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“ISOPRENO DE ORIGEM MICROBIANA E METODOS PARA SUA
FABRICAGAO”

REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS

O presente pedido reivindicado o beneficio da
prioridade decorrente do Pedido Provisdério N° U.S.
61/202.474, depositado em 3 de margo de 2009. O pedido de
prioridade, em sua totalidade, & incorporado ao mesmo por
meio de citagéo.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O isopreno & um hidrocarboneto de cinco carbonos
(2-metil-1,3-butadienoc), que & uma substincia quimica
industrial utilizada em uma gama de aplica¢des industriais
tais como pneus, calgados, artigos esportivos, latex,
fitas, etiquetas, e produtos médicos descartéaveis. 0
isopreno também & um composto natural fabricado em sistemas
bioldégicos. Apesar de o isopreno ser fabricado naturalmente
em vadrios organismos, desde micrdébios a animais, a maior
parte do isopreno de ocorréncia natural tem sido
tradicionalmente extraido de plantas da borracha. No
entanto, os rendimentos da extrag¢do sdo baixos e essas
quantidades estdo significativamente abaixo das requeridas
a muitas aplica¢des comerciais. Em consequéncia disso, o
isopreno €& primordialmente produzido sinteticamente a
partir de fontes do petrdleo, com mais frequéncia a partir
do etileno utilizando um processo de craqueamento a vapor.

Em virtude da crescente atengdo &ds mudangas
climdticas e, portanto, a uma demanda em fabricar os
produtos que necessitamos de forma mais‘sustentével, urge a

necessidade de isopreno de origem bioldgica ou renovavel o

que colaborarid em atender as demandas globais de isopreno,
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mas que possam ser produzidos de forma mais amigdvel ao
meio ambiente. A presente inven¢do aborda esta necessidade.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo proporciona composigdes de
isopreno de origem microbiana e métodos para fabricar e
purificar essas composig¢des.

Em um aspecto da invengdo, & fornecida uma
composigio de isopreno gasoso que compreende: isopreno e
dgua em que a &gua estd presente em uma quantidade superior
a cerca de 70% de sua quantidade de saturagdo e em que a
composigdo de isopreno gasoso compreende 1 parte por milh&o
ou menos que 1 parte por milhdo de gqualquer uma das
gseguintes impurezas: alcinos C,-Cs, ciclopentadieno,
piperileno, e 1,4-pentadieno.

Em outro aspecto é fornecida uma composigdo de
isopreno liguido que compreende: ao menos 65% de isopreno
em peso e em gue a composigdo de isopreno compreende 1
parte por milh3o ou inferior a 1 parte por milhdo de
qualgquer uma das seguintes impurezas: alcinos C2-Cs,
ciclopentadieno, piperileno, e 1,4-pentadieno.

Em outro aspecto, é fornecido um método para
fabricar e purificar o isopreno.

0 método compreende:

a. obter uma primeira composigdo gasosa que
compreende isopreno e &gua, em que a composigdo gasosa
compreende um montante igual ou inferior a 1 parte por
milh3o de alcinos C,-Cs;

b. fluir a primeira composigdo gasosa através de
um primeiro resfriador em que o primeiro resfriador tem uma

temperatura entre cerca de 10°C e cerca de -15°C,
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resultando desta forma em uma segunda composigdo gasosa e
em que a segunda composigdo gasosa compreende menos &agua
que a primeira composigdo gasosa;

c. fluir a segunda composigdo gasosa através de
um segundo resfriador, em que o segundo resfriador tem uma
temperatura inferior a -35°C; e

d. coletar a composigdo de isopreno 1liquido
resultante.

Em outro aspecto, é fornecido um método
adicional. O método compreende:

a. cultivar uma pluralidade de células
hospedeiras capazes de fabricar o isopreno;

b. criar uma primeira composicdo gasosa que
compreende isopreno e agua, em gue a agua estd presente em
uma quantidade superior a cerca de 70% de sua quantidade de
saturacdo;

c. submeter a primeira composigdo gasosa a uma
primeira etapa de resfriamento, e dessa forma
substancialmente toda a 4&gua é removida da primeira
composigdo gasosa, resultando na segunda composig@o gasosa;
e

d. submeter a segunda composigdo gasosa a uma
sequnda etapa de resfriamento e desse modo a composigdo de
isopreno ligquido é& coletada.

Em outro aspecto, é fornecido outro método. O
método compreende:

a. cultivar uma pluralidade de células
hospedeiras capazes de fabricar isopreno;

b. criar uma primeira composigdo gasosa dJue

compreende isopreno e &gua, em que a agua estd presente em
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uma quantidade superior a cerca de 70% de sua quantidade de
saturagao;

c¢. submeter a primeira composigdo gasosa a uma
primeira etapa de resfriamento e desse modo
substancialmente toda a &gua & removida da primeira
composigdo gasosa resultando na segunda composigdo gasosa;

d. submeter a segunda composigdo gasosa a uma
segunda etapa de resfriamento e desse modo a composigdo de
isopreno ligquido & coletada; e

e. opcionalmente, colocar a primeira composigao
gasosa, a segunda composigdo gasosa e/ou a composigdo de
isopreno liquido em contato com uma membrana contendo
zedlitos modificados ou peneira molecular para proporcionar
uma composigdo de isopreno purificada.

Em outro aspecto, outro método & fornecido. O
método compreende:

a. contatar uma pluralidade - de células
hospedeiras capazes de fabricar isopreno em um meio agquoso,
em que o meio aquoso estd em contato com um liquido
orgé@nico imiscivel e o meio aquoso, as células hospedeiras,
e o liguido org@nico imiscivel estdo em um receptéculo
fechado; e

b. cultivar as células hospedeiras no meio aquoso
e desse modo as células hospedeiras fabricam o isopreno e o
isopreno é capturado no liquido orgdnico imiscivel.

Em outro aspecto, é fornecido um método
adicional. O método compreende:

a. obter uma primeira composigdo gasosa gque

compreende:
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- 1i. isopreno em uma quantidade entre cerca de
0,1% e cerca de 15% em volume;

ii. diéxido de carbono em uma quantidade entre
cerca de 0,04% e cerca de 35% em volume;

iii. oxigénio em uma quantidade entre cerca de 1%
e cerca de 20% em volume;

iv. nitrogénio em umé guantidade superior a cerca
de 50% em volume;

v. argdnio em uma quantidade inferior a cerca de
0,9% em volume;

vi. &gua em uma quantidade superior a cerca de
70% de sua quantidade de saturagdo;

vii. um montante igual ou inferior a 1 parte por
milh3o de alcino C,-Cs, ciclopentadieno, piperileno, e 1,4-
pentadieno; e

viii. etanol;

b. fluir a primeira composigdo gasosa através de
um - primeiro resfriador e de um tambor de vaporizagdo
conectado de forma operacional, em que o primeiro
resfriador tem uma temperatura entre cerca de 10°C e cerca
de -15°C resultando desta forma em uma segunda composigdo
gasosa e em gque A segunda composigdo gascosa compreende
menos &gua que a primeira composigdo gasosa;

c. fluir a segunda composigdo gasosa através de
um segundo resfriador e de um tambor de vaporizagdo
conectado de forma operacional, em que o segundo resfriador
tem uma temperatura entre cerca de 35°C e cerca de -85°C; e

d. coletar a composicdo de isopreno liquido

resultante.
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Um sistema de produgéo de isopreno que
compreende: a. um biorreator capaz de cultivar uma
pluralidade de células hospedeiras;

b. um primeiro resfriador e um tambor de
vaporizacdo conectado de forma operacional & corrente
superior do biorreator, o primeiro resfriador sendo capaz
de operar em uma faixa de temperatura entre 10°C e -15°C; e

c. um segundo resfriador e tambor de vaporizagdo
conectado de forma operacional a corrente superior de saida
do primeiro resfriador e tambor de vaporizagdo, o segundo
resfriador sendo <capaz de operar em uma temperatura
inferior a -35°C.

Em ainda outro aspecto, & fornecido um sistema de
produgdo de isopreno. O sistema compreende:

a. um receptaculo fechado;

b. um meio aqguoso, no interior do receptéculo,
criando uma primeira fase;

¢. uma pluralidade de células hospedeiras, no
interior do meio aquoso, capaz de fabricar isopreno; e,

d. uma segunda fase orgénica liquida, capaz de
capturar o isopreno fabricado pelas células hospedeiras, em
contato com a primeira fase.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 & uma representagdo esquemdtica de um
sistema de separagdo exemplificativo.

A Figura 2 é outra representag¢do esquemdtica de
outro sistema de separagdo exemplificativo.

A Figura 3 & uma representagdo esquemidtica da via
do mevalonato (“MEV”) para a produgdo de difosfato de

isopentila ("IPP").
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A Figura 4 & uma representagdo esquemdtica da via
do DXP para a produ¢do de IPP e pirofosfato de dimetilalila
("DMAPP"). Dxs & a 1l-deoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase;
Dxr & l-deoxi-D-xilulose-5-fosfato redutoisomeroase

(também denominada IspC) ; IspD é 4-
difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol sintase; IspE & 4-
difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol sintase; IspF & 2C-
metil-D-eritritol

2,4-ciclodifosfato sintase; IspG & l-hidroxi-2-
metil-2- (E) -butenil 4-difosfato sintase (IspG); e ispH &
isopentenil/dimetilalil difosfato sintase.

A Figura 5 mostra a recuperagdo de isopreno a
partir de wum liquido orgdnico imiscivel (miristato de
isopropila) oriundo de um sistema de fermentagZo fechado.

A Figura 6 mostra um mapa do plasmideo
DPAM1547.

As Figuras 7A-G mostram mapas dos insertos dos
vetores pAM489, pAM491, pAM493, pAM495, pAM497, ‘e pAM584, e
do cassete de integracdo natA-Peg; t @ 773

A Figura 8 mostra um mapa do vetor de Entrada
PMULE.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGCAO

Definigdes

A menos que seja definido em contrédrio, todos os
termos técnicos e cientificos utilizados neste documento
assumem o significado idéntico ao comumente entendido por
um individuo versado na técnica bédsica a que pertence esta
invencdo. S8o citados diversos termos que serdo definidos e

que adotar3o osg significados adiante:
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"Composto bio-orgénico" se refere a um composto
orgldnico que tem ao menos cinco Atomos de carbono que pode
ser fabricado por uma célula hospedeira assimilando uma
fonte de carbono carboidrato e convertendo a fonte de
carbono carboidrato no produto desejado.

"Wia da deoxixilulose 5-fosfato" ou "via do DXP"
é aqui utilizada para se referir & via gque converte o
gliceraldeido-3-fosfato e piruvato em IPP e DMAPP. A via do
DXP é ilustrada esquematicamente na Figura 4.

"Enddgeno" se refere a uma substéncia ou processo
capaz de ocorrer naturalmente, por exemplo, em uma célula
hospedeira ndo recombinante.

"Acido nucléico heterdlogo" como usado neste

documento se refere a um &cido nucléico em que ac menos uma

das seguintes afirma¢des é verdadeira: (a) o acido nucléico
é estranho ("exdégeno") a (ou seja, ndo é naturalmente
encontrado em) uma dada célula hospedeira; (b) o &cido

nucléico compreende uma sequéncia de nucleotideo que &
naturalmente encontrada em (ou seja, & "enddégeno a") uma
dada célula hospedeira, mas a sequéncia de nucleotideo &
produzida em quantidades artificiais (por exemplo, superior
4 esperada ou maior gque a encontrada naturalmente) na
célula; (c) o &cido nucléico compreende uma sequéncia de
nucleotideo que difere da sequéncia de uma sequéncia de
nucleotideo enddgena, mas sequéncia de nucleotideo
encodifica a mesma proteina (possui uma segquéncia de
aminodcidos idéntica ou substancialmente idéntica) e &
produzida em quantidades artificiais (por exemplo, superior
4 esperada ou maior gque a encontrada naturalmente) na

célula; ou (d) o &cido nucléico compreende duas ou mais
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sequéncias de nucleotideo que ndo sdo encontradas na mesma
relacdo entre si na natureza (por exemplo, o &cido nucléico
é recombinante).

"Célula  hospedeira" e "microorganismo™" sao
utilizados de forma intercambidvel para se referir a célula
viva Archae, bacteriana, ou eucaridtica na qual um &cido
nucléico heterdlogo pode ser ou foi inserido. O termo
també&m se refere & progénie da célula original, cuja
morfologia pode ndo ter necessariamente uma morfologia ou
complemento de DNA total ou génico totalmente idénticos a
matriz original, em decorréncia de mutag¢do natural,
acidental, ou deliberada.

"Isoprendide" e "composto isoprendide" sdo
utilizados de forma intercambidvel e se referem a um
composto derivavel do difosfato de isopentila.

"Isolado" e "isolar" quando citados em relagdo a
um composto bio-orginico & o enriquecimento da quantidade
de composto bio-orgédnico em uma composigdo.
Consequentemente, a quantidade do composto bio-orgénico em
uma composicdo depois de o composto bio-orgdnico ter sido
isolado ou submetido a uma etapa de isoclamento & maior que
a quantidade presente na composigdo antes de tal etapa.

"Via do mevalonato" ou "via NEV" & utilizada para
denominar uma via Biosintética que converte a acetil-CoA em
IPP. A via NEV é ilustrada esquematicamente na Figura 3.

"Ocorréncia natural" como aplicada a um &cido
nucléico, uma enzima, uma célula, ou um organismo, se
refere a um &acido nucléico, enzima, célula, ou organismo

que é encontrado na natureza. Por exemplo, um polipeptideo

ou sequéncia de polinucleotideo dque estd presente em um
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organismo passivel de ser isolado de uma fonte na natureza
e que ndo foi wvoluntariamente modificado pelo homem em
laboratdério & de ocorréncia natural.

"Opcional" ou "opcionalmente" significa que a
estrutura ou atributo descrito posteriormente pode ou n8o
estar presente, ou gque o evento ou circunsténcia descrito
posteriormente pode ou ndo ocorrer, e gue a descrigdo
inclui casos em que um atributo ou estrutura particular
estd presente e casos em que o atributo ou estrutura esté
ausente, ou casos em que o evento ou circunsténcia ocorre e
casos em que o evento ou circunsténcia ndo ocorre.

"Pirofosfato" & utilizado de forma intercambidvel
com "difosfato".

Como usado neste documento, uma composigdo que &
um composto "substancialmente puro" estd substancialmente
isenta de um ou mals compostos adicionais, isto &, a
composigdo contém mais que 80% em volume, mais que 90% em
volume, mais que 95% em volume, mais que 96% em volume,
mais que 97% em volume, mais que 98% em volume, mais gque
99% em volume, mais que 99,5% em volume, mais que 99,6% em
volume, mais que 99,7% em volume, mais que 99,8% em volume,
mais que 99,9% em volume do composto; ou menos que 20% em
volume, menos que 10% em volume, menos que 5% em volume,
menos que 4% em volume, menos que 3% em volume, menos que
2% em volume, menos que 1% em volume, menos que 0,5% em
volume, menos que 0,1% em volume, ou menos que 0,01% em
volume de um ou mais compostos adicionais, com base no
volume total da composigédo.

Na descrigdo adiante, todos os nlGmeros aqui

divulgados s3o valores aproximados, ndo importando se as
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palavras "cerca de" ou "aproximado" forem utilizadas em
associagdo. Esses valores podem variar em 1 por cento, 2
por cento, 5 por cento, ou, certas vezes, 10 a 20 por
cento. Sempre gque uma faixa numérica com um limite, RL e um
limite superior, RU, for divulgada, qualguer numero
confinado nesta faixa & especificamente divulgado. Em
particular, os nimeros adiante contidos na faixa s8&o
especificamente divulgados: R=RL+k* (RU-RL), em que k & uma
varidvel com variagBes de 1 por cento a 100 por cento com
incrementos de 1 por cento, isto &, k & 1 por cento, 2 por
cento, 3 por cento, 4 por cento, 5 por cento,..., 50 por
cento, 51 por cento, 52 por cento,..., 95 por cento, 96 por
cento, 97 por cento, 98 por cento, 99 por cento, ou 100 por
cento. Mais ainda, qualquer faixa numérica definida por
dois ntmeros R como definido acima também & especificamente
divulgado.

Além das definig¢des acima, determinados compostos
descritos neste pedido tém um ou mais ligagdes duplas que
podem existir como o isémeroc Z ou E. A invengdc em
determinadas modalidades engloba esses compostos como
isémeros individuais em uma forma substancialmente pura,
bem como misturas de varios isdmeros, por exemplo, misturas
racémicas de estereoisdmero.

Fontes Atuais de Isopreno

P

O isopreno é naturalmente fabricado pelas plantas
da borracha (tipicamente Hevea brasiliensis) ou é fabricado
sinteticamente a partir das fontes do petrdleo. Quando
fabricado naturalmente, o extrato semelhante & seiva

(conhecida como lédtex e & uma versdo polimerizada do

isoprenc) é coletado das plantas da borracha e & a fonte
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primdria da borracha natural. Como o latex e a borracha
natural podem ser de qualidade variével (distribuigdo
molecular irregular), os andlogos sintéticos da borracha
natural ou polisopreno frequentemente & preferido em fungdo
de sua maior uniformidade.

O isopreno sintetizado quimicamente €& fabricado
basicamente pelas fontes do petrdleo. O método mais
corriqueiro envolve o craqueamento a vapor de um fluxo de
petrdleo para fabricar o etileno, que por sua vez & em
seguida convertido em isopreno. Outros métodos para
fabricac3o do isopreno incluem carbonilagdo do isobutileno
e a desidrogenacdo do isopentano. O isopreno resultante é
produzido e vendido em diferentes concentragdes. O isopreno
bruto tem uma pureza entre 15% e 65%. O isopreno refinado &
definido como um isopreno dotado de uma pureza entre 65% e
95%. O isgopreno de elevada pureza €& definido como o
isopreno que tem uma pureza entre 95% e 99,5%. O isopreno
de classificac¢8o polimérica é o isopreno com uma pureza
superior a 99,5%.

Em consequéncia de seu modo de fabricagdo,
isopreno sintético contém uma série de impurezas, inclusive
diversos acetilenos e dienos, tals como ciclopentadieno e
piperileno. Muito embora esses catalisadores sejam
indesejdveis por inibirem a polimerizagdo, em geral &
antiecondmico elimin&d-los completamente e a pureza do
isopreno é compatibilizada com o produto final desejado.
Por exemplo, a pureza do isopreno pureza requerida para
fabricar a borracha de butila é substancialmente inferior &

requerida para fabricar polimeros SIS (classificagio

polimérica).
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Composicdes de Isopreno Gasos0o de Origem

Microbiana

A presente invengdo proporciona composigdes de
isopreno de origem microbiana e métodos para sua fabricagdo
e purificagdo. Composigdes de isopreno de origem microbiana
diferem das fontes derivadas do petrdleo pelo fato de as
composi¢des praticamente ndo incluirem nenhum das seguintes
impurezas: alcinos C,-Cs; ciclopentadieno, piperileno e

1,4-pentadieno.

Em um aspecto da invengdo, & fornecida uma
composigdo de 1isopreno gasoso. A composigdo compreende
isopreno e &agua, sendo que a A&agua estd presente em uma
quantidade que é ao menos cerca de 70% de sua quantidade de
saturagdo e a composigdo compreende um montante igual ou
inferior a 1 parte por milh3o de alcinos C,;-Cs. Exemplos
ilustrativos de alcinos C,-Cs incluem acetileno,
isopropilacetileno, l-pentino, 2-pentino, e 2-butino.

Em outro aspecto da invengdo, é fornecida outra
composigdo de isopreno gasoso. A composigdo compreende
isopreno e &gua, sendo que a Aagua estd presente em uma
gquantidade que & aoc menos cerca de 70% de sua quantidade de
saturagdo e a composigdo compreende um montante igual ou
inferior a 1 parte por milh8o de ciclopentadieno.

Em outro aspecto da invengdo, outra composigdo de
isopreno gasoso & fornecida. A composigdo compreende
isopreno e &agua, sendo que a &agua estd presente em uma
guantidade que & ao menos cerca de 70% de sua quantidade de
saturacdo e a composigdo compreende um montante igual ou

inferior a 1 parte por milh3o de piperileno.
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Em outro aspecto d inven¢do, outra composigdo de
isopreno gasoso & fornecida. A composigdo compreende
isopreno e &gua, sendo que a &agua estd presente em uma
guantidade que & ao menos cerca de 70% de sua quantidade de
saturacdo e a composi¢do compreende um montante igual ou
inferior a 1 parte por milh3o de 1,4-pentadieno.

Em outro aspecto da invengdo, é fornecida outra
composicio de isopreno gasoso. A composig¢do compreende
isopreno e A&gua, sendo que a &gua estd presente em uma
quantidade que & ao menos cerca de 70% de sua guantidade de
saturagdo e a composigdo compreende um montante igual ou
inferior a 1 parte por milhdo de alcinos C,-Cs,
ciclopentadieno, piperileno, e 1,4-pentadieno
individualmente.

Em algumas modalidades, a composigdo de isopreno
gasoso compreende isopreno que estd presente entre cerca de
0,1% e cerca de 15% em volume. Em outras modalidades, o
isopreno estd presente entre cerca de 1 e 10% em volume. Em
outras modalidades mais, o isopreno estd presente entre
cerca de 1 e 5% em volume. Em outras modalidades ainda, o
isopreno estd presente entre cerca de 5% e cerca de 10% em
volume. Em modalidades adicionais, o isoprenc estd presente
entre em uma quantidade superior a cerca de 10% em volume.

Em outras modalidades, a composig¢do de isopreno
gasoso compreende &agua em uma quantidade que & superior a
cerca de 70%; 75%, 80%, 85%, 90%, 95% e 99% de sua
guantidade de saturag8o. Em outras modalidades mails, a
composigdo de isopreno gasoso compreende &gua saturada.

Em outras modalidades, a composigdo de isopreno

gasoso compreende ainda didéxido de carbono que esté
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presente em uma quantidade que é superior a cerca de 0,04%
em volume. Em outras modalidades mais, o diéxido de carbono
estd presente em uma quantidade que é superior a cerca de
0,05%, 0,1%, 0,5%, 1,0%, e 5% em volume. Em modalidades
adicicnais, o didéxido de carbono estd presente em uma
quantidade que é superior a cerca de 10%, cerca de 20%,
cerca de 30% em  volume. Em outras modalidades
complementares, o diéxido de carbono estd presente em uma
quantidade que estd entre cerca de 1% e cerca de 35% em
volume. Em outras modalidades mais, o diéxido de carbono
estd presente em uma quantidade gque esta entre cerca de 10%
e cerca de 30% em volume.

Em outras modalidades, a composigdo de isopreno
gasoso compreende ainda oxigénio. Em algumas modalidades, o
oxigénio estd presente em uma quantidade que é& inferior a
cerca de 20,9% em volume. Em outras modalidades, o oxigénio
estd presente em uma quantidade que estéd entre cerca de 1%
em volume e cerca de 20% em volume. Em outras modalidades,
o oxigénio estd presente em uma quantidade que estd entre

o

cerca de 8% e cerca de 15% em volume. Em outras

modalidades, o oxigénio estd presente em uma quantidade que

o0

é inferior a cerca de 20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%,
4%, 3%, e 2%. Em outras modalidades mais, o oxigénio esta
presente em uma quantidade que & inferior a cerca de 1% em
volume. Em modalidades adicionais, o oxigénio estéd presente
entre cerca de 1% e cerca de 15% em volume. Em outras
modalidades ainda, o oxigénio esti presente entre cerca de
5% e cerca de 15% em volume.

Em outras modalidades, a composigdc de isopreno

gasoso compreende adicionalmente nitrogénio. Em algumas
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modalidades, o nitrogénio est&d presente em uma quantidade
entre cerca de 50% e cerca de 75% em volume. Em modalidades
adicionais, o nitrogénio estd presente em uma quantidade
que é superior a cerca de 70%. Em outras modalidades, o
nitrogénio estd presente em uma quantidade gue & superior a
cerca de 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, e 80%.

Em outras modalidades, a composigdo de isopreno
gasoso compreende adicionalmente argdnio. Em algumas
modalidades, o argbénio estd presente em uma guantidade que
& inferior a «cerca de 0,9% em volume. Em outras
modalidades, o argdnio estd presente em uma quantidade que
é inferior a cerca de 1,0% em volume.

Em outras modalidades, a composigdo de isopreno
gasoso  compreende adicionalmente etanol. Em algumas
modalidades, o etanol estd presente em uma quantidade que &
inferior a cerca de 0,5% em volume. Em outras modalidades,
o etanol estd presente em uma quantidade que é superior a
cerca de 1% em volume.

Em outras modalidades, a composigdo de isopreno
gasoso de origem microbiana pode compreender: isopreno em
uma quantidade entre cerca de 0,1% e cerca de 15% em
volume; &gua em uma quantidade que é superior a cerca de
70% de sua quantidade de saturagdo; didéxido de carbono em
uma quantidade que estd entre cerca de 0,04% e cerca de 35%
em volume; oxigénio em uma quantidade que esté'entre cerca
de 1% e cerca de 20% em volume; nitrogénio em uma

P3

quantidade que & superior a cerca de 50% em volume; argdnio
em uma quantidade que é inferior a cerca de 0,9% em volume;
etanol em uma quantidade que & inferior a cerca de 0,5% em

volume; um montante igual ou inferior a 1 parte por milhdo
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de alcinos C,-Cs; um montante igual ou inferior a 1 parte
por milh3o de ciclopentadieno; um montante igual ou
inferior a 1 parte por milh3o de piperileno; e um montante
igual ou inferior a 1 parte por milh3o de 1, 4-pentadieno.

Em outras modalidades, a composigdo de isopreno
gasoso de origem microbiana pode compreender: isoprenc em
uma quantidade entre cerca de 0,1% e cerca de 15% em
volume; &gua em uma quantidade que & superior a cerca de
70% de sua quantidade de saturagdo; didxido de carbono em
uma quantidade que estd entre cerca de 0,04% e cerca de 35%
em volume; oxigénio em uma quantidade que estd entre cerca
de 1% e cerca de 20% em volume; nitrogénio em uma
gquantidade que & superior a cerca de 50% em volume; argdnio
em uma quantidade que é superior a cerca de 1.0% em volume;
etanol em uma quantidade que é superior a cerca de 1% em
volume; um montante igual ou inferior a 1 parte por milhdo
de alcinos C,-Cs; um montante igual ou inferior a 1 parte
por milh3o de ciclopentadieno; um montante igual ou
inferior a 1 parte por milhd3o de piperileno; e um montante
igual ou inferior a 1 parte por milh3o de 1,4-pentadieno.

Em determinadas outras modalidades, €& £fornecida
outra composigdo de isopreno gasoso. Esta composigédo
compreende:

a. isopreno em uma gquantidade entre cerca de 0,1%
e 15% em volume;

b. diéxido de carbono em uma quantidade entre
cerca de 1% e 35% em volume; e,

c. Agua em uma guantidade que é superior a cerca
de 70% de sua quantidade de saturagdo e em gque a composigdo

de isopreno gasoso compreende um montante igual ou inferior
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a 1 parte por milhdo de alcinos C,-Cs. Em outras
modalidades, a composigdo de isopreno gasoso compreende um
montante igual ou inferior a 1 parte por milhdo de cada um
dos seguintes alcinos C,-Cs, ciclopentadieno, piperileno, e
1,4-pentadieno. Em outras modalidades mais, a composigdo de
isopreno gasoso compreende &dgua saturada. Em outras

modalidades ainda, a compeosigdo de isopreno gasoso

compreende adicionalmente oxigénio em uma quantidade entre

cerca de 8% e cerca de 15% em volume ou nitrogénio em uma
quantidade entre cerca de 50% e 75% em volume ou ambos.

A temperatura das composigSes gasosas descritas
acima & ao menos 30°C. Em alguns casos, a temperatura estéa
entre cerca de 30°C e cerca de 60°C. Em outros casos, a
temperatura estd entre cerca de 30°C e cerca de 38°C.

A pressdo das composi¢gdes gasosas descritas acima
estd entre cerca de 1 e cerca de 2,5 atmosferas.

Para algumas das composi¢des gasosas descritas
acima, a temperatura estd entre cerca de 30°C e cerca de
35°C e estd a uma pressdo entre cerca de 1 e cerca de 2,5
atmosferas.

Composgicgdes de Isopreno Liquido de Origem

Microbiana

Empregando os métodos aqui descritos, as
composicgdes de isopreno gasoso da presente invengdc podem
ser adicionalmente purificadas ao isopreno liquido.
Portanto, em outro aspecto da invengdo, é fornecida uma
composicdo de isopreno liquido gque resulta dos métodos
inventivos. A composi¢cdo de isopreno 1liquido resultante
compreende ac menos 65% de isopreno em peso e a composigdo

de isopreno 1liquide compreende um montante igual ou
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inferior a 1 parte por milhdo de alcinos C,-Cs,
ciclopentadieno, piperileno, e 1,4-pentadieno.

Em algumas modalidades, a composigdo de isopreno
ligquido compreende ao menos cerca de 70%, 75%, 80%, 85%, e
90% de isopreno em peso. Em outras modalidades, o isopreno
liquido compreende ao menos cerca de 95%, 96%, 97%, 98%,
99% e 99,5% de isopreno em peso. Em outras modalidades
mais, a composigdo de isopreno liguido compreende isopreno
em uma quantidade que & superior a cerca de 99,5% em peso.

Em outras modalidades, a composigdo de isopreno
liquido compreende adicionalmente didxido de carbono. Em
algumas modalidades, o didéxido de carbono estd presente em
uma quantidade que estd entre cerca de 0,01% em peso e
cerca de 1% em peso. Em outras modalidades, o didxido de
carbono estd presente em uma quantidade que estad entre
cerca de 0,05% e cerca de 1% em peso. Em modalidades
adicionais, o didxido de carbono estd presente em uma
quantidade que estd entre cerca de 0,1% e cerca de 1% em
peso. Em outras modalidades ainda, o didéxido de carbono
estd presente em uma gquantidade que estd entre cerca de
0,2% e cerca de 0,7% em peso.

Em outras modalidades, a composigdo de isopreno
ligquido compreende adicionalmente nitrogénio. Em algumas
modalidades, o nitrogénio estd presente em uma gquantidade
que estd entre cerca de 0,001% em peso e cerca de 1% em
peso. Em outras modalidades, o diéxido de carbono estéa
presente em uma quantidade que estd entre cerca de 0,01% e
cerca de 0,5% em peso. Em modalidades adicionais, o didéxido

de carbono estd presente em uma quantidade que estd entre

cerca de 0,05% e cerca de 0,5% em peso.
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Em outras modalidades, a composigdo de isopreno

liquido compreende adicionalmente etanol. Em algumas

M

modalidades, o etanol estd presente em uma quantidade que
superior a cerca de 0,01% em peso. Em outras modalidades, o
etanol estd presente em uma quantidade que & superior a
cerca de 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, e
0,9% em peso. Em modalidades adicionaié, o etanol estéa
presente em uma quantidade que & superior a cerca de 1% em
peso.

Em outras modalidades, a composigdo de isopreno
liquido pode compreender &gua em uma gquantidade que &
inferior a cerca de 1%, 0,5%, 0,1%, e 0,05% em peso. Em
outras modalidades, a composigdo de isopreno liguido pode
compreender &gua em uma quantidade que é inferior a cerca
de 500 ppm, 250 ppm, 100 ppm, € 50 ppm em peso. Em outras
modalidades, a composig3o de isopreno ligquido pode
compreender &gua em uma guantidade, em peso, gque estd
abaixo do nivel de detecgdo.

Em outras modalidades, a composigdo de isopreno
liquido de origem microbiana pode compreender: isopreno em
uma quantidade de ao menos cerca de 65% até uma guantidade
superior a cerca de 99,5% em peso; didéxido de carbono em
uma quantidade que estd entre cerca de 0,01% e cerca de 1%
em peso; nitrogénio em uma guantidade que estd entre cerca
de 0,001% e cerca de 1% em peso; etanol em uma quantidade
superior a cerca de 0,01% até uma quantidade superior a
cerca de 1% em peso; agua em uma quantidade que é inferior
a cerca de 1% em peso até uma quantidade que estd abaixo do
nivel de detecgdo; alcinos C,-Cs em uma guantidade igual ou

inferior a 1 parte por milh3o; ciclopentadieno em uma
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quantidade igual ou inferior a 1 parte por milhdo;
piperileno em uma quantidade igual ou inferior a 1 parte
por milh3o; e 1,4-pentadieno em uma gquantidade igual ou
inferior a 1 parte por milhdo.

Em determinadas outras modalidades, outra
composicdo de isopreno liquido & fornecida. Esta composigéo
compreende:

a. isopreno em uma quantidade superior a cerca de
65% em peso;

b. etanol em uma quantidade superior a cerca de
0,01% em peso; e,

c. diéxido de carbono em uma gquantidade entre
cerca de 0,01% e cerca de 1% em peso em gue a composigdo de
isopreno liquido compreende um montante igual ou inferior a
1 parte por milh3do de alcinos C;-Cs, ciclopentadieno e
piperileno alcinos C,-Cs. Em algumas modalidades, o)
isopreno estd presente em uma quantidade superior a cerca
de 85% em peso; Em outras modalidades mais, o isopreno esté
presente em uma guantidade superior a cerca de 90% em peso.
Em modalidades adicionais, o isopreno estd presente em uma
quantidade superior a cerca de 90% em peso e etanol esta
presente em uma quantidade que estd entre cerca de 0,01% e
cerca de 1% em peso.

Para algumas das composi¢des de isoprenc liquido
descritas acima, as composicdes tem uma temperatura abaixo
de -35°C e a press3o entre 0,01 e cerca de 2 atmosferas. Em
outras modalidades, as composicdes tém uma temperatura
entre -45°C e cerca de -85°C e a pressdo abaixo cerca de 1

atmosfera. Em mais modalidades ainda, as composi¢des tém
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uma temperatura abaixo -45°C e uma pressdo abaixo cerca de
0,5 atmosfera.

Células Hospedeiras Microbianas

Quaisquer células hospedeiras microbianas capazes
de produzir isoprenc podem ser utilizadas nos presentes
métodos, as quais resultariam nas composigdes de isopreno
da invengdo.

Exemplos ilustrativos de células hospedeiras
adequadas s8c micrdébios que demonstraram fabricar o
isopreno naturalmente. Essas cepas incluem aquelas
descritas na Patente N° U.S. 5.849,970 e incluem: Bacillus
amyloliquiefaciens; Bacillus cereus; Bacillus subtillis
6051; Basillus substillis 23059; Bacillus subtillis 23856;
Micrococcus luteus; Rhococcus rhodochrous; Acinetobacter
calcoacetiucus; Agrobacternum rhizogenes; Escherichia coli;
Erwinia herbicola; Pseudomonoas aeruginosa; e Psuedomonas
citronellolis. No entanto, os micrdbios gque fabricam
isopreno naturalmente s8o produzidos em niveis extremamente
baixos.

O isopreno é fabricado a partir de pirofosfato de
isopentenila (IPP) através da isopreno sintase. Como todas
as células hospedeiras microbianas sdo capazes de fabricar
o IPP, quaisquer células hospedeiras podem ser fabricadas
para a fabrica¢8o do isopreno através da insergdo da
isopreno sintase em seu genoma. Exemplos ilustrativos das
sequéncias de nucleotidec adequadas incluem, entre outras,:
(EF638224, Populus alba) ; (AJ294819, Populus alba x Populus
tremula); (AM410988, Populus nigra); (AY341431, Populus
tremuloides); (EF147555, Populus trichocarpa); e (AY316691,

Pueraria montana var. lobata). A adigdo de uma isopreno
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sintase heterdloga as células hospedeiras microbianas que
fabricam o isopreno naturalmente aperfeigoardo também os
rendimentos dos produtores de isopreno natural.

Qualguer célula hospedeira microbiana adequada
pode ser geneticamente modificada para fabricar o isopreno.
Uma célula hospedeira geneticamente modificada & agquela em
que as moléculas de 4&cido nucléico foram inseridas,
excluidas ou modificadas {isto &, mutadas; por exemplo, por
inserc¢do, delegéo, substituigéo, e/ou inversio de
nucleotideos), para produzir isopreno. Exemplos
ilustrativos de células hospedeiras adequadas incluem
qualquer c¢élula de Archae, bacteriana, ou eucaridtica.
Exemplos de células Archae incluem, sem fins limitantes,
aquelas pertencentes aos géneros: Aeropyrum, Archaeglobus,
Halobacterium, Methanococcus, Methanobacterium, Pirococcus,
Sulfolobus, e Thermoplasma. Exemplos ilustrativos de
espécies de Archae incluem, sem fins limitantes: Aeropyrum
pernix, Archaeoglobus fulgidus, Methanococcus jannaschii,
Methanobacterium thermoautotrophicum, Pirococcus abyssi,
Pirococcus horikoshii, Thermoplasma acidophilum,
Thermoplasma volcanium.

Exemplos de células bacterianas incluem, sem fins

limitantes aquelas pertencentes aos géneros: Agrobacterium,

Aliciclobacillus, Anabaena, Anacystis, Arthrobacter,
Azobacter, Bacillus, Brevibacterium, Chromatium,
Clostridium, Corynebacterium, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Lactobacillus, Lactococcus, Mesorhizobium,

Metilobacterium, Microbacterium, Phormidium, Pseudomonas,

Rhoddbacter, Rhodopseudomonas, Rhodospirillum, Rhodococcus,
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Salmonella, Scenedesmun, Serratia, Shigella, Staphlococcus,
Strepromyces, Synnecoccug, e Zymomonas.

Exemplos espécies bacterianas incluem, sem fins
limitantes: Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefacines,
Brevibacterium ammoniagenes, Brevibacterium immariophilum,
Clostridium beigerinckii, Enterobacter sakazakii,
Escherichia coli, Lactococcus lactis, Mesorhizobium loti,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas mevalonii, Pseudomonas
pudica, Rhodobacter capsulatus, Rhodobacter sphaeroides,
Rhodospirillum rubrum, Salmonella enterica, Salmonella
typhi, Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae,
Shigella flexneri, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
e outras similares.

De modo geral, se uma célula hospedeira
bacteriana for utilizada, é preferencial que seja uma cepa
nio patogénica. Exemplos ilustrativos de espécies com cepas

ndo patogénicas incluem, sem fins Ilimitantes: Bacillus

subtilis, Escherichia coli, Lactibacillus acidophilus,
Lactobacillus helveticus, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas mevalonii, Pseudomonas pudita, Rhodobacter

sphaeroides, Rodobacter capsulatus, Rhodospirillum rubrum,
e outras similares.

Exemplos de células eucaribdticas incluem, sem
fins limitantes, c¢élulas filngicas. Exemplos de células
flingicas incluem, sem fins limitantes aquelas pertencentes
aos géneros: Aspergillus, Candida, Chrysosporium,
Cryotococcus, Fusarium, Kluyveromyces, Neotyphodium,
Neurospora, Penicillium, Pichia, Saccharomyces, Trichoderma

e Xanthophyllomyces (anteriormente Phaffia).
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Exemplos ilustrativos de células eucaridticas
incluem, sem fins limitantes: Aspergillus nidulans,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida albicéns,
Chrysosporium Ilucknowense, Fusarium graminearum, Fusarium
venenatum, Kluyveromyces lactis, Neurospora crassa, Pichia
angusta, Pichia finlandica, Pichia kodamae, Pichia
membranaefaciens, Pichia metanolica, Pichia opuntiae,
Pichia pastoris, Pichia pij peri, Pichia gquercuum, Pichia
salictaria, Pichia thermotolerans, Pichia trehalophila,
Pichia stipitis, Streptomyces ambofaciens, Streptomyces
aureofaciens, Streptomyces aureus, Saccaromyces bayanus,
Saccaromyces boulardi, Saccharomyces cerevisiae,
Streptomyces fungicidicus, Streptomyces griseochromogenes,
Streptomyces griseus, Streptomyces lividans, Streptomyces
olivogriseus, Streptomyces rameus, Streptomyces
tanashiensis, Streptomyces vinaceus, Trichoderma reesei e
Xanthophyllomyces dendrorhous (anteriormente Phaffia
rhodozyma) .

De modo geral, se uma célula eucaridtica for
utilizada, & preferivel que seja uma cepa ndo patogénica.
Exemplos ilustrativos de espécies com cepas ndo patogénica
incluem, sem fins limitantes: Fusarium graminearum,
Fusarium venenatum, Pichia pastoris, Saccaromyces boulardi,
e Saccaromyces cerevisiae.

Em algumas modalidades, as células hospedeiras da
presente invencdo foram designadas pela Food and Drug
Administration <como GRAS ou Geralmente Consideradas
Seguras. Exemplos ilustrativos de tais cepas incluem:
Bacillus subtilis, Lactibacillus acidophilus, Lactobacillus

helveticus, e Saccharomyces cerevisiae.



10

15

20

25

30

26

Além do &cido nucléico heterdélogo que encodifica
uma isopreno sintase, a célula hospedeira microbiana pode
ser ainda modificada para aumentar os rendimentos de
isopreno. Essas modificagdes incluem, entre outras, a
expressio de uma ou mais moléculas do 4&cido nucléico
heterdlogo que encodifica uma ou mails enzimas na via do
mevalonato ou via do DXPs.

Via MEV

Uma representagdo esquemdtica da via NEV &
descrita na Figura 3. Em termos gerais, a via compreende
seis etapas.

Na primeira etapa, duas moléculas de acetil-
coenzima A s3o enzimaticamente combinadas para formar
acetoacetil-CoA. Uma enzima conhecida por catalisar esta
etapa, por exemplo, é a acetil-CoA tiolase (também
denominada acetil-CoA acetiltransferase) . Exemplos
ilustrativos das sequéncias de nucleotideo incluem, sem

contudo limitar-se a, os nlmeros de acesso do GenBank a

seguir e o organismo do qual as sequéncias derivaram: (NC
000913 REGION: 2324131..2325315; Escherichia coli),
(D49362; Paracoccus denitrificans), e (L20428;

Saccharomyces cerevisiae) .

Na segunda etapa da via do MEV, acetoacetil-CoA &
enzimaticamente condensado com outra molécula de acetil-CoA
para formar 3-hidrdéxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Uma
enzima conhecida por catalisar esta etapa &, por exemplo,
HMG-CoA sintase. Exemplos ilustrativos de sequéncias de
nucleotideo incluem, mas ndo estdo limitadas a: (NC_001145.

complemento 19061..20536; Saccharomyces cerevisiae),

(X96617; Saccharomyces cerevisiae), (X83882; Arabidopsis
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thaliana), (AB037907; Kitasatospora griseola), (BT007302;
Homo sapiens), e (NC_ 002758, Locus tag SAV2546, GenelD
1122571; Staphylococcus aureus) .

Na terceira etapa, HMG-CoA é enzimaticamente
convertido em mevalonato. Uma enzima conhecida por
catalisar esta etapa &, por exemplo, HMG-CoA reductase.
Exemplos ilustrativos de sequéncias de nucleotideo incluem,
mas ndo estdo limitados a: (NM 206548; Drosophila
melanogaster) , (NC_002758, Locus tag SAV2545, GenelD
1122570; Staphylococcus aureus) , (NM_204485; Gallus
gallus), (BRBOl 5627; Streptomyces sp. KO 3988), (AF542543;
Nicotiana attenuata), (AB037907; Kitasatospora griseola),
(AX128213, ao fornecer a encodificagdo de sequéncia de um
HMGR truncado; Saccharomyces cerevisiae), e (NC_001 145:
complemento (115734..118898; Saccharomyces cerevisiae).

Na quarta etapa, o mevalonato é enzimaticamente
fosforilado para formar mevalonato 5-fosfato. Uma enzima
conhecida por catalisar esta etapa &, por exemplo,

mevalonato quinase. Exemplos ilustrativos de sequéncias de

nucleotideo incluem, mas ndo estdo limitados a: (L77688;
Arabidopsis thaliana), e (X55875; Saccharomyces
cerevisgiae) .

Na quinta etapa, um segundo grupo fosfato &
enzimaticamente adicionado ao mevalonato 5-fosfato para
formar mevalonato 5-pirofosfato. Uma enzima conhecida por
catalisar esta etapa &, por exemplo, fosfomevalonato
quinase. Exemplos ilustrativos de segquéncias de nucleotideo
incluem, mas ndo est3o limitados a: (AF429385; Hevea
brasiliensis), (NM _006556; Homo sapiens), e (NC_001145.

complemento 712315..713670; Saccharomyces cerevisiae).
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Na sexta etapa, o mevalonato 5-pirofosfato &
enzimaticamente convertido em IPP. Uma enzima conhecida por
catalisar esta etapa &, por exemplo, mevalonato pirofosfato
descarboxilase. Exemplos ilustrativos de sequéncias de
nucleotideo incluem, mas ndo estdo limitados a: (X97557;
Saccharomyces cerevisiae), (AF290095; Enterococcus
faecium), e (U49260; Homo sapiens) .

Via de DXP

Uma representagdo esquemdtica da via de DXP &
descrito na Figura 4. Em general, a via de DXP compreende
sete etapas. Na primeira etapa, o piruvato & condensado com
D-gliceraldeido 3-fosfato para produzir 1l-deoxi-D-xilulose-
5-fosfato. Uma enzima conhecida por catalisar esta etapa &,
por exemplo, l-deoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase. Exemplos
ilustrativos de sequéncias de nucleotideo incluem, mas ndo
estdo limitados a: (AF035440; Escherichia coli), (NC
002947, locus tag PP0527; Pseudomonas putida KT2440),
(CP000026, locus tag SPA2301; Salmonella enterica
Paratyphi, ver ATCC 9150), (NC 007493, locus tag RSP _0254;
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1), (NC_005296, locus tag
RPA0952; Rhodopseudomonas palustris CGA009), (NC 004556,
locus tag PD1293; Xylella fastidiosa Temeculal) , e
(NC_003076, locus tag AT5G11380; Arabidopsis thaliana) .

Na segunda etapa, 1l-deoxi-D-xilulose-5-fosfato &
convertido em 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato. Uma enzima
conhecida por catalisar esta etapa &, por exemplo, 1l-deoxi-
D-xilulose-5-fosfato reductolisomerase. Exemplos
ilustrativos de sequéncias de nucleotideo incluem, mas ndo
est3o limitados a: (ABO 13300; Escherichia coli), (AF

148852; Arabidopsis thaliana), (NC_002947, 1locus tag PP
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1597; Pseudomonas putida KT2440), (AL939124, 1locus tag
SCO5694; Streptomyces coelicolor A3(2)), (NC 007493, locus
tag RSP_2709; Rhodobacter sphaeroides 2.4.1), e (NC_007492,
locus tag PfI_1107; Streptomyces coelicolor PfO-1).

Na terceira etapa, 2C-metil-D-eritritol-4-fosfato
é convertido em 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol. Uma
enzima conhecida por catalisar esta etapa &, por exemplo,
4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol sintase. Exemplos
ilustrativos de sequéncias de nucleotideo incluem, mas ndo
estdo limitados a: (AF230736; Escherichia coli),
(NC_007493, 1locus tag RSP_2835; Rhodobacter sphaeroides
2.4.1), (NC_003071, locus tag AT2G02500; Arabidopsis
thaliana), e (NC_002947, locus tag PPl61l4; Pseudomonas
putida KT2440).

Na quarta etapa, 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol & convertido em 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol-2-fosfato. Uma enzima conhecida por catalisar
esta etapa &, por exemplo, 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol quinase. Exemplos ilustrativos de sequéncias de
nucleotideo incluem, mas n3do estdo limitados a: (AF216300;
Escherichia coli) e (NC_007493, locus tag RSP_1779;
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1).

Na gquinta etapa, 4-difosfocitidil-2C-metil-D~
eritritol-2-fosfato & convertido em 2C-metil-D-eritritol
2,4-ciclodifosfato. Uma enzima conhecida por catalisar esta
etapa é, por exemplo, 2C-metil-D-eritritol 2, 4-
ciclodifosfato sintase. Exemplos ilustrativos de sequéncias
de nucleotideo incluem, mas ndo estdo limitados a:

(AF230738; Escherichia coli), (NC_007493, Ilocus tag RSP
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6071; Rhodobacter sphaeroides 2.4.1), e (NC_002947, locus
tag PP1618; Pseudomonas putida KT2440).

Na sexta etapa, 2C-metil-D-eritritol 2, 4-
ciclodifosfato é convertido em 1-hidréxi-2-metil-2-(E)-
butenil-4-difosfato. Uma enzima conhecida por catalisar
esta etapa &, por exemplo, 1l-hidréxi-2-metil-2-(E)-butenil-
4-difosfato sintase. Exemplos ilustrativos de sequéncias de
nucleotideo incluem, mas n3o estdo limitados a: (AY033515;
Escherichia coli), (NC 002947, locus tag PP0853;
Pseudomonas putida KT2440), e (NC_ 007493, locus tag
RSP 2982; Rhodobacter sphaeroides 2.4.1).

Na sétima etapa, 1-hidrdéxi-2-metil-2-(E)-butenil-
4-difosfato & convertido em IPP ou em seu isdmero, DMAPP.
Uma enzima conhecida por catalisar esta etapa €&, por
exemplo, isopentil/dimetilalil difosfato sintase. Exemplos
ilustrativos de sequéncias de nuclectideo incluem, mas ndo
estdo limitados a: (AY062212; Escherichia coli) e
(NC_002947, locus tag PP0606; Pseudomonas putida KT2440).

Em algumas modalidades, "troca de sinais" (ou
interferéncia) entre os préprios processos metabdlicos da
célula hospedeira e aqueles processos envolvidos com a
producdo de IPP como fornecido pela presente invengdo sé&o
totalmente minimizados ou eliminados. Por exemplo, a troca
de sinais é totalmente minimizada ou eliminada gquando o
microrganismo hospedeiro conta exclusivamente com a via de
DXP para sintetizar IPP, e uma via do MEV & introduzida
para fornecer IPP adicional. Tais organismos hospedeiros
nic seriam equipados para alterar a expressdo das enzimas
de via do MEV ou processar os intermedidrios associados com

a via do MEV. Os organismos que contam exclusivamente ou
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predominantemente com a via de DXP incluem, por exemplo,
Escherichia coli.

Em algumas modalidades, a célula hospedeira
produz IPP pela via do MEV, seja exclusivamente ou em
combinacdo com a via de DXP. Em outras modalidades, uma via
de DXP hospedeira é funcionalmente incapacitada tal que a
célula hospedeira produz IPP exclusivamente através de um
via do MEV heterclogamente introduzida. A via de DXP pode
ser funcionalmente incapacitada ao incapacitar a expresséo
de gene ou ao neutralizar a fungdo de uma ou mais das
enzimas de via de DXP gue ocorrem naturalmente.

Em outras modalidades, a célula hospedeira produz
IPP por meio da via de DXP, seja exclusivamente ou em
combinag¢do com a via do MEV. Em outras modalidades, uma via
do MEV hospedeira é funcionalmente incapacitada tal que a
célula hospedeira produz IPP exclusivamente através de uma
via de DXP heterologamente introduzida. A via do MEV pode
ser funcionalmente incapacitada ao incapacitar expressdo de
gene ou ao neutralizar a fungdo uma ou mais das enzimas de
via de DXP que ocorrem naturalmente.

Os métodos para modificar geneticamente
organismos hospedeiros e sua cultivagdo foram previamente
descrita. Exemplos ilustrativos incluem Patentes dos
Estados Unidos n° 6.689.593; 7.172.886; 7.183.089;
Publicagdo de Patente dos Estados Unidos n° us
2008/0171378; Us 2008/0274523; e Us 2009/0203102 e
Publica¢des PCT n° WO 2007/139924; WO 2009/076676; WO
2010/003007; e WO 2009/132220, que sdo todas incorporadas a
esta invencd3o por referéncia integralmente. Métodos

adicionais para modificar organismos hospedeiros para
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produzir isoprene s3o também fornecidos nos Exemplos
abaixo.

Purificagdo e Recuperagdo de Isoprene Gasoso
Derivado Microbialmente

A presente invengdo fornece métodos para lidar
com uma composicio de isoprene gasoso produzido a partir
das células microbianas hospedeiras. Quando as composigdes
de 1isoprene gasoso resultantes ou as composigdes de
isoprene gasoso descritas acima sdo tratadas com os
seguintes métodos, ent3o os resultados sdo as composigdes
de isoprene liquido descritas acima.

Em um aspecto, um sistema para purificar isoprene
sem destilac8o extrativa & fornecido. A destilagédo
extrativa & definida como destilagdo na presenga de um
solvente que formam no azedtropo com outros componentes na
mistura e é utilizada para separar misturas que n3o podem
ser separadas por destilagdo simples devido & volatilidade
de pelo menos dois dos componentes na mistura ser quase a
mesma, fazendo com gue evaporem praticamente na mesma
temperatura em uma taxa similar. Em geral miscivel, com
alto ponto de ebuligdo, e relativamente ndo-volatil, o
solvente de destilagdo de extrac¢do interage diferentemente
com os componentes na mistura, permitindo que a mistura
seja separada por destilagdo normal. A destilagdio extrativa
& quase sempre utilizada para purificar isoprene derivado
de petrdlec. Uma vez que a destilag8o extrativa exige
equipamento especial e requer inerentemente grande energia,
é parte substancial dos custos associados com a produgdo de
isoprene. Em muitas modalidades da presente invengdo, as

composicdes de isoprene resultantes ndo incluem gquantidades
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vestigiais de uma solvente de destilagdo de extragido porgue
os solventes de destilac3o extrativa ndo sdo utilizados.
Exemplos ilustrativos de tais solventes incluem, mas ndo
est3o limitados a acetonitrila e dimetilformamida.

A Figura 1 é uma representagdo esquemdtica de um
gsistema exemplificativo de separacgdo. As células
hospedeiras s3oc cultivadas em um biorreator e o isoprene
produzido pelas células vaporiza e forma uma composigdo de
isoprene gasoso (1). De forma opcional, a composigdo de
isoprene gasoso pode passar através de um processo de
secagem para remover parte do vapor d’agua (ndo mostrado).
A composicdo de isoprene gasoso (1) é direcionada para um
primeiro resfriador 102 gque resfria a composigdo de
isoprene gasoso até uma temperatura entre cerca de 10°C e
cerca de -15°C. A composigdo de isoprene gasoso resfriada
(7) entd3o passa através de tambor 104, onde o vapor d’'agua
na composigdo de isoprene gasoso se condensa em um liquido
e & descarregado do processo (5). A composigdo de isoprene
gasoso (8) de saida pode passar através de um processo de
secagem para remover qualqguer &gua remanescente (ndo
mostrado). A composigdo de isoprene gasoso (8) é
direcionada para um segundo resfriador 106 resfriando ainda
mais a composigdo até uma temperatura abaixo de -35°C. A
composicdo de isoprene liquido (9) resultante flui para o
tambor 108. De forma opcional, a corrente de fundo (10) do
tambor 108 pode entdo ser passada para o separador de
nitrogénio 110 enquanto a corrente de topo (11) é reciclada
de volta ao primeiro resfriador 102 para ajudar em (ou para
servir como um refrigerante para) resfriar isoprene gasoso

(1) que chega e entdo liberar uma corrente de subproduto
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(6). O nitrogénio substancialmente puro (2) € introduzido
no separador de nitrogénio 110 pelo qual a composigdo de
isoprene liquido (3) & recuperada e o subproduto de gés de
nitrogénio (4) pode ser descarregado ou recuperado em uma
subsequente etapa de recuperagdo (ndo mostrada) .

Em outra modalidade, o sistema compreende:

a. um biorreator capaz de cultivar uma
pluralidade de células hospedeiras, preferivelmente o
biorreator tem um capacidade maior do que 100 litros;

b. um primeiro resfriador e tambor de vaporizagédo
operavelmente conectados & corrente suspensa do biorreator,
o primeiro resfriador preferivelmente capaz de operar em
uma faixa de temperatura entre 10°C e -15°C;

c. um segundo resfriador e tambor de vaporizagdo
operavelmente conectados a corrente suspensa que deixa o
primeiro resfriador e tambor de vaporizagdo, o segundo
resfriador preferivelmente capaz de operar em uma
temperatura abaixo de -35°C, por exemplo, entre cerca de -
65°C e cerca de -85°C;

d. de forma opcional, a corrente suspensa dJue
deixa o segundo resfriador e tambor de vaporizagdo pode ser
operavelmente conectada & entrada do refrigerante ou
corrente de resfriamento do primeiro resfriador; e

e. de forma opcional, a corrente condensado que
deixa o segundo resfriador e tambor de vaporizagdo pode ser
operavelmente conectada a um separador de nitrogénio.

Em outro aspecto, o método para recuperar
isoprene ao utilizar tal um sistema é fornecido. O mé&todo

compreende:
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a. obter uma primeira composigdo gasosa gque
compreende isoprene e &gua em gque a composigdo gasosa
compreende 1 parte por milh3oc ou menos de C,-Cs alcinos;

b. fluir a primeira composigdo gasosa através de
um primeiro resfriador em que o primeiro resfriador tem uma
temperatura entre cerca de 10°C e cerca de -15°C, com isso
resultando em uma segunda composicdo gasosa e em que a
segunda composi¢do gasosa compreende menos &agua do que a
primeira composigdo gasosa, por exemplo a segunda
composigdo de gds compreende cerca de 3% por peso ou menos
de agua;

c¢. fluir a segunda composigdo gasosa através de
um segundo resfriador em gque o segundo resfriador tem uma
temperatura abaixo de -35°C; e

d. coletar a composigdo de isoprene liquido
resultante.

Em outras modalidades, o método para recuperar
isoprene compreende reduzir o teor de &gua presente na
primeira composigdo gasosa ao fluir a primeira composigao
gasosa através de um primeiro resfriador em que o primeiro
resfriador tem uma temperatura entre cerca de 10°C e cerca
de -15°C, com isso resultando em uma segunda composigédo
gasosa € em que a segunda composigdo gasosa compreende
menos dgua do que a primeira composigdo gasosa, por exemplo
a segunda composigdo de gas compreende menos do gue cerca
de 3% por peso de &gua. Em outras modalidades, a segunda
composicdo de gas compreende menos do que cerca de 2% por
peso de &gua, menos do que 1%, 0,5%, 0,1%, e 0,05% por

peso. Em outras modalidades, a segunda composigdo de géas
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compreende menos do que cerca de 500 ppm por peso de &agua,
menos do qgue 250 ppm, 100 ppm € 50 ppm por peso.

Em outro aspecto, o método para recuperar
isoprene ao utilizar tal sistema & fornecido. O método
compreende:

a. obter uma primeira composigdo gasosa que
compreende isoprene e 4&dgua em que a composigdo gasosa
compreende 1 parte por milh3o ou menos de C;-Cs alcinos;

b. fluir a primeira composigdo gasosa através de
um primeiro resfriador em que o primeiro resfriador tem uma
temperatura entre cerca de 10°C e cerca de -15°C, com isso
resultando em uma segunda composigdo gasosa e em que a
segunda composi¢do gasosa compreende menos agua do que a
primeira composigdo gasosa, por exemplo a segunda
composigdo de géds compreende cerca de 3% por peso Ou Menos
de agua;

c¢. fluir a segunda composigdo gasosa através de
um segundo resfriador em que o segundo resfriador tem uma
temperatura abaixo de -35°C com isso resultando em uma
composigdo de isoprene 1liguido, em que a composigdo de
isoprene 1liquido compreende menos de um ou mais dos
seguintes componentes do que a segunda composigdo gasosa,
que compreende:

i. Agua em guantidade menor do que cerca de
1% por peso ou menos;

ii. diéxido de carbono em quantidade menor
do que 1% por peso;

iii. nitrogénio em quantidade menor dec que

1% por peso; e
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d. coletar a composigd3o de isoprene 1liguido
resultante.

Em algumas modalidades, o método compreende ainda
separacdo de nitrogénio da composigdo de isoprene liguido.
Esta separagdo de nitrogénio pode ser executada por
qualquer método adequado incluindo passar um corrente de
nitrogénio substancialmente pura através da composigédo
enriquecida de isoprene liquido. Esta corrente de
nitrogénio serve para remover adicionalmente gases
dissolvidos (tal, como por exemplo, oxigénio, didxido de
carbono, nitrogénio, e argdnio) e ou/adgua remanescente. Em
outras modalidades, a separagdo de nitrogénio da composigdo
de isoprene 1liquido pode compreender remover: oxigé&nio
dissolvido a niveis menores do que cerca de 1%, 0,5%, 0,1%,
e 0,05% por peso; diéxido de carbono dissolvido a niveis
menores do que cerca de 1%, 0,5%, 0,1%, e 0,05% por peso;
nitrogénio dissolvido a niveis menores do que cerca de 1%,
0,5%, 0,1%, e 0,05% por peso; argdnio dissolvido a niveis
menores do que cerca de 1%, 0,5%, 0,1%, e 0,05% por peso; e
gqualquer &gua remanescente a niveis menores do que cerca de
1%, 0,5%, 0,1%, 0,05% por peso a niveis menores do que o
nivel de detecgdo.

Em algumas modalidades, o método compreende ainda
extrair impurezas de hidrocarboneto em algum ponto no
processo de purificag8c de isoprene. Esta extragdo de
hidrocarboneto pode ser executada ao passar uma porgao ou
toda a primeira composigdo gasosa, a segunda composigdo
gasosa e/ou a composigdo de isoprene liguido por ou através
de uma membrana de zedlito modificada e/ou peneira

molecular. A membrana de zedlito e/ou peneiras moleculares
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pode ser modificada adsorver seletivamente apenas isoprene
e nd3o os outros hidrocarbonetos presentes na composigdo
tratada ou vice-versa (adsorver outros hidrocarbonetos na
composigdo tratada e ndc isoprene). Em algumas modalidades,
os zedlitos e/ou peneiras moleculares sdo modificades por
carbonizag¢do para fornecer a adsortividade selecionada. Em
algumas modalidades, os zedlitos podem ser tipo-L, tipo-Y,
ZSM-5, e/ou tipo-beta. Em algumas modalidades um método
para aprimorar a seletividade de um zedlito por
carbonizag¢3o controlada como detalhado na Patente dos
Estados Unidos n° 7.041.616, gque & incorporada aqui
integralmente por referéncia, pode ser utilizado.

Em outras modalidades, a primeira composigédo
gasosa compreende ainda didéxido de carbono. Ainda em outras
modalidades, a primeira composigdo gasosa compreende ainda
oxigénio. Ainda em outras modalidades, a primeira
composigdo gasosa compreende ainda nitrogénio.

Em outras modalidades, a primeira composigédo
gasosa compreende 1 parte por milh3c ou menos de Cz-Cs
alcinos e ciclopentadieno, Em modalidades adicionais, a
primeira composigdo gasosa compreende ainda 1 parte por
milh3o ou menos de C,;-Cs alcinos e piperileno. Ainda em
outras modalidades, a primeira composigdo gasosa compreende
1 parte por milh3o ou menos de C;-Cs alcinos e 1,4-
pentadieno. Ainda em outras modalidades, a primeira
composicdo gasosa compreende 1 parte por milhdo ou menos de
C,-Cs alcinos, ciclopentadieno, piperileno, e 1,4-
pentadieno.

Em outras modalidades, a primeira composigdo

gasosa & fluida através de um secador antes de fluir
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através do primeiro resfriador. Ainda em outras
modalidades, a primeira composi¢do gasosa & fluida através
de um secador apds fluir através do primeiro resfriador,
mas antes de fluir através do segundo resfriador.

Em outras modalidades, o primeiro resfriador tem
uma temperatura de cerca de -5°C.

Em outras modalidades, o primeiro resfriador &
resfriado ao utilizar um sistema de refrigeragdo de
propileno. Ainda em outras modalidades, o primeiro
resfriador & resfriado ao utilizar um sistema de
refrigeragdo de amdnio.

Em outras modalidades, o segundo resfriador tem
uma temperatura menos do gque cerca de -50°C. Em outras
modalidades, © segundo resfriador tem uma temperatura de
cerca de -60°C a cerca de -85°C. Ainda em outras
modalidades, o segundo resfriador tem uma temperatura de
menos do que cerca de -65°C. Ainda em outras modalidades, ©
segundo resfriador tem uma temperatura entre cerca de -35°C
e cerca de -85°C.

Em outras modalidades, a composigdo de isoprene
liquido compreende pelo menos cerca de 70%, 75%, 80%, 85%,
e 90% isoprene por peso. Em outras modalidades, o isoprene
liquido compreende pelo menos cerca de 95%, 96%, 97%, 98%,
99% e 99,5% isoprene por peso. Ainda em outras modalidades,
a composigdo de isoprene liquido compreende isoprene em uma
quantidade que & maior do que cerca de 99,5% por peso.

Em outras modalidades, o segundo resfriador &

resfriado ao utilizar wum sistema de refrigeragdo de

etileno.
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Em outrc aspecto, outro método & fornecido. O
método compreende:

a. cultivar uma pluralidade de células
hospedeiras capaz de produzir isoprene;

b. formar uma primeira composigdo gasosa que
compreende isoprene e Agua em gque a agua estd presente em
uma quantidade maior do que cerca de 70% de sua quantidade
de saturacdo;

c. expor a primeira composigdo gasosa a uma
primeira etapa de resfriamento pela qual substancialmente
toda a &4gua é removida a partir da primeira composigdo
gasosa resultando em uma segunda composigdo gasosa;

d. expor a segunda composigdo gasosa a uma
segunda etapa resfriamento pela gqual uma composigdo de
isoprene ligquido é coletada.

Em algumas modalidades, o método compreende ainda
separacdo de nitrogénio da composigdo de isoprene liquido.

Em outras modalidades, a primeira composicgdo
gasosa compreende ainda diéxido de carbonec. Ainda em outras
modalidades, a primeira composigdo gasosa compreende ainda
oxigénio. Ainda em outras modalidades, a primeira
composigdo gasosa compreende ainda nitrogénio.

Em outras mcdalidades, a primeira composigédo
gasosa compreende 1 parte por milh3o ou menos de C;-Cs
alcinos e ciclopentadieno. Em modalidades adicionais, a
primeira composigdo gasosa compreende ainda 1 parte por
milhZoc ou menos de C,-Cs alcinos e piperileno. Ainda em
outras modalidades, a primeira composigdo gascsa compreende
1 parte por milh3o ou menos de C;-Cs alcinos e 1,4-

pentadienoc. Ainda em outras modalidades, a primeira
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composicdo gasosa compreende 1 parte por milhdo ou menos de
C,-Cs alcinos, ciclopentadieno, piperileno, e 1,4-
pentadieno.

Em outras modalidades, a primeira composigédo
gascsa é exposta através de um secador antes da primeira
etapa de resfriamento. Ainda em outras modalidades, a
primeira composic8o gasosa & exposta através de um secador
apés a primeira etapa de resfriamento, mas antes da segunda
etapa de resfriamento.

Em outras modalidades, a primeira etapa de
resfriamento resfria a primeira composigdo de isoprene
gasoso para uma temperatura entre cerca de 10°C e cerca de
-15°C, entre cerca de 10°C e cerca de -10°C, cerca de 5°C e
cerca de -5°C, e cerca de 5°C e cerca de -10°C.

Em outras modalidades, a primeira etapa de
resfriamento utiliza um sistema de refrigeragdo de
propileno. Ainda em outras modalidades, a primeira etapa de
resfriamento utiliza resfriador em um sistema de
refrigeragdo de amdnio.

Em outras modalidades, a segunda etapa de
resfriamento resfria a segunda composigdo de isoprene
gasoso até uma temperatura menor do que -35°C. Em outras
modalidades, a segunda etapa de resfriamento resfria a
segunda composigdo de isoprene gasoso até uma temperatura
menor do que cerca de -50°C. Ainda em outras modalidades, a
segunda etapa de resfriamento resfria a segunda composigdo
de isoprene gasoso até uma temperatura cerca de -60°C a
cerca de -85°C. Ainda em modalidades adicionais, a segunda

etapa de resfriamento resfria a segunda composigdo de
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isoprene gasoso até uma temperatura de menos do que cerca
de -65°C.

Em outras modalidades, a segunda etapa de
resfriamento utiliza um sistema de refrigeragdo de etileno.

Em outras modalidades, a composigdo de isoprene
ligquido compreende pelo menos cerca de 70%, 75%, 80%, 85%,
e 90% de isoprene por peso. Em outras modalidades, o
isoprene liquido compreende pelo menos cerca de 95%, 96%,
97%, 98%, 99% e 99,5% de isoprene por peso. Ainda em outras
modalidades, a composigdo de isoprene liquido compreende
isoprene em uma quantidade que é maior do gque cerca de
99,5% por peso.

Em outras modalidades, as células hospedeiras sdo
selecionadas a partir do género Bacillus, Escherichia ou
Acinetobacter. Ainda em outras modalidades, as células
hospedeiras sdo Escherichia coli. Em modalidades
adicionais, as células hospedeiras sdo levedura. Ainda em
modalidades adicionais, as células hospedeiras sdo
Saccharomyces cerevisiae.

Em outro aspecto, outro método €& fornecido. O
método compreende:

a. colocar em contato uma pluralidade de células
hospedeiras capaz de produzir isoprene em um meio aguoso em
gue o meio aguoso estd em contato com um liquido orgénico
imiscivel e o meio aquoso, as células hospedeiras, e o
liguido orgénico imiscivel & em um recipiente fechado; e

b. cultivar as células hospedeiras no meio aguoso
pela qual as células hospedeiras produzem isoprene e o©

iscprene é capturado no liquido orgénico imiscivel.
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Em algumas modalidades, o método compreende ainda
separar o liquido orgénico imiscivel do meio aquoso e
separar o isoprene do liquido orgénico imiscivel.

Em outras modalidades, o ligquido orgénico
imiscivel é selecionado a partir de acetato de butila,
acetato de etila, miristato de isopropila, iscbutil cetona
de metila, oleato de metila, e tolueno. Em certas
modalidades, o solvente é acetato de butila. Em outras
modalidades, o 1liquido orgénico imiscivel & isopropil
miristrato.

Em outras modalidades, o isoprene & separado do
liquido orgénico imiscivel ao aquecer o liquido orgénico
imiscivel até uma temperatura acima de 34°C.

A composigdo de isoprene gasoso resultante pode
ent3o ser adicionalmente purificada ao utilizar os métodos
descritos acima.

Em outro aspecto, um sistema para produzir

P

isoprene microbiano & fornecido. Um exemplo ilustrativo de
tal sistema & mostrado na Figura 2. O biorreator 202 & um
gsistema fechado onde as células hospedeiras capazes de
produzir isoprene s8o cultivadas em um meio aguoso e com um
liquido orgénico imiscivel no topo do meio aquoso. Uma vez
que o biorreator 202 é um sistema fechado, o isoprene
produzido pelas células hospedeiras €& capturado pelo
ligquido orgénico imiscivel. O 1liquido orgdnico imiscivel
enriquecido com isoprene (A) pode entdo direcionado para
qualquer método de separagdo gas-liquido adequado. Neste
exemplo, o 1liquido orgénico imiscivel enriquecido com
isoprene é direcionado para um aguecedor 204 que volatiza o

isoprene em uma composigdo de isoprene gasoso (1). Esta
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composicdo de isoprene gasoso (1) pode entdo ser purificada
ainda ao utilizar os sistemas e métodos descritos acima. O
liquido orgénico imiscivel (B) pode opcionalmente ser
reciclado e utilizado em biorrea¢des subsequentes para
produzir isoprene.

Em outra modalidade, o sistema compreende:

a. um recipiente fechado;

b. um meio aquoso, dentro do recipiente, gque
forma uma primeira fase;

c. uma pluralidade de células hospedeiras, dentro
do meio aquoso, capaz de produzir isoprene; e

d. uma segunda fase orgédnica liquida, capaz de
capturar o isoprene produzido pelas células hospedeiras, em
contato com a primeira fase.

Em algumas modalidades, o liquido orgénico
imiscivel é selecionado a partir de acetato de butila,
acetato de etila, miristato de isopropila, isobutil cetona
de metila, oleato de metila, e tolueno. Em certas
modalidades, o solvente & acetato de butila. Em outras
modalidades, o 1liquido orgénico imiscivel €& isopropil
miristrato.

Em outras modalidades, as células hospedeiras sédo
selecionadas a partir do género Bacillus, Escherichia ou
Acinetobacter. Ainda em outras modalidades, as células
hospedeiras sdo Escherichia coli. Em modalidades
adicionais, as células hospedeiras s8o levedura. Ainda em
modalidades adicionais, as células hospedeiras sdo

Saccharomyces cerevisiae.
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EXEMPLOS

A pratica da presente invengdo pode empregar,
exceto se indicado em contrario, técnicas convencionais da
inddstria biossintética e similares, que fazem parte da
habilidade na técnica. Assim sendo, tals técnicas ndo séo
descritas integralmente nesta invengdo, a pessoa pode
encontrar ampla referéncia a elas na literatura cientifica.

Nos seguintes exemplos, esforgos foram feitos
para garantir precis@io com relagdo aos nlmeros utilizados
(por exemplo, gquantidades, temperatura, e demais), mas
variacdo e desvio podem ser mencionados, e no caso de um
erro crucial nos nimeros relatados nesta invengdo existir,
a pessoa de habilidade comum na técnica a qual esta
invencdc pertence pode deduzir a gquantidade correta em
vista da descricBo remanescente nesta inven¢do. Exceto se
indicado em contrdrio, a temperatura & relatada em graus
Celsius, e pressdo estd em ou prdéxima & pressdo atmosférica
ao nivel do mar. Todos os reagentes, exceto se indicado em
contrario, foram obtidos comercialmente. Os seguintes
exemplos se prestam para propdsitos ilustrativos apenas e
ndo limitam de qualquer forma o escopo da presente
invencg¢do.

Exemplo 1

Este exemplo descreve métodos para detectar
aprisionado isoprene em um liquido orgénico imiscivel em um
sistema fechado de fermentagédo.

Neste exemplo, o miristato de isopropila (IPM) e
solucdes de IPM com adig8o de 103 mg/L, 10,3 mg/L e 0 mg/L
isoprene foram preparados e armazenados em garrafas de meio

tampadas del00 ml.
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125 ml frascos ndo-defletidos com
tampas/divisérias de parafuso foram ajustados triplamente.
Os frascos continham meio de 40 ml (meios de Base
Nitrogenada de Levedura com 4% de galactose, 0.2% glicose,
Leu) inoculado com cultura de levedura de um dia para ©
outro (o que n8o produz isoprene) cultivado em um OD = 0,05
com 8 ml de solucgdes IPM com as varias concentragdes de
isoprene. Os frascos selados foram incubados por 72 horas a
30°C e 200 rpm.

Apds a incubagdo, a cobertura de IPM teve suas
fases separadas por transferé&ncia manual para ampolas GC
primdrias, entd3o transferida para ampolas GC secundirias e
encaminhada n3o-diluida em GC-FID. Em adigdo as amostras
dos frascos, as solucdes originais de 103 e 10,3 mg/L de
isoprene em IPM (n3o sacudido por 72 horas a 200 rpm, 30°C)
foram também analisadas.

Como mostrado pela Figura 5, mais de 90% do
isoprene adicionado foi recuperado a partir da camada de
IPM. O crescimento de células para culturas com 103, 10,3,
e 0 mg/L de isoprene na camada de IPM foi indistinguivel.

Exemplo 2

Este exemplo descreve métodos para produzir
dcidos nucléicos para expressar em isoprene sintases
heterdlogas de Saccharomyces cerevisiae.

O DNA gendmico foi 1isolado a partir de
Saccharomyces cerevisiae cepas Y002 (CEN.PK2 background
MATA ura3-52 trpl-289 Ieu2-3,112 his3Al MAL2-8C SUC2) (van
Dijken et al. (2000) Enzyme and Microbial Technology
26:706-714), Y007 (S288C background MATA trplA63) (ATCC

nGmero 200873), Y051 (S288C background), e EG123 (ATCC
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nlmero 204278). As cepas foram cultivadas de um dia para o
outro em meio liquido contendo 1% de extrato de levedura,
2% de Bacto-peptona, e 2% de Dextrose (meio de YPD). As
células foram isoladas a partir de culturas liquidas 10 mL
por centrifugag¢do a 3.100 rpm, lavagem de pelotas de célula
em 10 mL &gua ultra-pura, e re-centrifugagdo. O DNA
gendmico foi extraido ao utilizar o conjunto de extragdo de
DNA de levedura Y-DER (Pierce Biotechnologies, Rockford,
IL) pelo protocolo sugerido pelo fabricante. O DNA gendmico
extraido foi ressuspenso em 100 pL 10 mM Tris-Cl, pH 8,5, e
leituras ODggo/280 fOram tomadas em um espectrofotdmetro ND-
1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) para
determinar a concentrac¢do e pureza do DNA gendmico.

A amplificacdo de DNA por Reagdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) foi efetuada em um Termociclador Applied
Biosystems 2720 (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA)
ao utilizar o sistema de Polimerase de DNA Phusion De Alta
Fidelidade (Finnzymes OY, Espoo, Finléndia) pelo protocolo
sugerido pelo fabricante. Apbés a conclusdo de uma
amplificacdo de PCR de um fragmento de DNA que foi
designado para ser inserido no vetor pCR®4Blunt-TOPO
(Invitrogen, Carlsbad, ca), cadeias secundarias de
nucleotideo foram criada ao adicionar 1 uL de Polimerase
Qiagen Taqg (Qiagen, Valencia, CA) & mistura de reagdo e
realizar uma etapa adicional de extensdo de PCR por 10
minutos, a 72°C, seguida por resfriamento até 4°C. Apds a
conclusdo de uma amplificagdo de PCR, 8 uL de uma solugéo
50% de glicerol foi adicionada & mistura de reagdo.

Eletroforese de gel de agarose fol realizada ao

utilizar um gel de agarose de 1% TBE (0,89 M Tris, 0,89 M
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de &cido bérico, 0,02 M EDTA de sal de sédio) contendo 0,5
pg/mL brometo de etidio, a 120 V, 400 mA por 30 minutos. As
fitas de DNA foram visualizadas ao utilizar luz
ultravioleta. As fitas de DNA foram removidas do gel com
uma l&mina de navalha estéril, e o DNA removido foi
purificado com gel ao utilizar o Conjunto de Remogdo de DNA
em Gel Zymoclean (Zymo Research, Orange, CA) de acordo com
os protocolos sugeridos pelo fabricante. O DNA purificado
foi eluido em 10 pL &gua ultra-pura, e leituras ODzgo/280
foram tomadas em um espectrofotdmetro ND-1000 para
determinar a concentragdo e pureza do DNA.

As ligacgdes foram realizadas ao utilizar 100-500
pg de produto de PCR purificado e Ligase de DNA T4 de Alta
Concentracdo (New England Biolabs, Ipswich, MA) pelo
protocolo sugerido pelo fabricante. Para propagagdo de
plasmideo, construtos ligados foram transformados em
células quimicamente competentes de Escherichia coli DH5«
(Invitrogen, Carlsbad, CA) pelo protocolo sugerido pelo
fabricante. Os transformantes positivos foram selecionados
em meios s6lidos contendo 1,5% de Bacto Agar, 1% de
Triptona, 0,5% Extrato de Levedura, 1% NacCl, e uma
antibidético apropriado. Os transformantes isolados foram
cultivados por 16 horas em meio liquido LB contendo 50
pg/mL de antibidtico carbenicilina ou canamicina a 37°C, e
o plasmideo foi isolado e purificade ao utilizar um
conjunto Miniprep Spin QIAprep Spin Miniprep (Qiagen,
Valencia, CA) pelo protocolo sugerido pelo fabricante. Os
construtos foram verificados ao realizar digestdes de
enzima de restricdo de diagndéstico, resolver os fragmentos

de DNA em um gel agarose, e visualizar as fitas ao utilizar
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luz ultravioleta. Os construtos selecionados foram também
verificados por sequenciamento de DNA, que foi efetuado por
Elim Biopharmaceuticals Inc. (Hayward, CA).

O plasmideo de expressdo pAM353 fol gerado ao
inserir uma encodificac¢do de sequéncia de nucleotideo uma
sintase PB-farnesene mo vetor pRS425-Gall (Mumberg et. al.
(1994) Nucl. Acids. Res. 22(25): 5767-5768). A sequéncia de
nucleotideo inserida foi gerada sinteticamente, ao utilizar
como um modeloc a sequéncia de codificagdo da sintase -
farnesene de gene de Artemisia annua (GenBank namero de
catalogacdo AY835398) otimizado em cddon para expressdo em
Saccharomyces cerevisiae (SEQ ID NO: 1). A sequéncia de
nucleotideo sinteticamente gerada foi flanqueado pelos
locais de restrigdo 5' BamHI e 3' Xhol, e pode entdo ser
clonada em locais de restrigdo compativeis de um vetor de
clonagem como um vetor original padrdo pUC ou pACYC. A
sequéncia de nucleotideo sinteticamente gerada fol isolada
pela digest3o total do construto ao utilizar endonucleases
de restricdo BamHI e Xhol. A mistura de reagdo foi
resolvida por eletroforese de gel, o fragmento de DNA de
aproximadamente 1,7 kb gue compreende a sintase PB-farnesene
de sequéncia de codificagdo foi purificada com gel, e o
fragmento isoclado de DNA foi ligado no local de restrigdo
BamHI Xhol do veto pRS425-Gall, produzindo plasmideo de
expressdo pAM353.

O plasmideo de expressdo pAM404 foi gerado ao
inserir uma encodifica¢8o de sequéncia de nucleotideo na
sintase PB-farnesene de Artemisia annua (GenBank nlUmero de
catalogac8o AY835398) otimizado em cddon para expressdo em

Saccharomyces cerevigiae no vetor pAM178 (SEQ ID NO: 2). A
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encodificag8o de sequéncia de nucleotideo da sintase {-
farnesene foi amplificada por PCR a partir de pAM353 ao
utilizar os iniciadores 52-84 pAM326 BamHI (SEQ ID NO: 21)
e 52-84 pAM326 Nhel (SEQ ID NO: 22). O resultante produto
de PCR foi digerido integralmente ao utilizar as
endonucleases de restrigdo BamHI e Nhel, a mistura de
reagdo foi resolvida por eletroforese de gel, o fragmento
de DNA de aproximadamente 1,7 kb que compreende a sequéncia
de codificagdo de sintase p-farnesene foi purificada por
gel, e o fragmento de DNA isolado foi ligado no local de
restrigdo BamHI Nhel do vetor pAM 178, produzindo o
plasmideo de expressdo pAM404.

O plasmideo Genetrix2080 foi gerado ao inserir
uma encodificagdo de sequénecia de nucleotideo em um
isoprene sintase no vetor pUCl19. A insergdo fol gerada
sinteticamente como dois fragmentos de DNA de tamanhos
aproximadamente idénticos, fragmento 2080 1 (SEQ ID NO: 3)
e fragmento 2080_2 (SEQ ID NO: 4), ao utilizar como um
modelo a sequéncia de codificagdo do isoprene sintase o
gene Kudzu otimizado em cédon para expressdo em
Saccharomyces cerevisiae. Cada fragmento de DNA foi
flanqueado por locais de restrigdo Lgul, e compreende uma
sequéncia de sobreposigdo de par de 40 bases em uma
extremidade. Os fragmentos de DNA sinteticamente gerados
foram ligados em extremidade cega no local de restrigdo
Smal do vetor de clonagem pUCl9, a partir do gual as duas
insergdes foram removidas novamente ao digerir
integralmente 500 ug do construto ao utilizar a
endonuclease de restrigdo Lgul (Fermentas, Glen Burnie,

MD) . A endonuclease de restrigdo foi neutralizada por calor
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por 20 minutos a 65°C, e os fragmentos de DNA foram
costurados juntos por uma primeira rodada de amplificagdo
de PCR (um ciclo de desnaturag¢do a 98°C por 2 minutos; 5
ciclos de desnaturagdo a 98°C por 30 segundos e
témpera/extensdo a 72°C por 30 segundos por produto de PCR
quilobase; mnenhum iniciador foi utilizado). As amostras
foram colocadas em gelo, 0,5 puM de cada iniciador terminal
TRIX L 494 (SEQ ID NO: 79) e TRIX L 495 (SEQ ID NO: 80)
foram adicionados 3 mistura de reagdo, e uma segundo rodada
de amplificagdo de PCR foi realizada (um ciclo de
desnaturagdo a 98°C por 2 minutos; 35 rodadas de
desnaturagdo a 98°C por 12 segundos e témpera/extensdo a
72°C por 20 segundos por produto de PCR quilobase; um ciclo
de extensdo final a 72°C por 7 minutos; e uma retengdo
final a 4°C). A mistura de reagdo foi resolvida por
eletroforese de gel, o fragmento de DNA reunido foi
purificado por gel, tratada com gquinase de polinucleotideo
T4 (PNK) (New England Biolabs, Ipswich, MA), e ligado em
extremidade cega no local de restrigdo Smal do vetor pUC19,
produzindo plasmideo Genetrix2080.

O plasmideo Genetrix2081 foi gerado ao inserir
uma encodificac3o de sequéncia de nucleotideo um isoprene
gsintase no vetor puClo. A insercgado foi gerada
sinteticamente como dois fragmentos de DNA de tamanhos
aproximadamente idénticos, fragmento 2081_1 (SEQ ID NO: 5)
e fragmento 2081 2 (SEQ ID NO: 6), ao utilizar como um
modelo a sequéncia de codificagdo do gene isoprene sintase
de Populus nigra otimizado em cddon para expressdo em
Saccharomyces cerevisiae. Cada fragmento de DNA foi

flanqueado por locais de restrigdo Lgul, e compreende uma
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sequéncia de sobreposigdo de par de 30 Dbases em uma
extremidade. Os fragmentos de DNA sinteticamente gerados
foram ligados em extremidade cega no local de restrigdo
Smal do vetor de clonagem pUCl9, a partir do qual as duas
insercdes foram removidas novamente por digestdo completa
de 500 ug do construto ao wutilizar endonuclease de
restrigdo Lgul (Fermentas, Glen Burnie, MD). A endonuclease
de restricdo foi neutralizada por calor por 20 minutos a
65°C, e os fragmentos de DNA foram costurados juntos por
uma primeira rodada de amplificagdo de PCR (um ciclo de
desnaturagd3o a 98°C para 2 minutos; 5 ciclos de
desnaturagdo a 98°C para 30 segundos e témpera/extensdo a
72°C para 30 segundos por produto de PCR guilobase; nenhum
iniciador foi utilizado). As amostras foram colocadas em
gelo, 0,5 pM de cada iniciador terminal TRIX_ L_497 (SEQ ID
NO: 81) e TRIX L 498 (SEQ ID NO: 82) foi adicionado a
mistura de reacdio, e uma segunda rodada de amplificagdo de
PCR foi realizada (um ciclo de desnaturagdo a 98°C por 2
minutos; 35 rodadas de desnaturagdo a 98°C por 12 segundos
e témpera/extensdo a 72°C por 20 segundos por produto de
PCR quilobase; um ciclo de final extensdo a 72°C por 7
minutos; e uma retencgdo final a 4°C). A mistura de reagédo
foi resolvida por eletroforese de gel, o fragmento de DNA
reunido foi purificado por gel, tratado com gquinase de
polinucleotideo T4 (PNK) (New England Biolabs, Ipswich,
MA), e ligado em extremidade cega no local de restrigdo
Smal do vetor pUCl9, produzindo o plasmideo Genetrix2081.

O plasmideo Genetrix2082 foi gerado inserindo-se
uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma isopreno

sintase no vetor pUC19. A insergdo foi gerada
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gsinteticamente como dois fragmentos de DNA de tamanho
aproximadamente igual, o fragmento 2082 _1 (SEQ ID NO: 7) e
o fragmento 2082 2 (SEQ ID NO: 8), usados como um modelo da
sequéncia de codificagdo do gene da isopreno sintase
ofPopulus alba x Populus tremula otimizado por cdédon para
expressdo em Saccharomyces cerevisiae. Cada fragmento de
DNA foi flanqueado por 1locais de restrigdo Lgul, e
compreendeu uma sequéncia de sobreposigdo de 40 pares de
base em uma extremidade. Os fragmentos de DNA
sinteticamente gerados foram ligados por embotamento no
local de restrigdo Smal do vetor de clonagem pUC1l9, a
partir do qual duas inserg¢gdes foram excisadas novamente por
digestdo por completo de 500 pg do construto com uso de
endonuclease de restrigdo Lgul (Fermentas, Glen Burnie,
MD). A endonuclease de restrigdo foi inativada por calor
por 20 minutos a 65°C, e os fragmentos de DNA foram unidos
juntos por uma primeira sess8o de amplificagdo por PCR (um
ciclo de desnaturagdo a 98°C por 2 minutos; 5 ciclos de
desnaturacdo a 98°C por 30 segundos e recozimento/extensio
a 72°C por 30 segundos por quilobase de produto PCR; nenhum
iniciador foi usado). As amostram foram colocadas em gelo,
0,5 uM de cada iniciador terminal TRIX L 500 (SEQ ID NO:83)
e TRIX L 501 (SEQ ID NO: 84) foram adicionados a mistura de
reagdo, e uma segunda sessdo de amplificagdo por PCR foi
realizada (um ciclo de desnaturagdo a 98°C por 2 minutos;
35 sessbes de desnaturagdo a 98°C por 12 segundos e
recozimento/extensdo a 72°C por 20 segundos por quilobase
de produto PCR; um ciclo de final estendido a 72°C por 7
minutos; e uma manuten¢do final a 4°C). A mistura de reagéo

foi separada por eletroforese em gel, o fragmento de DNA
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montado foi purificado em gel, tratado com polinucleotideo
guinase T4 (PNK) (New England Biolabs, Ipswich, MA), e
ligados por embotamento no local de restrigdo Smal do vetor
pUC1l9, rendendo o plasmideo Genetrix2082.

O plasmideo de expressdo pAMl 547 foi gerado
substituindo-se a sequéncia de codificagdo da pB-farneseno
sintase de expressdo do plasmideo pAM404 pela sequéncia de
codificacdo da isopreno sintase do plasmideo Genetrix2080.
0 fragmento de DNA I1S2080 foi gerado por amplificagdo por
PCR do plasmideo Genetrix2080 com uso dos iniciadores YD-
198-70A (SEQ ID NO: 85) e YD-198-70B (SEQ ID NO: 86),
digestdo do produto de PCR por completo com uso de
endonucleases de restrigdo BamHI e Nhel, resolvendo a
mistura de reac¢do por eletroforese em gel, e purificando em
gel o fragmento de DNA de aproximadamente 1,8 kb que
compreende a sequéncia de codificagdo de isopreno sintase.
O plasmideo de expressdo pAM404 foi digerido por completo
com uso de endonucleases de restri¢do BamHI e Nhel, a
mistura de reacdo foi separada por eletroforese em gel, a
cadeia principal do vetor de aproximadamente 7,3 kb (sem a
sequéncia de codificagdo de p-farneseno sintase) foi
purificada em gel, e a cadeia principal do vetor purificada
foi ligada ao fragmento de DNA 1I1S2080, rendendo pAM1547
(vide a Figura 6 para um mapa de plasmideo).

O plasmideo de expressdo pAMl 548 foi gerado
substituindo-se a sequéncia de codificagdo de p-farneseno
sintase do plasmideo de expressdo pAM404 por uma versao
truncada da sequéncia de codificagdo da isopreno sintase do
plasmideo Genetrix2080. O fragmento de DNA 1IS2080T foi

gerado por amplificagdo por PCR do plasmideo Genetrix2080
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com uso de iniciadores ¥YD-198-70B (SEQ ID NO: 86) e ¥YD-198-
70G (SEQ ID NO: 91), digestdao do produto de PCR por
completo com uso de endonucleases de restrigdo BamHI e
Nhel, separagdo da mistura de reagdo por eletroforese em
gel, e purificagdo em gel do fragmento de DNA de
aproximadamente 1,65 kb que compreende a sequéncia de
codificagdo truncada da isopreno sintase. O pAM404 foi
digerido por completo com uso de endonucleases de restrigdo
BamHI e Nhel, a mistura de reagdo foi separada por
eletroforese em gel, a cadeia principal de aproximadamente
7,3 kb (sem a sequéncia de codificagdo de p-farneseno
sintase) foi purificada em gel, e a cadeia principal do
vetor purificada foi ligada ao fragmento de DNA amplificado
IS2080T, rendendo pAM1548.

O plasmideo de expressdo pAMl 549 foi gerado por
substituicdo da sequéncia de codificagdo de p-farneseno
sintase do plasmideo de expressdo pAM404 pela sequéncia de
codificacdo de isopreno sintase do plasmideo Genetrix2081.
O fragmento de DNA IS2081 foi gerado por amplificagdo por
PCR do plasmideo Genetrix2081 com uso dos iniciadores ¥YD-
198-70C (SEQ ID NO: 87) e Y¥YD-198-70D (SEQ ID NO: 88),
digestdo do produto de PCR por completoc com uso de
endonucleases de restrigdo BamHI e Nhel, separagdo da
mistura de reag8o por eletroforese em gel, e purificagdo em
gel do fragmento de DNA de aproximadamente 1,8 kb que
compreende a sequéncia de codificagdo de isopreno sintase.
O plasmideo de expressdo pAM404 foi digerido por completo
com uso de endonucleases de restrigdao BamHI e Nhel, a
mistura de reacgdo foi separada por eletroforese em gel, a

cadeia principal do vetor de aproximadamente 7,3 kb (sem a
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sequéncia de codificag8o de B-farneseno sintase) foi
purificada em gel, e a cadeia principal do vetor purificada
foi ligada ao fragmento de DNA IS2081, rendendo pAM1549.

O plasmideo de expressdo pAMl 550 foi gerado por
substituicdo da sequéncia de codificagdo de p-farneseno
sintase do plasmideo de expressdo pAM404 por uma vVersdo
truncada da sequéncia de codificagdo de isopreno sintase do
plasmideo Genetrix2081. O fragmento de DNA I52081T foi
gerado por amplificagdo por PCR do plasmideo Genetrix2081
com ugo dos iniciadores Y¥YD-198-70D (SEQ ID NO: 88) e Y¥YD-
198-70H (SEQ ID NO: 92), digestdo do produtc de PCR por
completo com uso de endonucleases de restrigdo BamHI e
Nhel, separacdo da mistura de reagdo por eletroforese em
gel, e purificagiioc em gel do fragmento de DNA de
aproximadamente 1,6 kb que compreende a sequéncia de
codificacdo de isopreno sintase truncada. O plasmideo de
expressdo pAM404 foi digerido por completo com uso de
endonucleases de restrigio BamHI e Nhel, a mistura de
reacdo foi separada pof eletroforese em gel, cadeia
principal do wvetor de aproximadamente 7,3 kb (sem a
sequéncia de codificagdio de pB-farneseno sintase) foi
purificada em gel, e a cadeia principal do vetor purificada
foi ligada ac fragmento de DNA IS2081T, rendendo pAM1550.

O plasmideo de expressdo pAMl 551 foi gerado por
substituicdo da sequéncia de codificagdo de B-farneseno
sintase do plasmideo de express3o pAM404 pela sequéncia de
codificacdo de isopreno sintase do plasmideo Genetrix2082.
O fragmento de DNA IS2082 foi gerado por amplificacdo por
PCR do plasmideo Genetrix2082 com uso dos iniciadores YD-

198-70E (SEQ ID NO: 89) e YD- 198-70F (SEQ ID NO: 90),
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digestdo do produto de PCR por completo com uso de
endonucleases de restrigdo BamHI e Nhel, separagdo da
mistura de reacdo por eletroforese em gel, e purificagdo em
gel do fragmento de DNA de aproximadamente 1,8 kb gque
compreende a sequéncia de codificagdo de isopreno sintase.
O plasmideo de expressdo pAM404 foi digerido por completo
com uso de endonucleases de restrigdo BamHI e Nhel, a
mistura de reacdoc fol separada por eletroforese em gel, a
cadeia principal do vetor de aproximadamente 7,3 kb (sem a
sequéncia de codificagdo de pB-farneseno sintase) foi
purificada em gel, e a cadeia principal do vetor purificada
foi ligada ao fragmento de DNA IS2082, rendendo pAM1551.

O plasmideo de expressdo pAMl 552 foi gerado por
substituicd3o da sequéncia de codificagdo de p-farneseno
sintase do plasmideo de expressdo pAM404 por uma versdo
truncada da sequéncia de codificagdo de isopreno sintase do
plasmideo Genetrix2082. O fragmento de DNA 1IS2082T foi
gerado por amplificagdo por PCR do plasmideo Genetrix2082
com uso dos iniciadores YD-198-70F (SEQ ID NO: 90) e YD-
198-701 (SEQ ID NO: 93), digestdo do produto de PCR por
completo com uso de endonucleases de restrig@o BamHI e
Nhel, separa¢do da mistura de reagdo por eletroforese em
gel, e purificagdo em gel do fragmento de DNA de
aproximadamente 1,64 kb que compreende a sequéncia de
codificacdo de isopreno sintase truncada. O plasmideo de
expressdo pAM404 foi digerido por completo com uso de
endonucleases de restricdo BamHI e Nhel, a mistura de
reacdo foil separada por eletroforese em gel, a cadeia
principal do vetor de aproximadamente 7,3 kb (sem a

sequéncia de <codificagdo de p-farneseno sintase) foi
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purificada em gel, e a cadeia principal do vetor purificada
foi ligada ao fragmento de DNA IS2082T, rendendo pAM1552.

O plasmideo pAM840 foi gerado por insergdo da
sequéncia de codificagdo do gene MsG no vetor pCR(R)2.1-
TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA). A sequéncia de codificagdo
do gene hisG foi amplificada por PCR com wuso dos
iniciadores KB34 (SEQ ID NO: 75) e KB39 (SEQ ID NO: 76) e o
plasmideo pNKY51 (Alani et al. (1987) Genetics 116(4):541-
555) como modelo. O fragmento de DNA amplificado foi ligado
ao vetor Topo conforme pelo protocolo sugerido do
fabricante, rendendo pAM840.

O Plasmideo pAM728 foi gerado introduzindo-se a
sequéncia de codificagdo do gene da farneseno sintase da
Artemisia annua (nimero de acesso do GenBank AY835398)
otimizado por <c<¢ddon para expressdo na Saccharomyces
cerevisiae e sob o controle do promotor do gene GAL7 da
Sacharomyces cerevisiae (Peawn7) no plasmideo pRS425
(Christianson et al. (1992) Gene 110(1): 119-122). Um
fragmento de DNA de aproximadamente 0,5 kb que compreende
Peary fol amplificado por PCR a partir do DNA gendmico Y002
usando os iniciadores GW-110-26-pGAL7-PstI F (SEQ ID NO:
119) e GW-1 10-26-pGAL7 R (SEQ ID NO: 120) e foi purificado
em gel. Um fragmento de DNA de aproximadamente 2 kb que
compreende a sequéncia de codificagdo do gene da farneseno
sintase foi amplificado por PCR usando os iniciadores GW-
110-26- pGAL7-FS F (SEQ ID NO: 121) e GW-110-26-FS-BamHI R
(SEQ ID NO: 122). Os dois fragmentos de DNA foram alinhados
juntos usando iniciadores PCR GW-110-26-pGAL7-PstI F (SEQ
ID NO: 119) e GW-1 10-26-FS-BamHI R (SEQ ID NO: 122) para

criar uma inser¢3o Pgan7- FS-tCYCl. A inserqgdo Pgan7-FS-tCYC1
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e o plasmideo pRS425 foram digeridos por completo usando as-
endonucleases de restricdo Pstl e BamHI e os dois
fragmentos de DNA foram ligados, que rende o pAM728.

O Plasmideo pAM940 foi gerado introduzindo-se a
sequéncia da farneseno sintase do plasmideo pAM728 no
plasmideo pRS426 (Christianson et al. (1992) Gene 110(1): 1
19 a 122). Os Plasmideos pAM728 e pRS426foram digeridos por
completo usando as endonucleases de restrigdo Xhol e BamHI,
a reacdo das misturas foram separadas por eletroforese em
gel, a cadeia principal do vetor pRS426 de aproximadamente
5,7 kb e a insercdo Pgu;-FS-tCYCl de aproximadamente 2,5 kb
do pAM728 foram purificadas em gel e os dois fragmentos de
DNA foram ligados, que rende o plasmideo pAM940.

O Plasmidec pAM489 foi gerado inserindo-se a
insercdo ERG20-Pga,-tHMGR do vetor pAM471 no vetor pAM466. O
vetor pAM471 foi gerado inserindec-se o fragmento de DNA
ERG20-Pgar,-tHMGR, que compreende o gquadro de leitura aberto
(ORF) do gene ERG20 da Saccharomyces cerevisiae (posig¢des
de nucleotideo ERG20 1 a 1208; o A do cddon de inicio ATG é
o nucleotideo 1) (ERG20), o 1ldécus genético que contém os
promotores divergentes GAL1 e GAL10 da Saccharomyces
cerevisiae (posigdc de nucleotideo GALL -1 a -668) (Pea) €
um ORF cortado do gene HMGl da Saccharomyces cerevisiae
(posigdes de nucleotideo HMG1 1586 a 3323) (tHMGR), no
vetor de clonagem TOPO Zero Blunt II (Invitrogen, Carlsbad,
CA). O vetor pAM466 foli gerado inserindo-se o fragmento de
DNA TRP178% @ *5%%  que compreende um segmento do ldécus de
tipo selvagem TRPL da Saccharomyces cerevisiae gque se
estende da posi¢8o de nucleotideo -856 para a posigdo 548 e

abriga um local de restrigdo de Xmal interno ndo nativo
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entre as bases -226 e -225, no vetor de clonagem TOPO TA
pCR2.1 (Invitrogen,q Carlsbad, CA). Os fragmentos de DNA
ERG20- DPen-tHMGR e TRP178%¢ 2 *8  foram gerados por
amplificagdo por PCR como esquematizado Tabela 1. Para a
construciio do pAM489, 400 ng de pAM471 e 100 ng de pAM466
foram digeridos por completo usando a enzima de restrigdo
Xmal (New England Biolabs, Ipswich, MA), os fragmentos de
DNA que correspondem & insergdo ERG20-Pgy-tHMGR e o vetor
pAM466 linearizado foram purificados em gel e 4 molares
equivalentes das insergdes foram ligados 1 molar
equivalente do vetor linearizado purificado, gque rende
pAM489. A Figura 7 A mostra um mapa da insergdo ERG20-Pgar-
tHMGR, e SEQ ID NO: 9 mostra a sequéncia de nucleotideo do

fragmento de DNA e as sequéncias de TRP1 de flanqueamento.

Tabela 1 - Amplifica¢des por PCR realizadas para gerar

pAM489

Sessdo Modelo Iniciador 1 1Iniciador 2 Produto de

de PCR PCR

1 100 ng de DNA 61-67- 61-67- TPR1785¢ 2 -
gendmico Y051 CPKO001-G CPK002-G 226

(SEQ ID NO: (SEQ ID NO:

23) 24)
61-67- 61-67- TPR172?% a
CPK003-G CPK004-G 548

(SEQ ID NO: (SEQ ID NO:

25) 26)
100 ng de DNA 61-67- 61-67- ERG20
gendmico EG123 CPKO025-G CPK050-G

(SEQ ID NO: (SEQ ID NO:

47) 55) .



100 ng de DNA

gendmico Y002

100 ng cada de

produtos de

PCR TPR17%% & -

226 e TPR1—225 a

+548

100 ng cada de
produtos de
PCR ERG20 e
Pear

100 ng cada de
produtos de
PCR ERG20-Pgan
e tHMGR

O plasmideo pAM491

61

61-67-
CPK051-G
(SEQ ID
NO:56)
61-67-
CPK053-G
(SEQ ID NO:
58)

61-67-
CPK001-G
(SEQ ID NO:

23)

61-67-
CPK025-G
(SEQ ID NO:
47)

61-67-
CPK025-G
(SEQ ID NO:

47)

foi

61-67-
CPK052-G
(SEQ ID NO:
57)

61-67-
CPK031-G
(SEQ ID NO:
48)

61-67-
CPK004-G
(SEQ ID NO:

26)

61-67-
CPK052-G
(SEQ ID NO:
57)

61-67-
CPK031-G
(SEQ ID NO:

48)

gerado

Pear

tHMGR

TPR1 225

+548

ERG20-Pgar

ERG20 - Pgar,-

tHMGR

inserindo-se

insercdo ERG13-Pga-tHMGR do vetor pAM472 no vetor pAM467. O
vetor pAM472 foi gerado inserindo-se o fragmento de DNA
ERG13-PGAL-tHMGR, que compreende o ORF do gene ERG13 da

Saccharomyces cerevisiae (posi¢des de nucleotideo ERG13 1 a

1626) (ERG13), o lécus genético que contém os promotores
divergentes GALl1 e GAL10 da Saccharomyces cerevisiae
(posicdo de nucleotideo GALl -1 a -668) (Pga), € um ORF
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cortado do gene HMGl da Saccharomyces cerevisiae (posigédo
de nucleotideo HMG1l 1586 a 3323) (tHMGR), no vetor de
clonagem TOPO Zero Blunt II. O vetor pAM467 foi gerado

inserindo-se o fragmento de DNA URA37?* 2 7%,

gque compreende
um segmento do lédcus URA3 de tipo selvagem da Saccharomyces
cerevisiae que se estende da posigdo de nucleotideo -723
para a posigdo -224 e abriga um local de restrigdo de Xmal
interno n3o entre as bases -224 e -223, no vetor de
clonagem TOPO TA pCR2.1. Os fragmentos de DNA ERGI13-Pgar-
tHMGR e URA3772* @ 91 foram gerados por amplificag8o por PCR
como esquematizado na Tabela 2. Para a construgdo do
PAM491, 400 ng de pAM472 e 100 ng de pAM467 foram digeridos
por completo usando a enzima de restrigdo Xmal, os
fragmentos de DNA que correspondem a insergdo ERG13-Pear-
tHMGR e o vetor pAM467 linearizado foram purificados em gel
e 4 molares equivalentes da inserg8o purificada foram
ligados com 1 molar equivalente do vetor linearizado
purificado, que rende o pAM491. A Figura 7B mostra um mapa
da inserc¢d3o ERG13-Pga-tHMGR e a SEQ ID NO: 10 mostra a

sequéncia de nucleotideo do fragmento de DNA e as

sequéncias de URA3 de flanqueamento.

Tabela 2 - Amplifica¢des por PCR realizadas para gerar

pPAM491

Sessdo Modelo Iniciador 1 Iniciador 2 Produto de

de PCR PCR

1 100 ng de DNA 61-67- 61-67- URA3™723 & -
gendmico Y007 CPK0O05-G CPK006-G 224

(SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
27) 28)

61-67- 61-67- URA3 223 a 701



100 ng de DNA

gendmico Y002

100 ng cada de
produtos de
PCR URA3772% 2 -
701 e URA3-223 a
701

100 ng cada de
produtos de

PCR ERG13e PgaL

100 ng cada de
produtos de
PCR ERG13-Pgy

e tHMGR

63

CPK007-G

(SEQ ID NO:

29)
61-67-

CPK032-G

(SEQ ID NO:

49)
61-67-

CPK052-G

(SEQ ID NO:

57)
61-67-

CPK031-G

(SEQ ID NO:

48)
61-67-

CPK005-G

(SEQ ID NO:

27)

61-67-

CPK032-G

(SEQ ID NO:

49)
61-67-

CPK031-G

(SEQ ID NO:

48)

CPK008-G
(SEQ ID NO:
30)

61-67-
CPK054-G
(SEQ ID NO:
59)

61-67-
CPK055-G
(SEQ ID NO:
60)

61-67-
CPK053-G
(SEQ ID NO:
58)

61-67-
CPK008-G
(SEQ ID NO:

30)

61-67-
CPK052-G
(SEQ ID NO:
57)

61-67-
CPK032-G
(SEQ ID NO:

49)

ERG13

Pear

tHMGR

URA3 7723

701

ERGl 3 - PGAL

ERG13-Pgay-

tHMGR
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O plasmideo pAM493 foi gerado inserindo-se a
inser¢do IDI 1 -Pga,-tHMGR do vetor pAM473 no vetor pAM4é68.
O vetor pAM473 foi gerado inserindo-se o fragmento de DNA
IDI1-Pga,~tHMGR, que compreende o ORP do gene da
Saccharomyces cerevisiae (posigdo de nucleotideo IDI1 1 a
1017) (IDI1), o lbécus genético gue contém os promotores
divergentes GALl e GAL10 da Saccharomyces cerevisiae
(posicdo de nucleotideo GAL1 -1 a -668) (Pga), € um ORF
cortado do gene HMGl da Saccharomyces cerevisiae (posigdes
de nucleotideo HMGl 1586 a 3323) (tHMGR), no vetor de
clonagem TOPO Zero Blunt II. O vetor pAM468 foi gerado
inserindo-se o fragmento de DNA ADE17%%® 2 ¢33 gue compreende
um segmento do ldécus ADELl de tipo selvagem da Saccharomyces
cerevisiae que se estende da posigdo de nucleotideo -225
para a posi¢8o 653 e abriga um local de restrigdo de Xmal
interno ndo nativo a entre as bases -226 e -225, no vetor
de clonagem TOPO TA pCR2.1. Os fragmentos de DNA IDI1-Pgar-
tHMGR e ADE 17925 2 €33 foram gerados por amplificag¢do por PCR
como esquematizado na Tabela 3. Para a construgdo do
pAM493, 400 ng de pAM473 e 100 ng epAM468 foram digeridos
por completo wusando a enzima de restrigdo Xmal, os
fragmentos de DNA gue correspondem & insergdo IDI1-Pgar-
tHMGR e o vetor pAM468 linearizado foram purificados em
gel, e 4 molares equivalentes da insergdo purificada foram
ligados com 1 molar equivalente do vetor linearizado
purificado, que rende o pAM493. A Figura 7C mostra um mapa
da inser¢do IDI1-Pga-tHMGR, e a SEQ ID NO: 11 mostra a
sequéncia de nucleotideos do fragmento de DNA e as

sequéncias de ADEl1l de flangueamento.



Tabela
pAM493
Sessdo

de PCR

3 -

Modelo

100 ng de DNA

gendmico Y007

100 ng de DNA

gendmico Y002

100 ng cada de
produtos de
PCR ADEI™®*® @ -
226 e ADEI—ZZS a

653

100 ng cada de

Amplificagdes

65

Iniciador 1

61-67-

CPK009-G

(SEQ ID NO:

31)
61-67-

CPKO011-G

(SEQ ID NO:

33)
61-67-

CPK047-G

(SEQ ID NO:

54)
61-67-

CPK052-G

(SEQ ID NO:

57)
61-67-

CPKO031-G

(SEQ ID NO:

48)
61-67-

CPK009-G

(SEQ ID NO:

31)

61-67-

por PCR realizadas

Iniciador 2

61-67-

CPK010-G

(SEQ ID NO:

32)
61-67-
CPKO012G
(SEQ
34)
61-67-

CPK064-G

(SEQ ID NO:

69)
61-67~-

CPK065-G

(SEQ ID NO:

70)
61-67-

CPK053-G

(SEQ ID NO:

58)
61-67-

CPK012-G

(SEQ ID NO:

34)

61-67-

ID NO:

para gerar

Produto de

PCR

ADEI—825 a -

226

ADEI—225 a 653

IDI1

Pean

tHMGR

ADEI-BZS a -

226

IDI1-Pear
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produtos de CPK047-G CPK052-G

PCR IDI1 e Pgar (SEQ ID NO: (SEQ ID NO:

54) 57)
100 ng cada de 61-67- 61-67- IDI1-Pgan-
produtos de CPKO031-G CPK047-G tHMGR

PCR IDI1-Pgy, € (SEQ ID NO: (SEQ ID NO:

tHMGR 48) 54)

O plasmideo pAM495 foi gerado inserindo-se a
inserg¢do ERG10-Pga-ERG12 do pAM474 no vetor pAM469. O vetor
pAM474 foi gerado inserindo-se o fragmento de DNA ERG1O0-
Pear.-ERG12, que compreende o ORF do gene ERGI0 da
Saccharomyces cerevisiae (posigdo de nucleotideo ERG10 1 a
1347) (ERG10), o 1lbécus genético gque contém promotores
divergentes GALl1 e GAL10 da Saccharomyces cerevisiae
(posigd@o de nucleotideo GALL -1 a -668) (Pga), € o ORF do
gene ERG 12 da Saccharomyces cerevisiae (posigdo de
nucleotideo ERG 12 1 a 1482) (ERG 12), no vetor de clonagem
TOPO Zero Blunt II. O vetor pAM469 foi gerado inserindo-se
o fragmento de DNA HIS373? @ ~10%0-yrgmx- HIS3%%* 2 "%, que
compreende dois segmentos do lécus HIS da Saccharomyces
cerevisiae que se estende da posigdo de nucleotideo -32
para a posigdo - 1000 e da posigdo de nucleotideo 504 para
a posigdo 1103, um marcador HISMX e um local de restrigdo
de Xmal n3o nativo entre a sequéncia HIS3%® @ M9 e o
marcador HISMX, no vetor de clonagem TOPO TA pCR2.1. Os
fragmentos de DNA ERG10-DPe,-ERG12 e HIS3™*? & "1090°HIgMX-
HIS3%%% 2 1102 foram gerados por amplificagdo por PCR como
esquematizado na Tabela 4. Para a construgdo do pAM495, 400

ng de pAM474 el00 ng de pAM469 foram digeridos por completo
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ugsando a enzima de restricd3o Xmal, os fragmentos de DNA que

correspondem & inser¢do ERG10-Pga-ERG1l2 e o vetor pAM469

linearizado foram purificados em gel, 4 molares

equivalentes da insergdo purificada foram ligados com 1

molar equivalente do vetor linearizado, que rende o vetor

PAM495. A Figura 7D mostra um mapa da insergdo ERG10-Pgan-

ERG12 e a SEQ ID NO:

12 mostra a sequéncia de nucleotideos

do fragmento de DNA e as sequéncias de HIS3 de
flanqueamento.
Tabela 4 - Amplifica¢des por PCR realizadas para gerar

pAM495

Sessdo Modelo

Iniciador 1

Iniciador 2

Produto de

de PCR PCR
1 100 ng de DNA 61-67- 61-67- HIS3™32 @& -
gendmico Y007 CPK013-G CPKOl4alt-G 100
(SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
35) 36)
61-67- 61-67- HIS3%%* & -
CPK017-G CPK0018G 1103
(SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
39) 40)
61-67- 61-67- ERG10
CPK03-G CPK056-G
(SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
50) 61)
61-67- 61-67- Pear
CPK057-G CPK058-G
(SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
62) 63)
61-67- 61-67- ERG12
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CPK040-G CPK059-G
(SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
51) 64)
100 ng de DNA 61-67- 61-67- HISMX
de plasmideo CPKO0l5alt-G CPK016-G
DAM330%* (SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
37) 38)
100 ng cada de 61-67- 61-67- HIS3™ 2 -
produtos de CPKO015alt-G CPK018-G 1103
PCR HIS3®™ @ - (SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
1103 o HISMX 37) 40)
100 ng cada de 61-67- 61-67- ERG10-PgaL
produtos de CPK035-G CPK058-G
PCR ERG10 e (SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
Pear 50) 63)
100 ng cada de 61-67- 61-67- HIS3 ™32 & -
produtos de CPK013-G CPK018-G 1000 _HTSMX-
PCR HIS37®? 2 - (SEQ ID NO: (SEQ ID NO: HIS3™*? 2 -
1000 o HISMX- 35) 40) tooo
HIS3-32 a - 1000
100 ng cada de 61-67- 61-67- ERG10 - Paar
produtos de CPK035-G CPK040-G - ERG12
PCR ERG10 - (SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
Pear, © ERG12 50) 51)

** O marcador HISMX em pAM330 originado a partir do pFA6a-

HISMX6-PGALL conforme descrito por van Dijken ET AL. ((2000)
Enzyme Microb. Technol. 26(9 a 10): 706 a 714).
O plasmideo pAM497 foi gerado inserindo-se a

inserc3o ERG8-Pagr-ERG19 do pAM475 no vetor pAM470. O vetor

pAM475 fol gerado inserindo-se o fragmento de DNA ERG8-Pgar-
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ERG19, que compreende o ORF do gene ERG8 da Saccharomyces
cerevisiae (posigdo de nucleotideo ERG8 1 a 1512) (ERG8), o
ldcus genético que contém os promotores divergentes GALL e
GAL10 da Saccharomyces cerevisiae (posigdo de nucleotideo
GAL1 -1 a -668) (Pegar), € o ORF do gene ERG19 da
Saccharomyces cerevisiae (posigd@o de nucleotideo ERG19 1 a
1341) (ERG19), no vetor de clonagem TOPO Zero Blunt II. O
vetor pAM470 foi gerado inserindo-se o fragmento de DNA
LEU27100 2 450 _pigMx- LEU2'°%® 2 177 gue compreende dois
segmentos do lécus LEU2 da Saccharomyces cerevisiae qgue se
estende da posigdo de nucleotideo -100 para a posigdo 450 e
da posic¢d3o de nucleotideo 1096 para a posigdo 1770, um
marcador HISMX, e um local de restrig@o de Xmal nado nativo

21096 a 1770 o & marcador HISMX, no vetor

entre a sequéncia LEU
de clonagem TOPO TA pCR2.1. Os fragmentos de DNA LEU27*°° @
450 _pg1gMX- LEU2°% @ 7% foram gerados por amplificagdo por
PCR como esquematizado na Tabela 5. Para a construgdo do
PAM497, 400 ng de pAM475 e 100 ng de pAM470 foram digeridos
por completo wusando a enzima de restrigdo Xmal, os
fragmentos de DNA que correspondem & insergdo ERG8-Pgar-
ERG19 e ao vetor pAM470 linearizado foram purificados e 4
molares equivalentes da insergdo purificada foram ligados
com 1 molar equivalente do vetor linearizado, que rende o
vetor pAM497. A Figura 7E para um mapa da insergdo ERGS8-
Pear-ERG19, e a SEQ ID NO: 13 mostra a sequéncia de

nucleotideos do fragmento de DNA e as sequéncias de LEU2 de

flanqueamento.



Tabela
pAM495
Sesséao
de PCR

1

5

Amplificag¢des

Modelo

100 ng de DNA

gendmico Y007

100 ng de DNA

de

plasmideo

DPAM330%*

100 ng de DNA

gendmico Y007

70

Iniciador 1

61-67-

CPK019-G

(SEQ ID NO:

41)
61-67-

CPK023-G

(SEQ ID NO:

45)
61-67-

CPK021-G

(SEQ ID NO:

43)
61-67-

CPK041-G

(SEQ ID NO:

52)
61-67-

CPK061-G

(SEQ ID NO:

66)
61-67-

CPK046-G

(SEQ ID NO:

53)

100 ng cada de 61-67-

produtos

de

CPK021-G

por PCR realizadas

Iniciador 2

61-67-

CPK020-G

(SEQ ID NO:

41

61-67-

CPK024G

(SEQ ID NO:

46)
61-67-

CPK022-G

(SEQ ID NO:

44)
61-67-

CPK022-G

(SEQ ID NO:

65)
61-67-

CPK062-G

(SEQ ID NO:

67)
61-67-

CPK063-G

(SEQ ID NO:

68)
61-67-

CPK024-G

para gdgerar

Produto de

PCR

LEU2—100 a 450

LEU2 1096 a

1770

HISMX

ERG8

Pearn

ERG19

HISMX-

LEU21096 a
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71

1770

PCR LEU2'%°® 2 (SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
1770¢ HISMX 43) 46)
100 ng cada de 61-67- 61-67- ERGS8-Pga1
produtos de CPK041-G CPK062-G
PCR ERGS e Pgy. (SEQ ID NO: (SEQ ID NO:

52) 67)
100 ng cada de 61-67- 61-67- LEU27100 & 450
produtos de CPK019-G CPK024-G - HISMX-
PCR LEU27'° 2 (SEQ ID NO: (SEQ ID NO: LEU2'%%® 2
450 e HISMX- 41) 46) 1770
LEU21096 a 1770
100 ng cada de 61-67- 61-67- ERG8 - Paan
produtos de CPKO041-G CPK046-G - ERG19
PCR ERG8 - Pgy (SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
e ERG19 52) 53)

** O marcador HISMX em pAM330 originado a partir do pFA6a-
HISMX6-PGAL1l conforme descrito por van Dijken ET AL. ((2000)
Enzyme Microb. Technol. 26(9 a 10): 706 a 714).

0 plasmideo pAM584 foi gerado inserindo-se o
fragmento de DNA GAL7* ® '°?1-HPH-GAL1'®®7 2 2°®7 no vetor de
clonagem TOPO ZERO Blunt II (Invitrogen, Carlsbad, CA). O
fragmento de DNA GAL7* @ '°*1-HPH-GAL1'®*’ @ ?*®*7 compreende um
segmento do ORF do gene GAL7 da Saccharomyces cerevisiae
(posicdes de nucleotideo GAL7 4 a 1021) (GAL7® ® %), o
cassete de resisténcia a higromicina (HPH) e um segmento da
(UTR)

regido ndo traduzida 3' do gene GAL1l da Saccharomyces

cerevisiae (posi¢do de nucleotideos GALl 1637 a 2587). O
fragmento de DNA foi gerado por amplificagdo por PCR como

esquematizado na Tabela 6. A Figura 7F mostra um mapa e a



SEQ

ID NO:

72

DNA GAL7* @ 1921 _ppH-GAI11637 2 2587

Tabela
PAM495
Sessdo
de PCR

1

6 -

Modelo

100 ng de DNA

gendmico Y002

100 ng de DNA
de plasmideo

DAM330%*

100 ng cada de
produtos de
PCR GAL7* @ 9%
e HPH

100 ng cada de
produtos de
PCR GAL1*7 2
2587e GAL74 a 1021

- HPH

Amplificagdes

Iniciador 1

91-014-

CPK236-G

(SEQ ID NO:

126)
91-014-

CPK232-G

(SEQ ID NO:

124)
91-014-

CPK231-G

(SEQ ID NO:

123)
91-014-

CPK231-G

(SEQ ID NO:

123)
91-014-

CPK233-G

(SEQ ID NO:

125)

por PCR realizadas

Iniciador 2

91-014-

CPK237-G

(SEQ ID NO:

127)
91-014-

CPK233-G

(SEQ ID NO:

125)
91-014-

CPK238-G

(SEQ ID NO:

128)
91-014-

CPK236-G

(SEQ ID NO:

126)
91-014-

CPK236-G

(SEQ ID NO:

126)

102 a sequéncia de nucleotideo do fragmento de

para gerar

Produto de
PCR

GAL74 a 1021

GAL11637 a

2587

HPH

GAL74 a 1021

- HPH

GAL11637 a

2587 GAL74

a 1021 HPH

** O plasmideo pAM547 foi gerado sinteticamente e compreende

o cassete HPH, que consiste da sequéncia de codificagdo para

a higromicina B

fosfotransferase

de Escherichia

coli
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flanqueada pelo promotor e terminador do gene Tefl de

Kluyveromyces lactis.

O cassete integragdo natA-Perst * 7

foi gerado
amplificando-se por PCR o marcador natA usando oOs
iniciadores PW287-002-CPK1217 (SEQ ID NO: 104) e DE_PW9l-
027-CPK262-G (SEQ ID NO: 99) e usando o DNA de plasmideo
que compreende o promotor TEF1 e o terminator do
Kluyveromyces lactis (acesso do GenBank CR382122
REGIONS:788874..789380 e 787141..787496, respectivamente) e
o marcador de resisténcia nat. Em adig¢do, o promotor do
gene CTR3 gene da Saccharomyces cerevisiae foi amplificado
por PCR a partir do DNA gendmico Y002 das posigdes -1 a -
734 usando os iniciadores PW287- 002-CPK1232 (SEQ ID NO:
100) e DE _PW91-027-CPK263-G (SEQ ID NO: 101). Os 2 produtos
de PCR foram unidos em uma reagdo de PCR secundéria usando
25 ng de cada um dos fragmentos de PCR purificados em gel e
os iniciadores PW287-002-CPK1217 e PW287- 002-CPK1l232, que
rende o cassete de integracdo natA-Pergs t ? T73*.

Os cassetes de integrag¢do recombinante adicionais
foram gerados unindo-se os RABits. Os RABits foram gerados
inserindo-se os fragmentos de DNA de interesse (MULEs) no
vetor de Entrada pMULE.

O vetor de Entrada pMULE foi amplificado por PCR
usando os iniciadores K1 62 (SEQ ID NO: 73) e K1 63 (SEQ ID
NO: 74) e o vetor de Entrada pRYSE 8 (SEQ ID NO: 14) como
modelo. A mistura de reagdo foi separada por eletroforese
em gel e a cadeia principal do vetor de aproximadamente 2,2
kb foi purificado em gel. Um fragmento de DNA dque

compreende a sequéncia de codificagdo lacZ foi gerado

digerindo-se por completo o vetor de Entrada pRYSE 8 usando



10

74

a enzima de restrig¢io Schl, inativando por calor a enzima
(20 min. a 65°C), separando a mistura de reagdo por
eletroforese em gel, e purificando em gel o fragmento de
DNA de aproximadamente 0,5 kb. O fragmento de DNA due
compreende a sequéncia de codificagdo lacZ foi ligado com a
cadeia principal do vetor purificada, rendendo o vetor de
Entrada pMULE (veja a Figura 8 para um mapa de plasmideo).

Os MULEs foram amplificados PCR usando modelos e
iniciadores como esquematizado na Tabela 7. As
amplificagdes por PCR foram feitas usando a polimerase de
DNA Phusion (New England Biolabs, Ipswich, MA) conforme
pelo protocolo sugerido do fabricante.

Tabela 7 - MULEs amplificados

MULE Iniciadores Modelo Tamanho

(bp)
5’ERG20- YD-198-75A (SEQ ID pAM489 1.012
PGALL1/10 NO: 94)

YD-198-75B (SEQ 1ID

NO: 95)
mIS2081 YD-198-75F (SEQ ID Genetrix2081 1.836
NO: 96)

YD-198-75H (SEQ 1ID

NO: 98)
mIS2081T YD-198-75G (SEQ ID Genetrix2081 1.668
NO: 97)

YD-198-75H (SEQ ID

NO: 98)
tTDH3 RYSE 4 (SEQ ID NO: RABit63* 311
77)

RYSE 7 (SEQ ID NO:
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78)
Hyg YD-198-75L (SEQ ID RABit21* 1.962
NO: 105)

YD-198-75M (SEQ ID

NO: 106)
TRP1 YD-198-75N (SEQ ID pAM489 586
NO: 107)

YD-198-750 (SEQ ID
NO: 108)
* RABit21 compreende a SEQ ID NO: 15 e RABit63 compreende a

SEQ ID NO: 16.

Os RABits foram geradog inserindo-se os MULEs no
vetor de Entrada pMULE. As reagdes de PCR separadas por
eletroforese em gel, os MULEs foram purificados em gel, os
MULEs purificados foram tratados com guinase de
polinucleotideo T4 (PNK) (New England Biolabs, Ipswich, MA)
conforme pelo protocolo sugerido do fabricante e a PNK foi
inativada por calor a 65°C por 20 minutos. O vetor de
Entrada pMULE foi digerido por completo usando a enzima de
restrig3o Schl, as cadeias principais do vetor de Entrada
PMULE de aproximadamente 2,2 kb (sem lacZz) foram
purificadas em gel, a cadeia principal do vetor de Entrada
PMULE foi tratada com Fosfatase Antdrtica (New England
Biolabs, Ipswich, MA) e a fosfatase foi inativada por calor
a 65°C por 20 minutos. A cadeia principal do vetor de
Entrada pMULE foi 1ligada com cada um dos MULEs
amplificados, rendendo os RABits.

Os RABits a serem unidos (Tabela 8) foram postos

juntocs em um tubo (333 fmole de cada RABit) e digeridos por
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completo usando a enzima de restrigdo Lgul (Fermentas, Glen
Burnie, MD). A enzima de restrig¢do foi inativada por calor
por 20 minutas a 65°C. As reagdes de digestdo do RABit
foram divididas em trés reagdes de 30 ulL; &gua, tampédo,
5 dNTPs e polimerase de DNA foram adicionados para cada
mistura de reag¢do e uma primeira sessdo de amplificagdo por
PCR foi iniciada. As amostras foram postas no gelo, 0,5 uM
de cada iniciador terminal (Tabela 8) foi adicionado as
misturas de reacdo e uma segunda sessdo de amplificag¢do por
10 PCR foi realizada. As trés misturas de reagdo de PCR foram
combinadas em um tubo, as misturas de reagdo foram
separadas por eletroforese em gel e os produtos de PCR
foram purificados em gel. A Figura 7G mostra um mapa dos
cassetes de integragao.

Tabela 8 - Amplificacdo de Cassetes de Integragdo

Cassetes RABits a serem combinados Iniciadores

de Terminais para 2?2

Integragédo sessdo de
amplificagédo por
PCR

100280 5/ ERG20-pGAL1/10 - mIS2081 - YD-198-75A (SEQ 1ID

tTDH3 - Hyg - TRP1 NO: 94)
100281 5’ ERG20-pGAL1/10 - mIS2081T - YD-198-750 (SEQ 1ID

tTDH3 ~ Hyg - TRP1 NO: 108)

A primeira sessd3o de amplificagdo por PCR foi
realizada conforme segue: um ciclo de desnaturagdo a 98°C por 2
minutos; 5 ciclos de desnaturagdo a 98°C por 30 segundos e
recozimento/extensdo a 72°C por 30 segundos por guilobase de
produto de PCR. A segunda segdo de amplificagdo por PCR foi

realizada conforme segue: um ciclo de desnaturagdo a 98°C por 2
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minutos; 35 sessdes de desnaturagdo a 98°C por 12 segundos e

recozimento/extensdo a 72°C por 20 segundos por quilobase de

produto de PCR; um ciclo de extensdo final a 72°C por 7

minutos; e uma manutenc¢do final a 4°C.

Exemplo 3

Este exemplo descreve os métodos para gerar cepas
de Saccharomyces cerevisiae que expressam isopreno sintase
heterdlogas.

5 As cepas de Saccharomyces cerevisiae CEN.PK2-1C
(Y002) (MATA; ura3-52; trpl-289; Ieu2-3,112; his3Al ; MAL2-
8C; SUC2) e CEN.PK2-1D (Y003) (MATalpha; ura3-52; trpl-289;
Ieu2-3,112; his3Al ; MAL2-8C; SUC2) (van Dijken et al.
(2000) Enzyme Microb. Technol. 26(9-10):706 a 714) foram

10 preparadas por introdugdo dos genes de via do MEV

induziveis substituindo-se o promotor ERGY9 pelo promotor

MET3 Saccharomyces cerevisiae, e o ORF ADEl pelo gene LEU2

Candida glabrata (CgLEU2). Isto foi feito amplificando-se

por PCR a regifo KanMX-PMET3 do vetor pAM328 (SEQ ID NO:

15 17) usando os iniciadores 50-56-pwl00-G (SEQ ID NO: 19) e

50-56~-pwl01l-G (SEQ ID NO: 20), qgue incluem 45 pares de base

de homologia para o promotor ERG9 nativo, transformando 10

Bg do produto PCR resultante em células Y002 de Y003 de

crescimento exponencial usando 40% de peso/peso de

20 Polietileno Glicol 3350 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), 100

mM de Acetato de (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e 10 pg de

DNA de Esperma de Salmio (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA),

e incubando as células a 30°C por 30 minutos seguido por

choque térmico a 42°C por 30 minutos (Schiestl and Gietz.

25 (1989) Curr. Genet. 16, 339-346). Recombinagdes positivas

foram identificadas por sua habilidade de crescer em meio
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rico que contém 0,5 pg/ml de Geneticina (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA), e colbnias selecionadas foram confirmadas
por diagnostico de PCR. Aos clones resultantes foram dadas
as designacdes Y93 (MAT A) e Y94 (MAT alfa). O 1ldcus
genético CgLEU2 de 3,5 kb foi entdo amplificado a partir do
DNA gendmico da Candida glabrata (ATCC, Manassas, VA)
usando os iniciadores 61-67- CPK066-G (SEQ ID NO: 71) e 61-
67-CPK067-G (SEQ ID NO: 72), que contém 50 pares de base de
momologia flanqueada do ORF ADEl1, e 10 ug do produto de PRC
resultante foram transformados em células Y93 e YS4 de
crescimento exponencial, recombinantes positivos foram
selecionados para crescimento na auséncia de suplementagdo
de 1leucina e aos clones selecionados foram dadas as
designa¢des Y 176 (MAT A) e Y177 (MAT alfa).

A cepa Y188 foi gerada digerindo-se 2 pg de DNA

de plasmideo pAM491 e pAM495 por completo usando

endonuclease de restricdo Pmel (New England Biolabs,
Beverly, MA), e introduzindo a insergdo de DNA purificado
nas células Y176 de crescimento exponencial. Os

recombinantes positivos foram selecionados por crescimento
em meio sem uracila e histidina e a integragdo no 1lécus
genético correto foi confirmada por diagndstico de PCR.

A cepa Y189 foil gerada digerindo-se 2 ug DNA de
plasmideo pAM489 e pAM497 plasmidec DNA por completo usando
endonuclease de restrigdo Pmel, e introduzindo a insergdo
de DNA purificado nas «células Y177 de crescimento
exponencial. Os recombinantes positivos foram selecionados
por crescimento em meio sem triptofano e histidina e a
integragdo no 1lécus genético correto foi confirmada por

diagndéstico de PCR.
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A cepa Y238 foi gerada misturando-se
aproximadamente 1 X 107 células das cepas Y188 e Y189 em
uma placa média YPD por 6 horas & temperatura ambiente para
permitir a combinagdo e disposigdo em placa da cultura de
célula misturada para meio sem histidina, uracila e
triptofano para selecionar para crescimento de células
dipléides, digerindo 2 pg de DNA de plasmideo pAM493 por
completo usando a endonuclease de restrigdo Pmel, e
introduzindo a insergdo de DNA purificada nas células
dipléides de crescimento exponencial. Os recombinantes
positivos foram selecionades por crescimento em meio sem
adenina e a integragdo no 1lécus genéticc correto foi
confirmada por diagndstico de PCR.

As cepas Y210 (Mat A) e Y211 (MAT alfa) foram
geradas esporulando-se a cepa Y238 em 2% de Acetato de
Potassio e 0,02% de meio ligquido de Rafinose, isolando
aproximadamente 200 tétrades genéticas usando um
micromanipulador Singer Instruments série MSM300 (Singer
Instrument LTD, Somerset, UK), identificando isolados
genéticos independentes que contém o complemento apropriado
de material genético introduzido por sua habilidade de
crescimento na auséncia de adenina, histidina, uracila e
triptofanc e confirmando a integragdo de todos os DNAs
introduzidos por diagnostico de PCR.

A Cepa Y258 foi gerada transformando-se a cepa
Y211 com o DNA de plasmideo pAM404. Transformantes de
célula hospedeira foram selecionados em meios definidos
sintéticos, que conté&m 2% de glicose e todos os aminodcidos
exceto lecina (SM-glu) . As coldnias Gnicas foram

transferidas para ampolas de cultura que contém 5 mL de
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liquido SM-glu sem leucina, e as culturas foram incubadas
por agitag¢do 30°C até que o crescimento alcangou a fase
estacionaria. As células foram armazenadas a -80°C em
ampolas criogénicas em 1 mL de aliquotas congeladas feitas
de 400 uL 50% de glicerol esterilizado e 600 ulL de cultura
liquida.

As cepas Y225 (MAT A) e Y227 (MAT alfa) foram
geradas transformando-se as ' células Y210 e Y211 de
crescimento exponencial, respectivamente, com 2 ug de
pAM426 (SEQ ID NO: 18), gque compreende m promotor GALl
promoter vinculado de maneira operdvel & sequéncia de
codificacdo de um gene da amorfa-4,ll-dieno sintase gue &
otimizado por cbdon para expressdo na Saccharomyces
cerevisiae (Merke et al. (2000) Ach. Biochem. Biophys. 381

173 a 180). Transformantes de célula hospedeira foram
selecionados em meios definidos sintéticos completos sem
leucina.

A Cepa Y337 fol gerada a partir da cepa Y227
tornando a cepa incapaz de catabolizar galactose. Para esse
fim, o DNA de plasmideo pAM584 foi digerido por completo
usando endonuclease de restrigdo Pmel, e a insercdo de DNA
purificada GAL7* @ '°21-HPH- GAL1'®*7 2 ?*®7 foi introduzida nas
células Y227 de crescimento exponencial. Os recombinantes
positivos foram selecionados por crescimento em meio sélido
gsem adenina, leucina, lisina, histidina, metionina, uracila
e triptofano e que contém 900 ug/mL de higromicina B
(Sigma, St. Louis, MO). A integragdo no 1ldécus genético
correto foi confirmada por diagnostico de PCR e testando-se
a cepa por inabilidade de usar galactose como uma fonte de

carbono.
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Cepa Y615 foi gerada a partir da cepa Y337
substituindo-se a quadro de leitura aberto URA3 pelo gquadro
de leitura aberto hisG da Salmonella sp.. Um fragmento de
DNA que compreende o quadro de leitura aberto hisG foi
amplificado por PCR do pAM840 usando os iniciadores 100-
150-KB034-G (SEQ ID NO: 109) e 100-150-KB039-G (SEQ ID NO:
110), e o fragmento de DNA purificado foi introduzido nas
células Y337 de crescimento exponencial. Os recombinantes
positivos foram selecionados ©por sua habilidade de
crescimento em meio que contém &cido 5-fluordtico e por sua
inabilidade de crescer em meio sem uracila. A integragdo no
lécus genético correto foi confirmada por diagnostico de
PCR.

A Cepa Y1775 foi gerada a partir da cepa Y615
substituindo-se o marcador kanMX pelo marcador URA3. Um
fragmento de DNA que encodifica o marcador auxotrdfico URA3
da S. cerevisiae foi amplificado por PCR a partir do pAM64
(SEQ ID NO: 103) usando os iniciadores PW-191-046-CPK1212-G
(SEQ ID NO: 11 1) e PW-191-046-CPK1213-G (SEQ ID NO: 112),
e o fragmento de DNA purificado foi introduzido nas células
Y615 de crescimento exponencial. Os recombinantes positivos
foram selecionados por crescimento em meio sem adenina,
leucina, lisina, histidina, metionina, uracila e
triptofano. A integrag¢do no 1lécus genético correto foi
confirmada por diagnostico de PCR.

A Cepa Y1791 fol gerada a partir da cepa Y1775
restaurando-se o 1lécus ERG9. Um fragmento de DNA que
compreende o quadro de leitura aberto ERGY9 foi amplificado
por PCR a partir do DNA gendmico Y002 usando os iniciadores

PW-191-015-CPK947-G (SEQ ID NO: 113) e PW-191-015-CPK950-G
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(SEQ ID NO: 114), e o fragmento de DNA purificado foi
introduzido nas células Y1775 de crescimento exponencial.
Os recombinantes positivos foram selecionados por sua
habilidade de crescimento em meio gque contém &cido 5-
fluordtico e sua inabilidade de «crescer em meio sem
uracila. A integrag¢do no 1lécus genético correto foi
confirmada por diagnostico de PCR.

A Cepa Y1856 fol gerada a partir da cepa Y1791
restaurando-se os lécus GALl, GAL1lO e GAL7. Um fragmento de
DNA que compreende a regido gendmica GALl, GAL1l0 e GAL7 foi
amplificado por PCR a partir do DNA gendmico Y002 usando os
iniciadores PW-91-093 - CPK453-G (SEQ ID NO: 115) e PW-091-
144-CPK689-G (SEQ ID NO: 116), e o fragmento de DNA
purificado foi introduzido nas células Y1791 de crescimento
exponencial. Os recombinantes positivos foram selecionados
por crescimento em meio que contém 20 g/L de glacatose e
sua inabilidade de crescer em meio que contém 900 pg/mL de
higromicina B.

A cepa Y1 857 foi gerada a partir da cepa Y1 856
pelo rompimento do 1l&écus Pganio- ERG20. Um fragmento de DNA
que encodifica o marcador auxotrdfico de S. cerevisiae URA3
foi amplificado por PCR a partir de pAM64 (SEQI ID NO: 130)
pelo uso de iniciadores PW-287-002-CPK1215-G (SEQ ID NO:
117) e PW-287-002-CPK1216-G (SEQ ID NO: 1 18), e o
fragmento de DNA purificado foi introduzido nas cé&lulas 856
cultivadas exponencialmente. Os recombinantes positivos
foram selecionados por crescimento em meio sem adenina,
leucina, lisina, histidina, metionina, uracila e
triptofano. A integragdc no 1lécus genético correto foi

confirmada pelo diagnéstico de PCR.
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A cepa Y1 895 foi gerada a partir da cepa Y1 857
pela cura da cepa a partir de pAM426. A cepa Y1 857 foi
propagada em um meio de Extrato de Levedura-Peptona-
Dextrose (YPD) rico que contém 0,5% de leucina (p/v) por 5
dias. A cada 12 horas, novo YPD com 0,5% de LEU era
inoculado a um ODgyy de 0,05 que utilizava as 12 horas de
crescimento antecedentes. Apdés 5 dias, as células foram
plagueadas em meio YPD Agar com 0,5% de leucina e incubadas
a 30°C por 2 dias. As células curadas foram identificadas
por sua habilidade de crescer em meio minimo gque contém
leucina e sua inabilidade de crescer em meio em sem
leucina.

A cepa Y736 foi gerada a partir da cepa Y227 pela
substituicdo do marcador URA3 com um marcador hisG. Para
esse fim, o marcador hisG foi amplificado por PCR pelo uso
de iniciadores KB34 (SEQ ID NO: 75) e KB39 (SEQ ID NO: 76)
e plasmideo pAM8B40 como modelo. As células Y211 de
crescimento exponencial foram transformadas com a mistura
PCR e foram, entdo, plaqueadas em YPD durante uma noite. As
células hospedeiras transformadas foram selecionadas por
células de replicag¢do em placa a partir das placas YPD em
meios s6lidos de Meio Sintético Completo  (CSM) sem
metionina e leucina e que contém 0,1% 5-FOA e 0,1 mg/ml de
uracila.

A cepa Y737 foi gerada a partir da cepa Y736 pela
transformacioc de células em crescimento exponencial com
pAM940, e selegdo de transformantes de célula hospedeira em
meios sélidos de CSM sem leucina e uracila.

A cepa Y846 foi gerada a partir da cepa Y737 pela

cura da cepa de pAM426. Para essa finalidade, a cepa Y737
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foi cultivada por 3 noites sucessivas em meios ricos
suplementados com 6x a concentragdo normal de leucina,
sendo diluida a cada manhd 100x. As células foram, entao,
plagqueadas em coldénias tnicas bem separadas em meios ricos
e replicadas em placas em meio minimo sem leucina. As
coldnias cultivadas em meio rico, mas ndo crescem na
auséncia de leucina foram coletadas, cultivadas e testadas
por PCR para verificar que o plasmideo ndo estava mais
presente. Tal colénia positiva foi estocada como Y846.

A cepa Y1 858 foi gerada a partir da cepa Y1 895
por expressdo heterdloga de uma sintase de isopreno. Para
essa finalidade, células Y1l 895 de crescimento exponencial
foram transformadas com expressdo de plasmideo pAM1547. As
células hospedeiras transformadas foram selecionadas em CSM
com Agar sem metionina e leucina e gque contém 2% de
glicose.

A cepa Y1 859 foi gerada a partir da cepa Y1 895
por expressdo heterdloga de uma sintase de isopreno. Para
essa finalidade, as células Y1 895 de crescimento
exponencial foram transformadas com express@o de plasmideo
pPAM1548. As células hospedeiras transformadas foram
selecionadas em CSM com Agar sem metionina e leucina e que
contém 2% de glicose.

A cepa Y1 860 fol gerada a partir da cepa Y1 895
por expressdo heterdloga de uma sintase de isoprenc. Para
essa finalidade, as células Y1 895 de crescimento
exponencial foram transformadas com expressdo de plasmideo
pAM1549. As células Thospedeiras transformadas foram
selecionadas em CSM com Agar sem metionina e leucina e que

contém 2% de glicose.
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A cepa Yl 861 foi gerada a partir da cepa Y1 895
por expressdo heterdloga de uma sintase de isopreno. Para
essa finalidade, as células Y 1895 de <crescimento
exponencial foram transformadas com expressdo de plasmideo
PAM1550. As células hospedeiras transformadas foram
selecionadas em CSM com Agar sem metionina e leucina e que
contém 2% de glicose.

A cepa Y1 713 foi gerada a partir da cepa Y846
pela substituig8o do gene ERG20 com a sequéncia de cddigos
por uma isopreno sintase. Para essa finalidade, células
Y846 de crescimento exponencial foram transformadas com
cassete de integragdo 100280. As células hospedeiras
transformadas foram selecionadas em YPD com Agar que contém
2% de glicose e 300 [pg/mL de higromicina B (A.G.
Scientific, San Diego, CA).

A cepa Y1 714 foi gerada a partir da cepa Y846
pela substituigdo do gene ERG20 com uma sequéncia de
cédigos para uma isopreno sintase truncada. Para essa
finalidade, as cé&lulas Y846 de crescimento exponencial
foram transformadas com cassete de integragdo i00281. As
células hospedeiras transformadas foram selecionadas em YPD
com Agar que contém 2% glicose e 300 [pg/mL de higromicina
B (A.G. Scientific, San Diego, CA).

A cepa Y1 732 foi gerada a partir da cepa Y846
por expressdo heterdloga de uma isopreno sintase. Para essa
finalidade, as células Y846 de crescimento exponencial
foram transformadas com expressdo de plasmideo pAM1549. As
células hospedeiras transformadas foram selecionadas em CSM
com Agar sem metionina e leucina e que contém 2% de

glicose.
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A cepa Y1 733 foi gerada a partir da cepa Y846
por expressi3o heterdloga de uma isopreno sintase truncada.
Para essa finalidade, as células Y846 de crescimento
exponencial foram transformadas com expressdo de plasmideo
pPAM1550. As células hospedeiras transformadas foram
selecionadas em CSM com Agar sem metionina e leucina e que
contém 2% de glicose.

A cepa Y1 837 foi gerada pela transformagéo
células Y1 713 de crescimento exponencial com expressdo de
plasmideo pAM1549. As células hospedeiras transformadas
foram selecionadas em CSM com Agar sem metionina e leucina
e que contém 2% de glicose.

A cepa Y 1838 foi gerada pela transformagdo de
células Y 1714 de crescimento exponencial com expressdo de
plasmideo pAM1550. As células hospedeiras transformadas
foram selecionadas em CSM com Agar sem mgtionina e leucina
e que contém 2% de glicose.

A cepa 1907 foi gerada a partir da cepa Y 1860
pela substituigdo do promotor ERG20 com o marcador de
resisténcia de nourseothricin (nath) e o promotor
repressivel de <cobre do gene CTR3 do Saccharomyces
cerevisiae. Para essa finalidade, células Y1 860 que de
crescimento exponencial foram transformadas com 200 ng do
cassete de integragdo natA-Perri-1 a -73¢. Os transformantes de
células hospedeiras forma selecionados pelo crescimento em
meios de YPD ricos que contém 300 pg/mL de nourseothricin
(Werner Bio Agents, Jena, Alemanha).

Exemplo 4

Esse exemplo descreve métodos para produzir

isopreno em cepas hospedeiras de Saccharomyces cerevisiae.
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As coldnias Gnicas de transformantes de célula
hospedeira foram transferidas para ampolas de cultura gque
contém 5 mL de Meio de Semente de P&assaro que contém 0,25
UM de CuSO4. No dia seguinte, 20 mL de Meio de Produgdo de
Passaro gque contém 1,8% de galactose, 0,2% de glicose e 32
UM de CuSO4, com 4 mL de isopropilmiristato, foi inoculado
com o transformante de célula hospedeira Y1 858, Y1859,
Y1860, ou Y1861 a um OD600 de 0,05. Do mesmo modo, 20 mL de
Meio de Produgdo de Péssaro que contém 1,8% de galactose e
0,2% de glicose, com 4 mL de isopropilmiristato, foi
inoculado com isolados #3, 6, ou 9 de transformante de
célula hospedeira Y1 907 a um OD600 de 0,05. A cultura
Y1907, 0,25 uM de CuS0O4, 50 uM de CuSO4 ou 150 pM de CuSO4
foi adicionado. Os frascos agitados foram vedados para
cultivo anaerdbico e incubados a 30°C em um agitador
rotativo a 200 rpm.

Apdés 72 horas de cultive, as culturas foram
testadas em ensaio para o crescimento celular. Ao mesmo
tempo, 200 uL de isopropilmiristato foi removido de cada
frasco e foram injetados diretamente em um gés Agilent 7980
equipado com cromatégrafo com um detector de ionizagdo de
chama. Para acelerar o tempo de execugdo, o programa de
temperatura e a matriz de coluna foram modificadas para
atingir uma resolugdo ideal e o menor tempo de execugdo
total (15.0 minutos). Casa amostra de 2 uL foi dividida em
10:1 e foi separada pelo uso de uma silica fundida Varian
CP-PoraBond PLOT U (25 m x 0,32 mm X 7 um; comprimento x
largura X espessura de filme) coluna com hidrogénio como o
géds de carreira. O programa de temperatura para a andlise

foi o seguinte: a—-coluna foi inicialmente mantida a 100°C
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por 1 minuto, seguida por um gradiente de temperatura de
10°C/min para um temperatura de 14°C, seguida por um
gradiente de temperatura de 40°C/min para uma temperatura
de 25°C, seguida pela retengdo da coluna a 25°C por 6,5
minutos. Sob essas condigdes, o isopreno elui em 5,8

minutos.
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REIVINDICACOES

1. Método de purificagdo de isopreno
caracterizado pelo fato de compreender:

a. obter uma primeira composigdo gasosa que
compreende isopreno e &gua, sendo gue a composigdo gasosa
compreende 1 parte por milh3o ou menos de C2-C5 alcino;

b. fluir a primeira composigdo gasosa através de
um primeiro resfriador em que o primeiro resfriador tem uma
temperatura entre cerca de 10°C e cerca de -15°C, o que
resulta em uma segunda composigdo gasosa e sendo que a
segunda composi¢do gasosa compreende menos agua do que a
primeira composigdo gasosa;

¢. fluir a segunda composigdo gasosa através de
um segundo resfriador sendo que o segundc resfriador tem
uma temperatura abaixo de -35°C; e

d. coletar a composigdo de isopreno ligquido
resultante.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a &gua estd presente em uma
primeira composigdo gasosa em uma quantidade que & maior do
que 70% de sua quantidade saturada.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a primeira composigdo de
isopreno gasoso compreende adicionalmente didxido de
carbono em uma quantidade entre cerca de 0,1% e cerda de
35% em volume.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a primeira composigdo gasosa
compreende adicionalmente 1 parte por milh3o ou menos de

ciclopentadieno, piperileno e 1 ,4-pentadieno.
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5. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que o primeiro resfriador &
resfriado pelo uso de um sistema de refrigeragdo de
propileno.

6. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que o primeiro resfriador é
resfriado pelo uso de um sistema de refrigeragdo de ambénia.

7. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de gque a composigdo gasosa &
escoada através de um secador antes de fluir através do
primeiro resfriador.

8. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de gque a composigdo gasosa &
escoada através de um secador apds fluir através do
primeiro resfriador.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que o segundo resfriador tem uma
temperatura de cerca de -60°C a cerca de -85°C.

10. Método, de acordo com a reivindicag¢do 1,
caracterizado pelo fato de que o segundo resfriador tem uma
temperatura de menos do que cerca de -65°C.

11. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que o segundo resfriador &
resfriado pelo uso de um sistema de refrigeragdo de
etileno.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente
nitrogénio que remove a composigdo de isopreno liquido.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de compreende adicionalmente passar
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a primeira composig8oc gasosa através de uma membrana de
zedlito modificada para separar impurezas de hidrocarboneto
do isopreno.

14. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de compreende adicionalmente passar
a segunda composigdo gasosa através de uma membrana de
zedlito modificada para separar impurezas de hidrocarboneto
do iscpreno.

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de compreende adicionalmente passar
a composigdo de isopreno liquido através de uma membrana de
zebdlito modificada para separar impurezas de hidrocarboneto
do isopreno.

16. Método para produzir isopreno caracterizado
pelo fato de compreender:

a. cultivar uma pluralidade de célulag
hospedeiras capazes de produzir isopreno;

b. formar uma primeira composigdo ‘gasosa que
compreende isopreno e &gua, sendo que a agua estd presente
em uma quantidade maior do que cerca de 70% de sua
quantidade saturada;

c. submeter a primeira composigdo gasosa a um
primeira etapa de resfriamento pela qual, substancialmente,
toda a adgua é removida da primeira compocsigdo gasosa, © que
resulta em uma segunda composigdo gasosa; e

d. submeter a segunda composigdo gasosa a uma
segunda etapa de resfriamento pela gual uma composigdo de

isopreno liquido & coletada.
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17. Método, de acordo com a reivindicagdo 16,
caracterizado pelo fato de compreende adicionalmente
nitrogénio que separa a composicdo de isopreno liquido.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 16,
caracterizado pelo fato de que o isopreno estid presente em
uma quantidade que & cerca de 0,1% e cerca de 15% em volume
na primeira composicdo gasosa.

19. Método, de acordo com a reivindicagdo 16,
caracterizado pelo fato de que a primeira composigdo gasosa
compreende adicionalmente didéxido de carbono em uma
quantidade entre cerca de 1% e cerca de 35% em volume.

20. Método, de acordo com a reivindicagdo 16,
caracterizado pelo fato de que a primeira etapa de
resfriamento resfria a primeira composigdo gasosa até uma
temperatura entre cerca de 10°C e cerca de -15°C.

21. Método, de acordo com a reivindicagdo 16,
caracterizado pelo fato de que a primeira etapa de
resfriamento & resfriada pelo uso de um sistema de
refrigeragdo de propileno.

22. Método, de acordo com a reivindicag¢do 16,
caracterizado pelo fato de gque 'a primeira etapa de
resfriamento & resfriada por um sistema de refrigeragdo de
amdnia.

23. Método, de acordo com a reivindicacdo 16,
caracterizado pelo fato de gque a segunda etapa de
resfriamento resfria a segunda composigdo gasosa até uma
temperatura entre cerca de -60°C e cerca de -85°C.

24. Método, de acordo com a reivindicacgdo 16,

caracterizado pelo fato de que a segunda etapa de
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resfriamento é resfriada pelo uso de um sistema de
refrigeragdo de etileno.

25. Método, de acordo com a reilvindicagdo 16,
caracterizado pelo fato de que as células hospedeiras sédo
selecionadas a partir dos géneros Bacillus, Escherichia ou
Acinetobacter.

26. Método, de acordo com a reivindicagdo 25,
caracterizado pelo fato de qgue as células hospedeiras séo
Escherichia coli.

27. Método, de acordo com a reivindicagdo 16,
caracterizado pelo fato de que as células hospedeiras s&o
levedura.

28. Método, de acordo com a reivindicagdo 26,
caracterizado pelo fato de que as células hospedeiras sdo
Saccharomyces cerevisie.

29. Composigdo de isopreno gasoso, caracterizada
pelo fato de compreender isopreno e &gua, sendo que a &agua
estd presente em uma quantidade que é malor do que cerca de
70% de sua quantidade saturada e sendo que a composigdo de
isopreno gasoso compreende 1 parte por milh3o ou menos do
que os C2-C5 alcinos.

30. Composig8o, de acordo com a reivindicagdo 29,
caracterizada pelo fato de gue o isopreno estd presente em
uma gquantidade entre cerca de 0,1% e cerca de 15% em
volume.

31. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 29,
caracterizada pelo fato de compreender adicionalmente
diéxido de carbono em uma quantidade entre cerca de 1% e

cerca de 35% em volume.
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32. Composigdo de isopreno gasoso, de acordo com
a reivindicac3o 29, caracterizada pelo fato de que o
isopreno estd presente em uma gquantidade entre cerca de
0,1% e cerca de 15% em volume e a &gua estd presente em uma
quantidade que é maior do que cerca de 90% de sua
quantidade saturada e sendo que a composigdo de isopreno
gasoso compreende adicionalmente didéxido de carbono em uma
quantidade entre cerca de 1% e cerca de 35% em volume e
nitrogénio em uma quantidade entre cerca de 50% e cerca de
75% em volume.

33. Composig¢do de isopreno liquido caracterizada
pelo fato de compreender, pelo menos, 65% de isopreno por
peso e sendo que a composigdo de isopreno compreende 1
parte por milh3o ou menos de Cc2-C5 alcinos,
ciclopentadieno, piperileno e 1 ,4-pentadieno.

34. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 33,
sendo que a composigdo €& caracterizada pelo fato de
compreender, pelo menos, 95% de isopreno por peso.

35. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 33,
sendo que a composi¢do & caracterizada pelo fato de
compreender, pelo menos, 99% de isopreno por peso.

36. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 33,
sendo que a composigdo é caracterizada pelo fato de
compreender, pelo menos, 99,5% de isopreno por peso.

37. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 33,
caracterizada pelo fato de que a composigdo de isopreno
liquido compreende adicionalmente didéxido de carbono
dissolvido que estd presente em uma quantidade maior do que

cerca de 0,01% por peso.
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38. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 33,
caracterizada pelo fato de que a composigdo de isopreno
liquido compreende adicionalmente didéxido de carbono
dissolvido que estd presente em uma quantidade maior do que
cerca de 0,1% por peso.

39. Método para produzir isopreno caracterizado
pelo fato de compreender:

a. estabelecer o contato com uma pluralidade de
células hospedeiras capazes de produzir isopreno em um meio
aquoso, sendo que o meio aguoso estd em contato com um
liquido orgénico imiscivel e o meio aquoso, as células
hospedeiras e o liquido orgénico imiscivel estdo em um
recipiente fechado; e

b. cultivar as células hospedeiras no meio aguoso
pelo qual as células hospedeiras produzem isopreno e o
isopreno & capturado no liquido orgénico imiscivel.

40. Método, de acordo com a reivindicagdo 39,
caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente
quantificar a quantidade de isopreno no liguido orgdnico
imiscivel.

41. Método, de acordo com a reivindicag¢do 39,
caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente
separar o liquido orgénico imiscivel do meio aquoso e
separar o isopreno do liguido orgénico imiscivel.

42, Método, de acordo com a reivindicag¢do 39,
caracterizado pelo fato de que o isopreno & separado do
liquido orgdnico pelo aquecimento do liquido orgénico até
uma temperatura acima de 34°C.

43. Método, de acordo com a reivindicagao 39,

caracterizado pelo fato de que as células hospedeiras séao
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selecionadas a partir dos géneros Bacillus, Escherichia ou
Acinetobacter.

44. Método, de acordo com a reivindicagdo 43,
caracterizado pelo fato de que as células hospedeiras séo
Escherichia coli.

45. Método, de acordo com a reivindicagdo 39,
caracterizado pelo fato de que as células hospedeiras séo
levedura.

46. Método, de acordo com a reivindicagdo 45,
caracterizado pelo fato de que as células hospedeiras séo
Saccharomyces cerevisie.

47. Sistema de produgao de isopreno,
caracterizado pelo fato de compreender:

a. um recipiente fechado;

b. um meio aquoso, dentro do recipiente, que
forma uma primeira fase;

c. uma pluralidade de células hospedeiras, dentro
do meio aquoso, capazes de fazer isopreno; e

d. uma segunda fase de liquido organico, capaz de
capturar o isopreno produzido pelas células hospedeiras, em
contato com a primeira fase.

48. Sistema de produgdo de isopreno caracterizado
pelo fato de compreender:

a. um  biorreator capaz de cultivar uma
pluralidade de células hospedeiras;

b. um primeiro resfriador e um tambor de
vaporizacdo operdvel conectado & corrente suspensa do
biorreator, sendo que o primeiro resfriador & capaz de

operar em uma faixa de temperatura entre 10°C e -15°C; e
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¢. um segundo resfriador e tambor de vaporizagdo
operdveis conectados & corrente suspensa que sai do
primeiro resfriador e do tambor de vaporizagdo, sendo gque ©
segundo resfriador €& capaz de operar em uma temperatura
abaixo de -35°C.

49. Sistema de produgdo de isopreno, de acordo
com a reivindicagdo 48, caracterizado pelo fato de que o
biorreator ter uma capacidade maior do que 100 litros.

50. Sistema de produg8o de isopreno, de acordo
com a reivindicacgdo 48, caracterizado pelo fato de que a
corrente suspensa gue sai do segundo resfriador e do tambor
de vaporizacdo & operdvel conectada a& entrada da corrente
de resfriamento do primeiro resfriador.

51. Sistema de produgdo de isopreno, de acordo
com a reivindicacdo 48, caracterizado pelo fato de que o
sistema compreende adicionalmente um separador de
nitrogénio operédvel conectado & corrente de fundo que sai
do segundo resfriador e tambor de vaporizagdo.

52. Sistema de produgdo de isopreno, de acordo
com a reivindicacgdo 48, caracterizado pelo fato de que o
segundo resfriador & capaz de operar entre cerca de -65°C e
cerca de -85°C.

53. Método de purificacdo de isopreno
caracterizado pelo fato de compreender:

a. obter uma primeira composigdo gasosa gque
compreende:

i) isopreno em uma quantidade entre cerca de 0,1%
e cerca de 15% em volume;

ii) diéxido de carbono em uma guantidade entre

cerca de 0,04% e cerca de 35% em volume;
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iii) oxigénio em uma quantidade entre cerca de 1%
e cerca de 20% em volume;

iv) nitrogénio em uma quantidade maior do que
cerca de 50% em volume;

v) argdnio em uma quantidade menor do que cerca
de 0,9% em volume;

vi) dgua em uma quantidade maior do que cerca de
70% de sua quantidade saturada;

vii) 1 parte por milh3o ou menos de C2-C5 alcino,
ciclopentadieno, piperileno e 1 ,4-pentadienoc; e

viii) etanol;

b. fluir a primeira composigdo gasosa através um
primeiro resfriador e um tambor de vaporizagdo
operavelmente conectado, sendo que o primeiro resfriador
tem uma temperatura de entre cerca de 10°C e cerca de -15°C
que, assim, resulta em uma segunda composigdo gasosa e
sendo que a segunda composigio gasosa compreende menos &agua
do que a primeira composigdo gasosa;

c. fluir a segunda composigdo gasosa através de
uma segundo resfriador e tambor de vaporizagdo
operavelmente conectado, sendo que o segundo resfriador tem
uma temperatura entre cerca de -35°C e cerca de -85°C; e

d. coletar a composicdo de isopreno 1liquido
resultante.

54. Método, de acordo com a reivindicagdo 53,
caracterizado pelo fato de a primeira composigdo gasosa ser
obtida pela cultura de wuma pluralidade de células

hospedeiras capazes de fazer isopreno.
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55. Método, de acordo com a reivindicagdo 54,
caracterizado pelo fato de que as células hospedeiras sdo
levedura.

56. Método, de acordo com a reivindicagdo 54,
caracterizado pelo fato de que as células hospedeiras séo
Saccharomyces cerevisie.

57. Método, de acordo com a reivindicacdo 53,
caracterizado pelo fato de a segunda composigdo gasosa
resultante compreender menos de cerca de 3% por peso de
agua.

58. Método, de acordo com a reivindicagdo 53,
caracterizado pelo fato de que a composigdo de isopreno
ligquidec resultante compreende menos do que cerca de 1% por
peso de agua.

59. Método, de acordo com a reivindicag¢do 53,
caracterizado pelo fato de que a composigdo de isopreno
liquido resultante compreende menos do que cerca de 1% por
peso de didxido de carbono.

60. Método, de acordo com a reivindicagdo 53,
caracterizado pelo fato de que a composigdo de isopreno
liquido resultante compreende menos do que cerca de 1% por
peso de nitrogénio.

61. Método, de acordo com a reivindicagdo 53,
caracterizado pelo fato de que a composigdo de isopreno
liquido resultante compreende:

i) pelo menos 65% de isopreno por peso; e

ii) menos do que 1% &gua por peso.

62. Método, de acordo com a reivindicagdo 53,

caracterizado pelo fato de que a composigdo de isopreno
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liguido resultante compreende menos do que cerca de 1% por
peso de etanol.

63. Método, de acordo com a reivindicag¢ao 53,
caracterizado pelo fato de compreender adicionalmente
nitrogénio que remove a composigdo de isopreno ligquido.

64. Método, de acordo com a reivindicacdo 63,
caracterizado pelo fato de que a composigdo de isopreno
liquido compreende pelo menos 70% de isopreno por peso e
menos do que 1% por peso de didxido de carbono dissolvido.

65. Método, de acordo com a reivindicagdo 63,
caracterizado pelo fato de gque a composigdo de isopreno
liquido compreende, pelo menocs, 90% de isopreno por peso e
menos do que 1% por peso de didéxido de carbono dissolvido.

66. Método, de acordo com a reivindicagdo 63,
caracterizado pelo fato de que a composigdo de isopreno
ligquido compreende, pelo menos, 95% de isopreno por peso e
menos do que 1% por peso de didéxido de carbono dissolvido.

67. Método, de acordo com a reivindicagdo 63,
caracterizado pelo fato de que a composigdo de isopreno
ligquido compreende, pelo menos, 99% de isopreno por peso e
mencs do gque 0,05% por peso de didéxido de carbono

dissolvido.
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FIG. 6
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FIG. 8
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RESUMO

“ISOPRENO DE ORIGEM MICROBIANA E METODOS PARA SUA
FABRICAGZEO”

Método para produzir isopreno gque compreende um
meio aquosoc que inclui células hospedeiras modificadas
geneticamente capazes de produzir isopreno, sendo que a
composicdo de isopreno resultante & processada através de,
pelo menos, um processo de separagdo e/ou purificagdo para
fornecer uma composi¢do enriquecida com isopreno e um

system para fazer o mesmo.



Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolégicas de que trata a Resolugdo INPI 228 de 11/11/2009:

Cédigo de Controle

Campo 1

7815B7B95F 137235

Campo 2

1CEEEB44CB683816

Outras Informagbes:

- Nome do Arquivo: Sequence Listing.txt
- Data de Geragédo do Cédigo: 05-09-2011
Hora de Geragdo do Cédigo: 11:06:37
Cobdigo de Controle:

- Campo 1: 7815B7B95F 137235

- Campo 2: 1CEEEB44CB683816

Gerado pelo Sistema de Listagem de Sequéncias Bioldgicas (SisBioList)




