacarose
(cscA), uma frutoquinase (cscK), uma permease de sacarose (cscB), e uma combinacdo de uma
hidrolase de sacarose (cscB)), onde a Escherichia coli produtora de acido latico possui um sistema de
aumento da produgédo de acido latico fornecido pela recombinacdo genética; e um método de producao
de acido latico que inclui a producao de acido latico a partir da matéria-prima contendo sacarose
derivada de planta por meio da utilizacdo de uma Escherichia coli produtora de acido latico.
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METODO DE PRODUGCAO DE ACIDO LATICO A PARTIR DE MATERIA-
PRIMA DERIVADA DE PLANTAS, E BACTERIA PRODUTORA DE ACIDO

LATICO -

Campo técnico

A”présente invencdo refere-se a um método de produgdo
de &cido latico a partir de uma matéria-prima derivada de
plantas, e a uma bactéria produtora de acido latico.

Técnica Relacionada

O &4cido latico & uma substéncia Gtil, a qual se tem
dado atenc¢do, nos Ultimos anos, como sendo uma matéria-
prima para polimeros, ou como um intermedidrio para
agrogquimicos e medicamentos. O &cido latico inclui o &cido
L-1latico e o acido D-1latico. 0 acido 'polilético,
industrialmente produzido no presente, & um polimero de
dcido L-1latico. Entretanto, o &cido D-1latico também vem
atraindo cada vez mais ateng¢do, nos UGltimos anos, como uma
matéria-prima para polimeros, ou como um intermedidrio para
agroquimicos e medicamentos. Na natureza, estdo presentes
micro-organismos que produzem o &acido 1latico com alta
eficacia, tais como og Lactobacilos e as Dbactérias
filamentosas. Os métodos conhecidos de produgdo de &acido
latico que utilizam os micro-organismos incluem um método
de utilizacao de Lactbacillus delbrueckii, ou similares,
como um micro-organismo produtor de &cido L-1latico com alta
eficdcia, e um método gque wutiliza micro-organismos gue
pertencem ao género Sporolactobacillus, ou similares, como
micro-organismos produtores de &cido D-1latico com alta
eficéacia.

Entretanto, o &cido 1latico como uma matéria-prima

precisa apresentar uma pureza &ptica elevada em gualquer



10

15

20

25

30

' ‘ ' 2/76

utilizagdo.
Com o recente avango da pesquisa, foram inventados

micro-organismos produtores de 4&cido D-1l4tico com alta

seletividade e alta produtividade .  (veja o Folheto da -

publicag¢do Internacional (WO) n° 2005/033324).

Ademais, hé& também o conhecimento de uma Escherichia
coli produtora de &acido D-1latico de alta produtividade a
partir da sacarose, que & uma matéria-prima de aglcar pouco
dispendiosa (veja Biotechnology Letters, Vol. 27, pp. 1891-
1896 (2005)). Entretanto, a Escherichia coli, produtora de
dcido D-latico a partir da sacarose, possuli Dbaixa
produtividade e leva um longo periodo para a assimilacdo da
sacarose, o que impde um problema na industrializagdo.

A respeito do 4&cido L-latico, & <conhecida uma
Escherichia coli produtora de &cido L-latico de alta
seletividade e alta produtividade, que utiliza a glicose
como matéria-prima (Pedido de Patente Japonesa Submetida &
Inspegdo Pablica (JP-A) n° 2007-49993). Entretanto, ndo se
conhece uma Escherichia coli produtora de &acido L-1latico a
partir da sacarose.

Com base em entendimento convencional, os mecanismos
de assimilag¢do da sacarose por um micro-organismo s3o a
grosseiramente divididos em sacarose PTS (Sistema
Fosfotransferase de Aglcar do Fosfoenolpiruvato) e uma
sacarose ndo PTS (por exemplo, o JP-A n° 2001-346578).
Quando a assimilagdo de sacarose é realizada através da
sacarose ndo PTS, o micro-organismo incorpora a sacarose
como ela &, e, entdo, decompde a sacarose em glicose e
frutose. Por outro lado, quando a assimilac¢do de sacarose

€ realizada através da sacarose PTS, o micro-organismo
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fosforila a sacarose quando a incorpora, e, entdo, converte
a sacarose em sacarose-6-fosfato. Subsequentemente, a
sacarose-6-fosfato & decomposta em glicose-6-fosfato e
frutose-dentro do micro-organismo. - — —

Ou seja, em dqualquer dos mecanismos, a frutose
derivada de sacarose aparece, a principio, dentro do micro-
organismo em uma forma ndo fosforilada. Para fins de
incorporagdo da frutose ndo fosforilada (doravante referida
como “frutose ndo fosforilada") em um sistema glicolitico,
a frutose ©precisa ser isomerizada em glicose, ou
fosforilada. Entretanto, a 1literatura sugere dgue uma
atividade de isomerizac¢do de uma frutose ndo fosforilada em
glicose e uma atividade de fosforilag¢do da frutose sdo
muito baixas no caso de o micro-organismo ser uma
Escherichia coli (exceto para algumas cepas de Escherichia
coli, capazes de assimilar a sacarose) (veja FEMS Yeast
Res., Vol. 05, pp. 1055-1062 (2005); PNAS, Vol. 98(26), pp.
15257-15259 (2001); e J. Bacteriology, Vol. 184(19), pp.
5307-5316 (2002)). Sendo assim, ainda gque a frutose néo
fosforilada fosse feita para aparecer, com sucesso, dentro
de uma Escherichia coli, ndo se esperaria a assimilagdo da
frutose nado fosforilada pela Escherichia coli, a menos que
tomadas medidas especiais.

Sabe-se que a sacarose ndo PTS & composta de quatro
fatores, CscB (que incorpora a sacarose), CscA (que
decompde a sacarose dentro do micro-organismo), CscK (que
fosforila a frutose), e CscR (que controla a expressdo de
CscB, A e K). O documento Biotechnology Letters, Vol. 27,
pp. 1891-1896 (2005) descreve que a introdug¢do dos quatro

fatores na Escherichia coli produtora de &cido D-1latico
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atingiu a produgdo a partir da sacarose com um rendimento
de 93% referente ao aglcar, e uma produtividade de 96,5
g/L/120 horas. Entretanto, a produtividade encontra-se em
um nivel insuficiente- em termos de industrializacgdo, & ha
uma necessidade adicional de melhoria da produtividade.

Ademais, Can. J. Microbiol., Vol. 45, pp. 418-422
(1999) revela que uma Escherichia coli se torna capaz de
crescer na sacarose como uma matéria-prima por meio da
introducdo do CscA lnico na Escherichia coli. Todavia,
esse documento ndo descreve a assimilagdo da frutose
derivada da sacarose. Uma questdo importante na produgdo de
uma subst@ncia pela Escherichia coli, que wutiliza a
sacarose como uma matéria-prima, é a obtengdo de uma
produgdo de alto rendimento a partir da matéria-prima da
sacarose. A assimilagdo eficaz da frutose derivada de
sacarose, bem como da glicose derivada de sacarose, €& uma
condigdo essencial para a obtengdo de um alto rendimento.
Ao passo que esse documento demonstra que a introdugdo do
CscA Gnico em uma Escherichia coli resultou na assimilacdo
da sacarose, este ndo revela gquaisquer dados gquanto ao grau
de assimilag¢do da frutose derivada de sacarose.

A respeito do CscA, sabe-se que a produgdo de
aminodcidos derivados do acido fosfoenolpiriGvico (PEP), por
exemplo, o triptofano, é ainda aumentada pela introdugdo de
genes cscA, cscB, cscK e cscR (por exemplo, o JP-A n° 2007-
49993) .

Conforme acima descrito, os métodos convencionais de
produgdo de 4&cido 1latico a partir da sacarose ainda
apresentam baixa produtividade, e exigem muito tempo para a

assimilagdo da sacarose. Sendo assim, existe ainda a
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necessidade de melhoria nas tecnologias de produgdo
industrial do A&cido latico que utilizem suficientemente a

sacarose, que é pouco dispendiosa e possui um alto valor de

utilidade industrial.

SUMARIO DA INVENGAO

Problema Técnico

E um objeto da presente invenc¢do o fornecimento de uma
bactéria produtora de &acido latico que assimile a sacarose
em um tempo mais curto, e que seja Gtil para a produgdo
mais eficaz de &acido 1latico a partir da sacarose, e um
método de produgdo de acido latico.

Solugdo Técnica

A presente invengdo fornece uma bactéria produtora de
dcido latico e um método de produgdo de &acido 1latico. Ou
seja, a presente invengdo inclui o seguinte:

[1]. Uma Escherichia coli produtora de &cido latico
que compreende ao menos um gene do grupo de genes da
sacarose ndo PTS, que inclui ao menos um gene da hidrolase
da sacarose, desde que excluidas uma combina¢do de uma
proteina repressora (cscR), uma hidrolase de sacarose
(cscA), uma frutoquinase (cscK) e uma permeasse de sacarose
(csecB), e umé combinagio de uma hidrolase de sacarose
(cscA), uma frutoquinase (cscK) e uma permease de sacarose
(cscB) ,

onde a Escherichia coli produtora de &cido latico
compreende um sistema de aumento de produgdo de 4&acido
ladtico fornecido pela recombinagdo genética.

[2] . A Escherichia coli produtora de &cido 1latico de
acordo com o descrito em [1], em que a Escherichia coli

produtora de &acido 1latico compreende apenas © gene de
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hidrolase de sacarose dentre o grupo de genes da sacarose
ndo PTS, e a Escherichia coli produtora de &acido 1latico
compreende o sistema de aumento de produgdo de &acido 1latico
fornecido pela recombinagdo genética.

[3]. A Escherichia coli produtora de &cido 1latico,
conforme descrito em [1] ou [2], onde a Escherichia coli
produtora de A&acido latico compreende ainda um sistema de
melhoria da capacidade metabdlica da frutose.

[4]. A Escherichia coli produtora de &acido latico, de
acordo com o descrito em qualquer um dos itens de [1] a
[3], em que o sistema de aumento de produgdo de &acido
latico inclui a inativagdo ou atenuagdo da atividade
piruvato formiato liase.

[5]. A Escherichia coli produtora de acido latico, de
acordo com o descrito em qualquer um dos itens de [1] a
[4], em que o sistema de aumento de produgdo de A&cido
latico inclui o aumento da atividade da lactato
desidrogenase dependente de NADH para a produgdo de &cido
D-latico ou acido L-1latico.

[6]. A Escherichia coli produtora de &acido latico, de
acordo com o descrito em qualquer um dos itens de [1] a
[4], em que o sistema de aumento de producdo de &cido
latico inclui o aumento da atividade da D-lactato e a
inativagdo ou atenuagdo da atividade inata D-lactato
desidrogenase dependente de FAD da Escherichia coli.

[7]1. A Escherichia coli produtora de &cido latico, de
acordo com o descrito em qualquer um dos itens de [1] a
[4], em gue o sistema de aumento de producdo de &cido
latico inclui o aumento da atividade da L-lactato

desidrogenase e a inativagdo ou atenuacdo de ao menos uma
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da atividade inata de D-lactato desidrogenase da
Escherichia coli ou da atividade de L-lactato desidrogenase
dependente de FMN da Escherichia coli.

[8]. A Escherichia coli produtora de acido 1latico,
conforme descrito em qualquer um dos itens de [3] a [7], em
que o sistema de melhoria da habilidade metabdlica da
frutose é o aumento da habilidade de fosforilagdo ou o
aumento da capacidade de absorgdo da frutose em via
metabdlica da frutose.

[9]. A Escherichia coli produtora de acido 1latico,
conforme descrito em [8], em que o aumento da capacidade de
fosforilacdo em uma via metabdlica da frutose deriva da
atividade quindtica da frutose-l-fosfato.

[10] . A Escherichia coli produtora de &acido 1latico,
conforme descrito em [8], em que o aumento da capacidade de
absorcdo da frutose em uma via metabdlica da frutose deriva
da inativagdo ou atenuagdo da atividade FruR da Escherichia
coli.

[11]. A Escherichia coli produtora de &cido latico,
conforme descrito em qualquer um dos itens de [1] a [10],
em que o gene da hidrolase da sacarose deriva de uma
bactéria pertencente ao género Escherichia.

[12]. A Escherichia coli produtora de &acido 1latico,
conforme descrito em qualquer um dos itens de [1] a [10],
em que o gene da hidrolase da sacarose deriva de uma
bactéria Escherichia coli 0157.

[13]. A Escherichia coli produtora de &cido 1latico,
conforme descrito em qualquer um dos itens de [9] a [12],
em que a frutose-l-fosfato quinase deriva de uma bactéria

pertencente ao género Escherichia.
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[14]. A Escherichia coli produtora de &cido 1léatico,
conforme descrito em qualquer um dos itens de [9] a [12],
em que a frutose-l-fosfato quinase & a proteina derivada da
Escherichia coli MG1655.

[15]. A Escherichia coli produtora de &cido 1léatico,
conforme descrito em qualquer um dos itens de [1] a [14],
em que a Escherichia coli & uma variante derivada da
Escherichia coli K1l2.

[16] . Um método de produgdo de &acido latico, sendo que
o método compreende:

a producgdo de &acido latico a partir de uma matéria-
prima contendo sacarose, derivada de plantas, por meio do
uso da Escherichia coli produtora de &acido latico descrita
em quaisquer itens de [1] a [5].

Efeitos Vantajosos da Invengdo

Segundo a inveng¢do, s8o fornecidos uma bactéria
produtora de &cido latico que assimila a sacarose em um
tempo mais curto e que & Gtil para a produgdo de Aacido
latico com maior eficdcia, e um método de produgdo de acido
latico.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A FIG. 1 é& um grafico que mostra a quantidade de
acumulagdo de &acido latico produzido quando uma cultura de
48 horas foi conduzida utilizando vArias bactérias
produtoras de &acido latico de acordo com o Exemplo 10 da
invenc¢édo.

MODALIDADES PARA A REALIZAGCAO DA INVENGAO

A bactéria produtora de &cido latico de acordo com a
invengdo & a Escherichia coli, que possui ao menos um gene

do grupo de genes da sacarose ndo PTS, incluindo ao menos
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um gene de hidrolase de sacarose (desde que sejam excluidas
uma combinac3iio de uma proteina repressora (cscR), uma

hidrolase de sacarose (cscd), uma frutoquinase (cscK), uma

permease de sacarose (cscB), e uma combinagdo de uma
hidrolase de sacarose (cscA), uma frutoquinase (cscK), e
uma permease de sacarose (cscB)), onde a Escherichia coli

produtora de &cido latico possui um sistema de aumento da
producdo de &cido 1léatico fornecido pela recombinagdo
genética.

O método de produgdao de &acido latico de acordo com a
invencdo & um método de produgdo de acido latico que inclui
a produc¢do de &cido latico a partir de uma matéria-prima
contendo sacarose derivada de planta, por mweio da
utilizac¢8o de uma bactéria produtora de acido latico.

A bactéria produtora de &acido latico de acordo com a
invengdo possui ao menos um gene, incluindo ao menos um
gene de hidrolase de sacarose do grupo de genes da sacarose
ndo PTS (desde que sejam excluidas uma combinagdo de uma
proteina repressora (cscR), uma hidrolase de sacarose
(cscA), uma frutoquinase (cscK), e uma permease de sacarose
(cscB), e uma combinag¢do de hidrolase de sacarose (cscd),
uma frutoquinase (cscK), e uma permease de sacarose (cscB),
e que também possui um sistema de aumento da produgdo de
dcido 1latico, como um resultado do qual a Dbactéria
produtora de acido latico, de acordo com a invengdo, pode
fosforilar a frutose derivada da sacarose, incorporar a
frutose derivada de sacarose na célula, e converter a
frutose em acido latico utilizando o sistema de aumento de
produgdo de acido latico. Até o momento, ndo houve relato a

respeito de qualquer exemplo no qual ao menos um gene do
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grupo de genes da sacarose ndo PTS, incluindo ao menos um
gene de hidrolase de sacarose, & conferido a uma bactéria
que ndo possua a capacidade de assimilagdo da sacarose de
modo a produzir a substdncia por meio da utilizacdo “de
sacarose como uma fonte de carbono.

Na invencgdo, descobriu-se que a frutose derivada da
sacarose é assimilada com grande eficacia, e a
produtividade & notavelmente elevada, se comparada aos
métodos convencionais, quando alguns, mas ndo todos, dos
genes do grupo de genes da sacarose mnao PTS sdo
introduzidos na Escherichia coli produtora de acido latico,
isto &, quando ao menos um dJene de sacarose ndo PTS,
incluindo ao menos um gene de hidrolase de sacarose, em uma
Escherichia coli produtora de dcido latico. Como
consequéncia, o &cido latico pode ser obtido em um curto
tempo a partir da sacarose derivada de plantas, que & pouco
dispendiosa e possui um alto valor industrial.

Particularmente, a bactéria produtora de &cido latico
de acordo com a invengdo & capaz de produzir &cido latico
por meio da assimilagdo de sacarose, ou frutose, que & um
produto de decomposigdo da sacarose, independentemente da
presenga ou da auséncia de glicose ou outra fonte de
aglGcar. Sendo assim, a bactéria produtora de &cido 1latico
de acordo com a invengdo é mais eficaz, posto que a
bactéria produtora de &cido 1latico possa produzir &cido
lédtico mesmo antes da diminuigdo ou do esgotamento de
outros substratos de aglcar, tais como a glicose.

Sabe-se, geralmente, que a absorgdo da glicose &

~

usualmente preferida & absorg¢do da frutose na Escherichia

Pl

coli, e, assim, a frutose nao é suficientemente
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metabolizada na presenga da glicose. Ademais, o metabolismo
do acgficar & uma fungdo fundamental dos organismos. Sendo
assim, & surpreendente dque o aumento da atividade de
fdsforilagéd ou a capacidade de absorgdo da frutose da via
metabdlica da frutose tenha alcang¢ado uma produgdo eficaz
de 4&cido 1latico sem causar a supressdo do crescimento
bacteriano, e sem sofrer a influéncia da repressdo
catabdlica pela glicose.

O termo “grupo de genes da sacarose ndo PTS”, conforme
utilizado na inveng¢do, refere-se a um grupo de genes
envolvidos no sistema ndo PTS da via de assimilagdo da
sacarose de um micro-organismo. Especificamente, o grupo de
genes da sacarose ndo PTS & um grupo de genes que consiste
em uma proteina repressora (cscR), uma hidrolase de
sacarose (cschA), uma frutoquinase (c¢scK) e uma permease de
sacarose (cscB). Na invengdo, utiliza-se ao menos um gene
que inclui ao menos uma cscA, e que & selecionado desses
genes, e os exemplos de ao menos um gene incluem uma csScA
Gnica, uma combinacdo de uma c¢scA e uma c¢scK, uma
combina¢do de uma cscA e uma cscB, uma combinag¢do de uma
cscA e uma cscR, uma combinac3io de uma cscA, uma cscB e uma
cscR, e uma combinagdo de uma cscA, uma cscK e uma cscR.
Na inveng¢do, uma combinagdo de uma proteina repressora

(cscR), uma hidrolase de sacarose (cscld), uma frutoquinase

~ (cscK) e uma permease de sacarose (cscB), e uma combinacdo

de wuma hidrolase de sacarose (c¢scA), uma frutoquinase
(cscK) e uma permease de sacarose (cscB) s3o excluidas das
possiveis combinagdes de genes de um grupo de genes de
sacarose nao PTS a serem introduzidos.

Particularmente, prefere-se que o ao menos um gene a



10

15

20

25

30

12/76

ser introduzido inclua apenas o gene codificador de cschA, e
ndo inclua outros genes, a partir do ponto de vista de uma
producgdo de &acido latico mais eficiente.

O termo “hidrolase de “sacarose” (invertase, CscA)”,
conforme utilizado na invengdo, & um termo genérico para as
enzimas classificadas com o nGmero de enzima 3.2.1.26, de
acordo com o relatdrio do comité de enzimas da Unido
Internacional de Bioquimica (U.I.B), e que catalisam uma
reagado de geragdo de D-glicose e D-frutose a partir da
sacarose.

Essa enzima & uma que a cepa de Escherichia coli de
K12, ou similar, ndo possul naturalmente, e essa enzima &
uma das enzimas da via metabdlica ndo PTS, incluindo uma
co-transportadora de prétons, uma invertase, uma
frutoquinase e uma repressora de sacarose especifica (veja
Canadian Journal of Microbiology, (1991) vol. 45, pp 418-
422). Como resultado da conferéncia de CscA na invencdo
(especialmente a conferéncia de uma CscA ﬁnica), a sacarose
fora da célula & decomposta em glicose e frutose na
membrana celular e liberada para fora da célula, e elas sdo
fosforiladas e incorporadas no citoplasma através da
glicose PTS e da frutose PTS. Como resultado, a frutose
pode ser fornecida a um sistema metabdlico de frutose da
bactéria, e pode ser assimilada wutilizando um sistema
glicolitico.

Como sendo o gene da hidrolase de sacarose (invertase,
CscA) a ser introduzido na bactéria hospedeira de acordo
com a invengdo, podem-se utilizar um DNA com uma sequéncia
de base de um gene que codifica uma hidrolase de sacarose

(invertase, CscA) e que & obtido a partir de um organismo
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que possua a enzima, ou uma sequéncia de DNA sintético
baseada em uma sequéncia de base conhecida do gene. Os
exemplos preferidos correspondentes incluem aqueles
derivados de bactérias pertencentes ao género Erwinia,
bactérias pertencentes ao género Proteus, bactérias
pertencentes ao género Vibrio, bactérias pertencentes ao
género Agrobacterium, bactérias pertencentes ao género
Rhizobium, bactérias pertencentes ao género Staphylococcus,
bactérias pertencentes ao género Bifidobacterium, e
bactérias pertencentes ao género Escherichia. Os
respectivos exemplos incluem um DNA com uma sequéncia de
base de um gene derivado de uma cepa de Escherichia colil
0157. Um DNA com uma sequéncia de base de um gene derivado
de uma cepa de Escherichia coli 0157 é particularmente
preferivel. Ademais, prefere-se que a sequéncia de sinais
para a transferéncia da c¢scA ao periplasma da célula
bacteriana seja adicionada & cscA.

Como o gene da proteina repressora (CscR) a ser
introduzido mna Dbactéria hospedeira de acordo com a
invengdo, podem-se utilizar um DNA com uma sequéncia de
base de um gene que codifica uma proteina repressora (CscR)
e que é obtido a partir de um organismo que possua a
enzima, ou uma sequéncia sintética de DNA baseada em uma
sequéncia de base conhecida do gene. Os exemplos preferidos
correspondentes incluem aqueles derivados de bactérias
pertencentes ao género Erwinia, bactérias pertencentes ao
género Proteus, bactérias pertencentes ao género Vibrio,
bactérias pertencentes ao género Agrobacterium, bactérias
pertencentes ao género Rhizobium, bactérias pertencentes ao

género Staphylococcus, bactérias pertencentes ao género
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Bifidobacteriﬁm, e Dbactérias pertencentes ao género
Escherichia. Os respectivos exemplos incluem um DNA com
uma sequéncia de base de um gene derivado de uma cepa de
Escherichia coli 0157. Um DNA com uma SeqUéncié de base de
um gene derivado de uma cepa de Escherichia coli 0157 &
particularmente preferivel.

Como o gene da frutoquinase (CscK) a ser introduzido
na bactéria hospedeira de acordo com a invengdo, podem-se
utilizar um DNA com uma sequéncia de base de um gene que
codifica uma frutoquinase (CscK) e que & obtido a partir de
um organismo que possua a enzima, ou uma sequéncia
sintética de DNA baseada em uma sequéncia de base conhecida

do gene. Os exemplos preferidos correspondentes incluem

aqueles derivados de bactérias pertencentes ao género

Erwinia, bactérias pertencentes ao género Proteus,
bactérias pertencentes ao género Vibrio, bactérias
pertencentes ao género Agrobacterium, bactérias

pertencentes ao género Rhizobium, bactérias pertencentes ao
género Staphylococcus, bactérias pertencentes ao género
Bifidobacterium, e Dbactérias pertencentes ao género
Escherichia. Os respectivos exemplos incluem um DNA com uma
sequéncia de base de um gene derivado de uma cepa de
Escherichia coli O157. Um DNA com uma sequéncia de base de
um gene derivado de uma cepa de Escherichia coli 0157 &
particularmente preferivel.

Como o gene da permease de sacarose (CscB) a ser
introduzido na bactéria hospedeira de acordo com a
invengdo, podem-se utilizar um DNA com uma sequéncia de

base de um gene que codifica uma permease de sacarose

(CscB) e que & obtido a partir de um organismo que possua a
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eﬁzima, ou uma sequéncia sintética de DNA baseada em uma
sequéncia de base conhecida do gene. Os exemplos preferidos
correspondentes incluem aqueles derivados de bactérias
pertencentes ao género Erwinia, bactérias pertencentes ao
género Proteus, bactérias pertencentes ao género Vibrio,
bactérias pertencentes ao género Agrobacterium, bactérias
pertencentes ao género Rhizobium, bactérias pertencentes ao
género Staphylococcus, bactérias pertencentes ao género
Bifidobacterium, e bactérias pertencentes ao género
Escherichia. Os respectivos exemplos incluem um DNA com
uma sequéncia de base de um gene derivado de uma cepa de
Escherichia coli 0157. Um DNA com uma sequéncia de base de
um gene derivado de uma cepa de Escherichia coli 0157 é
particularmente preferivel.

O termo “assimilagdo de sacarose”, conforme utilizado
na invengdo, refere-se & capacidade de incorporacdo direta
da sacarose, ou apds a conversdo dessa em substlncias de
pesos moleculares mais baixos, ou apds a conversdo dessa em
uma substdncia de peso molecular mais alto (dentre os quais

a conversdo em substincias de pesos moleculares mais baixos

é preferida), ou & capacidade de conversdo metabdlica da
sacarose em outra substlncia. Ademais, o termo
“assimilagdo”, conforme utilizado na invencdo, inclui a

decomposigdo que posteriormente converte a sacarose em uma
substéncia de pesos moleculares mais baixos.
Especificamente, a assimilag¢do inclui a decomposicdo da
sacarose em D-glicose e D-frutose.

O termo “melhoria da capacidade metabdlica da
frutose”, conforme wutilizado na invenc3o, refere-se ao

estado no qual a incorporagdo da frutose na célula
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bacteriana é aumentada. O sistema de melhoria da
capacidade metabdlica da frutose significa uma estrutura de
melhoria da capacidade metabdélica da frutose.

Ademais, o termo “hospedeiro”, conforme utilizado na
invencgdo, significa uma Escherichia coli que se torna uma
Escherichia coli produtora de adcido latico, de acordo com a
invencdo, como um resultado da introdug¢do de um ou mais
genes a partir do exterior da célula bacteriana.

Cada faixa numérica descrita no presente relatdrio
descritivo representa uma faixa que inclui os valores
indicados como o valor minimo e o valor maximo,
respectivamente.

O termo “sistema de aumento de produgdo de A&cido
latico”, na invengdo, refere-se a uma estrutura de melhoria
da capacidade de produgdo de &cido 1latico, em dque a
estrutura é introduzida ou alterada por meio de
recombinagdo genética. O sistema de aumento da produgdo
de &cido 1latico pode ser qualquer sistema, contanto que
aumente a produgdo de Aacido 1latico na Escherichia coli
alvo, em comparagdo a produg¢do original de A&acido latico.
Os exemplos preferidos do sistema incluem a inativacgdo,
atenuag¢do ou melhoria da atividade enzimAtica envolvida na
atividade de produgdo de &acido latico, e uma combinacdo
desses. Esse sistema, quando combinado & atividade da
CscA, permite que uma Escherichia coli que originalmente
perdeu a capacidade de assimilagdo da sacarose possa
efetivamente produzir &acido latico a partir da sacarose.

A expressdo “por meio de recombinagdo genética”,
conforme utilizada na invencéo, engloba qualquer

modificagdo na sequéncia de bases devido & insercdo de um
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DNA diferente na sequéncia de bases de um gene inato, ou
uma substituigdo ou eliminag¢do de uma certa por¢do do gene,
ou uma combinag¢do dessas. Por exemplo, a modificagdo pode
ser um resultado de mutacdo.

O termo “inativacdo”, conforme utilizado na invencgéo,
refere-se a um estado no qual a atividade da enzima de
interesse ou do fator de transcrigdo FruR medido se
encontra abaixo do limite de detecgdo referente ao sistema
de medigdo dentre os sistemas de medig8o existentes. O
termo “atividade do FruR”, conforme aqui utilizado, refere-
se ao valor quantificado da quantidade ou fung¢do das
proteinas geradas por expressdo de genes controlados pelo
FruR.

O termo ‘“atenuag¢do”, na invengdo, refere-se a um
estado no qual a atividade da enzima de interesse ou do
fator de transcrigdo FruR é significantemente diminuida por
meio de recombinagdo genética do gene que codifica a enzima
ou o FruR, em comparagdo a um estado anterior a conducdo de
um tratamento de recombinac¢do. O termo “atividade do FruR”,
conforme aqui utilizado, refere-se ao valor quantificado da
quantidade ou fungdo das proteinas geradas por expressio de
genes controlados pelo FruR.

O sistema de aumento de producdo de &acido latico, de
acordo com a invencao, inclui, preferivelmente, a
inativag8o ou a atenuac¢do da atividade da piruvato formiato
liase (P£fl), o aumento da atividade da lactato
desidrogenase dependente de NADH para a producdo de &cido
D-latico ou &cido L-1latico, ou ambos, a partir do ponto de
vista da redugdo de subprodutos e do aumento do rendimento

do &cido 1latico (a respeito da inativag¢8o ou atenuacdo da
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atividade da lactato desidrogenase 1liase (Pfl), wveja o
WO2005/033324; a respeito do aumento da atividade lactato
desidrogenase dependente de NADH, veja um documento de
Yang, ET AL (Metab. Eng. Vol. 1(2), ppl41-152(1999)).

A piruvato formiato liase (P£fl), na invengdo, & uma
enzima classificada no nimero de enzima 2.3.1.54, de acordo
com o relatdrio do comité@ de enzimas da Unido Internacional
de Bioquimica (U.I.B), e também & denominada formato acetil
transferase. O termo “piruvato formiato liase” & um nome
genérico para as enzimas que catalisam, de modo reverso,
uma reagdo de geragdo de &cido fdérmico a partir do &acido
pirtvico.

Os exemplos de lactato desidrogenase dependente de
NADH, na inveng¢do, incluem a D-lactato desidrogenase (LdhA)
e a L-lactato desidrogenase (Ldh2). A LdhA refere-se a uma
enzima derivada de Escherichia coli que gera o acido D-
ladtico e NAD a partir de &cido pirGvico e NADH. Ldh2
refere-se a uma enzima que gera A&cido L-1latico e NAD a
partir de &cido pirGvico e NADH, e exemplos dessa incluem
uma enzima derivada de Bifidobacterium longum.

A expressio ‘“aumento da atividade de lactato
desidrogenase”, conforme utilizada na invencdo, refere-se a
um estado no qual a atividade da enzima produzida a partir
do gene dque codifica a LdhA ou a Ldh2 é aumentada
significantemente por meio de recombinacio genética do gene
que codifica a LdhA ou a Ldh2, em comparag¢do ao estado
anterior a condugdo do tratamento de recombinacdo.

O &cido 1latico inclui isémeros 6pticos de &cido D-
latico e &cido L-latico. Na invengdo, um sistema que inclui

o aumento da atividade da D-lactato desidrogenase
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dependente de NADH ou da L-lactato desidrogenase dependente
de NADH, a fim de melhorar o rendimento de qualquer isdmero
éptico, é especialmente referido como ‘“sistema para o
aumento da producdo de &cido D-1l4tico” ou “sistema para o
aumento da produgdo de &acido L-latico”, em alguns casos.
Sendo assim, o tipo de sistema de aumento de produgdo de
dcido 1latico pode ser selecionado, caso apropriado, a
depender do tipo de acido latico desejado.

Particularmente, o sistema de aumento de produgdo de
dcido D-latico pode ainda incluir a inativagdo ou atenuagdo
da atividade 1inata da D-lactato desidrogenase (D14d)
dependente de FAD da Escherichia coli, para fins de geragdo
mais rapida de &cido D-latico. O sistema de aumento de
producéo de acido D-1latico mais preferivel inclui ambas (i)
inativag¢do ou atenuacdo da atividade inata da D-lactato
desidrogenase (Dld) dependente de FAD da Escherichia coli e
(ii) ao menos uma (a) inativac¢d@o ou atenuac¢do da atividade
da piruvato formiato 1liase (Pfl) ou (b) aumento da
atividade da D-lactato desidrogenase dependente de NADH, e,
mais preferivelmente, inclui a inativag¢do ou atenuag¢do da
atividade da D1d, e tanto (i) a inativacdo ou atenuacdo da
atividade da Pfl quanto (ii) o aumento da atividade da D-
lactato desidrogenase (LdhA) dependente de NADH derivada de
Escherichia coli.

Ademais, o sistema de aumento da produgdo de A&acido
latico pode também incluir a inativag¢do ou a atenuagdo da
atividade inata da L-lactato desidrogenase (L1dD)
dependente de FMN ou da atividade inata da D-lactato
desidrogenase (LdhA) da Escherichia coli, preferivelmente a

inativagdo ou atenuag¢do simult@nea da atividade da L1dD e
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da atividade da LdhA, para fins de geragdo mais rapida de
dcido L-latico. E mais preferivel que ao menos uma
atividade dentre a atividade da PFL, a atividade da 11d, ou
a atividade da 1dhA seja inativada ou atenuada enquanto a
atividade da L-lactato desidrogenase dependente de NADH &
aumentada. E mais preferivel que a atividade da Pfl e
tanto a atividade da L1dD quanto da LdhA sejam inativadas
ou atenuadas enquanto a atividade da L-lactato
desidrogenase dependente de NADH derivada da
Bifidobacterium &€ aumentada.

A L-lactato desidrogenase (L1dD) dependente de FMN, na
invengdo, é uma enzima classificada no nimero de enzima
1.1.2.3, de acordo com o relatdrio do comité de enzimas da
Unido Internacional de Bioquimica (U.I.B). O termo “L-
lactato desidrogenase dependente de FMN” & um nome genérico
para as enzimas catalisadoras de uma reagdo de geragido de
&cido pirtGvico a partir de &acido L-1latico.

Um exempio da bactéria na qual a atividade da LdhA é
aumentada, e a atividade da Pfl, inativada ou atenuada, na
invenc¢do, & a MT-10934/pGlyldhA descrita no W02005/033324.

Um método que inclui a integragdo de um gene gue
codifica a LdhA ou a Ldh2 em um plasmideo de expressdo para
que seja ligado a um promotor de gene que controla a
expressdo de uma proteina envolvida em um sistema
glicolitico, um sistema de biossintese de &cido nucléico,
ou um sistema de biossintese de aminodcido, e a introducio
do plasmideo de expresséo na bactéria desejada, é uma
medida eficaz de aumento da atividade da LdhA ou da Ldh2 na

invengdo. Nesse caso, o promotor de gene que controla a

expressdo de uma proteina envolvida no sistema glicolitico,
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no sistema de biossintese de &cido nucléico, ou no sistema
de biossintese de aminoadcido refere-se a um promotor forte
que funciona constantemente em uma bactéria,
preferenciélmente na Escherichia coli, e que & menos
suscetivel & supressdo da expressdo, ainda que na presencga
de glicose. Os exemplos especificos correspondentes incluem
o promotor de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, ou o
promotor de serina hidroximetiltransferase (GlyA). A
bactéria assim obtida exibe uma quantidade de acumulagao
aumentada de 4&cido D-latico ou A&cido L-1latico, uma
concentracdo reduzida de acido pirGvico como uma impureza,
e pode melhorar a pureza Optica do &cido D-1latico ou do
dcido L-latico guando produz o acido D-1latico ou o acido L-
latico sob condigdes aerdbicas, em comparagdo ao caso no
gual a expressdo de 1ldhA ou 1ldh2 ndo & aumentada.

A “D-lactato desidrogenase (D1d) dependente de FAD",
na invenc¢dao, € um nome genérico para as enzimas
catalisadoras de uma reagdo de geragdo de &cido pirtGvico a
partir de &cido D-latico em presenga de flavina adenina
dinucleotideo oxidada que serve de coenzima.

Um exemplo de micro-organismo no qual a atividade da
Dl1d é& inativada ou atenuada, e/ou a atividade da Pfl é
inativada ou atenuada, 'e/ou a atividade da LdhA é
aumentada, na invencgdo, pode ser uma cepa de Escherichia
coli MT-10994 (FERM BP-10058) deécrita no W0O2005/033324.

O promotor de gene que controla a'expresséo de uma
proteina envolvida no sistema glicolitico, no sgistema de
biossintese de acido nucléico, ou no sistema de biossintese
de aminodcido refere-se a um promotor forte que funciona

constantemente em um micro-organismo, e que & menos
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suscetivel & supressdo da expressdo, ainda que na presenga
de glicoée. Os exemplos especificos cbrrespondentes incluem
o promotor de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(doravante referida, as vezes, como “GAPDH”) ou o promotor
de serina hidroximetiltransferase.

0 promotor, na invengdo, refere-se a um sitio no qual
avRNA polimerase que possui um fator sigma se liga, e na
qual a transcrigdo é iniciada. Por exemplo, o promotor de
GAPDH derivado de Escherichia coli & descrito na Base de n.
397 a 440, na informag¢do da sequéncia de bases do nlmero de
acesso X02662 do GenBank.

O micro-organismo no gqual o promotor do gene dque
controla a expressdao de uma proteina envolvida no sistema
glicolitico, no sistema de biossintese do &cido nucléico,
ou no sistema de biossintese de aminodcido permite gue um
gene que codifica a LdhA no genoma expresse a 1ldhA, que a
atividade da Pfl seja inativada ou atenuada, e/ou que a
atividade da Dld seja inativada ou atenuada, na invencdo,
pode ser, por exemplo, uma cepa de Escherichia coli MT-
10994 (FERM BP-10058) descrita no W0O2005/033324.

A cepa de Escherichia coli MT-10994 é configurada para
a expressdo de um gene de 1ldhA devido a liga¢d3o funcional
do gene de 1ldhA ao promotor de GAPDH no genoma, e as
respectivas PflB e D1d sdo inativadas por ruptura do gene.
Essa cepa encontra-se depositada desde 19 de marcgo de 2004,
com um nimero de depdsito FERM BP-10058 no International
Patent Organism Depositary (Depositario Internacional de
Organismos de Patentes) do National Institute of Advanced

Industrial Science and Technology (Instituto Nacional de

Ciéncia e Tecnologia Industrial Avancada), situado em 6, 1-
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1-1 Higashi, Tsukuba City, Ibaraki Prefecture, em
conformidade com © Tratado de Budapeste sobre o

Reconhecimento Internacional do Depbsito de Micro-

‘organismos para fins de Procedimento de Patentes.

Prefere-se, a partir do ponto de vista da eficiéncia
da producdo de &cido latico, que a bactéria produtora de
dcido latico, de acordo com a inveng¢do, inclua, ainda, um
sistema de melhoria da capacidade metabdlica de frutose.
Os exemplos do sistema de melhoria da capacidade metabdlica
de frutose incluem um sistema que aumente a capacidade de
fosforilacdo ou da capacidade de absorgdo de frutose em uma
via metabdlica de frutose. E mais preferivel, a partir do
ponto de vista da eficiénecia da produgdo de &cido latico,
que o aumento da capacidade de fosforilagdo em uma via
metabdlica de frutose seja uma conferéncia da atividade da
frutose-l-fosfato quinase, e que o aumento da capacidade de
absorgdo de frutose derive da atenuag¢do da atividade da
FruR.

O escopo da “conferéncia” ou “aumento” da capacidade,
na inveng¢do, engloba a introdug¢do de um gene que codifica
uma enzima em uma bactéria de hospedeiro a partir do
exterior da uma bactéria para o interior da bactéria, o
aumento da atividade do promotor para um gene de enzima que
a bactéria hospedeira possui em seu genoma, e a expressdo
forte de um gene de enzima provocada pela substituig¢do com
outro promotor.

o] “aumento da capacidade de fosforilacao”, na
inveng¢do, refere-se a um estado no qual a atividade da
enzima de fosforilacdo é aumentada de modo que a quantidade

de substrato fosforilado ou da quantidade de um metabdlito
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derivado de um substrato fosforilado é significantemente
aumentada.

O termo “capacidade de absorgdo de frutose”, na
invengdo, refere-se a um estado no qual a atividade da
enzima controlada pelo FruR é significantemente diminuida
por meio de recombinagdo genética do gene que codifica a
enzima ou o FruR, em comparagdo a um estado anterior a
condugdo de um tratamento de recombinacdo.

A atividade de uma enzima, na inven¢do, pode ser uma
atividade medida por qualquer um dos sistemas de medigdo
existentes.

A frutose-1l-fosfato quinase (FruK), na invengdo, & uma
enzima classificada no nGmero de enzima 2.7.1.56, de acordo

com o relatdrio do comité de enzimas da Unido Internacional

de Bioquimica (U.I.B), e também & referida como
“fosfofrutoquinase 1”. A absorgdo de frutose pelas
bactérias tais como a Escherichia c¢oli, é geralmente

suprimida na presenca da glicose. Até o momento, ndo houve
descoberta de que a expressdo aumentada de FruK promova a
absorgdo de frutose ainda que na presenga de glicose, e que
contribua para a melhoria na eficdcia da producgdo de &cido
D-latico em uma bactéria produtora de &cido D-latico.
Ademais, & inesperado que a eficiéncia da produgdo de &cido
latico seja melhorada por meio do aumento da expressdo dé
fruK {nica, em uma série de sistemas metabdlicos de
frutose, subsequente & absorgdo de frutose gerada a partir
da sacarose pela CscA na célula e de seu metabolismo em
frutose-1-fosfato.

Como o gene da frutose-l-fosfato quinase (FruK) a ser

introduzido na Dbactéria hospedeira de acordoe com a
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invencdo, podem-se utilizar um DNA com uma sequéncia de

base de um gene que codifica uma frutose-l-fosfato quinase

(FruK) e que é obtido a partir de um organismo que possua a
enzima, ou uma sequéncia sintética de DNA baseada em uma
sequéncia de base conhecida do gene. Os exemplos

preferidos desses incluem os derivados de Dbactérias

pertencentes ao género Escherichia, bactérias pertencentes

ao género Pseudomonas, bactérias pertencentes ao género
Aerobacter, e bactérias pertencentes ao género Clostridium,

particularmente bactérias pertencentes ao género
Escherichia. Os respectivos exemplos incluem um DNA com
uma sequéncia de base de um gene derivado de uma cepa de

Escherichia coli MG1655. Um DNA com uma sequéncia de base

de um gene derivado de uma cepa de Escherichia coli MG1655

é particularmente preferivel.

A FruR, na inveng¢do, controla a expressdo de um grupo
de genes que constituem a via PTS de frutose (isto &,
operdo frutose), através da qual o micro-organismo
fosforila a frutose e incorpora o resultante na c¢élula.
No caso da Escherichia coli, um exemplo especifico de FruR
€ um gene dgque possui a sequéncia de 88028 a 89032 da
sequéncia de genoma da cepa Escherichia coli MG1655, que é
descrita no ntmero de acesso U00096 do GenBank. A ruptura
do gene de FruR é conhecida por suprimir a atividade da
sintese do &acido fosfoenolpirGvico (PEP), que & um doador
de fosfato para a frutose; sendo assim, & uma eXpectativa
geral de que a ruptura de um gene de FruR resultarid na
falha da absorgdo da frutose na célula bacteriana (veja
Microbiology Reviews, Sept., pp. 543-594 (1993)). Portanto,

é totalmente inesperado que a expressdo atenuada de fruR
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possa promover a absorgdo de frutose, e & uma descoberta
completamente nova gque a expressdo atenuada de fruR
contribui para uma melhora na eficécia da produgdo de &acido
D-14tico em uma bactéria produtora de acido D-1l&atico. -

O gene de FruR do qual a expressdo é atenuada, na
invencdo, ndo & limitada, contanto gue o gene seja um gene
inato de uma bactéria hospedeira, e pode ser um DNA com uma
sequéncia de bases de um gene inato da bactéria hospedeira
que codifica a FruR, ou uma sequéncia sintética de DNA
introduzida baseada em uma sequéncia de bases conhecida de
um gene de FruR.

E mais preferivel que cada uma de hidrolase de
sacarose e frutose-l1-fosfato quinase (FruK) seja obtida por
meio da introdugdo de um gene que codifica a proteina
correspondente derivada de Escherichia c¢oli 0157 ou
Escherichia coli MG1655. O uso de genes derivados de tais
bactérias assegura a expressdo das fungdes.

A “bactéria a qual foi conferida a atividade
enzimdtica”, na invengdo, refere-se a uma bactéria na qual
a atividade enzimidtica foi fornecida a partir do exterior
de uma bactéria para o interior de uma bactéria, por meio
de um determinado wmétodo. ‘Essa bactéria pbde ser
preparada, por exemplo, por meio da introdugdo de um gene
que codifica a enzima ou a proteina a partir do exterior da
bactéria para o interior da bactéria, por meio da
utilizagdo de uma técnica de recombinacdo de gehes. Os
métodos, por exemplo, de preparo de um DNA gendmico
necessario para a introdugdo de um gene de fora da bactéria
dentro de uma bactéria, para a clivagem e a ligag¢do de DNA,

transformagdo, reagdo em cadeia da polimerase (PCR), e
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desenvolvimento e sintese de oligonucleotideos utilizados

como primdrios, podem ser métodos usuais bem conhecidos

para um técnico no assunto. Esses métodos sdo descritos,
por exemplo, em Sambrook, J., et al., “Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Second Edition”, Cold Spring Harbor

Laboratory Press, (1989).

A “bactéria na qual a atividade enzimatica &
atenuada”, na invengdo, refere-se a uma bactéria na qual a
atividade original é& deteriorada por um determinado método
a partir do exterior da bactéria ao interior da bactéria,
semelhante & bactéria a qual a atividade enzimatica foi
conferida. A bactéria pode ser preparada, por exemplo,
pela ruptura de um gene que codifica a enzima ou a proteina
(ruptura de gene).

A “ruptura de gene”, na invengdo, refere-se a mutacgdo
da sequéncia de bases de um determinado gene, inserindo
outro DNA na sequéncia de bases do gene, ou retirando uma
porgdo do gene, a fim de evitar que a func¢do do gene seja
exercida. Como resultado da ruptura do gene, o gene ndo
pode ser transcrito em mRNA, de modo que a translacdo em um
gene estrutural ndo ocorre, ou o gene & transcrito em um
mRNA incompleto, de modo que a sequéncia de aminodcidos da
proteina estrutural obtida pela translagdo possui mutacdo
ou eliminagdo e, assim, a sua fung¢do original ndo pode‘ser
exercida.

O preparo de uma variante rompida por gene pode ser
realizado por qualgquer método, contanto que se possa obter
uma variante rompida na qual a expressdo da enzima ou

proteina ndo ocorra. Fol reportada uma variedade de métodos

de ruptura de gene (reprodugdo natural, adigcdo de
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mutagénico, irradiacdo UV, exposigdo a radiagdo, mutagdo
aleatdria, uso de transposons (agentes de transposigdo), e
ruptura de genes de sitio especifico). A partir do ponto
de vista da capacidade de ruptura de apenas um gene
especifico, prefere-se a ruptura de genes por recombinagdo
homéloga. As técnicas que utilizam a recombinag¢do homdloga
sdo descritas em in J. Bacteriol., 161, 1219-1221 (1985) e
J. Bacteriol., 177, 1511-1519 (1995) ou Proc. Natl. Acad.

Sci. U.S.A, 97, 6640-6645 (2000). Um técnico no assunto
pode facilmente realizar a ruptura do gene por tal método,

ou um pedido desse.

O termo “Escherichia coli”, de acordo com o utilizado
na invenc¢do, refere-se a uma Escherichia c¢oli com a
capacidade de produgdo de &cido latico a partir de uma
matéria-prima derivada de planta por meio da utilizagdo de
certos meios, independentemente de a Escherichia coli
possuir, intrinsicamente, a capacidade de produc¢do de acido
latico a partir de uma matéria-prima derivada de planta.

A Escherichia coli na gqual os genes individuais acima
descritos sdo introduzidos pode ser uma Escherichia coli
comum sem a capacidade de produgdo de acido latico, e pode
ser qualquer Escherichia coli que permita a introdugdo e a
modificagdo dos genes individuais acima descritos. Mais
preferivelmente, a  Escherichia coli pode ser uma
Escherichia coli a gqual a capacidade produtora de &acido
latico tenha sido conferida com antecedéncia, por meio da
qual o é&cido 1latico pode ser produzido com maior
eficiéncia. Particularmente, o &cido 1l&tico pode ser
eficientemente produzido a partir da sacarose por meio da

conferéncia da capacidade de assimilag¢do de sacarose a uma
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Escherichia c¢oli gue ndo ©possua intrinsecamente a
capacidade de assimilagdo da sacarose, de acordo com a
invencdo. Os exemplos de Escherichia coli gue ndo possuem
intrihsecamehte a capacidéde de assimilacdo da sacarose
incluem a cepa K12, a cepa B, a cepa C, e as cepas
derivadas dessas.

Os exemplos de bactéria produtora de &cido 1latico
incluem: uma Escherichia coli na qual a atividade da
piruvato formiato liase (Pfl) é& inativada ou atenuada e a
atividade da D-lactose desidrogenase (LdhA) dependente de
NADH derivada de Escherichia coli & aumentada, dque &
descrita no folheto da Publicag¢ao Internacional n°
2005/033324; uma Escherichia coli que possui as
caracteristicas acima e, ainda, na qual a atividade da D-
lactato desidrogenase (Dld) dependente de FAD & inativada;
e uma Escherichia coli na qual a atividade da malato
desidrogenase (Mdh) é inativada ou atenuada, e na qual a
atividade da Pfl é inativada ou atenuada, e/ou a atividade
da D1d é inativada ou atenuada.

O promotor de expressdo de genes individuais, na
inveng¢do, pode ser qualquer promotor que possa controlar a
expressdo de gqualquer um dos genes acima descritos. o)
promotor €& preferivelmente um promotor forte que funcione
constantemente em um microrganismo e do qual a expressdo é
menos suscetivel de supressdo, ainda queb na presenc¢a de
glicose. Os exemplos especificos desse incluem um promotor
de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (doravante
referida, as vezes, como “GAPDH”) e um promotor de serina
hidroximetiltransferase.

Os meios de inativagdo de genes individuais a serem
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empregados podem ser selecionados, sem limitag¢des
particulares, a partir dos meios comumente utilizados para

esse fim. Os meios podem ser, por exemplo, a ruptura do

gene por meio de recombinagdo homdéloga, ou similares.

0 método de produgdo de &cido latico de acordo com a
invenc¢do inclui a produgdo de &acido latico a partir de uma
matéria-prima contendo sacarose derivada de planta, por
meio da utilizag¢do da bactéria produtora de &acido 1latico
acima descrita. Especificamente, o método inclui um
processo de contato da bactéria produtora de &cido latico
com uma matéria-prima contendo sacarose derivada de planta,
e um processo de coleta que recolhe o acido latico obtido
como resultado do contato.

A matéria-prima derivada de planta utilizada no método
de produgdo de A&cido 1latico pode ser selecionada, sem
limitagdes particulares, a partir de matérias-primas
contendo sacarose derivadas de plantas que sejam fontes de
carbono obtidas a partir de plantas. O escopo da matéria-
prima derivada de planta, na invenc¢do, engloba drgdos, tais
como raizes, caules, troncos, galhos, folhas, £flores ou
sementes, organismos vegetais, incluindo os 6rgdos, e os
produtos de decomposigdo dds 6rgdos das plantas. Ademais,
as fontes de carbono obtidas a partir de organismos
vegetais, ©6rgdos de plantas, e produtos de decomposicgdo
desses, e qué podem ser utilizados por micro-organismos
como fontes de carbono durante o cultivo sdo também
incluidas no escopo da matéria-prima derivada de plantas.

Os exemplos gerais de fontes de carbono inclusas na
matéria-prima derivada de planta apresentam, além da

sacarose: sacarideos, tais como amido, glicose, frutose,
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xilose e arabinose; madeira e produtos de decomposigdo
herbacea contendo esses componentes em altos teores;

hidrolisados de celulose contendo esses componentes de

sacarideos em altos teores; e combinac¢des desses. Além

disso, a glicerina derivada de 6leo vegetal, ou Aacidos
graxos, podem ser incluidos no escopo da fonte de carbono
de acordo com a invenc¢do.

A matéria-prima derivada de plantas, na invencdo, €&,
preferivelmente, por exemplo, uma cultura agricola, tal
como cereal, milho, arroz, trigo, soja, cana de aclcar,
beterraba, algoddo, ou uma combinag¢do desses. A respectiva
forma, quando wutilizada como wuma matéria-prima ndo &
particularmente limitada, e pode ser um material n3o
processado, um sumo, um material moido, ou similares.
Ademais, a matéria-prima derivada de plantas pode assumir
uma forma que consiste em fonte(s) de carbono tGnica(s).

O contato entre a bactéria produtora de acido latico e
a matéria-prima derivada de planta, no processo de contato,
& geralmente realizado por meio da cultura da bactéria
produtora de &acido latico em um meio que contem a matéria-
prima derivada de planta.

A densidade do contato entre a matéria-prima derivada
de planta e a bactéria produtora de dcido latico pode
variar dependendo a atividade da bactéria ‘produtora de
acido latico. Em geral, a concentragdo inicial de acglcar
(em termos de concentragdo equivalente & glicose) como a
concentragdo da matéria-prima derivada de planta, no meio,
pode ser de 20%, em massa, ou menos, relativa ao total de
massa da mistura, e a concentra¢do inicial de acgficar &,

preferivelmente, de 15%, em massa, ou menos, a partir do
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ponto de vista da tolerdncia da bactéria & glicose. Outros
componentes podem adicionar gquantidades usuais para a
adicdo a um meio microbiano, e as suas quantidades ndo sédo
parﬁiéularmenté limitadas.

O teor da bactéria produtora de &acido 1latico no meio
pode variar dependendo do tipo de atividade da bactéria.
Em geral, a concentragdo inicial bacteriana pode ser de
0,1%, em massa, a 30%, em massa, e, preferivelmente, de 1%,
em massa, a 10%, em massa, referentes ao 1liquido da
cultura, a partir do ponto de vista do controle das
condig¢des de cultura.

O meio utilizado para a cultura da bactéria produtora
de &cido latico ndo é particularmente limitado, caso o meio
contenha uma fonte de carbono, uma fonte de nitrogénio, um
ion inorgénico, elementos-trago orgédnicos, dcidos
nucléicos, vitaminas, e similares, que sdo requisitados
pelo micro-organismo para fins de producdo do &cido latico.

Os eXemplos de fontes de carbono utilizadas como
adequadas incluem: sacarideos, como a glicose, frutose e
melago; &cidos orgédnicos, como o A&cido fumdrico, A&cido
citrico e &cido succinico; alcodis, tais como metanol,
etanol e glicerol, e outras fontes de carbono. Os exemplos
de fontes de nitrogénio utilizadas como adequadas incluem:
fontes de nitrogénio inorgadnico, tais como sais organicos
de amdénio, sais de amdnio inorginicos, gds ambnia e amdnia
aquosa; fontes de nitrogénio orgénico, como hidrolisados
proteicos; e outras fontes de nitrogénio. Os exemplos de
ions inorgdnicos utilizados como adequados e necessarios
incluem os ions de magnésio, os ions de fosfato, os ions de

potassio, os ions de ferro, os ions de manganés, e outros
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ions inorgénicos.

Os exemplos de elementos-trago orgdnicos, utilizados
como adequados, incluem: vitaminas; aminodcidos; extratos
de 1évedﬁraf pepﬁona, processamento de milho, produtos de
decomposigdo a caseina, e outros materiais, que incluem
vitaminas e aminoécidos.

O meio a ser utilizado na invencgdo &, preferivelmente,
um meio liquido, considerando a aplicagdo para a produgdo
industrial.

Um exemplo preferivel do meio & um meio adicionado com
dois ou mais aminodcidos. A utilizagdo do meio desse tipo
permite uma produ¢do mais eficiente do acido latico. O meio
adicionado com dois ou mais aminodcidos significa um meio
que inclui ao menos dois aminodcidos dentre os varios
aminodcidos de ocorréncia natural, e o seu escopo engloba
um meio que inclui uma hidrolase de um produto natural ou
um extrato de produto natural, tal como um extrato de
levedura, &acido casamino, peptona,'soro de leite, melagos e
processamento de milho. Para a obtengdo de resultados
favoraveis, prefere-se um meio que inclua ao menos um
selecionado de extrato de levedura, peptona, soro de leite,
melagos, ou processamento de milho, ou uma mistura desses,
com um teor de 0,5%, em massa, a 20%, em massa, e o teor &,
mais preferivelmente, de 2%, em massa, a 15%, em massa.
Especialmente, a adigdo de processamento de milho produz um
amplo efeito, caso esse no qual os sais, tais como o
sulfato de amdnia, as vezes, produz melhores resultados. O
meio &, usualmente, um meio liquido.

As condigdes de cultura variam dependendo das

bactérias preparadas e do aparelho de cultura. Em geral, a
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temperatura da cultura durante a mesma &, preferivelmente,
de 20°C a 40°C, e mais preferivelmente, de 25°C a 35°C. O
pH durante a cultura &, preferivelmente, de 4 a 9, mais
éreferi&élmenté,VG,O a 7,2, e, mais preferivelmente, 6,5 a
6,9, por ajuste com NaOH, NH;, ou similares. O tempo de
cultura ndo é& particularmente limitado, e & um periodo de
tempo necessario para as bactérias crescerem
suficientemente e produzirem &cido latico.

A cultura &, geralmente, realizada utilizando um
recipiente de cultivo capaz de controlar a temperatura, o
pH, as condigdes aerdbicas e a velocidade de agito.
Entretanto, a utilizag¢do de um recipiente de cultivo ndo é
essencial na cultura, de acordo com a invencdo. No caso de
a cultura ser conduzida utilizando um recipiente de
cultivo, se necessdrio, a cultura da semente pode ser
realizada antecipadamente como uma pré-cultura, e uma
quantidade necessdria da cultura resultante pode ser
inoculada em um meio em um recipiente de cultivo que foi
preparado com antecedéncia.

A produgdo de &cido latico por meio da cultura do
micro-organismo obtido na ihvengéo pode ser realizada sem a
realizagdo da aeragdao; entretanto, a aeragdo é
preferivelmente realizada a fim de obter resultados mais
favoraveis. Aqui, “segundo condigdes de aeracdo” nio
exige, necessariamente, a passagem do ar através do liquido
de cultura, e o seu escopo abrange, dependendo da forma do
recipiente de cultivo, uma aeragdo de superficie na qual
uma camada de ar acima do liquido da cultura é substituida
enquanto o liquido de cultura é agitado moderadamente;

“segundo condi¢des de aeracgdo” refere-se a4 permissdo de um
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gas contendo oxigénio fluir em direg¢8o ao recipiente de

cultivo.

No caso da aeragdo no 1liquido, a concentracgédo

dissolvida de oxigénio varia com a combinacdo de pressdo - - - -

interna, posigdo da lamina de agito, formato da lémina de
agito e velocidade de agito. Sendo assim, as condigdes
ideais podem ser determinadas conforme segue, utilizando a
eficiéncia da produgdo de &acido 1latico, a quantidade de
dcidos orgdnicos sem ser o Aacido latico, ou similar, como
indicadores. Por exemplo, no caso em que 500 g de liquido
de cultura é utilizado para o cultivo em um recipiente de
cultivo relativamente pequeno como o aparelho de cultura
BMJ-01, fabricado pela ABLE Corporation, os resultados
favoraveis podem ser obtidos sob condigdes de aeragdo que
podem ser atingidas com uma taxa de aeragdo de 0,005 L/min
a 0,5 L/min e uma velocidade de agito de 50 rpm a 500 rpm
em pressdo normal, mais preferivelmente com uma taxa de
aeracdo de 0,05 L/min a 0,25 L/min e uma velocidade de
agito de 100 rpm a 400 rpm em pressdo normal. Essas
condi¢des de aeragdo/agito permitem o fornecimento de
oxigénio em um coeficiente Kp,a de transferéncia de oxigénio
de 1/h a 400/h, relativo & &gua a uma temperatura de 30°C,
com pressdo normal.

As condig¢des de aeracdo acima descritas ndo necessitam
de implementag¢do todo o tempo, do inicio ao fim da cultura,
e os resultados favordveis podem ser também obtidos por
meio da implementagdo de condig¢des de aeragdo para uma
parte da durag¢do do processo de cultura.

No processo de coleta, o acido latido obtido como

resultado do contato & coletado. O processo de coleta é
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usualmente realizado por meio da coleta de &acido latico a
partir do produto de cultura obtido por meio do cultivo.

0 produto de cultura, na invengdo, refere-se as

células bacterianas e a um ligquido de cultura, produzidos - - -

pelo método acima descrito, e por seus produtos
processados.

0 método de coleta de acido latico a partir do produto
de cultura pode ser um método comumente conhecido, no caso
de coleta, por exemplo, a partir de um liquido de cultura.
Os exemplos de métodos, que podem ser empregados, incluem:
um método de remogdo de células bacterianos por meio de
centrifugag¢do, ou similar, e, depois, a acidificag¢do do
resultante, e, entdo, a submissdo do resultante a
destilagdo direta; um método de formagdo e destilacdo do
lactideo; um método de adicdo de um alcool e um catalisador
para provocar a esterificag¢do, e, entdo, a destilac¢do do
resultante; um método de extragdo em um solvénte orgénico;
um método de separacdo utilizando uma coluna de troca de
ions; um método de concentragdo e separagdo por
eletrodidlise; e combina¢des desses. Adicionalmente, uma
vez que a célula bacteriana produzida pelo método de acordo
com a invengdo produz um grupo de enzimas adequadas para a
produgdo de &cido latico, a producdo de &cido latico que
utiliza a célula bacteriana e a coleta de &cido 1latico
produzido & também referida como uma modalidade do método
de coleta de acido latico a partir do produto de cultura.
EXEMPLOS

Os exemplos da inven¢do encontram-se descritos.
Entretanto, os exemplos ndo devem ser interpretados como

limitagdo da invencdo. Salvo indicagd3o em contririo, “%” e
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“parte(s)” s&o com base na massa.
[Exemplo 1]

<Prepara¢do de uma variante de Escherichia coli MG1655
éliminéda pof gene'de dlds>

A sequéncia completa de bases do DNA genbSmico da
Escherichia coli & conhecida (nlmero de acesso do GenBank:
U00096), e a sequéncia de bases de um gene que codifica a
D-lactato desidrogenase dependente de FAD da Escherichia
coli (doravante referida, as vezes, como “dld”) foi também
relatada (NOGmero de acesso do GenBank: M10038).

Com base nas informagdes de genes das regides do DNA
gendmico da cepa de Escherichia coli MG1655 adjacente ao
gene da dld, quatro tipos de oligonucleotideos iniciadores,
CAACACCAAGCTTTCGCG (SEQ ID NO: 1), TTCCACTCCTTGTGGTGGC (SEQ
ID NO: 2), AACTGCAGAAATTACGGATGGCAGAG (SEQ ID NO: 3), e
TGTTCTAGAAAGTTCTTTGAC (SEQ ID NO: 4), foram sintetizados.

Um DNA gendmico da cepa de Escherichia coli MG1655 foi
preparado de acordo com o método descrito em Current
Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons). A PCR
foi conduzida segundo condi¢des usuais utilizando o DNA
gendmico como um padrdo e utilizando os iniciadores de SEQ
ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2, como um resultado do qual um
fragmento de DNA de cerca de 1,4 kbp (doravante referido,
as vezes, como “fragmento dld-L”) £foi amplificado. A PCR
fol conduzida segundo condi¢des usuais utilizando o DNA
gendmico como um padrdao e utilizando os iniciadores de SEQ
ID NO: 3 e SEQ ID NO: 4, como um resultado do qual um
fragmento de DNA de cerca de 1,2 kbp (doravante referido,
as vezes, como “fragmento dld—R") foi amplificado. O

fragmento dld-L resultante foi digerido com enzimas de
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restricdo HindIII e PstI, e o fragmento dld-R resultante
foi digerido com enzimas de restrigdo PstlI e Xbal. Esses
fragmentos digeridos foram misturados com um fragmento dque
havia sido obtido por meio da digestdo de um - plasmideo
pTHchsl sensivel & temperatura (Hashimoto-Gotoh, T., et
al., Gene, Vol. 241(1), pp 185-191 (2000)) com HindIII e
Xbal, e os fragmentos foram ligados utilizando uma ligase.
Posteriormente, a célula DH5a competente (DNA-903, Toyobo
Co., Ltd.) foi transformada com o produto de ligagdo, e foi
obtido um transformante crescido sobre uma placa de LB &gar
que contém 10 pg/mL de cloranfenicol a 30°C. A coldnia
resultante foi cultivada durante a noite a 30°C, em um meio
liquido de LB contendo 10 upg/mL de cloranfenicol. Entdo, o
plasmideo foi recuperado a partir das células bacterianas
resultantes. O plasmideo obtido foi denominado "pTHAdld".

Ademais, a cepa de Escherichia coli MG1l655 encontra-se
disponivel a partir da American Type Culture Collection
(ATCC - Colegdo de Cultura de Tipos Americana), que €& um
banco para células, micro-organismos e genes.

[Exemplo 2]

A cepa de MG1l655 foi transformada com o plasmideo
pTHAdld, obtido no Exemplo 1, a 30°C, e foi obtido um
transformante crescido sobre uma placa de LB &gar dque
contém 10 pg/mL de cloranfenicol. O transformante
resultante foi aplicado sobre a placa de agar, e cultivado,
durante a noite, a 30°C. Em seguida, a fim de obter células
bacterianas desse, o transformante cultivado foi aplicado
sobre uma placa de agar contendo 10 ug/mL de cloranfenicol,
como resultado do qual se obteve uma colénia crescida a

42°C.
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Ademais, a operagdo de obtengdo de colénias‘ Gnicas
crescidas a 42°C foli novamente repetida, selecionando,
dessa maneira, um clone em gque o plasmideo inteiro foi
integrado no cromossomo por meio de recombinagdo homdloga.
Confirmou—se que o clone ndo continha o plasmideo no
citoplasma.

Em seguida, o clone acima mencionado foi aplicado na
placa de LB &gar, cultivado, durante a noite, a 30°C,
inoculado em um meio liquido de LB (3 ml/ tubo de ensaio),
e, depois, cultivado com agitagdo a 42°C por um periodo de
3 a 4 horas. Esse fol aproximadamente diluido (cerca de
10? vezes a 10°° vezes), a fim de se obterem coldnias
Gnicas, e o liquido diluido foi aplicado sobre a placa de
LB &gar, e cultivado, durante a noite, a 42°C, como
resultado do qual foram obtidas coldnias. A partir das
coldénias que apareceram, 100 colénias foram escolhidas
aleatoriamente, e lhes foram permitidas o crescimento sobre
uma placa de LB agar, e sobre uma placa de LB a4gar contendo
10 pg/ml de cloranfenicol. Foram selecionados os clones
sensiveis ao cloranfenicol dque cresceram apenas sobre a
placa de LB &gar. Além disso, um fragmento de cerca de 2,0
kb contendo dld foi amplificado pela PCR que utilizando o
DNA cromossémico de cada um desses clones-alvo, e
selecionou-se uma variante na qual a regido do gene da dld
foi eliminada. O clone que passou pelas sele¢des acima foi
considerado como uma variante eliminada por dld, e a
variante resultante foi denominada “variante MG1655Adld”
[Exemplo 3]

<Preparac¢do de uma variante de Escherichia coli MG1655

eliminada por genes de dld e pflB>
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A sequéncia completa de bases do DNA gendmico da
Escherichia coli é conhecida (nGmero de acesso do GenBank:

U00096), e a sequéncia de bases de um gene que codifica a

piruvato formiato 1liase de Escherichia coli (pflB) foi

também relatada (NGmero de acesso do GenBank: X08035).

A fim de que as regiBes do clone adjacentes a sequéncia de

bases do gene de pflB, quatro tipos de oligonucleotideos

iniciadores, GCACGAAAGCTTTGATTACG (SEQ ID NO: 5),
TTATTGCATGCTTAGATTTGACTGAAATCG (SEQ ID NO: 6),
TTATTGCATGCTTATTTACTGCGTACTTCG (SEQ ID NO: 7)., e

AAGGCCTACGAAAAGCTGCAG (SEQ ID NO: 8), foram sintetizados.

A PCR foi conduzida  segundo condi¢gdes usuais
utilizando o DNA gendémico de cepa de Escherichia coli
MG1655 como um padrdo e utilizando os iniciadores de SEQ ID
NO: 5 e SEQ ID NO: 6, como um resultado no qual um
fragmento de DNA de cerca de 1,8 kbp (doravante referido,
as vezes, como “fragmento pflB-L”) foi amplificado. A PCR
foi conduzida segundo condigdes wusuais utilizando o DNA
gendmico de cepa de Escherichia coli MG1655 como um padrdo
e utilizando os iniciadores de SEQ ID NO: 7 e SEQ ID NO: 8,
como um resultado no qual um fragmento de DNA de cerca de
1,3 kbp (doravante referido, as vezes, como “fragmento
pflB-L”) foi amplificado. Esses fragmentos de DNA foram
separados por eletroferose em gelkde agarose e recuperados,
e o fragmento da pflB-L foi digerido com HindIII e SphI, e
o fragmento da pflB-L foi digerido com Sphl e PstI,
respectivamente. Esses dois tipos de fragmentos digeridos,
e um produto obtido por meio da digestdo de um plasmideo
pPTH18csl sensivel & temperatura (ntmero de acesso do

GenBank: AB019610) com HindIII e PstI foram permitidos
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reagir na presenga da T4 DNA ligase. Posteriormente, a
célula DH5a competente de Escherichia coli (DNA-903, Toyobo

Co., Ltd.) foi transformada com o produto de ligagdo, como

resultado de um plasmideo que contém dois fragmentos -

fragmento adjacente a montante e o fragmento adjacente a
jusante 3' — do gene de pfl B foi obtido e denominado
"oTHApf1".

A variante MG1655Adld, obtida no Exemplo 2, foi
transformada com o plasmideo resultante pTHApfl, e um
transformante crescido a 30°C sobre uma placa de LB &gar
que contém 10 ug/mL de cloranfenicol feoi obtido. O
transformante resultante foi aplicado sobre a placa de
dgar, e cultivado, durante a noite, a‘30°C. Em seguida, a
fim de obter células bacterianas cultivadas desse, o
transformante cultivado foi aplicado sobre uma placa de
dgar contendo 10 pg/mL de cloranfenicol, como resultado do
qual se obteve coldnias crescidas a 42°C.

A variante MG1655Adld rompida pelo gene de pfl foi
obtida a partir do clone resultante de acordo com um método
semelhante ao empregado no Exemplo 2, e foi denominada
“variante MG1655ApflAdid”.

[Exemplo 4]

<Preparagdo de uma variante MG1655ApfiAdldAmdh de
Escherichia coli MG1655>

A sequéncia completa de bases do DNA gendémico da
Escherichia coli & conhecida (nfmero de acesso do GenBank:
U00096), e a sequéncia de bases de um gene de mdh de
Escherichia coli também foi relatada (NGmero de acesso do
GenBank: M24777). A fim de clonar regides adjacentes a

sequéncia de bases do gene de mdh (939 bp), quatro tipos de
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oligonucleotideos iniciadores,
AAAGGTACCAGAATACCTTCTGCTTTGCCC (SEQ ID  NO: .9),
AAAGGATCCCCTAAACTCCTTATTATATTG (SEQ ID  NO: 10),
AAAGGATCCAAACCGGAGCACAGACTCCGG (SEQ ID No: 11), e
AAATCTAGAATCAGATCATCGTCGCCTTAC  (SEQ ID NO: 12), foram
sintetizados.

A PCR foi kconduzida segundo condig¢des usuais
utilizando o DNA gendmico de cepa de Escherichia coli
MG1655 como um padrdo e wutilizando uma combinagdo de
iniciadores de SEQ ID NO: 9 e SEQ ID NO: ‘10, como um
resultado no qual um fragmento de DNA de cerca de 800 bp
(doravante referido, as vezes, como “fragmento mdh-L”) foi
amplificado. A PCR foi conduzida segundo condig¢des usuais
utilizando o DNA gendmico de cepa de Escherichia coli
MG1655 como um padrdo e utilizando uma combinagdo de
iniciadores de SEQ ID NO: 11 e SEQ ID NO: 12, como um
resultado no qual um fragmento de DNA de cerca de 1000 bp
(doravante referido, as vezes, como “fragmento mdh-R”) foi
amplificado. Esses fragmentos de DNA foram separados por
meio de eletroferose em gel de agarose e recuperados. O
fragmento mdh-L, foi digerido com Kpnl e BamHI, e O

fragmento mdh-R foi digerido com BamHI e XbaIl. Esses dois

"tipos de fragmentos digeridos, e um produto obtido por meio

da digestdo de um plasmideo pTH18csl sensivel & temperatura
(nGmero de acesso do GenBank: AB019610) com Kpnl e XbaI
foram permitidos reagir na presenga da T4 DNA ligase.
Posteriormente, a célula DHS5a competente de Escherichia
coli (DNA-903, Toyobo Co., Ltd.) foi transformada com o
produto de ligagdo, como resultado do qual um plasmideo que

=~

contém dois fragmentos — fragmento adjacente a montante 5’
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e o fragmento adjacente a jusante 3’'— do gene que codifica
a mdh foi obtido, e o plasmideo obtido foi denominado
"pTHAmdh" . ‘

A variante MG1655ApflAdld de Escherichia coli obtida
no Exemplo 3 foi transformada com o plasmidéo pTHAmdh;rér
uma variante MG1l655ApflAdld rompida por gene de mdh foi
preparada de acordo com um método semelhante ao empregado
no Exemplo 2. Essa variante foi denominada “variante
MG1655Apfl1AdldAmdh”.

[Exemplo 5]

<Prepara¢do de uma variante MGl655ApflAdldAmdhAasp de
Escherichia coli MG1l655 >

A sequéncia completa de bases do DNA genbmico da
Escherichia coli & conhecida (nGmero de acesso do GenBank:
U00096), e a sequéncia de bases de um gene aspA de uma
Escherichia coli fol também relatada (NGmero de acesso do
GenBank: X04066). A fim de clonar as regides adjacentes &

sequéncia de bases do gene aspA (1.482 bp), quatro tipos de

iniciador de oligonucleotideos,
TTTTGAGCTCGATCAGGATTGCGTTGGTGG (SEQ ID NO: 13),
CGAACAGTAATCGTACAGGG (SEQ ID NO: 14),

TACGATTACTGTTCGGCATCGACCGAATACCCGAG (SEQ ID NO: 15), and
TTTTTCTAGACCTGGCACGCCTCTCTTCTC (SEQ ID NO: 16), foram
sintetizados.

A PCR foi conduzida segundo condi¢des usuais
utilizando o DNA genfmico de cepa de Escherichia coli
MG1655 como um padrdo e utilizando wuma combinacdo de
iniciadores de SEQ ID NO: 13 e SEQ ID NO: 14, como um
resultado no qual um fragmento de DNA de cerca de 910 bp

(doravante referido, as vezes, como “fragmento aspa-L”) foi
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amplificado. A PCR foil conduzida segundo condig¢des usuais
utilizando o DNA gendmico de cepa de Escherichia coli
MG1655 como um padrdo e utilizando uma combinagdo de
iniciadores de SEQ ID NO: 15 e SEQ ID NO: 16, PCR, como um
resultado do qual um fragmento de DNA de cerca de 1.100 bp
(doravante referido, as vezes, como “fragmento aspa-L”) foi
amplificado. Esses fragmentos de DNA foram separados por
meio de eletroferose em gel de agarose e recuperados.
Tanto o fragmento de aspA-L quando o fragmento de aspa-R
foram bloqueados terminalmente com o DNA Blunting Kit (Kit
the Bloqueamento de DNA) (Takara Bio Inc.), e, entdo, os
terminais 5’ desses foram fosforilados por meio da
utilizag¢do de T4 polinucleotideo quinase, de acordo com um
método convencional. Separadamente, o plasmideo pTH1l8csl
sensivel & temperatura foi digerido com SmaI; e, entdo,
submetido a um tratamento de desfoforilag¢do utilizando uma
fosfatase alcalina. Os dois tipos de fragmento fosforilado
e de plasmideo desfosforilado foram permitidos reagir na
presenca de T4 DNA ligase. Posteriormente, a célula DH5a
competente de Escherichia coli (DNA-903, Toyobo Co., Ltd.)
foi transformada com o produto de ligacdo, como resultado
do qual um plasmideo que contém dois fragmentos — fragmento
adjacente & montante 5’ e o fragmento adjacente & jusante
3’'— do gene de aspA foi obtido. Esse plasmideo foi
denominado “pTHAasp”.

A variante MG1655ApflAdldAmdh de Escherichia coli
obtida no Exemplo 4 foi transformada com o plaSmideo
pTHAasp, e uma variante MG1655ApflAdldAmdh rompida por gene
de aspA foi obtida, a qual foi denominada “variante

MG1655ApflAdldAmdh”. O método especifico de obtencdo dessa
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variante foi semelhante ao método descrito no Exemplo 2 de
acordo com a invengao.
[Exemplo 6]

<Substituigdo do promotor de GAPDH para o promotor de
1dhA ou genoma da variante MGl655ApflAdldAmdhAasp de
Escherichia coli>

A sequéncia de bases de um gene de ldhA da Escherichia
coli ja& foi também relatada (NGmero de acesso do GenBank:
U36928). A fim de obter um promotor de gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), foi realizada a amplificacdo
por um método de PCR utilizando o DNA gendmico da cepa de
Escherichia coli MG1655 como um padrdo e utilizando
AACGAATTCTCGCAATGATTGACACGATTC (SEQ ID NO: 17) and
ACAGAATTCGCTATTTGTTAGTGAATAAAAGG (SEQ ID NO: 18). O
fragmento de DNA resultante foi digerido com uma enzima de
restrigdo FEcoRI, fornecendo, dessa forma, um fragmento de
cerca de 100 bp que codificou o promotor de GAPDH. A fim
de obter um promotor de D-lactato desidrogenase (1dhA), foi
realizada a amplificagdo por um método de PCR utilizando o
DNA gendmico da cepa de Escherichia coli MG1655 como um
padrdo e wutilizando GGAATTCCGGAGAAAGTCTTATGAAACT (SEQ ID
NO: 19) e CCCAAGCTTTTAAACCAGTTCGTTCGGGC (SEQ ID NO: 20). O
fragmento de DNA resultante foi digerido com enzimas de
restrigdo EcoRI e HindIII , fornecendo, dessa forma, um
fragmento de gene de D-lactato desidrogenase (1dhA) de
cerca de 1,0 kbp. Os dois fragmentos de DNA acima foram
misturados com um fragmento obtido por meio da digestdo de
um plasmideo pUC18 com enzimas de restricdo EcoRI e
HindIII, e os fragmentos misturados foram 1ligados

utilizando wuma ligase. Posteriormente, a célula DHSa
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competente (DNA-903, Toyobo Co., Ltd.) da Escherichia coli
foi transformada com o produto de ligag¢do, e foi obtido um
transformante crescido sobre uma placa de LB agar dgue
contém 50 pg/mL de ampicilina. A colénia resultante foi
cultivada com um meio ligquido de LB contendo 50 Bg/mL de
ampicilina, durante a noite, a 30°C, e um plasmideo pGAP-
1ldhA foi recuperado a partir das células bacterianas
resultantes.

A PCR foi realizada utilizando o DNA gendmico de
Escherichia coli como um padrdo e utilizando
AAGGTACCACCAGAGCGTTCTCAAGC (SEQ ID NO: 21) e
GCTCTAGATTCTCCAGTGATGTTGAATCAC (SEQ ID NO: 22), que foram
preparados com base nas informa¢des do gene de uma regido
adjacente 5’ do gene de 1ldhA da cepa de Escherichia coli
MG1655, amplificando, dessa maneira, um fragmento de DNA de
cerca de 1000 bp.

Ademais, uma PCR foi realizada utilizando o plasmideo
PGAP1dhA preparado acima como um padrdo e utilizando
GGTCTAGAGCAATGATTCACACGATTCG (SEQ ID NO: 23) preparada com
base nas informa¢gdes da sequéncia de um promotor de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de cepa de
Escherichia coli MG1655, e AACTGCAGGTTCGTTCTCATACACGTCC
(SEQ ID NO: 24) preparada com base nas informag¢des de
sequéncia do gene de 1ldhA de cepa de Escherichia coli
MG1655, como um resultado do qual foi obtido um fragmento
de DNA de cerca de 850 bp que continha o promotor de GAPDH
e uma regido do gene de lghA no, ou entorno do, cddon.

Os fragmentos acima obtidos foram digeridos com
enzimas de restrigdo KpnI e Xbal, e Xbal e PstI,

respectivamente. Os fragmentos resultantes foram
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misturados com um fragmento obtido por meio da digestdo de
um plasmideo pTH18csl com Kpnl e PstI, e os fragmentos
misturados foram ligados utilizando uma ligase.
Posteriormente, a célula DHS5a competente (DNA-903, Toyobo
30°C, e obteve-se um transformante crescido sobre uma placa
de LB &gar contendo 10 pg/mL de cloranfenicol. A coldnia
resultante foi cultivada em um meio liquido de LB contendo
10 pg/mL de cloranfenicol, durante a noite, a 30°C.
Entdo, o plasmideo foi recuperado a partir das células
bacterianas resultantes, e foi denominado "pTH-GAP1dhA".

A variante ApflAdldAmdhAasp da Escherichia coli MG1655
obtida no Exemplo 5 foi transformada com o plasmideo
resultante pTH-GAPldhA, e cultivada sobre uma placa de LB
dgar contendo 10 pg/mL de cloranfenicol, durante a noite, a
30°C, como resultado do qual foi obtido um transformante.
O transformante resultante foi inoculadorem um meio liquido
de LB contendo 10 pg/mL de cloranfenicol, e cultivado
durante a noite, a 30°C. Em seguida, a fim de obter células
bacterianas desse, o transformante cultivado foi aplicado
sobre uma placa de agar contendo 10 pg/mL de cloranfenicol,
como resultado do qual se obteve uma coldnia crescida a
42°C. A coldnia resultante foi cultivada em um meio liguido
de LB sem o cloranfenicol, durante a noite, a 30°C, e ainda
aplicada sobre uma placa de LB agar sem cloranfenicol, como
resultado do gual uma coldnia crescida a 42°C foi obtida.

A partir das coldnias gue apareceram, 100 coldnias
foram escolhidas aleatoriamente, e cada uma foi cultivada
sobre uma placa de LB &gar sem cloranfenicol, e sobre uma

placa de LB &agar contendo 10 pg/ml de cloranfenicol, e
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clones sensiveis ao cloranfenicol foram selecionados.
Além disso, um fragmento de cerca de 800 bp contendo o
promotor de GAPDH e o gene de dlhA foi amplificado pela PCR
utilizando o DNA cromossdmico de cada um desses clones-
alvo,ie uma vafiaﬁfe,rna quél a regido prométora de 1dha
foi substituida pelo promotor de GAPDH, foi selecionada.
O clone que passou pelas selegdes acima foi denominado
“variante inserida no genoma
MG1l655apflAadldamdhAasp/GAP1dhA”.
[Exemplo 7]

<Preparagdo de uma variante de Escherichia coli MG1655
inserida no genoma MG1655ApflAdldAmdhAaspAfruR/GAPldhA >

A sequéncia completa de bases do DNA gendmico da
Escherichia coli & conhecida (nGmero de acesso do GenBank:
U00096), e a sequéncia de bases de um gene de fruR de uma
Escherichia coli foi também relatada. Ou seja, o gene da
fruR & descrito entre as sequéncias 88028 e 89032 da
sequéncia de genoma da cepa da Escherichia coli MGl655
descrita no nimero de acesso U00096 do GenBank.

A fim de clonar as regides adjacentes & sequéncia de
bases do gene fruR (1005 bp), quatro tipos de iniciador de

oligonucleotideos, TACTGCAGATCTCAATAACCGCTATCTGG (SEQ 1ID

NO: 25), GCTCTAGATAGCCATTGTACTGGTATGG (SEQ ID NO: 26),
TATCTAGATGCTCAGCCGTAGCTAAGC (SEQ ID NO: 27), e
CGAATTCATCCATCTGACATTCGCTGG (SEQ ID NO: 28), foram
sintetizados.

A PCR foi conduzida segundo condig¢gdes usuais
utilizando o DNA gendmico de cepa de Escherichia coli
MG1655 como um padrdo e utilizando uma combinac¢d3o de

iniciadores de SEQ ID NO: 25 e SEQ ID NO: 26, como um
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resultado do qual um fragmento de DNA de cerca de 950 bp
(doravante referido, as vezes, como “fragmento fruR-L”) foi
amplificado. A PCR foi conduzida segundo condig¢des usuais
utilizando o DNA gendémico de cepa de Escherichia coli
MG1655 como um pédréo e ﬁtilizandor ﬁmar éombinagéo de
iniciadores de SEQ ID NO: 27 e SEQ ID NO: 28, como um
resultado do qual um fragmento de DNA de cerca de 880 bp
(doravante referido, as vezes, como “fragmento fruR-R”) foi
amplificado. Esses fragmentos de DNA foram separados por
meio de eletroferose em gel de agarose e recuperados. )
fragmento fruR-L foi digerido com PstI e Xbal, e o
fragmento fruR-R foi digerido com Xbal e EcoRI. Esgses dois
tipos de fragmentos digeridos, e um produto obtido por meio
da digestdo de um plasmideo pTH18csl sensivel & temperatura
(nimero de acesso do GenBank: AB019610) com PstI e EcoRI
foram permitidos reagir na presenga da T4 DNA ligase.
Posteriormente, a cé&lula DH5a competente de Escherichia
coli (DNA-903, Toyobo Co., Ltd.) foi transformada com o
produto de ligagdo, como resultado do qual um plasmideo que
contém dois fragmentos — fragmento adjacente a montante 5’
e o fragmento adjacente & jusante 3’ do gene de fruR — foi
obtido. Esse plasmided foi denominado “pTHAfruR”.

A variante de Escherichia coli MG1655 inserida no
genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAP1dhA obtida no Exemplo 6
foi transformada com um plasmideo pTHAfruR, e uma variante
inserida no genoma MG1655Apfl1AdldAmdhAasp/GAP1dhA rompida
pelo gene de fruR foi preparada de maneira semelhante ao
Exemplo 2. Essa variante foi denominada “variante inserida
no genoma MGl655ApflAdldAmdhAaspAfruR/GAPldhA”.

[Exemplo 8]
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<Construgdo de vetor de expressdo de gene de hidrolase
da sacarose (invertase) derivado de Escherichia coli 0157 e
transformante com o vetor de expressdo>

Aisquéncia de aminocacidos da invertase da Escherichia
coli 0157 e a sequéncia dé bases do genérdessa'jé foram
relatadas. Ou seja, o gene que codifica a invertase (cscA)
€ descrito entre 3274383 e 3275816 da sequéncia de genoma
da cepa de Escherichia coli 0157 descrita no nlamero de
acesso AE005174 do GenBank. Em um lado do terminal-N da
proteina codificada pelo gene, ha uma sequéncia
correspondente a sequéncia de aminodcidos representada por
MTQSRLHAA (SEQ ID NO: 35) em um c¢bdigo de aminodcido de

Gnica 1letra, que possui alta hidrofobicidade, e que &

clivada pela sinal-peptase. A sequéncia do promotor de

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase derivada de
Escherichia coli (doravante referida, 4&s vezes, como
GAPDH), gque & descrita em 397-440 nas informacdes de

sequéncia de bases de numero de acesso do GenBank X02662,
pode ser utilizada como a sequéncia de base de um promotor
necessario para a expressdo do gene.

A fim de obter um promotor de GAPDH, foi realizada a
amplificagdo por um método de PCR utilizando o DNA genémico
da cepa de Escherichia coli MG1655 como um padrio e
utilizando CGAGCTACATATGCAATGATTGACACGATTCCG (SEQ ID NO:
29) e TCTAGAGCTATTTGTTAGTGAATAAAAGG (SEQ ID NO: 30). O
fragmento de DNA resultante foi digerido com uma enzima de
restrigcdo NdeI, fornecendo, dessa forma, um fragmento de
cerca de 110 bp correspondente ao promotor de GAPDH. O
fragmento de DNA resultante foi misturado com um fragmento

obtido por meio da digestdo de um plasmideo pBR322 (nlmero
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de acesso J01749 do GenBank ) com enzimas de restrigdo Ndel
e Pvull, e os fragmentos misturados foram ligados
utilizando uma 1ligase. Posteriormente, a célula DH5a
competente (DNA-903, Toyobo Co., Ltd.) da Escherichia coli
foi transfoémada com o produto deriigagéo, e'foi obtido um
transformante crescido sobre uma placa de LB &agar contendo
50 ng/mL de ampicilina. A colbnia resultante foi
cultivada em um meio liquido de LB contendo 50 pg/mL de
ampicilina, durante a noite, a 37°C, e um plasmideo pBRgapP
foi recuperado a partir das células bacterianas
resultantes.

A fim de obter um gene da invertase, foi realizada uma
amplificacdo por um método de PCT utilizando o DNA gendmico
(SIGMA-ALDRICH: IRMM449) de Escherichia coli 0157 como um
padrio, e utilizando
GATCTAGACGGAGAAAGTCTTATGACGCAATCTCGATTGCATG (SEQ ID NO: 31)
e ATGGTACCTTAACCCAGTTGCCAGAGTGC (SEQ ID NO: 32). 0]
fragmento de DNA resultante foi digerido com uma enzima de
restrigdo XbaI, fornecendo, dessa forma, um fragmento de
gene de invertase de cerca de 1,4 kbp. O fragmento de DNA
resultante foi misturado com um fragmento obtido por meio
da digestdo de um plasmideo pBRgapP, preparado acima com as
enzimas de restrigdo Xbal e PshAI, e os fragmentos
misturados foram ligados utilizando uma ligase.
Posteriormente, a célula DH5a competente (DNA-903, Toyobo
Co., Ltd.) da Escherichia coli foi transformada com o
produto de ligagdo, e fol obtido um transformante crescido
sobre uma placa de LB dgar contendo 50 pg/mL de ampicilina.
A coldnia resultante foi cultivada com um meio liquido de

LB contendo 50 pg/mL de ampicilina, durante a noite, a
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37°C, e um plasmideo pGAP- cscA foi recuperado a partir das
células bacterianas resultantes.

Uma célula competente de variante inserida no genoma
MG1655Apfl1AdldAmdhAaspAfruR/GAP1dhA preparada no Exemplo 7
foi transfbrmada com o plasmideo pGAP-csch e o
transformante resultante foi cultivado em uma placa de LB
dgar / caldo de Miller (Miller’s LB Broth agar plate)
contendo 50 pg/mL de ampicilina, durante a noite, a 37°C,
como resultado do qual foi obtida uma variante inserida no
genoma MG1655ApflAdldAmdhAaspAfruR/GAP1dhA/ variante pGAP-
cscA.

Ademais, uma célula competente de variante inserida no
genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAPldhA preparada no Exemplo
6 foi transformada com o plasmideo pGAP-cscA, e o©
transformante resultante foi cultivado em uma placa de LB
dgar / caldo de Miller (Miller’s LB Broth agar plate)
contendo 50 pg/mL de ampicilina, durante a noite, a 37°C,
como resultado do qual foi obtida uma variante inserida no
genoma MG1655ApflAdldAmdhAaspAfruR/GAP1dhA/ variante pGAP-
CScA.

[Exemplo 9]

<Construgdo de vetor de expressdo de gene de invertase
derivado de Escherichia coli 0157 e gene de frutose-1-
fosfato quinase derivado de Escherichia coli MGl655, e
transformante com o vetor de expressdo>

A sequéncia de aminodcidos da frutose-1l-fosfato
quinase da Escherichia coli MG1655, e a sequéncia de bases
do gene dessa ja& foram relatadas. Ou seja, o gene dJue
codifica a frutose-l-fosfato quinase (fruK) é descrito

entre as sequéncias 2260387 e 2259449 da sequéncia de
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genoma da cepa da Escherichia coli MG1655 descrita no
nimero de acesso U00096 do GenBank.

A fim de obter um promotor de gene da frutose-1-
fosfato quinase, foi realizada a amplifica¢do por um método
de PCR utilizando o DNA gendmico da Escherichia coli MG1655
como um padrdo e utilizando
ATGGTACCGGAGAAAGTCTTATGAGCAGACGTGTTGCTAC (SEQ ID NO: 33) e
TCGGATCCTTATGCCTCTCCTGCTGTCAG (SEQ ID NO: 34). O fragmento
de DNA resultante foi digerido com uma enzima de restrigdo
KpnI, fornecendo, dessa forma, um fragmento de gene de
frutose-1-fosfato quinase de cerca de 1,0 kbp. O fragmento
de DNA resultante foi misturado com um fragmento obtido por
meio da digestdo de um plasmideo pGAP-cscA construido no
Exemplo 8 com as enzimas de restrigdo Kpnl e ECORV, e oOs
fragmentos misturados foram ligados utilizando uma ligase.
Posteriormente, a célula DH5a competente (DNA-903, Toyobo
Co., Ltd.) da Escherichia coli foi transformada com o
produto de ligagdo, e foi obtido um transformante crescido
sobre uma placa de LB 4gar contendo 50 pg/mL de ampicilina.
A coldnia resultante foi cultivada em um meio liquido de LB
contendo 50 ng/mL de ampicilina, durante a noite, a 37°C, e
um plasmideo pGAP—cséA—fruK foi recuperado a partir das
células bacterianas resultantes.

Uma célula competente de variante inserida no genoma
of MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAP1dhA preparada no Exemplo 6
foi transformada com o plasmideo pGAP-cscA-fruK, e o
transformante resultante foi cultivado em uma placa de LB
dgar / caldo de Miller (Miller’s LB Broth agar plate)
contendo 50 pg/mL de ampicilina, durante a noite, a 37°C,

como resultado do qual foi obtida uma variante inserida no
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genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAPLldhA / variante pGAP-cscA-
fruk.
[Exemplo 10]

<Produgdo de &acido D-latico pela variante inserida no
Qenomé MGl655ApflAdldAmdhAaspAfruR/GAPldhA/ variante pGAP—
CSCcA, variante inserida no genoma
MG1655ApflAdidAmdhAasp/GAP1dhA/ variante  pGAP-cscA-fruk,
variante inserida no genoma MG1l655ApflAdldAmdhAasp/GAP1dhA/
variante pGAP-cscAs

A variante inserida no genoma
MG1655ApflAdldAmdhAaspAfruR/GAP1dhA/ variante pGAP-cscA
(doravante referida, &as vezes, como “variante rompida por
fruR” ou “wariante AfruR”) obtida no Exemplo 8, variante
inserida no genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAP1dhA /
variante pGAP-cscA (doravante referida, &as vezes, como
“variante cscA”), e a variante inserida no genoma
MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAP1dhA / variante pGAP-cscA-fruK
(doravante referida, as vezes, como “variante aumentada por
frukK” ou "“variante +fruK"), obtidas no Exemplo 9, foram,
respectivamente, semeadas em trés baldes Erlenmeyer com um
volume de 500 ml, cada um equipado com um defletor e com um
liquido de cultura de LB <caldo de Miller de 25 ml
(Difco244620), e o cultivo foi realizado com a agitacgdo,
durante a noite, a 35° C e 120 rpm como uma pré-cultura.
Entdo, todos os teores dos respectivos baldes foram
separadamente semeados em trés recipientes de cultivo de 1L
((BMJ-01, aparelho de cultura fabricado ©pela ABLE
Corporation), cada um contendo 475 g do meio mostrado na
Tabela 1).

Tabela 1
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Composigdo do meio

Sacarose 12%

Processamento de milho (fabricado por Nihon

Shokuhin Kako Co., Ltd.)

Agua Equilibrio

O cultivo foi realizado por 48 horas em pressdo
atmosférica, uma taxa de aeragio de 0,25 L/min, uma
velocidade de agitagdo de 200 rpm, uma temperatura de
cultura de 35°C, e um pH de 7,4 (ajustado com 24% de NaOH) .
Apds a conclusdo do cultivo, a concentragdo de &cido latico
no liquido de cultura resultante foi analisada utilizando
uma cromatografia liquida de alta velocidade (produzida por
Hitachi, Ltd.) com a definigdo. Os resultados sdo mostrados
na Tabela 2 e na FIG. 1.

Coluna: ULTRON PS-80H (fabricado por Shinwa Chemical
Industries Ltd.)

Efluente: Solugdo aquosa de &acido percldrico (pH 2,1)

Taxa de Fluxo: 1,0 mL/min.

Detector: Detector de UV

Comprimento de onda de medigdo: 280 nm

Tabela 2

variante variante
variante

inserida no | inserida no
inserida no

genoma genoma
genoma

MG1655ApflAdldAm | MG1655Apf1AdldA
MG1655ApflAdldAm

dh mdh
dh

Aasp/GAP1dhA AaspAfruR/GAP1ld
Aasp/GAPldhA/var

/variante c¢scA-|hA genome
iante pGAP-cscA

fruk /variante pGAP-
(variante cscAh)

(variante CScA
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aumentada por | (variante
fruk) rompida por
fruR)
Tempo de
| cultura |48  |as  |as

(hr)
Quantidad
e de
acido D-

95,5 114,6 103,6
latico '
acumulado
(g/L)
Sacarose

0 0 0
(g/L)
Glicose

0 2,8 3,3
(g/L)
Frutose

14,3 10,7 0
(g/L)

Em um exemplo conhecido no qual 4 genes (cscA, cscR,
cscK, e cscB) e da via de assimilagdo de sacarose ndo PTS
incluindo a cscA foram introduzidos na Escherichia coli e o
dcido latico foi produzido a partir da sacarose
(Biotechnology Letters. 27, 1891-1896 (2005)), a produgdo
de 96,5 g de acido latico levou um tempo de cultura de 120
horas. Diferentemente, cada Escherichia colis produtora de
dcido latico (cscA, variante aumentada por fruK, e variante
rompida por fruR), de acordo com a presente invencdo,
produz uma quantidade compardvel, ou superior, de &cido
latico por meio de cultivo por apenas 48 horas. Ademais,

demonstra-se, q respeito da assimilagdo da sacarose, gque o



10

15

20

25

30

57/76

tempo de produgdo do 4&cido 1lédtico pode ser amplamente
reduzido por meio da incorporagdo da atividade de alguns

dos genes da sacarose ndo PTS, particularmente se

incorporada apenas a cscA.

Particularmente, demonstroﬁ—se Que a introduééorde um
gene fruK na presenga de cscA resultou em uma melhoria de
1,2 vez na eficacia da produgdo de 4&cido D-1latico
utilizando a sacarose como matéria-prima, e a ruptura do
gene da fruR resultou em uma melhoria de 1,1 vez na
eficidcia da produgdo de a&cido D-1latico.

Nesse momento, a sacarose adicionada no inicio do
cultivo desapareceu completamente em todas as variantes.
Adémais, demonstrou-se que a introdugdo de um gene de frukK
ou a ruptura do gene de fruK leva a uma assimilag¢do mais
rdpida da frutose obtida por meio da decomposigdo da

~

sacarose, se comparado a cepa que ndo foi submetida &
introdugdo ou a ruptura do gene.
[Exemplo Comparativo 1]

<Produgdo de &acido D-1latico pela variante inserida no
genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAPldhA / variante pBRgapP >

A produgéo de &acido D-1latico pela variante inserida no
genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAP1dhA /variante pBRgapP foi
examinada de maneira semelhante ao Exemplo 10. Essa
variante é basicamente a mesma da variante inserida no
genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAPldhA / variante pGAP-cscA,
exceto pelo fato de que o gene de cscA n3o estd contido no
plasmideo introduzido. A composicdo do meio também foi a
mesma do Exemplo 10; entretanto, a sacarose foi submetida a

esterilizagdo de filtro antes do uso. Apds o cultivo de 48

horas, a concentragdo de &cido D-latico no 1ligquido de
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cultura foi 0 g/L. Negse momento, as concentracgdes de
glicose e frutose no liquido de cultura também foram 0 g/L.

A partir desses resultados, confirmou-se que a
producgdo de acido latlco atraves da assimilagdo de sacarose
é impossivel quando o gene de cscA & ellmlnado '
[Exemplo 11]

<Produgdo de A&cido D-1latico a partir do melago pela
variante inserida no genoma
MG1655ApflAdldAmdhAaspAfruR/GAP1dhA / variante pGAP-cscA >

Produgdo de &cido D-latico a partir do melago pela
variante inserida no genoma
MG1655ApflAdldAmdhAaspAfruR/GAP1dhA / variante pGAP-cscA
foi examinada de maneira semelhante ao Exemplo 10.

A quantidade inteira (25 mL) dos mesmos teores do
baldo pré-cultivade que os do baldo pré-cultivado no
Exemplo 10 foi semeado em 475 g de um meio mostrado na
Tabela 3.

Tabela 3

Composig¢do do meio

Melacgos 20%
Processamento de milho (fabricado por Nihon .
Shokuhin Kako Co., Ltd.) >

Agua Equilibrio

O cultivo foi realizado em pressdo atmosférica, uma
taxa de aeragdo de 0,25 L/min, uma velocidade de agitacdo
de 300 rpm, uma temperatura de cultura de 35°C, e um pH de
7,4 (ajustado com 24% de NaOH)por 48 horas.

Apbés o cultivo de 48 horas, a concentracido de acido D-
latico no liquido de cultura foi 96.47 g/L. Nesse momento,

as concentragdes de glicose, frutose e sacarose no liquido
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de cultura foram 0 g/L.

A partir desses resultados, confirmou-se que o acido
latico pode ser produzido a partir de melagos como a
matéria-prima por meio da utilizagdo de Escherichia col
produtora de &acido léatico de acordo com eétérinvenqéo.
[Exemplo 12]

<Construgdo do vetor de expressdo para o gene de 1ldh2
derivado de Bifidobacterium(Bifidobactéria) e a variante
MG1655Apfl/pGAP-1dh2 como transformato com o vetor de
expressao>

A sequéncia de aminocdcidos da L-lactato desidrogénase
da Bifidobacterium longum, e a sequéncia de bases do gene
dessa ja foram relatadas. Ou seja, o gene que codifica a
L-lactose desidrogenase (1dh2) € descrito entre as
sequéncias 555 e 1517 da sequéncia de genoma da cepa da
Bifidobacterium descrita no nGmero de acesso M33585 do
GenBank

A sequéncia do promotor de gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase derivada de Escherichia coli (doravante
referida, as vezes, como GAPDH), que é descrita em 397-440
nas informa¢des de sequéncia de bases de nGmero de acesso
do GenBank X02662, pode ser utilizada como a sequéncia de
base de um promotor necessidrio para a expressdo do gene.

A fim de obter um promotor de GAPDH, foi realizada a
amplificagdo por um método de PCR utilizando o DNA gendmico
da cepa de Escherichia coli MG1655 como um padféo e
ﬁtilizando CGAGCTACATATGCAATGATTGACACGATTCCG (SEQ ID NO:
29) e TCTAGAGCTATTTGTTAGTGAATAAAAGG (SEQ ID NO: 30). ©
fragmento de DNA resultante foi digerido com uma enzima de

restrigdo NdeI, fornecendo, dessa forma, um fragmento de
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cerca de 110 bp correspondente ao promotor de GAPDH. (0]
fragmento de DNA resultante foi misturados com um fragmento
obtido por meio da digestdo de um plasmideo pBR322 (nGmero
de acesso J01749 do GenBank ) com enzimas de restrigdo NdeI
e PvuII?V ér ésr fragmentoér miétufados foram ligados
utilizando uma ligase. Posteriormente, a c¢élula DH5a
competente (DNA-903, Toyobo Co., Ltd.) da Escherichia coli
foi transformada com o produto de ligacdo, e foi obtido um
transformante crescido sobre uma placa de LB agar contendo
50 pg/mL de ampicilina. A coldnia resultante foi cultivada
em um meio liquido de LB contendo 50 pg/mL de ampicilina,
durante a noite, a 37°C, e um plasmideo pBRgapP foi
recuperado a partir das células bacterianas resultantes.

A fim de obter um gene de L-lactato desidrogenase, foi
realizada a amplificagdo por um método de PCR utilizando
Bifidobacterium Iongum (ATCC 15707) como um padr3o e
utilizando AATCTAGACGGAGAAAGTCTTATGGCGGAAACTACCGTTAAGC (SEQ
ID NO: 36) e CTGTCTAGATCAGAAGCCGAACTGGGCG (SEQ ID NO: 37).
O fragmento de DNA resultante foi digerido com uma enzima
de restrigdo XbaI, fornecendo, dessa forma, um fragmento de
gene de L-lactato desidrogenase de cerca de 1,0 kbp. o)
fragmento de DNA resultante foi misturado com um fragmento
obtido por meio da digestdo de um plasmideo pBRgapP,
preparado acima com uma enzima de restricdo Xbal, e os
fragmentos misturados foram ligados utilizando uma ligase.
Posteriormente, a célula DH5a competente (DNA-903, Toyobo
Co., Ltd.) da Escherichia coli foi transformada com o
produto de ligagdo, e foi obtido um transformante crescido
sobre uma placa de LB &gar contendo 50 pg/mL de ampicilina.

A coldnia resultante foi cultivada em um meio liquido de LB
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contendo 50 pg/mL de ampicilina, durante a noite, a 37°C, e
um plasmideo pGAP-1dh2 foi recuperado a partir das células
bacterianas resultantes.

Uma célula competente de cepa MGl655, na qual o gene
pfl havia sido eliminado por meio aa utilizégéo:do pTHApfl
preparado no Exemplo 3 de maneira semelhante ao Exemplo 2
(referido como “variante MG1655Apfl”), foi transformada
com o plasmideo pGAP-1dh2, e o transformante resultante foi
cultivado em uma placa de LB caldo dgar de Miller (Miller'’s
LB Broth agar plate) contendo 50 ng/mL de ampicilina,
durante a noite, a 37°C, como resultado do qual foi obtida
uma variante MG1655Apfl/pGAP-1dh2.

[Exemplo 13]

<Produg¢ao de acido L-1latico pela variante
MG1655Apfl/pGAP-1dh2>

A produgdo de &acido L-latico a partir da glicose pela
variante MG1655Apfl/pGAP-1dh2 obtida no Exemplo 12 foi
examinada de maneira semelhante ao Exemplo 10.

25 mL dos teores do baldo pré-cultivado da mesma
maneira que as pré-culturas obtidas no Exemplo 10 foi
semeado em 475 g de um meio mostrado na Tabela 4 abaixo.

Tabéla 4

Glicose 12%

Extrato de levedura (fabricado por

Difco Laboratories Inc.)

Agua Equilibrio

O cultivo foi realizado em pressdo atmosférica, uma
taxa de aeragdo de 0,25 L/min, uma velocidade de agitacdo
de 200 rpm, uma temperatura de cultura de 35°C, e um pH de

7,5 (ajustado com 24% de NaOH), por 18 horas.
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Apds o cultivo de 18 horas, a concentragdo de &acido L-
latico no liquido de cultura foi 97.02 g/L.

A partir desses resultados, confirmou-se que o &cido
L-latico pode ser produzido a partir da glicose por meio da
utilizacéo 7 da L-lactato | désidrogenase derivada da
Bifidobacterium.

[Exemplo 14]

<Preparagdo de uma variante inserida no gene
MG1655ApfilAadldAmdhAasp/GAP1dhA/variante pGAP-1dh2 >

Foi preparado um transformante em que o plasmideo
pPGAP-1dh2 preparado no Exemplo 12 foi introduzido na
variante produtora de &cido D-latico. preparada no Exemplo
6. Especificamente, utilizou-se o seguinte procedimento.

Uma célula competente de variante inserida no genoma
MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAP1dhA preparada no Exemplo 6 foi
transformada com o plasmideo pGAP-1dh2. O transformante
resultante foi cultivado em uma placa de LB caldo &agar de
Miller (Miller’s LB Broth agar plate) contendo 50 pg/mL de
ampicilina, durante a noite, a 37°C, como resultado do qual
foi obtida uma variante inserida no genoma
MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAP1dhA / variante pGAP-1dh2.
[Exemplo 15]

<Produgdo de &cido L—iético pela variante inserida no
genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAP1dhA / variante pGAP-1dh2>

A produgdo de &cido L-latico a partir da glicose pela
variante inserida no genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAPldhA
obtida no Exemplo 14 foil examinada de maneira semelhante ao
Exemplo 13.

O cultivo foi realizado em pressio atmosférica, uma

taxa de aeragdo de 0,25 L/min, uma velocidade de agitacdo
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de 200 rpm, uma temperatura de cultura de 35°C, e um pH de
7,5 (ajustado com 24% de NaOH), por 18 horas.

Apds o cultivo de 18 horas, a concentragdo de acido L-

latico no liguido de cultura foi 116.84 g/L.

A partir désses resultados, confirmou-se que o &cido
L-l4tico pode ser produzido a partir da glicose como uma
matéria-prima utilizando uma variante de Escherichia coli
para a produgdo de acido D-latico. A produgdo de acido L-
latico foi confirmada por meio da medigdo da quantidade de
dcido L-latico e da quantidade de &cido D-1latico,
utilizando um F-Kit D-/&cido L-latico (Cédigo do produto
1112821, J.K.. International Inc.).

[Exemplo 16]

<Preparagdo de uma variante inserida no gene
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2 e uma variante
inserida no gene MG1l655ApflAmdhAaspAlldDAldhAAfruR/GAP1dh2>

Uma variante de Escherichia coli para a produgdo de
dcido L-latico foi preparada por meio da substituig¢do do
gene de 1ldh2 pelo gene de 1ldhA da variante de Escherichia
coli para a produgdo de &cido latico no Exemplo 6 (variante
inserida no gene MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAPLldhA) e a
ruptura de 11dD, na gqual é um gene de catalisac3o
enzimdtica da decomposigdo de acido L-1latico. Ademais, uma
variante de Escherichia coli rompida por fruR para a
produgdo de &acido latico foi preparada por meio da ruptura
do gene frutR. Especificamente, utilizou-se o seguinte
procedimento.

(Preparacdo de variante rompida por gene de 1dha)
Com base nas informa¢des de genes das regiBes do DNA

genbmico de MG1l655 adjacente ao gene da 1ldhA, quatro tipos
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de iniciadores de oligonucleotideos,
AAGGTACCACCAGAGCGITCTCAAGC  (SEQ ID  NO: 21)
GCTCTAGATTCTCCAGTGATGTTGAATCAC (SEQ ID  NO: 22),
GCTCTAGAGCATTCCTGACAGCAGAAGC  (SEQ ID  NO:  38) e
AACTGCAGTCGGCGTGTAGTAGTGAACC (SEQ ID NO: 39), foram

sintetizados. Com o uso desses pardmetros, um plasmideo
pTHAl1dhA, para a ruptura do gene, foi construido de acordo
com um método semelhante ao empregado no Exemplo 1.
Ademais, uma célula competente de variante inserida no
genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAPldhA fol transformada com
o pTHAldhA, e uma variante eliminada por 1dhA foi
selecionada de acordo com um método semelhante ao empregado
no Exemplo 2. A variante resultante foi denominada
“variante AldhA inserida no genoma
MG1655ApflAdldamdhAasp/GAP1dhA” .

(Preparagdo de reverso do gene dld)

Com base nas informa¢des de genes das regides de DNA
genbmico de Escherichia coli MG1655 adjacente ao gene da
dld, dois tipos de iniciadores de oligonucleotideos,
CAACACCAAGCTTTCGCG (SEQ ID NO: 40), e TGTTCTAGAAAGTTCTTTGAC
(SEQ ID NO: 41), foram sintetizados. A PCR foi realizada
utilizando esses pardmetros e o DNA gendmico de Escherichia
coli MG1655 como um padrdo, e o fragmento de DNA resultante
foi clivado com as enzimas de restrigdo HindIII e XbalI.
Além disso, o plasmideo pTH18csl foi clivado com enzimas de
restrigdo HindIII e Xbal, e misturado com o fragmento de
dld. Subsequentemente, os fragmentos foram ligados
utilizando uma ligase, fornecendo, dessa maneira, um
plasmideo pTHDLD. Além disso, uma célula competente de

variante inserida no genoma of
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MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAP1dhA foi  transformada com o
PTHDLD, e um reverso dld foi selecionado de acordo com um

método semelhante ao empregado no Exemplo 2. A variante

resultante foi denominada “variante AldhA inserida no

genoma MG1655Apf1AmdhAasp/GApldhA".
(Preparagdo de variante rompida por gene de 11dD)

Com base nas informa¢des de genes das regides do DNA
gendmico da cepa de MG1l655 adjacente ao gene da 11dD,

quatro tipos de iniciadores de oligonucleotideos,

GGAAGCTTCAAATTGGCGTCTCTGATCT (SEQ ID NO: 42),
AAACCCGGGCCATCCATATAGTGGAACAGGAACGG (SEQ ID NO: 43),
GGGCTCGAGTGGCGATGACGCTGACTGG (SEQ ID NO: 44) e

CGTCTAGAACGGGTAAATCTGGTGGTGACCGTCACCCG (SEQ ID NO: 45),
foram sintetizados. Com o uso desses parédmetros, um
plasmideo pTHA11dD, para a ruptura do gene, foi construido
de acordo com um método semelhante ao empregado no Exemplo
1. Ademais, uma célula competente de variante AldhA
inserida no genoma MG1655ApfilAmdhAasp/GAP1dhA foi
transformada com o pTHAlldD, e uma variante eliminada por
11dD foi selecionada de acordo com um método semelhante ao
empregado no Exemplo 2. A variante <resultante foi
denominada “variante AldhA inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldD/GAP1dhA”.
<Preparagdo de uma variante inserida no gene 1ldh2 >

A sequéncia de aminodcidos da L-lactato desidrogenase
da Bifidobacterium longum, e a sequéncia de bases do gene
dessa ja foram relatadas. Ou seja, o gene que codifica a
L-lactose desidrogenase (1dh2) & descrito entre as
sequéncias 555 e 1517 da sequéncia de genoma da‘cepa da

Bifidobacterium descrita no nGmero de acesso M33585 do
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GenBank

A fim de se obter um gene (1dh2) que codifica a L-
lactato desidrogenase, dois tipos de iniciadores
oligonucleqtideos, |
AAGAATTCCGGAGAAAGTCTTATGGCGGAAACTACCGTTAAGC (SEQ ID NO: 46)'
e CTGTCTAGATCAGAAGCCGAACTGGGCG (SEQ ID NO: 47), foram
sintetizados utilizando o DNA gendmico de Bifidobacterium
longum (ATCC15707) como um padrdo. A PCR foi realizada
utilizando iniciadores, e o fragmento de DNA resultante foi
clivado com enzimas de restrig¢do EcoRI e Xbal.

A fim de obter um promotor de GAPDH, dois tipos de

iniciadores de oligonucleotideos,
GGTCTAGAGCAATGATTGACACGATTCCG (SEQ ID NO: 48) and
CGGAATTCCGCTATTTGTTAGTGAATAAAAG (SEQ ID NO: 49), foram

sintetizados wutilizando o DNA gendmico de cepa de
Escherichia coli MG1655 como um padrdo. O fragmento de DNA
resultante foi clivado com enzimas de restricdo EcoRI e
Xbal.

O plasmideo obtido por meio da clivagem de pTHAldhA
obtido acima com XbaI, e o fragmento de EcoRI-Xbal de uma
1ldh2 derivada de Bifidobacterium longum e o fragmento de
EcoRI-Xbal do promotor GAPDH derivado de Escherichia coli
obtido acima, foram misturados, e os fragmentos foram
ligados wutilizando uma ligase. Posteriormente, a célula
DH5a competente (DNA-903, Toyobo Co., Ltd.) da Escherichia
coli foi transformada com o produto de ligagdo, e foi
obtido um transformante crescido sobre uma placa de LB agar
contendo 50 pg/mL de ampicilina. A coldnia resultante foi
cultivada em um meio liquido de LB contendo 50 pg/mL de

ampicilina, durante a noite, a 37°C, e um plasmideo
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pTHAldhA: :GAPLDH2 foi recuperado a partir das células
bacterianas resultantes. Uma variante AldhA inserida no
genoma MG1655ApflAmdhAaspAlld/GAP1ldhA foi transformada com
o plasmideo resultante, e uma variante inserida no genoma
idhé foirselecionadé com base na amplificéqéo de 1dh2, de
acordo com um método semelhante ao empregado no Exemplo 2.

A variante resultante foi denominada “variante
inserida no genoma MG1l655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2” .
(Preparacdo de variante rompida por gene de £fruR)

Uma variante inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2 foi transformada com
um plasmideo pTHAfruR, preparado no Exemplo 7, e uma
variante inserida no ' genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2, na qual o gene de
fruR foi rompido, foi obtida de acordo com um método
semelhante ao do empregado no Exemplo 2. Essa variante foi
denominada “variante inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhAAfruR/GAP1dh2” .

[Exemplo 17] |

<Produgdo de variante pGAP-cscA inserida no genoma
MGl655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAPlth/ e variante pGAP-cscA
inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhAAfruR/GAP1dh2>

O vetor de expressdo para o gene da hidrolase da
sacarose (invertase) foi introduzido em cada variante da
Escherichia coli para a produgdo de acido L-latico e a
variante de Escherichia coli rompida por £fruR para a
produgdo de acido L-latico, que foram preparados no Exemplo
16, preparando, dessa maneira, uma variante de Escherichia

coli produtora de a&acido L-1latico a partir da sacarose.
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Especificamente, utilizou-se o seguinte procedimento.

Células competentes de variante inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2 e variante inserida no
genoma MG1655Apfl1AmdhAaspAlldDAldhAAfruR/GAP1dh2, no
Exémpio 16, foram transformadas com oﬁplésmideo PGAP-cscA
preparado no Exemplo 8, e o transformante resultante de
cada variante foi cultivado em uma placa de LB caldeira
dgar de Miller (Miller’s LB Broth agar plate) contendo 50
pg/mL  de ampicilina, durante a noite, a 37°C, como
resultado do qual foram obtidas obtida uma variante pGAP-
cscA inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAl1ldDAldhA/GAP1dh2 ou uma variante pGAP-
cscA inserida no genoma
MG1655ApflAamdhAaspAlldDAldhAAfruR/GAP1dh2
[Exemplo 18]

<Preparag¢do de variante pGAP-cscA-fruK inserida no
genoma MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAPLdh2>

A variante de Escherichia coli para a produgdo de
dcido L-latico no Exemplo 16 foi transformada com o vetor
de expressdo para os genes da hidrolase da sacarose
(invertase) e da frutose-l1l-fosfato quinase, fornecendo,
dessa maneira, uma variante de Escherichia coli aumentada
por fruK produtora de &cido L-1l&atico. Especificamente,
utilizou-se o seguinte procedimento.

Uma célula competente de variante inserida no genoma
de MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2 preparada no
Exemplo 16 foi transformada com o plasmideo pGAP-cscA-frukK
preparado no Exemplo 9, e o transformante resultante foi
cultivado em wuma placa de LB &gar / caldo de Miller

(Miller’'s LB Broth agar plate) contendo 50 pg/mL de
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ampicilina, durante a noite, a 37°C, como resultado do qual
foi obtida uma variante pGAP-cscA-fruK inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2.

[Exemplo 19]

7 <Producdo de &cido L-latico pela variante pGAP-cscA
inserida no genoma MGl655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2,
variante PGAP-cscA inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhAAfruR/GAP1dh2, variante pGAP-
cscA-fruk inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAlIdhA/GAP1dh2>

Examinou-se a produgdo de &cido L-1latico a partir do
melago pela variante pGAP-cscA inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2, variante pGAP-cscA
inserida no genoma
MG1655ApflAamdhAaspAlldDAldhAAfruR/GAP1dh2, variante pGAP-
cscA-fruk inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2.

A variante PGAP-cscA 'inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDA1IdhA/GAP1dh2, a variante pGAP-cscA
inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhAAfruR/GAP1dh2, e a variante
PGAP-cscA-fruk inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2, obtidas‘no Exemplo 17
e Exemplo 18, foram, respectivamente, semeadas em baldes
Erlenmeyer com um volume de 500 mL, cada um equipado com um
defletor e com 50 mL do meio de cultura mostrado na Tabela
5, e o cultivo foi realizado com a agitagdo, durante a
noite, a 35° C e 120 rpm como uma pré-cultura. Entdo, 25
mL dos teores de pré-cultura de cada baldo foram

individualmente semeados em 475 g do meio mostrado na
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Tabela 6 abaixo, e os experimentos de cultivo foram
realizados de maneira semelhante ao Exemplo 10.

Tabela 5

Composigdo do meio de pré-cultura

Meiagos ' 2%
Processamento de milho (fabricado por .

Nihon Shokuhin Kako Co., Ltd.) 108

Agua Equilibrio

PH 7,8 apds autoclave (ajustada em 24% de NaOH)

Tabela 6

Composigdo do meio

Melagos 20%

Processamento de milho (fabricado por

Nihon Shokuhin Kako Co., Ltd.)

Agua Equilibrio

O cultivo foi realizado em pressdo atmosférica, uma
taxa de aeracdo de 0,25 L/min, uma velocidade de agitacdo
de 350 rpm, uma temperatura de cultura de 35°C, e um pH de
7,5 (ajustado com 24% de NaOH), por 24 horas.

Apds o cultivo por 24 horas, a concentrag¢do de acido
L-latico no liquido de cultura foi de 75,12 g/L, no caso da
varianteb (cscA) PGAP-cscA inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2, 83,79 g/L, no caso da
variante (variante rompida por fruR) pGAP-cscA inserida no
genoma MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhAAfruR/GAP1dh2, e 84,32
g/L, no caso de uma variante (variante aumentada por £fruR)
PGAP-cscA-fruK inserida no genoma
MG1655ApflAmdhAaspAlldDAldhA/GAP1dh2, respectivamente.

A partir desses resultados, confirmou-se que o acido

L-1latico pode ser produzido a partir de melagos como a
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matéria-prima por meio da utilizacdo de Escherichia coli
produtora de &cido 1latico de acordo com esta invencdo.
Ademais, demonstrou-se que a ruptura do gene da fruR da
Escherichia coli produtora de &cido 1latico -melhora a
eficiéncia dar producgdo de dcido L-latico. Ademais,
demonstrou-se que o aumento do gene da fruR da Escherichia
coli produtora de &cido latico também melhora a eficiéncia
da produg¢do de acido L-1latico.
[Exemplo Comparativo 2]

<Construcdo de vetor de expressdo de gene de invertase
derivado de Escherichia coli 0157 e gene da proteina
promotora do transporte da glicose (glf) derivada de
Zymomonas, e o transformante com o vetor de expressdo>

A sequéncia de bases de um gene de Escherichia coli de
GAPDH ja& foi relatada. A fim de obter um promotor de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), um iniciador
com uma sequéncia de bases | de
CCAAGCTTCTGCAGGTCGACGGATCCGAGCTCAGCTATTTGTTAGTGAATAAAAGG
(SEQ ID NO: 50) foi sintetizado. O fragmento de DNA foi
amplificado por um método de PCR que utiliza o DNA gendmico
de <cepa de Escherichia coli MG1655 como um padrdo e
utilizando uma combinacido de iniciadores de SEQ ID NO: 50 e
SEQ ID NO: 29. O iniciador de SEQ ID NO: 29 possui um
sitio de reconhecimento de Ndel no terminal 5’, e o
iniciador de SEQ ID NO: 50 possui sitios de
reconhecimento de HindIII, PstI, Sall, BamHI, e SacI, nessa
ordem, a partir do terminal 5’. O fragmento de DNA
resultante foi digerido com enzimas de restrigdo Ndel e
HindIII , fornecendo, dessa forma, um fragmento codificador

do promotor de GAPDH de cerca de 110 bp. Em seguida, o
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fragmento de DNA acima foi misturado com um vetor pBR322 de
clonagem da Escherichia coli (nimero de acesso do GenBank
J01749) que foi digerido com Ndel e HindIII, e oS
fragmentos foram ligados utilizando uma ligase.
Posteriérmeﬁte, 'a célula DH5a competente (fabricada por
Takara Bio Inc.) da Escherichia coli foi transformada com o
produto de ligagdo, e foi obtido um transformante crescido
sobre uma placa de LB dgar contendo 50 pg/mL de ampicilina.
A coldénia resultante foi cultivada em um meio liquido de LB
contendo 50 pg/mL de ampicilina, durante a noite, a 37°C, e
un plasmideo foi recuperado a partir das células
bacterianas resultantes. Esse plasmideo foi denominado
“pGAP” .

Uma célula competente de variante inserida no genoma
MG1655AapfladldAamdhAasp/GAP1dhA preparada no Exemplo 6 foi
transformada com o plasmideo PGAP-cscA-glf, e o
transformante resultante foi cultivado em uma placa de LB
caldeira &4gar de Miller (Miller’s 1B Broth agar plate)
contendo 50 pg/mL de ampicilina, durante a noite, a 37°C,
como resultado do qual foi obtida uma variante inserida no
genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAPldhA / variante pGAP-cscA-
glf.

A sequéncia de bases de um gene invertase (cscd) da
cepa de Escherichia coli 0157 ja foi reiatada. Ou seja, o
gene de invertase (cscA) & descrito entre 3274383 e 3275816
da sequéncia de genoma da cepa de Escherichia coli 0157
descrita no nimero de acesso AE005174 do GenBank. A fim de
obter um gene de c¢scA, iniciadores com as respectivas
sequéncias de bases de

GCGGATCCGCTGGTGGAATATATGACGCAATCTCGATTGC (SEQ ID NO: 51) e
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GACGCGTCGACTTAACCCAGTTGCCAGAGTGC (SEQ ID NO: 52) foram
preparados. O iniciador de SEQ ID NO: 51 possui um sitio
de reconhecimento de BamHI e uma sequéncia de ligagdo de
ribomossos de base longa 13 do gene de GAPDH, nessa ordem,
a paftir do terminal 5'. O iniciador de SEQ ID NO: 52
possui um sitio de reconhecimento de Sall no terminal 5’.
A PCR foi realizada segundo condig¢des normais utilizando os
dois tipos de iniciadores acima descritos e utilizando o
DNA gendmico (SIGMA-ALDRICH:IRMM449) da cepa de Escherichia
coli 0157 como um padrdo, e o fragmento de DNA resultante
foi digerido com enzimas de restrigdo BamHI e Sall,
fornecendo, assim, um fragmento de gene de invertase (cscd)
de cerca de 1,4 kbp. = Esse fragmento de DNA foi misturadd
com um fragmento obtido por meio da digestdo de um
plasmideo pGAP com enzimas de restrigdo BamHI e Sall, e os
fragmentos misturados foram ligados utilizando uma ligase.
Posteriormente, a célula DH5a competente (fabricada por
Takara Bio Inc.) da Escherichia coli foi transformada com o
produto de ligagdo, e foi obtido um transformante crescido
sobre uma placa de LB agar contendo 50 pg/mL de ampicilina.
A coldénia resultante foi cultivada com um meio liquido de
LB contendo 50 upg/mL de ampicilina, durante a noite, a

30°C, e um plasmideo pGAP- cscA foi recuperado a partir das

células bacterianas resultantes. Dessa maneira, um vetor
de expressdo para o gene da invertase (csch) foi
construido.

A sequéncia de bases do gene da proteina promotora do
transporte da glicose (glf) da enzima transportadora de
aglGcar da Zymomonas mobilis (ATCC 29191) j& havia sido

relatada (nGmero de acesso do GenBank M60615). A fim de
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obter o gene da glf, os iniciadores com as respectivas
sequéncias de bases de
CCTGTCGACGCTGGTGGAATATATGAGTTCTGAAAGTAGTCAGG (SEQ ID NO:
53) e CTACTGCAGCTACTTCTGGGAGCGCCACA (SEQ ID NO: 54) foram
préparédoé.. o] iﬁiciédér de SEQ'ID NO: 51 possui um sitio
de reconhecimento de Sall e uma sequéncia de ligac¢do de
ribomossos de base longa 13 do gene de GAPDH, nessa ordem,
a partir do terminal 5’. O iniciador de SEQ ID NO: 54
possui um sitio de reconhecimento de PstI no terminal 5’.
A PCR foi realizada segundo condig¢des normais utilizando os
dois tipos de iniciadores e o DNA genbdmico da Zymomonas
mobilis como um padrdo, e o fragmento de DNA resultante foi
digerido com enzimas de restrigdo Sall e PstI, fornecendo,
assim; um fragmento de gene da proteina promotora do
transporte da glicose (glf) da enzima transportadora de
aclGcar de cerca de 1,4 kbp. Esse fragmento de DNA foi
misturado com um fragmento obtido por meio da digestdo de
um plasmideo pGAP-cscA com enzimas de restrigdo Sall e
PstI, e os fragmentos misturados foram ligados'utilizando
uma ligase. Posteriormente, a célula DH5a competente
(fabricada por Takara Bio Inc.) da Escherichia coli foi
transformada com o produto de ligagdo, e foi obtido um
transformante crescido sobre uma placa de LB &gar contendo
50 pug/mL de ampicilina. A coldénia resultante foi
cultivada com um meio liquido de LB contendo 50 pg/mL de
ampicilina, durante a noite, a 37°C, e um plasmideo pGAP-
cscA foi recuperado a partir das células bacterianas
resultantes. Dessa maneira, um vetor de expressdo para o
gene da invertase (cscA) e para o gene da proteina

promotora do transporte da glicose (glf) foi construido.



10

15

20

25

30

75/76

<Producdo de &cido D-1latico pela variante inserida no
genoma MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAPldhA / variante pGAP-cscA-
glf, variante inserida no genoma
MGl655ApflAdldAmdhAasp/GAPldhA / variante pGAP-cscA >

A variante insérida - " no genoma
MG1655ApflAdldAmdhAasp/GAPldhA/variante pGAP-cscA-glf foi
semeada em um tubo de ensaio de 3 ml de um liquido de
cultura de LB caldeira de Miller (Difco244620), e o cultivo
foi realizado com a agitagdo a 30°C e 200 rpm por 9 horas
como uma pré-cultura.

Entdo, o liquido de uma pré-cultura de 100 uL foi
semeado em cada um dos quatro baldes Erlenmeyer de 100 mL,
cada um equipado com um defletor, adicionados com 10 g de
CaCO; (primeiro grau, Junsei Chemical e antecipadamente
esterilizados, e com 20 mL do meio mostrado na Tabela 7. O
cultivo foi realizado com agitacdo a 35°C e 90 rpm, por 48
horas. Como controle, a variante inserida no genoma
cscAMG1655ApflAdldAmdhAasp/GAP1dhA/ variante PGAP-cscA,
descrita no Exemplo 10, foi cultivada da mesma maneira.
Apds a conclusdo do cultivo, a concentragdo de acido latico
no liquido de cultura resultante foi analisado de acordo
com o método descrito no Exemplo 10.

Apdbs o cultivo por 48 horas, a concentracdo de acido
D-1latico no liquido da cultura foi de 48,9 g/L, no caso da
cscA, e 9,3 g/L, no caso da variante inserida no genoma
MGl655ApflAdldAmdhAasp/GAPldhA/ variante pGAP-cscA-glf.

A partir desses resultados, demonstrou-se gque um
efeito em termos de melhoria na eficiéncia da produgdo de
dcido latico ndo é observado quando a absorg¢do do aglcar é

aumentada por meio do uso de um gene de proteina promotora
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de transporte da glicose (glf), que &, similarmente a csci,
envolvida no sistema metabdlico do aglcar.
Tabela 7

‘Composigdo do meio

Sacarose 10%

Processamento de milho (fabricado por

Nihon Shokuhin Kako Co., Ltd.)

Agua Equilibrio

Ajustado ao pH 8,0 em NaOH.

As divulgag¢des do Pedido de Patente Japonesa n° 2008-
237177, depositado em 16 de setembro de 2008, e o Pedido de
Patente Japonesa n° 2009-32043, depositado em 13 de
fevereiro de 2009 sdo aqui incorporados, em sua totalidade,
a titulo de referéncia.

Todas as publicag¢des, pedidos de patentes, e normas
técnicas mencionados neste relatdrio descritivo sdo aqui
incorporados por referéncia ao mesmo contetdo, como se cada
publicagdo individual, pedido de patente, ou norma técnica
fosse indicado, especifica e individualmente, para a

incorporag¢do por referéncia.
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REIVINDICACOES

1. Escherichia coli produtora de acido latico

caracterizado pelo fato de compreender um gene de hidrolase

de sacarose (cscA) que ¢é operacionalmente ligado a um
5 promotor constitutivo,
onde a Escherichia coli produtora de A&acido léatico é uma
Escherichia coli produtora de D-&cido latico, na
Escherichia coli produtora de D-acido léatico,
0 gene de piruvato-formiato-liase é deletado,

10 o gene de lactato desidrogenase dependente de NADH é
operacionalmente ligado a um promotor constitutivo, onde a
lactato desidrogenase dependente de NADH é uma D-lactato
desidrogenase,

uma D-lactato desidrogenase dependente de FAD inata é

15 deletada, e

um gene de frutose-1l-fosfato guinase é
operacionalmente ligado a um promotor constitutivo, ou

um gene FruR inato é deletado, ou
onde a Escherichia coli produtora de &acido latico é uma

20  Escherichia coli produtora de L-4acido latico, na

Escherichia coli produtora de L-acido léatico,

0 gene da piruvato-formiato-liase é deletado,

o gene de lactato desidrogenase dependente de NADH é
operacionalmente ligado a um promotor constitutivo, onde a

25 lactato desidrogenase dependente de NADH é uma L-lactato
desidrogenase, que produz L-lactato,

um gene de D-lactato desidrogenase inato é deletado e
um gene de L-lactato desidrogenase dependente de FMN inato

é deletado, e

30 um gene de frutose-1-fosfato guinase é
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operacionalmente ligado a um promotor constitutivo, ou
um gene FruR inato é deletado.
2. Escherichia coli produtora de acido 1latico, de

acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de

5 que na Escherichia coli produtora de 4acido 1latico a
atividade da frutose-l-fosfato gquinase é aumentada.
3. Escherichia coli produtora de acido 1léatico, de

acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de

que na Escherichia coli produtora de acido 1latico a

10 atividade inata da FruR da Escherichia coli é inativada ou
aumentada.

4. Escherichia coli produtora de 4acido 1léatico, de

acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3,

caracterizada pelo fato de que o gene de hidrolase da

15 sacarose deriva de wuma bactéria pertencente ao género
Escherichia.

5. Escherichia coli produtora de A&cido 1latico, de

acordo com qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 4,

caracterizado pelo fato de que o gene da hidrolase da

20 sacarose deriva de uma bactéria Escherichia coli 0157.
6. Escherichia coli produtora de &cido latico, de

acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato de

que a frutose-l-fosfato quinase deriva de uma bactéria
pertencente ao género Escherichia.
25 7. Escherichia coli produtora de acido 1léatico, de

acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato de

que a frutose-l-fosfato quinase é uma proteina derivada de
Escherichia coli MG1655.
8. Escherichia coli produtora de &acido latico, de

30 acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de
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que a Escherichia coli produtora de acido latico é derivada
da Escherichia coli K12.

9. Método de produgcdo de acido latico, caracterizado

pelo fato de que o método compreende:

5 producdo de 4cido latico a partir de uma matéria-
prima contendo sacarose derivada de planta por meio da
utilizacdo de wuma FEscherichia coli produtora de 4&cido

latico conforme qualquer uma das reivindicacgdes de 1 a 8.
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