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BACTERIA PRODUTORA DE ALCOOL ISOPROPILICO E METODO PARA
PRODUGAO DE ALCOOL ISOPROPILICO

CAMPi) DA INVENGAO

A presente invencgdo se refere a uma bactéria produtora
de alcool isopropilico e um método para produgdo de &alcool
isopropilico.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

O propileno & uma matéria-prima bédsica importante para
resinas sintéticas, tais como polipropileno e para produtos
petroquimicos, e ¢é amplamente usado tal como para péara-
choques de automdveis, recipientes de alimentos, peliculas
e instrumentos médicos.

O &lcool 1isopropilico produzido de matérias-primas
derivadas de plantas pode ser convertido em polipropileno
através de um processo de desidratacdo. Portanto, o &alcool
isopropilico é uma matéria-prima neutra em carbono
promissora para o propileno. O protocolo de Kyoto intimou
as nacdes industrializadas a reduzirem suas emissdes de
didéxido de carbono total dos niveis de 1990 em 5 por cento
até 2088-2012. Portanto, o propileno neutro em carbono é
extremamente importante atualmente devido a sua
versatilidade, em vista do ambiente global.

Bactérias gque assimilam matérias-primas derivadas de
plantas e produzem &lcool isopropilico j& sdo conhecidas.
Por exemplo, o WO 2009/008377 revela uma bactéria que foi
modificada de modo a alcancar alta produgdo de &lcool
isopropilico de glicose como uma matéria-prima, e descreve
que a bactéria é um excelente biocatalisador para producdo

industrial de &lcool isopropilico.

E conhecido que a Escherichia coli ndo pode assimilar
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a sacarose. Entretanto, seria industrialmente vantajoso se
a sacarose, que € barata dentre os materiais derivados de
plantas, pudesse der utilizada.

De acordo com o conhecimento convencional, o mecanismo
de assimilagdo de sacarose pelos microorganismos é
grosseiramente classificado em dois sistemas, 1i.e., a
sacarose PTS (fosfoenolpiruvato: Sistema de Carboidrato
fosfotransferase) e a sacarose ndo PTS (por exemplo, JP-A
n® 2001-346578). A sacarose ndo PTS é conhecida por ser
composta de quatro fatores, i.e., cscB (que incorpora a
sacarose), CScA (que decompde a sacarose em
microorganismos), cscK (que fosforila a frutose) e cscR (
que controla as expressdes de cscB, A e K). A Biotechnology
Letters, Vol. 27, p. 1891-1896 (2005) descreve gue genes
desses quatro fatores foram introduzidos em uma Escherichia
coli produtora de &acido latico D usando plasmideos, entdo
produzindo acido ldtico D a partir de sacarose.

Adicionalmente, a sacarose PTS & conhecida por ser
composta de cinco fatores, i.e., scrA (que incorpora a
sacarose), scrY (que fosforila a sacarose), scrB (que
decompde a sacarose em microorganismos), scrR (que controla
as expressfbes de scrA, Y e B) e scrk (que fosforila a
frutose) .

Quando uma habilidade que um microorganismo ndoc tem
deve ser introduzida no microorganismo, a introducdo de um
gene expressando a habilidade é geralmente estudada. No
caso da habilidade de assimilacdo de sacarose, os DNAs dos
fatores cima tem tamanhos de 900 a 1500 bp, e o tamanho de

DNA total requerido para expressio de genes de qguatro

enzimas (tiolase, CoA transferase, acetoacetato
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descarboxilase e dlcool isopropilico desidrogenase)
requerido para alta produgdo de &lcool isopropilico & de
aproximadamente 4800 bp. Em outras palavras, a introducdo
de um DNA tendo um tamanho de aproximadamente 9300 bp seria
necessario para transmitir ambas a habilidade de
assimilacdo de sacarose e a habilidade de produgdo de IPA
para a Escherichia coli.

Entretanto, a introducdo simultidnea das mesmas na
Escherichia coli é extremamente dificil visto que o tamanho
do DNA a ser introduzido iria exceder o limite superior do
tamanho de DNA que o plasmideo pode acomodar. Mesmo se dois
tipos de vetores de plasmideo fossem utilizados para
reduzir o tamanho de DNA de cada plasmideo para 10000bp ou
menos, um ou ambos os tipos de plasmideoc introduzidos
seriam comumente provadveis de serem eliminados durante o
crescimento repetitivo. A Escherichia coli necessitaria ser
continuamente exposta a uma substancia antibiética cara

como um marcador de selegcdo para evitar o problema acima, e

tal necessidade ndo é apropriada para a produgdo
industrial.
Conseguentemente, era dificil simultaneamente

transmitir ambas as habilidades para assimilar a sacarose e
para produzir altamente &lcool isopropilico para a
Escherichia coli,

Can. dJ.Microbiol., Vol. 45, p. 18-422 (1999) revela
que como um resultado da introdugdo de sacarose hidrolase
(cscRh) sozinha na Escherichia coli, a Escherichia coli pode
crescer usando sacarose como uma matéria-prima. Entretanto,

© artigo também demonstra que quando o gene cscA foi

altamente expressado por uma tecnologia de recombinacio
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genética, gquase todos o0s <cscA estavam presentes nas
células. Portanto, a cscA (invertase) trabalha dentro das
células em vez de fora das células, e ndo pode ser esperado
que a cscA decomponha a sacarose fora das células.

Um exemplo de produgdo de materiais de sacarose usando
Escherichia coli, a qual ndo pode assimilar sacarose, & a
producdo de triptofano usando sacarose como matéria-prima
(por exemplo, JP-A N° 2001-346578). Entretanto, neste
exemplo, €& demonstrado que a introdugdo de um grupo de
genes incluindo pelo menos cscA, cscB e cscK é& necessaria
de modo a fornecer a habilidade de produzir aminoacidos da
sacarose para a Escherichia coli.

RESUMO DA INVENGAO

PROBLEMA TECNICO A SER RESOLVIDO PELA INVENCAQ

Como discutido anteriormente, era extremamente dificil
simultaneamente fornecer a habilidade de assimilar sacarose
e a habilidade para produzir altamente &lcool isopropilico
para a Escherichia coli, a gqual nado pode assimilar
sacarose, devido ao tamanho excessivamente grande do DNA a
ser introduzido.

Um objetivo da presente invencdo ¢é fornecer uma
Escherichia coli produtora de &alcool isopropilico e um
método para produgdo de &lcool isopropilico que sdo Uteis
para producgdo eficiente de &lcool isopropilico a partir de
sacarose, que é barata e tem um valor utilitédrio industrial
alto.

A presente invencdo fornece wuma Escherichia coli
produtora de &lcool isopropilico e um método para produgio

de &lcool isopropilico como descritos abaixo.

MEIOS PARA SOLUGCAO DO PROBLEMA
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[1] Escherichia coli produtora de &alcool isopropilico
incluindo pelo mencs um gene de sacarose hidrolase que
pertence a um grupo de dJgenes de sacarose ndo PTS, e um
sistema de produgcdo de &lcool isopropilico fornecido ou
intensificado.

[2] Escherichia coli produtora de &alcool isopropilico
de acordo com [1l], incluindo apenas o gene de sacarose
hidrolase dentre os genes pertencendo ao grupo de genes de
sacarose ndo PTS.

[3] Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico
de acordo com [1] ou [2], em que a Escherichia coli
produtora de alcool isopropilico é uma Escherichia coli na
qual uma atividade acetoacetato descarboxilase, uma
atividade &lcool isopropilico desidrogenase, uma atividade
CoA transferase e uma atividade tiolase foram transmitidas.

[4] Escherichia coli produtora de &alcool isopropilico
de acordo com [3], em gque a atividade acetoacetato
descarboxilase, a atividade alcool isopropilico
desidrogenase, a atividade CoA transferase e a atividade
tiolase sdo obtidas pela introducdo de genes que codificam
as respectivas enzimas que sdo derivadas de pelo menos uma
selecionada do grupo consistindo em bactérias do género
Clostridium, bactérias do género Bacillus e bactérias do
género Escherichia.

[5] Escherichia coli produtora de é&lcocl isopropilico
de acordo <com [3], em que a atividade acetoacetato
descarboxilase e a atividade dlcool isopropilico
desidrogenase sdo obtidas pela introducdo de genes que

codificam as respectivas enzimas que sdo derivadas de

bactéria ou bactérias de género Clostridium, e a atividade
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CoA transferase e a atividade tiolase sdo obtidas pela
introdugcdo de genes gue codificam as respectivas enzimas
que sdo derivadas de uma bactéria ou bactérias do género
Escherichia.

[6] Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico
de acordo com [3], em que a atividade acetoacetato
descarboxilase ¢é obtida pela introdugdo de um gene que
codifica uma enzima derivada de Clostridium acetobutylicum,
a atividade alcool isopropilico desidrogenase é obtida pela
introdu¢do de um gene que codifica uma enzima derivada de
Clostridium beijerinckii, e a atividade CoA transferase e a
atividade tiolase sdo obtidas pela introdugdo de genes que
codificam as respectivas enzimas derivadas de Escherichia
coli.

[7] Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico
de acordo com [3], em que um gene que codifica a
acetoacetato descarboxilase, um gene que codifica a alcool
isopropilico desidrogenase, e o gene que codifica a
sacarose hidrolase foi introduzido utilizando pelo menos um
plasmideo, e a atividade CoA transferase e a atividade
tiolase sdo obtidas de genes gendmicos na hospedeira
Escherichia coli.

[8] Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico
de acordo com (7], em gue um promotor para expressar um
gene que codifica a CoA transferase e um gene que codifica
a tiolase é& pelo menos um de um promotor gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase ou um promotor serina
hidroximetiltransferase.

[9] Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico

de acordo com [3], em que a atividade acetoacetato
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descarboxilase, a atividade dlcool isopropilico
desidrogenase, a atividade CoA transferase e a atividade
tiolase sdo todas obtidas pela introdugdo de genes que
codificam as respectivas enzimas derivadas de uma bactéria
ou bactérias do género Clostridium.

[10] Método para producdo de &lcool isopropilico,
incluindo a producdo de alcool isopropilico de uma matéria-
prima derivada de planta contendo sacarose wusando a
Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico conforme
definido em [1] a [9].

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Fig. 1 é um gréfico mostrando a quantidade de
redugdo em agucares na cultura sobrenadante quando uma cepa
de Escherichia coli é cultivada por 10 horas usando glicose
e frutose como fontes de agucar.

DESCRICAO DAS MODALIDADES

Uma Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico
de acordo com a presente invencido é uma Escherichia coli
produtora de alcool isopropilico que inclui pelo menos um
gene de sacarose hidrolase pertencendo ao grupc de genes de
sacarose ndo PTS, e um sistema de produgdo de &lcool
isopropilico fornecido ou intensificado.

Um método de producgdo de &lcool isopropilico de acordo
com a presente inveng¢do é um método de producdo de &alcool
isopropilico que inclui a produgdo de &lcool isopropilico
de uma matéria-prima derivada de planta contendo sacarose
usando a Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico
acima descrita.

A Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico de

acordo com a presente invenc¢do inclui pelo menos um gene de
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sacarose hidrolase que é um membro de um grupo de genes de
sacarose ndo PTS, e também um sistema de producdo de &lcool
isopropilico. Portanto, a Escherichia coli, que ndo possui
habilidade natural para assimilar sacarose, simultaneamente
exerce a habilidade de assimilar a sacarose e a habilidade
de produzir a&alcool isopropilico, de modo que o &lcool
isopropilico pode ser eficientemente produzido a partir de
sacarose. Até aqui, ndo existe nenhum relatdrio sobre um
casoc no gqual o grupo de genes de sacarose ndo PTS &
introduzido na Escherichia coli, a qual ndo possui
habilidade de assimilagdo de sacarose, para produzir alcool
isopropilico usando sacarose como uma fonte de carbono.

A presente invencdo descobriu gue, como um resultado
da introdugdo de pelo menos um gene de sacarose hidrogenase
que € um membro do grupo de genes que constituem o grupo de
genes de sacarose ndo PTS em uma Escherichia coli produtora
de alcool isopropilico, a sacarose pode ser assimilada com
alta eficiénecia na Escherichia coli que altamente produz
dlcool isopropilico. Como um resultado disto, o tamanho do
DNA a ser introduzido para transmitir a habilidade de
assimilagdo de sacarose pode ser reduzido notavelmente, por
meio do qual ¢é possivel simultaneamente conectar um DNA
para transmitir a habilidade de assimilacdo de sacarose e
um DNA para transmitir a habilidade de producdo de &lcool
isopropilico em um unico vetor de plasmideo. Por meio
disso, a habilidade de assimilacde de sacarose e a
habilidade de produgdo de acido isopropilico podem ser
simultaneamente transmitidas & Escherichia coli, que nédo

pode assimilar sacarose, de modo que o &lcool isopropilico

pode ser eficientemente obtido da sacarose barata derivada
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de cana de aguUcar ou aguUcar de beterraba, os gquais podem
ser fornecidos em largas guantidades,

Em particular, a Escherichia coli produtora de &lcool
isopropilico de acordo com a presente invencdo é capaz de
assimilar a glicose e frutose - produtos de decomposicido da
sacarose — quase simultaneamente, e produzir Alcool
isopropilico. Portanto, a Escherichia coli de acordoc com a
invengdo possui uma maior eficiéncia.

Em geral, em Escherichia coli, & conhecido que a
absorcdo de glicose geralmente " tem prioridade sobre a
absorgdo de frutose, e a frutose ndo & suficientemente
metabolizada na presenga de glicose. Consequentemente, &
surpreendente que o Aalcool isopropilico possa ser
eficientemente produzido sem ser afetado pela repressao
catabdlica da glicose.

Na presente invencdo, o termo “hospedeiro” significa
Escherichia coli que val se tornar a Escherichia coli
produtora de &lcool isopropilico de acordo com a presente
invengdo, como um resultado da introducdc de um ou mais
genes de fora da célula.

O escopo do termo ‘“processo” como utilizado aqui
incluli ndo apenas um processo descontinuo, mas também um
processo que ndo pode ser claramente distinto de outro
processo enquanto o efeito esperado do processo de
interesse é alcancado.

Adicionalmente, qualquer faixa numérica expressa aqui
usando “até” inclui os valores numéricos antes e apds o
“até” como os valores minimo e médximo, respectivamente.

A seguir, a presente invencdo sera descrita.

O grupo de genes de sacarose ndo PTS na presente
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invengdo se refere ao grupo de quatro genes envolvido no
sistema ndc PTS dentre as rotas de assimilagdo de sacarose
de um microorganismo. Especificamente, o grupo de genes de
sacarose ndo PTS é um grupo de genes composto de uma
proteina repressora (cscR), uma sacarose hidrolase (cschA),
uma frutoquinase (cscK) e uma sacarose permease (cscB). Na
presente invengdo, pelo menocs uma das mesmas, incluindo
pelo menos cschA, pode ser usada. Por exemplo, apenas cschA,
uma combinacdo de cscA e c¢scK, uma combinacdo de cscA e
cscB, uma combinacdo de cscA e cscR, uma combinagdo de
cschA, cscR e cscK ou uma combinacdo de cscA, cscR e cscB,
pode ser usada. Em particular, do ponto de vista da
producdo mais eficiente de Alcool isopropilico, é
preferivel gque apenas um gene gque codifica c¢cscA seja
incluido enguanto os outros genes do grupo de sacarose ndo
PTS ndo sejam incluidos.

A sacarose hidrolase (invertase, CscA) na presente
invencdo se refere ao nome genérico de enzimas que séo
classificadas como enzima de cbédigo numérico: 3.2.1.26 com
base no relatdrio da Enzyme Commission of the International
Union of Biochemistry (I.U.B), as quais catalisam uma
reagdo de produgdo de glicose D e frutose D a partir de
sacarose.

Esta enzima é uma enzima que a Escherichia coli, tal
como a cepa Kl2 e a cepa B ndo possui naturalmente, e é uma
das enzimas da rota metabélica de ndo PTS incluindo um
simpérter de prdéton, uma invertase, uma frutoquinase e um
repressor especifico de sacarose (ver Canadian Journal of

Microbiology, (1991) wvol. 45, ©p.418-422). Na presente

3

invencgdo, <como um resultado do fornecimento de CscA,
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11

particularmente como um resultado do fornecimento de apenas
cschA, sacarose extracelular ¢é decomposta em glicose e
frutose na membrana da célula, e a glicose e frutose sdo
liberadas para fora da célula, e fosforilados e
incorporados no citoplasma via uma glicose PTS e uma
frutose PTS. Como um resultado, a frutose é fornecida a um
sistema metabdlico de frutose em uma bactéria para permitir
assimilagdo usando um sistema glicolitico.

Como um gene de sacarose hidrolase (invertase, CscA) a
ser 1ntroduzido na bactéria hospedeira na presente
invencdo, um DNA tendo a sequéncia base de um gene que
codifica a sacarose hidrolase (CscA) obtido de um organismo
que possul a enzima,ou uma sequéncia sintética de DNA que é
sintetizada com base um uma sequéncia base conhecida do
gene, podem ser utilizados. Exemplos preferiveis incluem
aqueles derivados das Dbactérias do género Erwinia,
bactérias do género Proteus, bactérias do género Vibrio,
bactérias do género Agrobacterium, bactérias do género
Rhizobium, bactérias do género Staphylococcus, bactérias do
género Bifidobacterium, e bactérias do género Escherichia.
Um exemplo € um DNA tendo a sequéncia base do gene derivado
de uma cepa de Escherichia c¢oli 0157. Particularmente
preferido &€ um DNA tendo a sequéncia base do gene derivado
de uma cepa de Escherichia coli 0157. E preferivel que a
sequéncia sinal para a transferéncia de c¢scA para o
periplasma da célula bacteriana tenha sido adicionada ao
CSCA.

Como um gene da proteina repressora (CscR) a ser

introduzido na bactéria hospedeira na presente invencdo, um

DNA tendo a sequéncia base de um gene que codifica a
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proteina repressora (CscR) obtido de um organismo possuindo
a enzima, ou uma sequéncia de DNA sintética que ¢é
sintetizada com base em uma sequéncia base conhecida do
gene, podem ser usados. Exemplos preferiveis incluem
aqueles derivados de bactérias do género Erwinia, bactérias
do género Proteus, bactérias do género Vibrio, bactérias do
género Agrobacterium, bactérias do género Rhizobium,
bactérias do género Staphylococcus, bactérias do género
Bifidobacterium e bactérias do género KEscherichia. Um
exemplo € um DNA tendo a sequéncia base do gene derivado de
uma cepa de Escherichia coli 0157. O DNA tendo a sequéncia
base do gene derivado de uma cepa de Escherichia coli 0157
é particularmente preferivel.

Como um gene da frutoquinase (CscK) a ser introduzido
na bactéria hospedeira na presente invencdc, um DNA tendo a
sequéncia base de um gene gque codifica a frutoquinase
(CscK) obtido de um organismo possuindo a enzima, ou uma
sequéncia de DNA sintética que é sintetizada com base em
uma sequéncia base conhecida do gene, podem ser usados.
Exemplos preferiveis incluem aqueles derivados de bactérias
do género Erwinia, bactérias do género Proteus, bactérias
do género Vibrio, bactérias do género Agrobacterium,
bactérias do género Rhizobium, bactérias do género
Staphylococcus, bactérias do género Bifidobacterium e
bactérias do género Escherichia. Um exemplo & um DNA tendo
a sequéncia base do gene derivado de uma cepa de
Escherichia coli 0157. O DNA tendo a sequéncia base do gene
derivado de uma <cepa de Escherichia coli 0157 &

particularmente preferivel.

Como um gene da sacarose permease (CscB) a ser
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introduzido na bactéria hospedeira na presente invencdo, um
DNA tendo a sequéncia base de um gene que codifica a
sacarose permease (CscB) obtido de um organismo possuindo a
enzima, ou uma sequéncia de DNA sintética que é sintetizada
com base em uma sequéncia base conhecida do gene, podem ser
usados. Exemplos preferiveis incluem aqueles derivados de
bactérias do género Erwinia, bactérias do género Proteus,
bactérias do género Vibrio, bactérias do género
Agrobacterium, bactérias do género Rhizobium, bactérias do
género Staphylococcus, bactérias do género Bifidobacterium
e bactérias do género Escherichia. Um exemplo € um DNA
tendo a sequéncia base do gene derivado de uma cepa de
Escherichia coli 0157. O DNA tendo a sequéncia base do gene
derivado de uma cepa de Escherichia «coli 0157 &
particularmente preferivel.

A Escherichia coll produtora de &lcool isopropilico na
presente invencdoc se refere a Escherichia coli que possui a
habilidade de produzir &lcool isopropilico, a qual foi
introduzida ou modificada por recombinacdo genética. Devido
ao fato da Escherichia coli produtora de &lcool
isopropilice possuir a habilidade introduzida ou modificada
de produzir &lcool isopropilico em combinagcdo com a
atividade CscA mencionada acima, até mesmo a Escherichia
coli, que ndo possuil habilidade de assimilacdo de sacarose
natural, se torna capaz de produzir efetivamente &lcool
isopropilico a partir da sacarose.

O escopo da frase “por recombinacdo genética” como
usada na presente 1invengdo inclui qualquer mudanca na

sequéncia base causada pela insergdoc de outro DNA na

seqiiéncia base de um gene nativo , ou pela substituicdo ou
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delecdo de uma regido especifica de um gene, ou por
qualguer combinagdo das mesmas. Por exemplo, a recombinacdo
genética pode resultar da mutacdo.

Na presente invencdo a assimilacdo de sacarose se
refere a habilidade de incorporar em um organismo viveo, a
prdépria sacarose ou pela conversdo da sacarose em uma
substancia tendo um maior ou menor peso molecular,
preferivelmente em uma substdncia tendo um menor peso
molecular, ou se refere & habilidade de <converter
metabolicamente sacarose em outra substdncia. O escopo de
assimilagcdo como usado na presente invencdo inclui a
decomposigdo pela qual a sacarose ¢é convertida em uma
substancia tendo um menor peso molecular, e especificamente
inclui a decomposigdo de sacarose em glicose D e frutose D.

O sistema de produgdo de 4lcool isopropilico na
presente invencdo pode ser qualquer sistema que permita a
Escherichia coli alvo produzir &lcool isopropilico.

Na presente invencido o sistema de producido de &lcool
isopropilico fornecido ou intensificado se refere a uma
estrutura para demonstrar a habilidade de producdo de
dlcool isopropilico que foi introduzida ou modificada pela
recombinacdo genética. O sistema de producdo de 4&lcool
isopropilico pode ser qualquer sistema de produgdo de
dlcool isopropilico que aumenta a producdo de A4lcool
isopropilico da Escherichia coli alvo quando comparada a
sua produgdo de 4&lcool isopropilico original. Exemplos
preferiveis incluem 1inativacdo, reducdo ou intensificacéo
da atividade enzimadtica envolvida com a atividade de

produgdo de alcool isopropilico, ou uma combinacdo dos

mesmos. Devido ao sistema de producdo de dlcool
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isopropilico em combinagdo com a atividade CscA mencionada
acima, o qual ndo tem a habilidade natural de assimilacéo
de sacarose, se torna capaz de produzir efetivamente &lcool
isopropilico da sacarose.

Um exemplo preferivel ¢é o fornecimente de atividade
enzimadtica aumentada envolvida com a produgdo de &lcool

isopropilico. Um exemplo mais preferivel € o aumento da

atividade enzimdtica da tiolase, CoA transferase,
acetoacetato descarboxilase, e alcool isopropilico
desidrogenase. Em outras palavras, guatro tipos de
atividade enzimatica, i.e., atividade acetoacetato
descarboxilase, atividade alcool isopropilico

desidrogenase, atividade CoA transferase, e atividade
tiolase sdo preferivelmente transmitidos & Escherichia coli
produtora de alcool isopropilico de acordo com a presente
invencéo.

Na presente invengdo, o escopo do “fornecimento” de
atividade inclui a introdugdo de um gene gue codifica uma
enzima de fora da célula bacteriana da bactéria hospedeira
para dentro da célula bacteriana, e adicionalmente inclui
alta expressdao de um gene de enzima pela intensificacido da
atividade promotora de um gene de enzima que a bactéria
hospedeira possul no genoma da mesma ou pela substituicdo
com outro promotor.

Na presente invencdo, a acetoacetato descarboxilase se
refere a um nome genérico de enzimas as quais séo
classificadas como a enzima de cédigo numérico: 4.1.1.4 com
base no relatdério da Enzyme Commission of the International

Union of Biochemistry (I.U.B.), e que catalisam a reacdo de

producdo de acetona a partir de acetoacetato.
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Exemplos das enzimas incluem aquelas derivadas de
bactérias do género Clostridium, tais como Clostridium
acetobutylicum e Clostridium beijerinckii, e bactérias do
género Bacillus tais como Bacillus polymyxa.

Comc um gene da acetoacetato descarboxilase a ser
introduzido na bactéria hospedeira da presente invencido, um
DNA tendo uma sequéncia base de um gene que codifica a
acetoacetato descarborxilase obtida de qualquer uma das
enzimas originadas dos organismos listadas acima, ou uma
sequéncia de DNA sintética que é sintetizada com base em
uma sequéncia base conhecida de um gene, podem ser usados.
Exemplos preferiveis incluem aqueles derivados das
bactérias do género Clostridium ou bactérias do género
Bacillus. Um exemplo é um DNA tendo a sequéncia base do
gene derivado de Clostridium acetobutylicum ou Bacillus
polymyxa. Um DNA tendo a seqiiéncia base do gene derivado de
Clostridium acetobutylicum é particularmente preferivel.

Na presente invengéo, o alcool isopropilico
desidrogenase se refere a um nome genérico de enzimas que
sdo classificadas como enzimas de cddigo numérico: 1.1.1.80
com base no relatério da Enzyme Commission of the
International Union of Biochemistry (I.U.B), e gue
catalisam uma reacdo de produgdo de &lcool isopropilico a
partir de acetona. Exemplos das enzimas incluem aquelas
derivadas das bactérias do género Clostridium, tais como
Clostridium beijerinckii.

Como um gene de &lcool isopropilico desidrogenase a
ser introduzido na Dbactéria hospedeira da presente

invencdo, um DNA tendo uma sequéncia base de um gene que

codifica o &lcool isopropilico desidrogenase obtido de
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gualquer uma das enzimas originadas dos organismos listados
acima, ou uma sequéncia de DNA sintética que é sintetizada
com base em uma sequéncia base conhecida de um gene, podem
ser usados. Exemplos preferiveis incluem aqueles derivados
das bactérias do género Clostridium, tal como um DNA tendo
a seqguéncia base do gene derivado de Clostridium
beijerinckii.

Na presente invencdo, a CoA transferase se refere a um
nome genérico de enzimas as quais sdo classificadas como a
enzima de cdédigo numérico: 2.8.3.8 com base no relatdrio da
Enzyme Commission of the International Union of
Biochemistry (I.U.B.), e que catalisam a reagdo de produgédo
de acetoacetato a partir de acetoacetil CoA.

Exemplos da enzima incluem aquelas derivadas das
bactérias do género Clostridium, tais como Clostridium

acetobutylicum e Clostridium beijerinckii, bactérias do

género  Roseburia, tais como  Roseburia intestinalis,
bactérias do género Faecallbacterium, tais como
Faecalibacterium prausnitzii, bactérias do género

Coprococcus, bactérias do género Trypanosoma, tals como
Trypanosoma brucei, e bactérias do género Escherichia, tais
como Escherichia coli.

Como um gene da CoA transferase a ser introduzido na
bactéria hospedeira da presente invengdo, um DNA tendo uma
sequéncia base de um gene que codifica a CoA transferase
obtido de qualquer uma das enzimas originadas dos
organismos listados acima, ou uma sequéncia de DNA

sintética que € sintetizada com base em uma sequéncia base

conhecida de um  gene, podem  ser usados. Exemplos

preferiveis incluem um DNA tendo uma sequéncia base de um
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gene derivado de uma bactéria do género Clostridium, tal
como Clostridium acetobutylycum, uma bactéria do género
Roseburia, tal como Roseburia instestinalis, uma bactéria
do género Faecalibacterium, tal como Faecalibacterium
prausnitzii, uma bactéria do género Coprococcus, uma
bactéria do género Trypanosoma, tal como Trypanosoma
brucei, ou uma bactéria do género FEscherichia, tal como
Escherichia coli. Um DNA tendo a seqiiéncia base do gene
derivado de wuma bactéria do género Clostridium ou uma
bactéria do género Escherichia é mais preferivel, e um DNA
tendo uma sequéncia base de um gene derivado de Clostridium
acetobutylycum ou de Escherichia coli é particularmente
preferivel.

Na presente invengdo, tiolase se refere a um nome
genérico de enzimas as quais sdo classificadas como a
enzima de cédigo numérico: 2.3.1.9 com base no relatdério da
Enzyme Commission  of the International Union of
Biochemistry (I.U.B.), e que catalisam a reagdo de producao
de acetoacetil CoA a partir de acetil CoA.

Exemplos da enzima incluem aquelas derivadas de
bactérias do género Clostridium, tais como Clostridium
acetobutylicum e Clostridium beijerinckii, bactérias do
género Escherichia, tais como Escherichia coli, bactérias
da espécie Halobacterium, bactérias do género Zoogloea,
tais como Zoogloea  ramigera, bactérias da espécie
Rhizobium, bactérias do género Bradyhizobium, tais como
Bradyrhizobium japonicum, bactérias do género Candida, tais
como Candida tropicalis, bactérias do género Caulobacter,

tais como Caulobacter crescentus, bactérias do género

Streptomyces, tais como Streptomyces collinus, e bactérias
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do género Enterococcus, tals como Enterococcus faecalis.

Como um gene da tiolase a ser introduzido na bactéria
hospedeira da presente invengdo, um DNA tendo uma seguéncia
base de um gene gue codifica a tiolase obtido de gualguer
uma das enzimas originadas dos organismos listados acima,
ou uma sequéncia de DNA sintética que € sintetizada com
base em uma sequéncia base conhecida de um gene, podem ser
usados. Exemplos preferiveis incluem um DNA tendo uma
sequéncia base de um gene derivado de uma bactéria do
género Clostridium, tal como Clostridium acetobutylycum ou
Clostridium beijerinckii, uma bactéria do género
Escherichia, tal como Escherichia coli, uma bactéria da
espécle Halobacterium, uma bactéria do género Zoogloea, tal
como Zoogloea ramigera, o género Gallus, tal como Gallus
gallus, uma bactéria da espécie Rhizobium, uma bactéria do
género Bradyrhizobium, tal como Bradyrhizobium Faponicum,
uma bactéria do género Candida, tal como Candida
tropicalis, uma bactéria do género Caulobacter, tal como
Caulobacter crescentus, uma bactéria do género
Streptomyces, tal como Streptomyces c¢collinus, ou uma
bactéria do gé&nero Enterococcus, tal como Enterococcus
faecalis. Um DNA tendo a seqgiiéncia base do gene derivado de
uma bactéria do género Clostridium ou de uma bactéria do
género Escherichia é mais preferivel, e um DNA tendo a
seqiiéncia base do gene derivado de Clostridium
acetobytilicum ou Escherichia coli é& ©particularmente
preferivel.

Dentre eles, do ponto de wvista da atividade

enzimatica, & preferivel que cada uma dos quatro tipos de

enzima seja uma enzima derivada de pelo menos um
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selecionado do grupo consistindo de uma bactéria do género
Clostridium, uma bactéria do género Bacillus, e uma
bactéria do género Escherichia. Em particular, um caso no
qual a acetoacetato descarboxilase e a alcool isopropilico
desidrogenase sdo derivadas de uma bactéria ou bactérias do
género Clostridium, e a atividade CoA transferase e a
atividade tiolase sdoc derivadas de uma bactéria ou
bactérias do género Escherichia, e um caso no qual os
quatro tipos de enzima sdo todos derivados de uma bactéria
ou bactérias do género Clostridium, s&o mais preferiveis.

Em particular, do ponto de vista da atividade
enzimdtica, é preferivel que cada uma dos quatro tipos de
enzima na presente invengdo seja derivada de qualquer um de
Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii ou
Escherichia coli. Mais preferivelmente, a acetoacetato
descarboxilase ¢é uma enzima derivada de Clostridium
acetobutylicum, cada uma da CoA transferase e tiolase & uma
enzima derivada de Clostridium acetobutylicum ou
Escherichia coli, e o d4lcool isopropilico desidrogenase é
uma enzima derivada de Clostridium beijerinckii. Com
respeito aos quatro tipos de enzima, particularmente
preferiveis, a atividade acetoacetato descarboxilase &
derivada de Clostridium acetobutylicum, a atividade &lcool
isopropilico desidrogenase ¢é derivada de Clostridium
beijerinckii, e a atividade CoA transferase e a atividade
ticolase sdo derivadas de Escherichia coli, do ponto de
vista da atividade enzimatica.

Quando a atividade CoA transferase e a atividade

tiolase sdo derivadas de Escherichia coli, preferivelmente,

0 gene gue codifica a acetoacetato descarboxilase, o gene
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que codifica a &alcool isopropilico desidrogenase e o gene
que codifica a sacarose hidrolase sdo introduzidos por pelo
menos um plasmideo, e a atividade CoA transferase e a
atividade tiolase s&o obtidas a partir de genes gendmicos
na Escherichia c¢oli hospedeira, do ponto de vista da
habilidade de produgdo de alcool isopropilico.

Na presente invengdo, um exemplo de Escherichia coli
da qual a atividade enzimdtica envolvida na producdo de
dlcool isopropilice ¢é aumentada para produzir &lcool
isopropilico & a cepa pIPA/B ou a cepa plaaa/B descritas no
WO 2009/008377.

O gene promotor na invengdo pode ser qualguer promotor
que € capaz de controlar a expressdo de um gene dentre os
genes acima. O gene promotor pode ser um promotor poderoso
que constitutivamente trabalha no microorganismo, e gue néo
é suscetivel de repressdo de expressdo mesmo na presenca de
glicose. Exemplos especificos dos mesmos incluem o promotor
de gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (daqui para frente
também referido como GAPDH) ou o promotor de serina
hidroximetiltransferase.

O promotor na presente invengdo significa uma regido
na qual uma RNA polimerase tendo ligamentos de um fator
sigma para comegar a transcricgdo. Por exemplo, um promotor
GAPDH derivado de Escherichia coli é descrito nas Bases n°.
397-440 na informacédo de sequéncia base do numero de acesso
X02662 no Genbank.

Os genes CoA transferase (atoD e atoA) e um gene
tiolase (atoB), cada um dos quais é derivado de Escherichia

coli, forma um operon no genoma de Escherichia coli na

ordem de atoD, atoA e atoB (Journal of Bacteriology Vol.
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169 p. 42-52 Lauren Sallus Jenkis, at al.). Portanto, as
expressdes dos genes da CoA transferase e do gene da
tiolase podem ser simultaneamente controladas pela
modificagdo do promotor de atoD).

Em vista do acima, quando a atividade CoA transferase
e a atividade tiolase sdo obtidas de genes genémicos da
Escherichia coli hospedeira, ¢é preferivel para aumentar a
expressdo de ambos genes enzimdticos, por exemplo, repondo
0 promotor responsavel pela expressdo de ambos genes
enzimdticos por outro promotor, do ponto de vista de
obtengdo de habilidade de produgdo de &alcool isopropilico
suficiente. Exemplos do promotor a ser usado de modo a
aumentar a atividade CoA transferase e a atividade tiolase
incluem o promotor GAPDH derivado de Escherichia coli acima
descrito.

A atividade daquelas enzimas na presente invencido pode
ser fornecida pela introducdo de atividade enzimatica de
fora da célula bacteriana para dentro da célula bacteriana,
ou pela alta expressdo dos genes enzimadticos que a bactéria
hospedeira tem no seu genoma pelo aumento da atividade
promotora dos genes enzimdticos ou substituicdoc com outro
promotor.

A introdugdo da atividade enzimétiéa pode ser
realizada pela, por exemplo, introdugdo de genes que
codificam os quatro tipos de enzima de fora da célula
bacteriana da bactéria hospedeira para dentro da célula
bacteriana utilizando uma técnica de recombinagdo genética.
Aqui, os genes enzimdticos a serem introduzidos podem ser

da mesma espécie ou heteroespecificos para a célula

hospedeira. Métodos de preparacdo do DNA gendmico
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necessario para a introdugdo do gene de fora da célula
bacteriana para dentro da célula, a clivagem e ligacgdo de
DNAs, transformacdo, PCR (Reacdo de Polimerase em Cadeia),
o design e sintese dos oligonucleotideos wusados como
iniciadores, e os similares, podem ser realizados por
métodos comuns bem conhecidos por aqueles técnicos no
assunto. Aqueles métodos sao descritos em, por exemplo,
Sambrook, J., et. Al., ™“Molecular Cloning A Laboratory
Manual, Second Edition”, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, (1989).

O escopo do “fornecimento” ou “aumento” de habilidade
como usado na presente invencdo inclui a introducdo de um
gene que codifica enzima de fora da célula bacteriana da
bactéria hospedeira para dentro da célula bacteriana, e
adicionalmente inclui a alta expressdo de um gene
enzimatico pelo aumento da atividade promotora de um gene
enzimdtico gque a bactéria hospedeira possul no seu genoma
ou pela substituicdoc com outro promotor.

Na presente invencdo, a Escherichia coli para gqual a
atividade enzimatica fol fornecida se refere a Escherichia
coli para qual a atividade enzimdtica foili fornecida de fora
da c¢élula bacteriana para dentro da célula bacteriana
usando um certo método. Tal Escherichia coli pode ser
produzida utilizando um método de, por exemplo, introdugdo
de um gene que codifica a enzima e proteina de fora da
célula bacteriana para dentro da célula bacteriana usando a
técnica de recombinacido genética conforme descrita acima.

Na presente invencdo, Escherichia coli da qual a

atividade enzimatica é aumentada se refere a Escherichia

coli da gqual a atividade enzimdtica €& aumentada por um




10

15

20

25

30

24

certo método. Tal Escherichia coli pode ser produzida
utilizando um método de, por exemplo, introdugdo de um gene
que codifica a enzima e proteina de fora da célula
bacteriana para dentro da célula bacteriana usando um
plasmideo e wusando a técnica de recombinacdo genética
conforme descrita acima, ou causando altas expressdes de um
gene enzimatico que a Escherichia coli hospedeira possui no
seu genoma pelo aumento da atividade promotora do gene
enzimdtico ou substituigdo com outro promotor.

Na presente inveng¢do, Escherichia coli significa
Escherichia coli que pode ser feita para possuir a
habilidade para produzir 4&lcool 1isopropilico de uma
matéria-prima derivada de planta utilizando um certo meio,
indiferente de se a Escherichia coli originalmente tem ou
ndo a habilidade para produzir &lcool isopropilico de uma
matéria-prima derivada de planta.

Aqui, a Escherichia coli para qual os respectivos
genes a serem introduzidos pode ndo ter a habilidade de
produgdo de 4&lcool isopropilico, e pode ser gqualquer
Escherichia coli que permita a introdugdo ou modificacio
dos respectivos genes.

A Escherichia coli pode ser preferencialmente a
Escherichia coli a qual a habilidade de producdo de &lcool
isoproprilico foi transferida anteriormente. Ao utilizar
tal Escherichia coli, alcocl iscpropilico pode ser
eficientemente produzido. Especialmente, de acordo com a
presente inveng¢do, a capacidade de assimilacdo da sacarose
pode ser transferida para a Escherichia coli a gqual nédo

possui originalmente a habilidade de assimilacdo de

sacarose, através da qual &alcool isopropilice pode ser
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eficientemente produzido. Exemplos de Escherichia coli que
ndo possul originalmente a habilidade de assimilacdo de
sacarose incluem cepa K12, cepa B, cepa C e cepas derivadas
das mesmas.

Um exemplo de tal Escherichia coli produtora de alcool

isopropilico é uma bactéria produtora de alcool
isopropilico para qual a atividade acetocacetato
descarboxilase, a atividade dlcool isopropilico

desidrogenase, a atividade CoA transferase e a atividade
tiolase foram fornecidas de modo a ser capaz de produzir
Alcool 1isopropilico de uma matéria-prima derivada de
planta,e a gual é descrita no pedido de WO 2009/008377.

Um método para produgdo de &lcool isopropilico de
acordo com a presente invengdo inclui a producdo de alcool
isopropilico de wuma matéria-prima derivada de planta
contendo sacarose, pelo uso da Escherichia coli produtora
de adlcool isopropilico acima descrita. Mais
especificamente, o método inclui um processo no gqual a
Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico acima
descrita ¢é colocada em contato com uma matéria-prima
derivada de planta contendo sacarose e cultivada, e um
processo de coleta no qual o &lcool isopropilico gerado
como um resultado do contato é coletado.

A matéria-prima derivada de planta usada no método de
producdo de &lcool isopropilico acima descrito pode ser sem
limitagdo particular gqualquer matéria-prima derivada de
planta contendo sacarose, que é uma fonte de carbono obtida
de uma planta. Na presente invencdo, a matéria-prima

derivada de planta se refere a &érgdos tals como raizes,

pedunculos, caules, ramos de &rvore, folhas, flores, e
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sementes, corpos de planta incluindo os érgdos da planta, e
produtos de decomposicdo dos  6rgdos da planta, e
adicionalmente incluem fontes de carbono gque podem ser
usados como fontes de carbono pelos microorganismos durante
o cultivo dentre as fontes de carbono obtidas dos corpos de
planta, 6rgédos da planta, ou produtos de decomposicido dos
mesmos .

As fontes de carbono incluidos em tails matérias-primas
derivadas de planta geralmente incluem, além de sacarose,
agucares como amido, glicose, frutose, xilose, e arabinose,
ou produtos de decomposigdo de planta herbaceos e ligneos
ou hidrolisados de celulose, cada um dos quais contém os
ingredientes acima em grandes quantidades, e combinacdes
dos mesmos. As fontes de carbono na presente invencgido podem
adicionalmente incluir glicerina ou é&cidos graxos derivados
de 6leo vegetal.

Exemplos preferiveis da matéria-prima derivada de
planta na presente invencdo incluem produtos agricolas tais
como cereal, milho, arroz, trigo, soja, cana-de-acucar,
beterraba, algoddo e similares, ou combinacdes dos mesmos.
A forma dos  mesmos como a matéria-prima nao é
especificamente limitada, e pode ser um produtc cru, suco
espremido, um produto moido, ou semelhantes.
Alternativamente, a matéria-prima derivada de planta pode
estar numa forma que consiste da fonte de carbono sozinha.

No processo de cultura, o contato entre a Escherichia
coli produtora de &alcool isopropilico e uma matéria-prima
derivada de planta é geralmente feito através da cultura

Escherichia coli produtora de A&alcool isopropilico em um

meio de cultura contendo a matéria-prima derivada de
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planta.

A densidade de contato entre a matéria-prima derivada
de planta e a Escherichia «coli produtora de &lcool
isopropilico pode ser variada dependendo da atividade da
Escherichia c¢oli produtora de A&lcool isopropilico. Em
geral, a concentragdo da matéria-prima derivada de planta
no meio de cultura pode ser tal que a concentracgdo de
aglcar inicial em termos de glicose pode ser ajustada para
ser de 20% em massa ou inferior em relagdo & massa total da
mistura. Do ponto de vista da tolerdncia de actcar da
Escherichia coli, a concentracdo de acgucar inicial é de
preferéncia ajustada para ser de 15% em massa ou inferior.
Outros componentes podem ser adicionados em quantidades
usuais de adicdo para meios de cultura de microorganismos,
sem limitac¢do particular.

O teor da Escherichia «coli produtora de 4&lcool
isopropilico em meio de cultura pode ser variado com o tipo
e a atividade da Escherichia coli, e a quantidade de um
liquido de pré-cultura bacteriana a ser adicionado quando
se inicia o cultivo pode geralmente ser ajustada para ser
de 0,1 a 30% em massa em relagdo ao liquido de cultura, e é
preferencialmente ajustado para ser de 1 a 10% em massa em
relagdo ao liquido de cultura do ponto de vista de controle
das condicdes de cultura.

O meio de cultura a ser utilizado para a cultura da
Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico, pode ser
qualquer meio de cultura gque inclui uma fonte de carbono,
uma fonte de nitrogénio, 1ions inorgédnicos, e elementos-

traco orgénicos, Aacidos nucléicos, vitaminas e similares

requeridos pelos microorganismos para a producdo de &lcool
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isopropilico, sem limitag¢do particular.

Além da sacarose, aguUcares tais como glicose, frutose
e melacos, acidos orgadnicos tais como adcido fumdrico, &cido
citrico e é&cido succinico, e &lcoois tais como metanol,
etanol e glicerol, e semelhantes sdoc usados como fontes de
carbono, conforme apropriado. Fontes de nitrogénio
inorgé&nico tais como sais de amdnio orgénicos, sais de
aménio inorganicos, gas amdnia, e amdnia aquosa, fontes de
nitrogénio orgdnico tais como hidrolisados de proteina, e
semelhantes sdo usados como fontes de nitrogénio, conforme
apropriado. Um ion de magnésio, um ion fosfato, um ion de
potéssio, um ion de ferro, um ion de manganés, e
semelhantes s&c utilizados como ions 1inorganicos, como
apropriado, de acordo com a necessidade.

Vitaminas, aminodcidos, e semelhantes, e extratos de
levedura, peptona, solugdo de maceragdc de milho, produtos
de decomposicgdo de caseina, e outros, os gquails contem
vitaminas e aminoacidos, sdo usados como elementos- tracos
orgénicos, conforme apropriado.

O meio de cultura pode incluir outros componentes
aditivos, tais como antibidticos, que sd8c normalmente
adicionados ao meioc de cultura de microrganismos, em
quantidades usualmente empregadas. E preferivel adicionar
uma quantidade apropriada de agente anti-espumante para
suprimir a formagdo de espuma durante a reacdo. As
quantidades destes componentes no meio de cultura ndo sdo
particularmente limitadas desde que as quantidades estejam
dentro das faixas geralmente aplicadas no cultivo de

Escherichia coli.

O meio de cultura a ser utilizado na presente invencdo
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€ de preferéncia um meioc liquido, tendo em consideragdo
aplicacdo para produgdo industrial.

Nc presente método, o 4dlcool 1isopropilico é de
preferéncia coletado no estado de ser dissolvido numa
solucdo de mistura do meio de cultura e da matéria-prima
derivada de planta, ou no estado de ser dissolvide numa
solugdo de retengdo, dos pontos de vista de separacgdo e
razdo de coleta. A solugcdo de retencgdo pode ser, por
exemplo, um solvente orgénico tal como tolueno ou dimetil
formamida, ou agua. Entre eles, a solucdo de retencdo é de
preferéncia agua, com a qual os contaminantes volateis
gerados como subprodutos durante a producdo de &lcool
isopropilico e o &lcool isopropilico podem ser facilmente
separados. Exemplos do método de coleta incluem o método
descrito no pedido de WO 2009/008377,

Um exemploc de aparelhos aplicaveis ao métodoc de
produgdo de &lcool isopropilico em que o &lcool
isopropilico pode ser coletado no estade de ser dissolvido
na solugdo de retencdo ou na mistura é o aparelho de
produgédo mostrado na Fig. 1 do pedido de WO 2009/008377.

No aparelho de produgdo, um tubo de injecdo para
injetar um gas a partir do exterior do aparelho & conectado
a um tangque de cultura que contém o meio de cultura gque
inclui a bactéria produtora de 4&lcool disopropilico e a
matéria-prima derivada de planta, permitindo assim
aeracgdo ao meio de cultura.

Um tanque de reten¢do que contém uma solugcdo de
retengdo, como a solugdo de retencdc estd conectada ao

tanque de cultura através de um tubo de conexdo. Um gas ou

liquido que se mover para o tanque de retencdo contata a
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solugdo de retencdo, e o borbulhamento ocorre.

Como resultado, o &lcool isopropilico, que foi
produzido no tanque de cultura por cultivo sob aeragdo, é
evaporado devido a aeragdo e, portanto, facilmente separado
do meio de cultura, e é preso na solucdo de retencdo no
tanque de retencdo. Como resultado, o &lcool isopropilico
pode ser produzido em um estado mais purificade de uma
maneira simples e continua.

EXEMPLOS

A seguir, exemplos da presente invengdo sdo descritos,
mas a invencdo ndo é limitada aos mesmos. Na descricdo, a
"%" & baseada na massa salvo especificado o contréario.

[Exemplo 1]

(Construcdo de Vetor de Expressdo para Gene Tiolase
Derivado de Escherichia Coli, Gene CoA Transferase Derivado
de Escherichia Coli, Gene Acetoacetato Descarboxilase
Derivado de Bactéria do Género Clostridium, Gene Alcool
Isopropilico Desidrogenase Derivado de Bactéria do Género
Clostridium Género e Gene Invertase Derivado de Escherichia
coli 0157, e Transformante com o Vetor de Expressio)

As sequéncias de aminodcidos de tiolase de Escherichia
coli e CoA transferase de Escherichia coli e as sequéncias
de Dbases dos genes dos mesmos Jj& foram relatadas.
Especificamente, o gene que codifica a tioclase estd
descrito em 2324131 a 2325315 da sequéncia de genoma da
cepa de Escherichia coli MG1655 registrado com numero de
acesso U00096 no GenBank. Além disso, o gene que codifica a
CoA transferase é descrito em 2321469 a 2322781 da
sequéncia de genoma da cepa de Escherichia coli MG1655

mencionada acima.
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A sequéncia promotora da um gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase derivado de Escherichia coli (a seguir
algumas vezes referido como GAPDH) que é descrito em 397 a
440 na sequéncia base de informagdo do numero de acesso
X02662 do GenBank pode ser utilizado como a sequéncia base
de um promotor necessdria para a expressdo dos genes.

Para obter o promotor GAPDH, a amplificacdo foi
realizada por um método de PCR utilizando o DNA gendmico de
cepa da Escherichia coli MG1655 como um modelo e usando
cgagctacatatgcaatgattgacacgattccg (Id. de Seg. N°: 1) e
cgcgcgcatgetatttgttagtgaataaaagg (Id. de Seg. N°: 2). O
fragmento de DNA resultante foi digerido com as enzimas de
restricdo Ndel e SphI, como um resultado disto um fragmento
de DNA de cerca de 100 bp correspondendo ao promotor GAPDH
foi obtido. O fragmento de DNA obtido foi misturado com um
fragmento obtido pela digestdo de um plasmideo pBR322
(GenBank numero de acesso J01749) com enzimas de restricdo
Ndel e SphI, e os fragmentos misturados foram ligados
utilizando uma ligase. Posteriormente, uma célula
competente de cepa de Escherichia c¢oli DHS5a (DNA-903:
Toyobo Co., 1Ltd.) foli transformada <com o produto de
ligagcdo, e um transformante gue cresceu em uma placa de
agar LB contendo 50 pg/mL de ampicilina foil obtido. A
coldénia obtida foi cultivada durante a noite a 37 °C em um
meio liquido LB contendo 50 pg/mL de ampicilina, um
plasmideo fol recuperado a partir das células bacterianas
obtidas, e foi confirmado que o promotor GAPDH foi inserido
propriamente. O plasmideo foi chamado de pBRgapP.

Para obter o gene do dlcool isopropilico

desidrogenase, a amplificacdo foli realizada através de um
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método de PCR utilizando o DNA gendmico de Clostridium
beijerinckii  NRRL  B-593 como um modelo e usando
aatatgcatgctggtggaacatatgaaaggttttgcaatgctagg (Id. de Seq.
N°: 3) e gcggatccggtaccttataatataactactgctttaattaagtce (Id.
de Seqg. N°: 4). O fragmento de DNA resultante foi digerido
com as enzimas de restrigdo Sphl e BamHI, como um resultado
disto um fragmento de &dlcool isopropilico desidrogenase de
cerca de 1,1 kbp foi obtido. O fragmento dé DNA obtido foi
misturado com um fragmento obtido por digestdo do pBRgapP
previamente preparado com as enzimas de restricdo Sphl e
BamHI e os fragmentos misturadeos foram ligados utilizando
uma ligase. Posteriormente, uma célula competente de cepa
de Escherichia coli DH5a (DNA-903: Toyobo Co., Ltd.) foi
transformada com o produto de ligagdo, e um transformante
que cresceu em uma placa de agar LB contendo 50 pg/mL de
ampicilina foi obtido. As coldénias obtidas foram cultivadas
durante a noite a 37 °C em um meio liguido LB contendo 50
pg/mL de ampicilina, um plasmideo foi recuperado a partir
das células bacterianas obtidas, e foi confirmado que a
dlcool isopropilico desidrogenase foi propriamente
inserida. O plasmideo foi chamado de pGAP-IPAdh.

Para obter o gene tiolase derivado de Escherichia
coli, a amplificagdo fol realizada por um método de PCR
utilizando o DNA gendémico de cepa de Escherichia coli
MG1655 como um modelo e usando
atggatccgctggtggaacatatgaaaaattgtgtcategtcag (Id. de Seq.
N°: 5) e gcagaagcttgtctagattaattcaaccgttcaatcaccatc (Id. de
Seq. N°: 6). O fragmento de DNA resultante foi digerido com

as enzimas de restricdo BamHI e HindIII, como um resultado

disto um fragmento de tiolase cerca de 1,2 kbp foi obtido.
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O fragmento de DNA obtido fol misturado com um fragmento
obtido pela digestdo do plasmideo pGAP-IPAdh previamente
preparado com as enzimas de restricdo BamHI e HindIII, e os
fragmentos misturados foram ligados utilizando uma ligase.
Posteriormente, uma célula competente de cepa de
Escherichia coli DHS5x (DNA-903: Toyobo Co., Ltd.) foi
transformada com o produto de ligacdo, e um transformante
que cresceu em uma placa de agar LB contendo 50 pg/mL de
ampicilina foi obtido. As coldnias obtidas foram cultivadas
durante a noite a 37 °C em um meio ligquido LB contendo 50
pg/mL de ampicilina, um plasmideoc foi recuperado a partir
das células bacterianas obtidas, e foi confirmado que o
gene tiolase fol propriamente inserido. O plasmideo foi
chamado de pGAP-IPAdh-atoB.

Para obter um gene CoA transferase subunidade «
derivado de Escherichia coli, a amplificacdo foi realizada
através de um método de PCR utilizando o DNA gendmico de
cepa de Escherichia coli MG1655 como um modelo e usando
gctctagagctggtggaacatatgaaaacaaaattgatgacattacaagac (Id. de
Seq. N°: 7) e tagcaagcttctactcgagttatttgectctcecctgtgaaacg
(Id. de Seg. N°: 8). O fragmento de DNA resultante foi
digerido com as enzimas de restrigdo Xbal e HindIII, como
um resultado disto um fragmento de um CoA transferase
subunidade o de cerca de 600 bp foi obtido. O fragmento de
DNA obtido foi misturado com um fragmento obtido pela
digestdo do plasmideo previamente preparado PGAP-IPAdh—-atoB
com as enzimas de restrigdo Xbal e HindIII, e os fragmentos
misturados foram ligados utilizando uma ligase.

Posteriormente, uma célula competente de cepa de

Escherichia coli DH500 (DNA-903: Toyobo Co., Ltd.) foi
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transformada com o produto de ligagdo, e um transformante
que cresceu em uma placa de Agar LB contendo 50 pg/mL de
ampicilina foi obtido. As coldnias obtidas foram cultivadas
durante a noite a 37 °C em um meioc liquido LB contendo 50
pg/mL de ampicilina, um plasmideo foi recuperado a partir
das células bacterianas obtidas, e foli confirmado gue o
gene CoA transferase subunidade o foi inserido
propriamente. O plasmideo fol nomeado de pGAP-IPAdh-atoB-
atoD.

Além disso, ©para obter um gene CoA transferase
subunidade R derivado de Escherichia coli, a amplificacéo
foi realizada por um método de PCR utilizando o DNA
gendmico de cepa de Escherichia coli MG1655 como um modelo
e usando aagtctcgagctggtggaacatatggatgcgaaacaacgtattg (Id.
de Seqg. N°: 9) e ggccaagcttcataaatcacccegttge (Id. de Seq.
N°: 10). O fragmento de DNA resultante foi digerido com as
enzimas de restrigdo Xhol e HindIII, como um resultado
disto um fragmento de CoA transferase subunidade B de cerca
de 600 bp fol obtide. O fragmento de DNA obtido foi
misturado com um fragmento obtido pela digestdo do
plasmideo previamente preparado pGAP-IPAdh-atoB-atoD com as
enzimas de restricdo Xhol e HindIII, e os fragmentos
misturados foram ligados utilizando uma ligase.
Posteriormente, uma célula competente de cepa de
Escherichia c¢oli DH5a (DNA-903: Toyobo Co., Ltd.) foi
transformada com o produto de ligagdo, e um transformante
que cresceu em uma placa de agar LB contendo 50 pg/ml de
ampicilina fol obtido. As coldnias obtidas foram cultivadas

durante a noite a 37 °C em um meio liquido LB contendo 50

pg/ml de ampicilina, um plasmideo fol recuperado a partir
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das células bacterianas obtidas, e fol confirmado que o
gene da CoA transferase subunidade [ foi propriamente
inserido. O plasmideo foi chamado de pGAP-IPAdh-atoB-atoD-
atoA.

Além disso, para obter o cscA derivado da cepa de
Escherichia coli 0157, a amplificagdo foil realizada por um
método de PCR wutilizando o DNA gendmico de cepa de
Escherichia coli 0157 como um modelo e usando
gctggtggaacatatgacgcaatctegattgeatg (Id. de Seg. N°: 11) e
ttaacccagttgccagagtge (Id. de Seq. N°: 12). O fragmento de
DNA resultante foi fosforilado no seu terminal utilizando a
T4 polinucledétideo quinase, como um resultado disto um
fragmento cscA de cerca de 1470 bp foi obtide. O fragmento
de DNA obtido foi misturado com um fragmentoc obtido pela
digestdo do PGAP-TIPAdh-atoB-ATOD-atoA anteriormente
preparado com uma enzima de restrig¢do HindIII, seguido por
conversdo para extremidades abruptas usando T4 DNA
polimerase, e desfosforilacdo dos terminais com fosfatase
alcalina . Os fragmentos misturados foram ligados
utilizando uma ligase. Uma célula competente de cepa de
Escherichia c¢oli DHS5a (DNA-903: Toyobo Co *, Ltd.) foi
transformada com o produto de ligacde, e um transformante
que cresceu em uma placa de Agar LB contendo 50 pg/mL de
ampicilina foi obtido. Um plasmideo foi recuperado a partir
das células bacterianas obtidas, e foi confirmado que o
lado da extremidade 3’ do gene CoA transferase subunidade f
foi ligado ao lado da extremidade 5' do cscA, e que o cscA
foi propriamente inserido. O plasmideo foi chamado de pGAP-

IPAdh-atoB-ATOD-atoA~-cscA.

O genoma da Escherichia coli 0157 estad disponivel no
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Institutec para Referéncia de Materiais e Medidas,

Para obter um gene acetoacetato descarboxilase, a
amplificacdo foi realizada por um método de PCR utilizando
o DNA gendmico de Clostridium acetobutylicum ATCC824 como
um modelo e usando
caggtaccgctggtggaacatatgttaaaggatgaagtaattaaacaaattage (Id.
de Seg. N°: 13) e gcggatccttacttaagataatcatatataacttcagce
(Id. de Seg. N°: 14). O fragmento de DNA resultante foi
digerido com as enzimas de restrigdoc Kpnl e BamHI, como um
resultado disto um fragmento de acetoacetato descarboxilase
de cerca de 700 bp foi obtido. O fragmento de DNA obtido
fol misturado com um fragmento obtido pela digestdo do
plasmideo previamente preparado pGAP-IPAdh-atoB-atoD-atoA-
cschA com as enzimas de restricdo Kpnl e BamHI e os
fragmentos mistos foram 1ligados utilizando uma ligase.
Posteriormente, uma célula competente de cepa de
Escherichia coli DHba (DNA-903: Toyobo Co, Ltd.) foi
transformada com o produto de ligagdo, e um transformante
que cresceu em uma placa de Agar LB contendo 50 pg/mL de
ampicilina. As colénias obtidas foram cultivadas durante a
noite a 37 °C em um meio liquido LB contendo 50 pg/mL de
ampicilina, wum plasmideo fol recuperado a partir das
células bacterianas obtidas, e foi confirmado que o gene
acetoacetato descarboxilase foi propriamente inserido. O
plasmideo fol <chamado de pGAP-Iaaa-cscA. A cepa de
Escherichia coli B (ATCCl1303) foi transformada com o©
plasmideo, e foi cultivada durante a noite a 37 °C em uma
placa de Agar LB contendo 50 pg/mL de ampicilina. O

transformante resultante foi denominado de pGAP-TIaaa-cscA /

cepa B.
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[Exemplo 2]

(Producdo de Alcool Isopropilico de Sacarose por
Escherichia Coli pGAP-Iaaa-cscA/Cepa B Usando Tanque de
Cultive de 3 L)

Neste exemplo, o &lcool isopropilico foi produzido
usando um aparelho de producdo mostrado
na Fig, 1 do pedido de WO 2009/008377. O tanque de cultura
utilizado foi wm tangue com uma capacidade de 3 L e o
tanque de retencdo utilizado fol wum tangue com uma
capacidade de 10 L. A cultura tanque, o tangque de retencdo,
o tubo de injecdo, o tubo de ligacgdo, e o tubo de descarga
foram todos feitos de vidro. No tangue de retengdo, a agua
foi injetada como uma solugdo de retencgdo (dgua de
retencdo) em uma quantidade de 6 L. O tanque de cultura foi
equipado com um tubo de drenagem, e o liguido de cultura
aumentou pela alimentacdo de aglcar e um neutralizador foi
descarregado para fora do tanque de cultura, conforme
apropriado.

Como pré-cultura, a pGAP-Iaaa-cscA / cepa B obtida no
Exemplo 1 foi inoculada em um frasco Erlenmeyer com a
capacidade de 100 mL e contendo 25 mL de um caldo LB,
liguido de cultura Miller (Difco 244620) contendo 50 upg/mL
de ampicilina, e cultivadas durante a noite a uma
temperatura da cultura de 35 °C enquanto se agitava a 120
rpm. A quantidade total do liguido de cultura foil
transferida para um tanque de cultura tendo uma capacidade
de 3 L (aparelho de cultura BMJ-01 fabricado pela ABLE Co.,
Ltd.) e contendo 1475 g de um meio de cultura tendo a

seguinte composicdo, e foi cultivado.

O cultivo foil realizado a uma quantidade de aeracdo de
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1,5 L/min, uma velocidade de agitacdo de 550 rpm, uma
temperatura da cultura de 35 °C, pH de 7,0 (ajustado com
uma solucdo de NH3) sob pressdo atmosférica. Uma solucido
aquosa de sacarose a 40% p/p foi adicionada a uma
velocidade de fluxo de 5 g/L/hora durante o periodo desde o
inicio do cultivo até 8 horas apds o inicio do cultivo, e,
subsequentemente, a adigdo da solugdo aquosa de sacarose a
40 % p/p foi realizada a uma taxa de fluxo de 15 g/L/hora.
Foram tiradas amostras do liquido de cultura bacteriana 48
horas apés o inicio do cultivo, e as células bacterianas
foram removidas por operagdo centrifuga. Depois disso, a
quantidade de alcool isopropilico acumulado no sobrenadante
da cultura resultante fol medida por HPLC de acordo com um
método comum.

(Composicdo do Meio de Cultura)

Solucdo de maceracdo de milho (fabricado por Nihon
Shokuhin Kako Co., Ltd.): 20 g/L

Fe,504.7H,0: 0,09 g/L

KyHPOs: 2 g/L

KH,PQ4: 2 g/L

MgSQ4.7H20: 2 g/L

(NHg) 2804: 2 g/L

ADECANOL LG126 (Adeka Corporation): 0,6 g/L

(O resto: agua)

Como resultado, em 48 horas apds o inicio do cultivo,
a acumulacdo de 5,9 g/L de 4&lcool isopropilico foi
confirmada. O valor medido é a soma dos montantes no
liquideo de cultura e na &gua de retencdo (6 L) apds o

cultivo.

Os resultados demonstraram que a introducdo de c¢cscA
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dentre o grupo de genes de sacarose ndo PTS resultou na
decomposigdao de sacarose, e glicose e frutose, os gquais sao
os produtos de decomposic¢do, foram rapidamente incorporados
nas células, e convertidos em &lcool isopropilico.

[Exemplo 3]

A produgédo de alcool isopropilico a partir de sacarose
fol testada em um caso em que as expressdes dos genes CoA
transferase (atoD e atoA) e um gene tiolase (ateoB) no
genoma da FEscherichia coli hospedeira foram intensificados
enquanto que o tamanho do DNA do comprimento do plasmideo
inteiro foi reduzido por ligagdo de apenas um gene
acetoacetato descarboxilase, um gene da &lcool isopropilico
desidrogenase, e <cscA ao vetor do plasmideo a ser
introduzido.

(Substituigdo do Promotor atoD no genoma da cepa de
Escherichia coli B pelo Promotor GAPDH)

A sequéncia de base inteira do DNA gendmico da cepa de
Escherichia coli MGl655 é conhecida (numero de acesso
U00096 do GenBank), e a sequéncia de base de um gene (a
seguir, por vezes abreviado para atoD) que codifica uma CoA
transferase subunidade « cepa de Escherichia coli MG1655
tem também sido relatado. Especificamente, atoD é descrito
em 2321469 a 2322131 da sequéncia de genoma da cepa de
Escherichia coli MG1l655 registrada com numerc de acesso
U000%6 no GenBank.

A sequéncia promotora de um gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase derivado de Escherichia coli (a seguir por
vezes referido como GAPDH) que é descrito em 397 a 440

na informacgdo da sequéncla de base numero de acesso X02662

do GenBank pode ser utilizado como a sequéncia de base de
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um promotor necessdrio para a expressdo dos genes. A fim de
obter o promotor GAPDH, a amplificagdo foli realizada
através de um método de PCR utilizando o DNA gendmico
de cepa de Escherichia coli MG1655 como um modelo e usando
cgctcaattgcaatgattgacacgatteccg (Id. de Seg. N°: 15) e
acagaattcgctatttgttagtgaataaaagg (Id. de Seq. N°: 16). O
fragmento de DNA resultante foi digerido com as enzimas de
restricdo Mfel e EcoRI, como um resultado disto um
fragmento de DNA de cerca de 100 bp que codifica um
promotor GAPDH foi obtido. O fragmento de DNA obtido foi
misturado com um fragmento obtido pela digestdo de um
plasmideo pUCLY9 (numero de acesso X02514 no GenBank) com
enzima de restricdo EcoRI seguido por tratamento com
fosfatase alcalina, e os fragmentos misturados foram
ligados utilizando uma ligase. Depois disso, uma célula
competente cepa de Escherichia coli DH50 (DNA-=903: Toyobo
Co., Ltd.) foi transformada com o
produto de ligagdo, e um transformante gque cresceu em uma
placa de agar LB contendo 50 pg/mL
de ampicilina foi obtido. Dez das coldnias obtidas foram
individualmente cultivadas a 37 °C durante a noite em um
meio liquido LB contendo 50 pg/mL de ampicilina, os
plasmideos foram recuperados, e os plasmideos a partir dos
quais o promotor GAPDH ndoc fol cortado quando digeridos com
as enzimas de restricdo EcoRI e Kpnl foram selecionados.
Além disso, as sequéncias de DNA dos mesmos foram checadas,
e um plasmideo no qual o promotor GAPDH estava inserido
propriamente foi nomeado pUCgapP. O pUCgapP obtido foi

digerido com as enzimas de restrigcdo EcoRI e KpnlI.

Além disso, a fim de obter ateoD, a amplificacdo foi




15

20

25

30

41

realizada por um método de PCR utilizando o DNA gendmico de
cepa de Escherichia coli MG1655 como um modelo e usando
cgaattcgctggtggaacatatgaaaacaaaattgatgacattacaagac (Id. de
Seq. N°: 17) e gcggtaccttatttgctctcctgtgaaacg (Id. de Seq.
N°: 18). O fragmento de DNA resultante foi digerido com as
enzimas de restricdo EcoRI e KpnI, como um resultado do
gual um fragmento atoD de cerca de 690 bp foi obtido, o
fragmento de DNA foi misturado com o pUCgapP, gque tinha
sido previamente digerido com as enzimas de restrigdo EcoRI
e KpnlI, e os fragmentos misturados foram ligados utilizando
uma ligase. Posteriormente, uma célula competente de cepa
de Escherichia coli DHSa (DNA-903: Toyobo Co., Ltd.) foi
transformada com o produto de ligagdo, e um transformante
gue cresceu em uma placa de agar LB contendo 50 pg/ml de
ampicilina foi obtido. Um plasmideo foi recuperado a partir
das células bacterianas obtidas, e fol confirmado que ATOD
foi propriamente inserido. O plasmideo obtido foi
denominado de pGAPatoD.

A cepa de Escherichia coli MG1655 estd disponivel a
partir da American Type Culture Collection.

Conforme descrito acima, a seguéncia de base de atoD
no DNA gendémico de cepa de Escherichia coli MG1l655 foi
também relatada. A PCR foi realizada wutilizando o DNA
gendmico de cepa de Escherichia coli MG1655 como um modelo,
e usando gctctagatgctgaaatccactagtcttgtc (Id. de Seg. N°:
19) e tactgcagcgttccagcaccttatcaacc (Id. de Seq. N°: 20)
preparadas com base na informacdo do gene de uma regido
proxima a 5’ de atoD de cepa de Escherichia coli MG1655,

como um resultado do qual um fragmento de DNA de cerca de

1,1 kbp foi amplificado.
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Além disso, a PCR foil realizada utilizando o vetor de
expressdo previamente preparado pGAPatoD como um modelo e
usando ggtctagagcaatgattgacacgattccg (Id. de Seqg. N°: 21)
preparadas com base na informacdo da sequéncia do promotor
de GAPDH de cepa de Escherichia coli MG1655 e do iniciador
de Id. de Seq. N°: 18 preparado com base na informagido da
sequéncia de atoD de cepa de Escherichia coli MG1655, como
um resultado do qual um fragmento de DNA de cerca de 790 bp
possuindo o promotor GAPDH e atoD foi obtido.

Os fragmentos obtidos acima foram digeridos com as
enzimas de restricdo PstI e Xbal, e Xbal e KpnI,
respectivamente. Os fragmentos digeridos foram misturados
com um fragmento obtido por digestdo de um plasmideo
pTH18csl sensivel & temperatura (GenBank nuUmerc de acesso
AB019610) [Hahimoto-Gotoh, T., Gene, 241,185-191 (2000)],
com PstI e Kpnl, e os fragmentos misturados foram ligados
utilizando uma ligase. Uma cepa DHS5o foi transformada com o
produto de ligacdo, e um transformante que cresceu a 30 °C
em uma placa de Agar LB contendo 10 pg/mL de cloranfenicol
foi obtido. A coldénia obtida foi cultivada durante a noite
a 30 °C em uma placa de Agar LB contendo 10 pg/mL de
cloranfenicol e um plasmideo fol recuperado a partir das
células bacterianas obtidas. A cepa de Escherichia coli B
(ATCC11303) foi transformada com © plasmideo obtido, e foi
cultivada durante a noite a 30 °C em uma placa de Agar LB
contendo 10 pg/mL de cloranfenicol e um transformante foi
obtido. O transformante obtido foi inoculado em uma placa
de Agar LB contendo 10 pg/mL de cloranfenicol, e cultivado

durante a noite a 30 °C. As células de cultura de bactérias

obtidas foram aplicadas sobre uma placa de Agar LB contendo
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10 pg/mL de cloranfenicol, e foram cultivados a 42 °C, e as
colénias foram obtidas. As coldnias obtidas foram
cultivadas a 30 °C durante 2 horas em um meio liguido LB
ndo contendo um antibiético, e aplicada sobre uma placa de
Agar LB contendo um antibidtico, como um resultado disto as
coldénias que crescem a 42 °C foram obtidas.

Das coldénias resultantes, 100 coldnias foram
escolhidas aleatoriamente, cada uma das quais fol entdo
cultivada em uma placa de Agar LB livre de antibidético e de
uma placa de Agar LB contendo 10 ng/mL de cloranfenicol.
Clones sensiveis ao Cloranfenicol foram selecionados e, a
partir dos DNAs cromossémicos dos clones selecionados, um
fragmento de cerca de 790 bp incluindo o promotor GAPDH e
atoD foi amplificado por PCR e uma cepa, na qual uma regido
promotora atoD fol substituida pelo promotor GAPDH, foi
selecionada. Em seguida, um clone satisfazendo as condigbes
acima foi chamado de uma cepa de Escherichia coli B cepa
atoD-excluido GAPp-atoD genoma inserido.

A cepa de Escherichia coli B (ATCC11303) esta
disponivel na American Type Culture Collection, que €& um
banco de células, microorganismos, € genes.

[Exemplo 4]

(Construcgao de Vetoxr de Expressdo para Gene
Acetoacetato Descarboxilase Derivado de Bactéria do Género
Clostridium e Gene Alcool Isopropilico Desidrogenase
Derivado de Bactéria do Género Clostridium e Transformante
com o Vetor de Expressdo)

Uma acetoacetato descarboxilase de uma bactéria do

género Clostridium é descrito no numero de acesso M55392 no

GenBank e uma A&lcool isopropilico desidrogenase da mesma é
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descrita no numero de acesso AF157307 no GenBank.

Para obter o gene alcool isopropilico desidrogenase, a
amplificacdo foi realizada por um método de PCR usando o
DNA gendmico de Clostridium beiierinckii NRRLB-593 como um
modelo e usando
AATATGCATGCTGGTGGAACATATGAAAGGTTTTGCAATGCTAGG (Id. de Seq.
N°: 3) e gcggatccttataatataactactgctttaattaagte (Id. de
Seq. N°: 22). O fragmento de DNA resultante foi digerido
com as enzimas de restrigdo SphIl e BamHI, comoc um resultado
disto um fragmento de &lcool isopropilico desidrogenase de
cerca de 1,1 kbp foi obtido. O fragmento de DNA ocbtido foi
misturado com um fragmentc obtido pela digestdo do
plasmideo previamente preparado pBRgapP com as enzimas de
restrigdo SphIl e BamHI e os fragmentos mistos foram ligados
utilizando uma ligase. Posteriormente, uma célula
competente de <cepa de Escherichia coli DHS5a (DNA-903:
Toyobo Co., Ltd.) fol transformada com o produto de
ligacdo, e um transformante que cresceu em uma placa de
agar LB contendo 50 pg/mL de ampicilina foi obtido. A
colénia obtida foi cultivada a 37 °C durante a noite em um
meio liquido LB contendo 50 npg/mlL de ampicilina, e um
plasmideo foi recuperado a partir das células bacterianas
obtidas, e foi confirmado que o IPAdh foi propiamente
inserido. O plasmideo foi chamado de pGAP-IPAdh.

Para obter o gene acetoacetato descarboxilase, a
amplificagdo foi realizada por um método de PCR utilizando
o DNA gendémico de Clostridium acetobutylicum ATCC824 como
um modelo e usando

caggatccgctggtggaacatatgttaaaggatgaagtaattaaacaaattage (Id.

de Seq. N°: 23) e
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ggaattcggtaccttacttaagataatcatatataacttcage (Id. de Seq.
N®: 24)., O fragmento de DNA resultante fol digerido com as
enzimas de restrigdo BamHI e EcoRI, como um resultado disso
um fragmento de acetoacetato descarboxilase de cerxrca de 700
bp foi obtido. O fragmento de DNA obtide foi misturado com
um fragmento cbtido pela digestdo do plasmideo previamente
preparado pGAP-IPAdh com enzimas de restrigdo BamHI e
EcoRI, e os fragmentos misturados foram ligados utilizando
uma ligase. Uma célula competente de cepa de Escherichia
coli DH5a (DNA-903: Toyobo Co., Ltd.) foi transformada com
o produto de ligag¢do, e um transformante que cresceu em uma
placa de agar LB contendo 50 upg/mL de ampicilina foi
obtido. A coldénia obtida foi cultivada a 37 °C durante a
noite em um meio ligquido 1B contendo 50 pg/mL de
ampicilina. Um plasmideo foli recuperado a partir das
células bacterianas obtidas, e fol confirmado que o adc foi
propriamente inserido. O plasmideo foi chamado de pGAP-Ia.

Uma célula competente de uma cepa de Escherichia coli
B cepa atoD-excluido GAPp-atoD genoma inserido preparada no
Exemplo 3 foi transformada com o plasmideo pGAP-Ia, e foi
cultivada a 37 °C durante a noite em uma placa de agar LB
contendo 50 pg/mlL de ampicilina, como um resultado do qual
uma cepa de Escherichia coli pGAP-Ia/GAPp-atoD genoma-
inserido foi obtida.

O Clostridium acetobutylicum ATCC824 e a cepa de
Escherichia coli B estdo disponiveis a partir da American
Type Culture Collection, gque ¢é um banco de células,
microorganismos, e genes. O Clostridium beijerinckii NRRL

B-593 estéd disponivel a partir da Culture Collection VTT,

que é um banco de células e de microorganismos.
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[Exemplo 5]
(Construcdo de Vetor de Expressdo de Gene de

Acetoacetato Descarboxilase Derivado de Bactéria do Género

Clostridium, Gene Alcool Isopropilico Desidrogenase
Derivado de Bactéria do Género Clostridium, e Gene
Invertase Derivado de Escherichia Coli 0157, e

Transformante com o Vetor de Expressao)

A sequéncia de base inteira do DNA genémico da cepa de
Escherichia coli 0157 ¢é <conhecida (numero de acesso
AE005174 do GenBank), e a sequéncia de base de um gene (a
sequir, por vezes abreviado para cscBA) que codifica a
invertase da cepa de Escherichia coli 0157 fol também
relatada. Especificamente, o cscA é descrito em 3274383 a
3275816 da seqiiéncia de genoma de cepa de Escherichia coli
0157 registrado com numero de acesso GeBank AE005174 no
GenBank.

Para obter o cschA, a amplificag¢do foi realizada por um
método de PCR wutilizando o DNA genémico de cepa de
Escherichia coli 0157 como um  modelo e usando
ATGGTACCGCTGGTGGAACATATGACGCAATCTCGATTGCATG (Id. de Seq.
N°:25) e CGAATTCTTAACCCAGTTGCCAGAGTGC (Id. de Seq. N°: 26).
O fragmento de DNA resultante fol digeride com as enzimas
de restricdo KpnI e EcoRI, como resultado disso um
fragmento de cscA de cerca de 1470 bp foi obtido. O
fragmento de DNA foi misturado com um fragmento obtido pela
digestdo do pGAP-Ia, que tinha sido previamente preparado
no Exemplo 4 (o vetor de expressao para O gene acetoacetato
descarboxilase derivado da bactéria do género Clostridium e

o gene da 4&lcool isopropilico desidrogenase derivado da

bactéria do género Clostridium), com as enzimas de
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restricdo KpnI e EcoRI, e os fragmentos mistos foram
ligados utilizando uma ligase. Posteriormente, uma célula
competente de cepa de Escherichia coli DH5« (DNA-903:
Toyobo Co., Ltd.) foi transformada com o produto de
ligacdo, e um transformante que cresceu em uma placa de
agar LB contendo 50 pg/mL de ampicilina foi obtido. Um
plasmideo foi recuperado a partir das células bacterianas
obtidas, e foi confirmado que c¢scA fol propriamente
inserido. Este plasmideo foi chamado de pGAP-Ia-cscA.

Uma célula competente de cepa de Escherichia coli B
cepa atoD-excluido GAPp-atoD genoma inserido preparada no
Exemplo 3 foi transformada com o plasmidec pGAP-Ia-cscA, e
foi cultivada a 37 °C durante a noite em uma placa de agar
LB contendo 50 pg/mL de ampicilina, como resultado do qual
uma cepa de Escherichia coli pGAP-Ia-cscA/GAPp-atoD genoma
inserida foi obtida.

0 genoma de Escherichia coli 0157 estéa disponivel no
Instituto de Materiais e Medigdes de Referéncia.

[Exemplo 6]

(Producdo de Alcool Isopropilico a Partir de Sacarose
pela Cepa de Escherichia coli pGAP-Ia-cscA/GAPp-atoD Genoma
Inserido Usando Tangue de Cultura de 3 L)

Usando a cepa de Escherichia coli pGAP-Ia-cscA/GAPp-
atoD genoma inserido obtida no Exemplo 5, a produgdo de

4lcool isopropilico foi examinada da mesma forma tal como

no Exemplo 2.

Além disso, as gquantidades de sacarose, glicose, e
frutose acumuladas no tanque de cultura foram mensuradas, e

os resultados sdoc mostrados na Tabela 1.

Como resultado, 48 horas apds o inicio do cultivo, foi
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observado um acumulo de 31.4 g/L de &lcool isopropilico.
Cada um dos valores mensurados & uma soma das quantidades
presentes no liquido de cultura e da agua de retencdo apds

o cultivo.

[Tabela 1]
Quantidade Acucar residual Quantidade
adicionada acumulada de
Tempo
de Sacarose | Glicose |Frutose |alcool
) sacarose (g/L) (g/L) (g/L) isopropilico
(g/L) (g/L)
0 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00
3 23,6 22,07 0,00 0,00 0,00
6 67,2 46,05 0,02 0,03 0,43
10 152,1 78,28 0,76 0,00 6,43
24 384,6 0,00 0,00 0,00 11,87
30 536,0 0,00 0,00 0,00 18,28
48 1011, 9 0,00 0,00 0,00 31,38

Os resultados demonstraram que, quando genes derivados
de uma bactéria/bactérias do género Clostridium foram
selecionados para atividade acetoacetato descarboxilase e
para atividade &lcool isopropilico desidrogenase, e estes
genes foram introduzidos com somente cscA dentre o grupo
de genes de sacarose nao PTs; a sacarose fol decomposta, e
a glicose e a frutose como produtos da decomposigdo foram
rapidamente incorporadas para dentro das células, e
convertidas em alcool isopropilico. Ainda, nos resultados,
embora a glicose e a frutose devessem ter sido produzidas
em quantidades equimolares a partir da decomposicdo da

sacarose, a frutose ndo acumulou no meio de cultura, e foi

observado que o &lcool isopropilico fol eficientemente
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produzido sem ser afetado pela repressao catabdélica pela
glicose.

[Exemplo 7]

(Produgdo de Alcool Isopropilico a Partir do Melaco
pela Cepa de Escherichia coli pGAP-Ia-cscA/GAPp—atoD Genoma
Inserido Usando Tanque de Cultura de 1 L)

A producdo de &lcool isopropilico foi testada da mesma
maneira que no exemplo 6, exceto pelo uso de um melago 80%
p/p (fabricado por Dai-Nippon Meiji Sugar Co., Ltd.) ao
invés de uma solucdo aquosa de sacarose 40% p/p. Apds 48
horas do inicio do cultivo, foi observado um acumulo de
29.4 g/L de &lcool isopropilico. O valor mensurado € a soma
das quantidades presentes no liquido de cultura e na agua
de retencdo apds o cultivo.

[Exemplo comparativo 1]

(Producdoc de Alcool Isopropilico Pela Cepa de
Escherichia coli pGAP-Ia-cscA/ GAPp-atoD Genoma Inserido
Usando Tanque de Cultura de 3 L)

O cultivo com &lcool isopropilico foi testado em
relacdo a cepa pGAP-Ia-cscA/GAPp-atoD genoma inserido
preparada no exemplo 4, sob as mesmas condig¢des do exemplo
2. Como resultado, a produgdo de &lcool isopropilico né&o
foi confirmada mesmo apds 48 horas, e a sacarose adicionada
manteve-se no sobrenadante da cultura praticamente na mesma
quantidade.

Isso demonstra que o &lcool isopropilico ndo pode ser
produzido sem a introdugdoc de cscA mesmo guando a
habilidade de produzir &lcool isopropilico foi transmitida.

[Exemplo comparativo 2]

(Producdo de Alcool Isopropilico Pela cepa de
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Escherichia coli pGAP-Ia-cscA/B Usando um Tanque de Cultura
de 3 L)

A cepa de Escherichia coli B (ATCC11303) foi
transformada com o plasmideo pGAP-Ia-cscA preparado no
exemplo 5, e foi cultivada a 37°C durante a noite em uma
placa de Agar LB contendo 30 pg/mL de ampicilina. O
transformante resultante foli chamado de cepa pGAP-Ia-
cscA/B. O cultivo com &lcool isopropilico foi testado em
relacdo a cepa preparada pGAP-Ia-cscA/B, sob as mesmas
condicdes do exemplo 2. Apds 48 horas, ndo foi observada a
producdo de &lcool isopropilico.

Isso demonstra que o alcool isopropiliceo ndo pode ser
produzido a menos que a habilidade de produgdo de dlcool
isopropilico seja transmitida, mesmo quando CscA sozinho &
introduzido na cepa de Escherichia coli B.

[Exemplo comparativo 3]

(Confirmacdo da Repressdo Catabdlica Pela Glicose na
Cepa de Escherichia coli B)

A cepa B, que ¢ a hospedeira de uma Escherichia
coli produtora de &lcool isopropilico de acordo com a
presente invencgdo, foi confirmada ser a Escherichia coli
que é intrinsecamente influenciada pela repressédo
catabélica pela glicose.

Como pré-cultura, a cepa de Escherichia coli B
(ATCC11303) foi inoculada em um tubo pléastico tendo uma
capacidade de 14 mL (2057 fabricado por FALCON Co., Ltd.) e
contendo 5 mL de caldo LB, liquido de cultura Miller (Difco
244620), e foi cultivada a uma temperatura de cultura de

37°C com agitacdo de 120 rpm. Entdo, 0,3 mL do liquido de

pré-cultura foi transferido para cada um dos frascos tendo
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a capacidade de 100 mL e contendo 30 mL de meio de cultura
das composicgodes 1 a 4 mostradas na tabela 2,
respectivamente, e cultivadas. O cultivo foi realizado com
uma velocidade de agitacdo de 120 rpm e a temperatura de
cultura foi 37°C.

Em 0, 2, 4, 6, 8, e 10 horas apds o inicio do cultivo,
foram retiradas amostradas dos liquidos de cultura das
células bacterianas, a partir dos quals as células
bacterianas foram removidas por operagdc de centrifugacdo.
Entdo, os conteudos de glicose e frutose resultantes no
sobrenadante da cultura foram medidos por um Kit-F
glicose/frutose (numero do produto: 139106 fabricado por
J.K. International Co.Ltd.). A figura 1 mostra os
resultados. Na figura 1, os circulos pretos representam a
quantidade de redugdo de glicose e os circulos brancos
representam a quantidade de reducgéo de frutose,
respectivamente. Além disso, o grau de reducdo de glicose
ou frutose foi <calculado para cada tempo de cultura
comecando por 0 hora de cultivo.

A Tabela 2 mostra as qguantidades de reducgdo de glicose

no respectivo meio apédés 10 horas.

[Tabela 2]
No. 1 2 3 4
NH3Cl4
10 10 10 10
(g/L)
Meio de NEQHPO4—12H20
17,1 17,1 17,1 17,1
cultura (g/L)
M9 KH,PQyq4
3 3 3 3
(g/L)

NaCl 0.5 0,5 0,5 0,5
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(g/L)
MgSQ4-T7H,0
490 490 490 490
(rng/L)
CaCl,;-2H,0
14,7 14,7 14,7 14,7
(mg/L)
FeSO4—7H20
2,8 2,8 2,8 2,8
(mg/L)
Tiamina=-HC1l
10 10 10 10
(mg/L)
Glicecse
0 9 18 0
(g/L)
Acucares Frutose
0 9 0 18
(g/L)
(0 resto: Aagua)
Quantidade de reducgdo
- 4,4 5,1 -
de glicose (g/L)
Quantidade de redugao
- 1,0 = 3,4
de frutose (g/L)

Como mostrado na tabela 2, gquando se compara as
gquantidades de reducdo de frutose e glicose apdés 10 horas,
o valor é de 3,4 g/L no caso do meio de cultura No.4 em que
a fonte de acgucar inclui apenas frutose, enquanto que a
capitacdo de frutose é suprimida no caso do meio de cultura
2 em que o suprimento de ag¢ucar inclui tanto glicose quanto
frutose. Isto confirma que, quando o suprimento de agucar &
frutose sozinha, a cepa B incorpora frutose similarmente a
incorporacdo da g¢glicose, enquanto gue a incorporagédo de
frutose na cepa B é suprimida quando glicose e frutose

coexistem.

Assim, de acordo com a presente invencdo, aqui
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pode ser fornecido &lcool isopropilico produzido por
Escherichia coli e um método para produgdo de alcool
isopropilico que & Util para a producgdo eficiente de &alcool
isopropilico a partir de sacarose, que nao & caro e tem
alto valor de utilidade industrial.

A descricdo do pedido de patente japonesa No.
2009-214694, depositada em 16 de setembro de 2009, =
incorporada aqui em sua totalidade por referéncia.

Todas as publicagdes, pedidos de patentes, e
normas técnicas mencionados nessa especificagdo sédo aqui
incorporados por referéncia na mesma extensdo cComo se cada

publicagdo individual, pedido de patente, ou norma técnica

fosse especificamente e individualmente indicada para ser

incorporada por referéncia.




1/2

REIVINDICACOES

1. Escherichia coli produtora de alcool isopropilico

caracterizada por compreender apenas um gene de sacarose

hidrolase (cscA) entre os genes gque pertencem a um grupo de
genes de sacarose ndo PTS, composto por um gene de proteina
repressora (cscR), o gene da sacarose hidrolase (cscA), um
gene da frutocinase (cscK) e um gene da sacarose permease
(cscB), e um sistema de producdo de alcool isopropilico
fornecido ou aumentado,

em que o sistema de producdo de &lcool isopropilico
fornecido ou aumentado é obtido por:

(1) introducéo de um gene de acetoacetato
descarboxilase tendo uma sequéncia de acido nucleico de SEQ
ID NO: 27, um gene de alcool isopropilico desidrogenase
tendo uma sequéncia de &4cido nucleico de SEQ ID NO: 28, um
gene de CoA transferase tendo uma sequéncia de 4&cido
nucleico de SEQ ID NO: 29 e um gene de tiolase tendo uma
sequéncia de &cido nucleico de SEQ ID NO: 30; ou

(11) introducéo de um gene de acetoacetato
descarboxilase tendo uma sequéncia de acido nucleico de SEQ
ID NO: 27 e um gene de &lcool isopropilico desidrogenase
tendo uma sequéncia de Aacido nucleico de SEQ ID NO: 28, e a
presenca de um gene gendmico de CoA transferase tendo uma
sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO: 29 e um gene
gendmico de tiolase tendo uma sequéncia de &cido nucleico
de SEQ ID NO: 30 na Escherichia coli produtora de &lcool
isopropilico.

2. Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico,

de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de

que o gene da acetoacetato descarboxilase, o gene da &alcool
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isopropilico desidrogenase, e o gene da sacarose hidrolase
foram introduzidos utilizando pelo menos um plasmideo, e ©
gene da CoA transferase e o gene da tiolase sdo genes
gendmicos na hospedeira Escherichia coli.

3. Escherichia coli produtora de &lcool isopropilico,

de acordo com a reivindicacgdo 2, caracterizada pelo fato de

que o promotor para expressar o gene da CoA transferase e o
gene da tiolase ser pelo menos um promotor de
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase ou um promotor de
serina hidroximetiltransferase.

4. Método para produzir dlcool isopropilico

caracterizado ©por compreender a producdo de 4lcool

isopropilico de uma matéria-prima derivada de planta
contendo sacarose usando a Escherichia coli produtora de
dlcool isopropilico, conforme definida em qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 3.
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