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(57) Resumo: METODO PARA A PRODUGAO ENZIMATICA DE
ACIDOS CARBOXILICOS DE 2-HIDROXI-2-METILA. A presente
invencéo refere-se a um método para a produgéo enzimatica de acidos
2-hidréxi-2-metil carbocilicos a partir de acidos carboxilicos de 3-
hidréxi, em que um acido 3-hidréxi carboxilico é produzido em uma
solugédo de reagéao aquosa e/ou é adicionado a essa solugao de reagéo
e € incubado. A solugéo de reagdo aquosa compreende uma unidade
que tem atividade de mutase de 3-hidroxi-carboxilato-CoA que tem
ambas as atividades de produgéo de éster de 3-hidroxi-carbonil-CoA e
de isomerizagdo de éster de 3-hidroxi-carbonila-CoA e converte o
acido 3-hidréxi carboxilico no acido 2-hidréxi-2-metil carboxilico de que
é isolado como acido, ou na forma de seus sais. Em uma modalidade
preferida, a unidade tendo atividade de mutase de 3-hidréxi-
carboxilato-CoA é uma unidade que inclui uma mutase dependente de
cobalamina isolada e, onde apropriado, uma enzima ou sistema de
enzimas produzindo éster de 3-hidréxi-carbonil-CoA ou um
microrganismo que os inclui. A invengédo preferivelmente refere-se a
um processo biotecnolégico para produzir acidos 2-hidréxi-2-metil
carboxilicos, onde os microrganismos que tém as atividades desejadas
sdo cultivados em um sistema aquoso com a ajuda de produtos
naturais simples e convertem ésteres de 3-hidro-carbonil-CoA
formados intracelularmente em acidos 2-hidréxi-2-metil carboxilicos
correspondentes. A invengdo de maneira semelhante abrange a
produgéo de acidos 2-metil carboxilicos ndo saturados, onde os acidos
2-hidréxi-2-metil carboxilicos obtidos s&o convertidos por desidratagéo
nos acidos 2-metil carboxilicos ndo-saturados correspondentes (acido
metacrilico e homélogos superiores).
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODO
PARA A PRODUCAO ENZIMATICA DE ACIDOS CARBOXILICOS DE 2-
HIDROXI-2-METILA".

A presente invengao refere-se a um metodo para a produgao
enzimatica de acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos de acidos 3-hidrdxi car-
boxilicos, em que um acido 3-hidréxi carboxilico € produzido em uma solu-
cao de reacao aquosa e/ou é adicionado a essa solugao de reagéo e é incu-
bado. A solucédo de reagao aquosa compreende uma unidade que tem ativi-
dade de mutase de 3-hidroxi-carboxilato-CoA a qual tem ambas as ativida-
des de producao de éster 3-hidroxi-carbonil-CoA e isomerizagdo de éster 3-
hidroxi-carbonil-CoA, e converte o acido 3-hidroxi carboxilico no acido 2-
hidréxi-2-metil carboxilico correspondente, que € isolado como acido ou na
forma de seus sais. Em uma modalidade preferida, a unidade que tem ativi-

dade de mutase de 3-hidréxi-carboxilato-CoA compreende uma mutase de-

pendente de cobalamina isolada e, onde apropriado, uma enzima ou sistema

de enzimas que produzem éster 3-hidréxi-carbonil-CoA, ou é um microrga-
nismo incluindo-o0s. A invengao preferivelmente refere-se a um processo bio-
tecnoldgico para produzir acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos, onde os mi-
crorganismos que tém a atividade de mutase desejada sao cultivados em um
sistema aquoso com o auxilio de produtos naturais simples, e ésteres 3-
hidréxi-carbonil-CoA intracelularmente. formados sao convertidos nos acidos
2-hidroxi-2-metil carboxilicos correspondentes. A invencao de forma seme-
lhante abrange a produgdo de acidos 2-metil carboxilicos ndo saturados,
onde os acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos obtidos sdao convertidos pela
desidratagdo nos acidos 2-metil carboxilicos ndo saturados correspoonden-
tes (acido metacrilico e homélogos superiores).

Em uma modalidade preferida da inveng¢ao, o microrganismo de
produgéo de tioéster 3-hidroxi-carbonil-CoA e o de isomerizagao de tioéster
3-hidréxi-carbonil-CoA usado é a cepa HCM-10 (DSM 18028).

Acido metacrilico e acidos 2-metil carboxilicos homélogos nao
saturados sao largamente usados na produgao de folhas de vidro de acrilico,

produtos moldados por inje¢do, revestimentos e muitos outros produtos.
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Uma pluralidade de processos para a produgao do acido meta-
crilico e seus homologos tem sido descrita. Entretanto, a vasta maioria da
produgdo comercial no mundo inteiro esta baseada em um método de hidro-
lisar os sulfatos de amida de acido metacrilico e seus homdlogos, que séo
produzidos a partir das 2-hidroxi nitrilas correspondentes (W. Bauer, "Me-
tharylic acid and derivatives”, em: Ullmann's Encyclopedia of Industrial Che-
mistry, 52 edition, editores: B. Elvers, S. Hawkins, G. Schulz, VCH, New
York, 1990, Vol. A16, pp. 441-452; A. W. Gross, J. C. Dobson, "Methacrylic
acid and derivatives”, in Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical Technology,
4th edition, editors: J. |. Kroschwitz, M. Howe-Grant, John Wiley & Sons,
New York, 1995, Vol. 16, pp. 474-506). Esse método requer, por exemplo,
cerca de 1,6 kg de acido sulftrico para a produgéo de 1 kg de acido metacri-
lico. Por este motivo, métodos alternativos para a produgéo comercial de
acido metacrilico sem a necessidade de recuperar o acido sulfarico (e altos
custos de energia associados a isso) podem ser vantajosos.

US 3.666.805 e US 5.225.594 descreveram a conversao quimica
do acido 2-hidréxi isobutirico em acido metacrilico. Isto compreende desidra-
tar o acido 2-hidroxi isobutirico usando 6xidos de metal, hidroxidos de metal,
resinas de troca de ions, alumina, diéxido de silicone, aminas, fosfinas, alco-
xidos de metal de alcali e carboxilatos de metal de alcali. As temperaturas de
reagdo usuais sdo entre 160°C e 250°C. Esse método tornou possivel ao
acido metacrilico um rendimento de até 96%.

Um método alternativo para a producédo de acido metacrilico e
seus homdlogos baseia-se na hidrélise de 2-hidroxi nitrilas aos acidos 2-
hidréxi-2-metil carboxilicos correspondentes, utilizando enzimas que hidroli-
sam nitrilas. Estas ultimas s&o a nitrilase ou uma combinagao de nitrila hidra-
tase e amidase (A. Banerjee, R. Sharma, U. C. Banerjee, 2002, "The nitrile-
degrading enzymes: current status and future prospects”, Appl. Microbiol.
Biotechnol., 60:33-44. Esse método é protegido por uma pluralidade de pa-
tentes (US 6,582,943 B1). Uma séria desvantagem desse método reside na
instabilidade das nitrilas na faixa de pH neutro necessaria para uma ativida-

de eficiente das enzimas que hidrolisam nitrilas. A decomposic¢ao das nitrilas
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ria mistura da reagdo resulta em acumulo de cetonas e de cianetos, ambos
os quais inibem as atividades das enzimas envolvidas na hidrélise de nitrilas.

Uma desvantagem geral de ambos os métodos, isto &, do méto-
do atualmente predominante, baseado em sulfatos de amida, e do método
enzimético de hidrélise de nitrilas, é a necessidade de 2-hidroxi nitrilas. Es-
tas ultimas devem ser preparadas, em primeiro lugar, a partir de reagentes
prejudiciais para o ambiente, isto &, cetonas e cianeto.

Por essa razao, métodos para a producao de acido metacrilico e
seus homdlogos, que se baseiam em reagentes simples e benignos para o
ambiente, seriam vantajosos.

Por conseguinte, a invengéo teve por objetivo pesquisar possibi-
lidades alternativas de produzir acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos e prover
métodos que se baseiem, quando possivel, na aplicacdo de reagentes sim-
ples e benignos para o ambiente, que consumam pouca energia e que pro-
duzam poucos produtos de degradagéo.

Esse objetivo é alcangado por um método enzimatico para a pro-
dugdo de acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos a partir de acidos 3-hidroxi
carboxilicos. De acordo com a invencao, o dito acido 3-hidroxi carboxilico é
produzido em e/ou adicionado a uma solugéo de reagao aquosa, que apre-
senta uma unidade exibindo atividade de 3-hidroxi-carboxilato-CoA mutase.
Uma unidade exibindo atividade de 3-hidroxi-carboxilato-CoA mutase signifi-
ca, para o proposito da invengdo, uma unidade compreendendo uma mutase
dependente de cobalamina e, onde apropriado, uma enzima produtora de
éster de 3-hidroxi-carbonil-CoA ou um sistema enzimatico ou um sistema
biolégico que as compreende ou que as produz, que apresentam atividade
de 3-hidroxi-carboxilato-CoA mutase e exibem atividade tanto de produgao
de éster de 3-hidréxi-carbonil-CoA quanto de isomerizagdo de éster de 3-
hidroxi-carbonil-CoA. Apds incubagdo, o acido 2-hidroxi-2-metil carboxilico
correspondentemente convertido é entdo isolado na forma de acido ou na
forma de seus sais.

A invencao refere-se preferivelmente a um processo biotecnolo-

gico para a produgdo de acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos com o uso de
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microrganismos. Os ditos microrganismos habitualmente possuem atividade
de sintese de éster de 3-hidréxi-carbonil-CoA e séo capazes de produzir ou
compreender essa mutase dependente de cobalamina e, devido & atividade
da 3-hidroxi-carboxilato-CoA mutase, sdo capazes de converter intracelular-
mente ésteres de 3-hidroxi-carbonil-CoA formados a partir de produtos natu-
rais simples (a partir de reagentes tais como, por exemplo, agucares e/ou
alcoois e/ou &cidos organicos e seus derivados) nos ésteres de 2-hidroxi-2-
metil-carbonil CoA correspondentes.

O método da invencao caracteriza-se, em particular, pelo fato de
qgue os microrganismos que produzem ou que compreendem a mutase de-
pendente de cobalamina e que exibem atividade de 3-hidrdxi-carboxilato-
CoA mutase sao usados em sistemas aquosos para conversao de acidos 3-
hidroxi carboxilicos no acido 2-hidroxi-2-metil carboxilico correspondente.

Em uma variante preferida do método, microrganismos que com-
preendem atividade de 3-hidréxi-carboxilato-CoA mutase e que exibem ativi-
dade de produgéo‘de tioéster de 3-hidréxi-carbonil-CoA e de isomerizagao
de tioéster de 3-hidréxi-carbonil-CoA sao cultivados em um sistema aquoso
com matérias-primas renovaveis ou produtos de degradagao que derivam do
consumo de matérias-primas renovaveis, como fontes de carbono e de e-
nergia. No processo, os tioésteres de 3-hidroxi-carboxilato-CoA formados
intracelularmente sdo convertidos nos acidos 2-hidréxi-2-metil carboxilicos
correspondentes. A reagdo é efetuada preferivelmente com a adi¢cao de aci-
do 3-hidroxi carboxilico externo. O acido 2-hidroxi-2-metil carboxilico cor-
respondente &, a seguir, isolado como &cido ou na forma de seus sais.

Esse novo método de biotecnologia, que utiliza a produgao de
acidos 3-hidroxi carboxilicos a partir de produtos naturais simples e sua iso-
merizagdo a acidos 2-hidréxi-2-metil carboxilicos, é capaz de solucionar o
problema especificado acima.

Em uma modalidade preferida da invengdo, o método compre-
ende as seguintes etapas:

(a) acidos 3-hidroxi car'boxilicos sao produzidos a partir de pro-

dutos naturais simples e, a seguir, convertidos em acidos 2-hidroxi-2-metil
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carboxilicos, em um sistema bioldgico apropriado, que possui atividade de
sintese de ésteres de 3-hidréxi-carbonil-CoA e atividade de mutase, e

(b) os acidos 2-hidréxi-2-metil carboxilicos s&o isolados na forma
de &cidos livres ou seus sais correspondentes.

Os acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos obtidos dessa maneira
podem ser usados de modo vantajoso para produzir acidos isoalquendicos
C2 e C3-insaturados (acido metacrilico e seus homologos), possivelmente
por desidratagdo dos &cidos produzidos em (a) e (b) ou seus sais corres-
pondentes. Essas rea¢des sao descritas abaixo:

- produtos naturais simples (por exemplo, matérias-primas reno-
vaveis ou produtos de degradagao que derivam do consumo de matérias-
primas renovaveis, tais como, por exemplo, agucares, acidos organicos ou
alcoois) — acidos 3-hidrdxi carboxilicos — acidos 2-hidroxi-2-metil carboxili-
cos (por exemplo, pela cepa HCM-10)

- acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos — acido metacrilico e ho-
mélogos (por exemplo, na presénga de NaOH e a uma temperatura de
185°C).

As condicdes da reagao (pH, concentragao de ions, necessida-
des de oxigénio/dioxido de carbono, oligoelementos, temperaturas e simila-
res) sao naturalmente escolhidas aqui, de tal maneira que os microrganis-
mos sejam capazes de converter idealmente acidos 3-hidroxi carboxilicos
em Aacidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos. Nessas condigbes do processo, a
mutase dependente de cobalamina pode apresentar maior estabilidade e
eficacia no microambiente natural, isto €, no interior da célula, do que a en-
zima isolada. Além disso, a propagagao celular e, portanto, um aumento na
concentracdo de mutase podem ser possiveis em condig()és apropriadas. A
conversdo enzimatica por meio de microrganismos constitui, portanto, onde
apropriado, uma importante vantagem no que concerne a confiabilidade, au-
tomatizagé@o e simplicidade, bem como a qualidade e ao rendimento do pro-
duto final do método.

Para a conversao enzimatica de acordo com a inven¢ao de aci-

dos 3-hidroxi carboxilicos em acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos, é também
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possivel introduzir na solu¢édo da reac¢do a unidade exibindo atividade de 3-
hidroxi-carboxilato-CoA mutase, isto €, uma mutase dependente de cobala-
mina, preferivelmente em combinagdo com uma atividade de sintese de és-
ter de CoA, em uma forma purificada, concentrada e/ou isolada, sendo pos-
sivel que as enzimas sejam de origem natural, por exemplo. Naturalmente,
as enzimas podem ser enzimas produzidas de modo recombinante a partir
de um organismo geneticamente modificado.

Para a finalidade da inveng¢ao, as enzimas sao usadas no méto-
do da invengdo como catalisadores, tanto na forma de células microbianas
intactas quanto na forma de células microbianas permeabilizadas. Outros
usos possiveis sao aqueles na forma de componentes (um ou mais) a partir
de extratos de células microbianas, mas também em uma forma parcialmen-
te purificada ou purificada. Onde apropriado, outras enzimas envolvidas na
sintese de éster de CoA, como, por exemplo, CoA transferase ou CoA sinte-
tases, sao usadas de acordo com a invencao. Os catalisadores enziméaticos
podem ser imobilizados ou ligados a um material de suporte dissolvido ou
nao-dissolvido.

Em uma variante de modalidade preferida, compartimentos de
células particulares ou partes dos mesmos, separados uns dos outros ou
combinados, isto &, estruturas de carboidratos, lipidios ou proteinas e/ou
peptideos e também &cidos nucléicos, que sao capazes de influenciar a uni-
dade exibindo atividade de mutase de maneira positiva ou negativa, podem
ser combinados ou separados. Para utilizar essa influéncia de modo inten-
cional, por exemplo, sdo preparados extratos brutos a partir dos microrga-
nismos de uma maneira especifica, por exemplo, onde 0s extratos sao cen-
trifugados, onde apropriado, para ser possivel efetuar uma reag¢éo da inven-
¢ao com o sedimento ou o sobrenadante.

Os acidos 3-hidroxi carboxilicos (por exemplo, acido 3-hidréxi
butirico) ou, mais especificamente, seu CoA tioéster intracelular 3-hidroxi-
carbonil-CdA, podem ser prontamente produzidos a partir de produtos natu-
rais simples por um grande numero de cepas de bactérias. Esses acidos sao

0s blocos/mondmeros basicos de construcdao para a substancia bacteriana
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comum de armazenamento de carbono e energia, o poli-3-hidroxialcanoato.
Os rearranjos do carbono dentro do esqueleto dos acidos carboxilicos tam-
bém sdo comuns em sistemas bacterianos, bem como em outros sistemas
biolégicos. Todavia, nenhum sistema biolégico para a converséo de ésteres
de 3-hidroxi-carbonil-CoA nos ésteres de 2-hidroxi-2-metil-carbonil-CoA cor-
respondentes havia sido previamente identificado. A invengao baseia-se no
achado surpreendente de que sistemas com atividade de mutase dependen-
te de cobalamina possuem ambas as propriedades. '

Os microrganismos que compreendem mutases dependentes de
cobalamina incluem, por exemplo, Methylibium petroleiphilum PM1, Methyli-
bium sp. R8 (cole¢do de cepas UFZ, Leipzig, Alemanha), a cepa B-
proteobacteriana HCM-10, Xanthobacter autotrophicus Py2, Rhodobacter
sphaeroides (ATCC17029) ou Nocardioides sp. JS614.

Foi encontrado um sistema bioldgico preferivelmente apropriado
na cepa HCM-10. A dita cepa foi depositada, de acordo com o Tratado de
Budapeste, no depdsito de microrganismos para as finalidades de procedi-
mento de patentes no Deutschen Sammlung von Microorganismen und Zell-
kulturen GmbH [Cole¢ao de microrganismos e culturas celulares da Alema-
nha], Brunswick, Alemanha, sob o No. DSM 18028 em 13.03.2006.

Usando esse sistema bioldgico preferido, foi possivel obter um
rendimento particularmente bom de acidos 2-hidréxi-2-metil carboxilicos, em
particular de acido 2-hidréxi isobutirico. Entretanto, a conversdo enzimética
por microrganismos nao se limita, de modo algum, a essa cepa. Quaisquer
organismos capazes de converter acidos 3-hidroxi carboxilicos em &cidos 2-
hidréxi-2-metil carboxilicos podem ser usados de acordo com a invengao.

Eles podem ser microrganismos que, em primeiro lugar, possu-
em o mesmo gene ou produto génico ou que, em segundo lugar, apresen-
tam um gene analogo, resultando em produtos génicos exibindo uma ativi-
dade similar ou andloga. Isto é, as atividades de 3-hidréxi-carbonil-CoA mu-
tase de outra origem sao igualmente cobertas pela inven¢do. A invengao
também inclui sistemas transformados que exibem uma atividade de 3-

hidréxi-carbonil-CoA mutase ou atividade similar como cepa HCM-10 ou a de
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Isso pode incluir mutantes, geneticamente modificados e modifi-

cagoes isoladas dos microrganismos, por exemplo, organismos que exibem
a atividade desejada de mutase dependente de cobalamina, devido a intro-
ducdo de uma sequéncia de nucleotideos de codificagédo da mutase.

O sistema biolégico preferivelmente usado (cepa HCM-10 - DSM
18028) produz ésteres de 3-hidroxi-carbonil-CoA na forma de tioésteres a
partir de produtos naturais simples, tais como agucares e/ou acidos orgéani-
cos e/ou alcoois e seus derivados. No sistema preferido usado aqui, os éste-
res de 3-hidrdxi-carbonil-CoA sao convertidos pela mutase de rearranjo de
esqueleto de carbonos dependente de cobalamina em ésteres de 2-hidroxi-
2-metil-carbonil-CoA, conforme descrito pelo exemplo do caso de (R)-3-
hidréxi-butiril CoA na equacgao 1. O tioéster de CoA é hidrolisado no sistema,

e 0 4cido é secretado no meio de cultura.

OH OH
)\ Mutase )\
HiC"™ [\ HC"" [ ™\ coscoa 1)
HC CH;
COSCoA
(R)-3-hidroxibutiril CoA 2-hidroxiisobutiril CoA

No método da invengédo, da-se preferéncia ao uso, como catali-
sadores enziméaticos, das cepas de microrganismos que compreendem mu-
tases dependentes de cobalamina, HCM-10 (DSM 18028), Xanthobacter
autotrophicus Py2, Rhodobacter sphaeroides (ATCC17029) ou Nocardioides
sp. JS614, seus extratos brutos ou partes. As cepas usadas de acordo com
a invencao produzem preferivelmente as proteinas com as sequiéncias SEQ
ID NO: 2 e/ou SEQ ID NO: 4 ou compreendem as sequéncias de acidos nu-
cléicos SEQ ID NO: 1 e/ou SEQ ID NO: 3 (HCM-10), as proteinas com aS
sequéncias SEQ ID NO: 5 e/ou SEQ ID NO: 6, ou compreendem as sequén-
cias de acidos nucléicos SEQ ID NO: 7 e/ou SEQ ID NO: 8 (Xanthobacter
autotrophicus Py2), as proteinas com as sequéncias SEQ ID NO: 9 e/ou

SEQ ID NO: 10, ou compreendem as sequéncias de acidos nucléicos SEQ
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ID NO: 11 e/ou SEQ ID NO: 12 (Rhodobacter sphaeroides ATCC 17029) ou
as proteinas com as sequéncias SEQ D NO: 13 e/ou SEQ ID NO: 14, ou
compreendem as sequéncias de acidos nucléicos SEQ ID NO: 15 e/ou SEQ
ID NO: 16 (Nocardioides sp. JS614). Para as finalidades da invengdo, as
ditas proteinas também podem ser usadas em uma forma concentrada, iso-
lada ou produzida por sintese.

Em uma variante adicional preferida da modalidade da invengao,
os catalisadores enzimaticos, em particular microrganismos, extratos brutos,
partes dos mesmos e/ou as enzimas concentradas ou isoladas sao usados
em uma forma imobilizada. A imobilizagéo torna as enzimas, as organelas
celulares e as células insoluveis e limitadas ao espago da reagao. Por e-
xemplo, podem ser imobilizadas em uma matriz de polimero (por exemplo,
alginato, alcool polivinilico ou géis de poliacrilamida). Podem ser também
imobilizadas em materiais de suporte dissolvidos ou nao-dissolvidos (por
exemplo, celite) para facilitar a recuperagéo e a reutilizagao dos catalisado-
res. Métodos de imobilizagao de células em uma matriz de polimero ou em
um suporte dissolvido ou nao-dissolvido sédo conhecidos daquele versado na
técnica e foram previamente descritos de modo detalhado. As atividades
enzimaticas podem ser igualmente isoladas das células microbianas. A se-
guir, podem ser usadas diretamente como catalisadores ou em uma forma
imobilizada em uma matriz de polimero ou em um suporte dissolvido ou nao-
dissolvido. Os métodos necessarios para isso sao conhecidos daquele ver-
sado na técnica e, por exemplo, descritos em Methods in Biotechnology, Vol.
1: Immobilization of enzymes and celis, editor: G. F. Bickerstaff, Humana
Press, Totowa, New Jersey, 1997. |

Os &cidos 3-hidroxi carboxilicos sao convertidos em acidos 2-
hidréxi-2-metil carboxilicos preferivelmente dentro da estrutura de um pro-
cesso continuo que pode ser executado em um reator de fluxo, no qual ocor-
rem crescimento microbiano e, portanto, formacao de produtos. Entretanto,
um prbce_sso continuo também pode significar qualquer sistema de células
em crescimento e enzimas catalisadoras, que € suprido com solu¢éo de nu-

trientes e a partir do qual se remove a solugao de cultura, incluindo acido 2-
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hidréxi-2-metil carboxilico enzimaticamente formado. De acordo com a in-
vencao, o processo também pode ser executado como processo semiconti-
nuo ou de batelada.

Como foi explicado acima, o acido 3-hidréxi carboxilico, que é o
material de partida para o acido 2-hidroxi-2-metil carboxilico, é produzido
preferivelmente por conversdo enzimética de carboidratos e/ou acidos orgé-
nicos e/ou alcoois ou seus derivados. No contexto da invencgao, além da mu-
tase dependente de cobalamina, é feito o uso, onde apropriado, de enzimas
de sintese de ésteres de CoA adicionais, que estao presentes ou que sao
adicionadas ao microrganismo. Isso envolve a converséao de hidrocarbonetos
e/ou carboidratos e/ou acidos organicos e/ou alcoois ou derivados dos mes-
mos no acido 3-hidréxi carboxilico e do acido 3-hidrdxi carboxilico no acido
2-hidréxi-2-metil carboxilico em um processo de uma unica etapa, isto é, a
conversao dos substratos de partida em acido 3-hidréxi carboxilico e as rea-
cbes de conversdo enziméaticas do acido 3-hidroxi carboxilico no acido 2-
hidroxi-2-metil carboxilico correspondente séo realizadas ao mesmo tempo
ou com uma ligeira diferenca de tempo em uma e na mesma solugéo da re-
agao.

Em uma modalidade muito particular da invengao, um substrato
com um radical terc-butila como fonte de carbono e fonte de energia é usado
para cultura, dando-se preferéncia ao aicool terc-butilico como unica fonte
de carbono e de energia em um meio basal.

O método da invengao é preferiveimente util para a produgao de
acido 2-hidréxi-2-metil propandico (acido 2-hidrdxi isobutirico). A produgéo
preferida de acido 2-hidrdxi isobutirico € adicionalmente caracterizada pela
adigao externa de acido 3-hidroxi butirico.

O método foi realizado em condi¢des aerdbicas, preferivelmente
com o uso de células intactas, ou em condi¢des nao-aerodbicas, por exemplo,
mediante tratamento de gas com nitrogénio, preferivelmente quando sao
usados extratos com enzimas purificadas.

~ A invengdo também refere-se a moléculas de acidos nucléicos

que codificam a enzima apresentando a atividade de mutase dependente de
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cobalamina, selecionadas a partir do grupo consistindo em:

a) moléculas de acidos nucléicos que codificam uma proteina
compreendendo as seqliéncias de aminoacidos indicadas em Seq. No. 2
e/ou Seq. No. 4,

b) moléculas de acidos nucléicos compreendendo a sequéncia
de nucleotideos descrita em Seq. No. 1 e/ou Seq. No. 3.

Uma enzima da invengao demonstrou ser preferivelmente uma
proteina heterodimérica que compreende as subunidades descritas em Seq.
N2 2 e Seq. N2 4 e que, portanto, possui excelente atividade enzimatica.

Uma molécula de acido nucléico pode ser uma molécula de
DNA, preferivelmente uma molécula de cDNA ou de DNA genémico e/ou de
RNA. Tanto os acidos nucléicos quanto as proteinas podem ser isolados de
fontes naturais, preferivelmente a partir de DSM 18028, mas também, por
exemplo, de Methylibium petroleiphilum PM1, Methylibium sp. R8 (cole¢éo
de cepas UFZ Leipzig, Alemanha), Xanthobacter autotrophicus Py2, Rhodo-
bacter sphaeroides (ATCC17029) ou Nocardioides sp. JS614, ou podem ser
sintetizados por métodos conhecidos.

Mutacbes podem ser produzidas nas moléculas de &cidos nu-
cléicos usadas de acordo com a invengao através de técnicas de biologia
molecular conhecidas por elas préprias, possibilitando, assim, a sintese de
enzimas adicionais com propriedades andlogas ou similares, que sao igual-
mente usadas no método da invengdo. As mutagdes podem ser mutagoes
por delegdo, que resultam em enzimas truncadas. Enzimas modificadas com
propriedades similares ou anélogas podem ser iguaimente geradas através
de outros mecanismos moleculares, tais como, por exemplo, inser¢des, du-
plicagbes, transposi¢des, fusdo de genes, troca de nucleotideos ou transfe-
réncia de genes entre diferentes cepas de microrganismos.

Essas moléculas de acidos nucléicos podem ser identificadas e
isoladas usando as moléculas de acidos nucléicos ou partes das mesmas.
As moléculas que hibridizam com as moléculas de &cidos nucléicos tambem
compreendem fragmentos, derivados e variantes alélicas das moléculas de

acidos nucléicos descritas acima, que codificam uma enzima passivel de ser
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usada de acordo com a invencao. Os fragmentos aqui significam partes de
moléculas de acidos nucléicos, os quais sdo longos o suficiente para codifi-
car a enzima descrita. Os derivados significam seqiéncias dessas molécu-
las, que diferem das seqUéncias das moléculas de acidos nucléicos descri-
tas acima em uma ou mais posicdes, mas que apresentam um alto grau de
homologia com essas seqiiéncias. A homologia aqui significa uma identida-
de de sequéncia de pelo menos 40%, em particular uma identidade de pelo
menos 60%, preferivelmente de mais de 80% e em particular preferivelmente
de 90%, 95%, 97% ou 99%, em nivel do acido nucléico. As enzimas codifi-
cadas aqui apresentam uma identidade de seqiéncia com as sequéncias de
aminodacidos especificadas de pelo menos 60%, preferiveimente de pelo
menos 80%, em particular preferivelmente de pelo menos 95%, muito parti-
cularmente de preferéncia de pelo menos 99%, em nivel de aminoacidos. Os
desvios aqui podem constituir o resultado de delegao, substitui¢ao, insercao
ou recombinacdo. Podem ser variagbes de ocorréncia natural, por exemplo,
sequéncias de outros organismos, .ou outras mutagbes que podem ocorrer
de modo natural ou por mutagénese especifica (raios UV, raios X, agentes
quimicos ou outros). As variantes também podem ser sequéncias produzidas
de modo sintético. Essas variantes possuem caracteristicas comuns particu-
lares, tais como, por exemplo, atividade enzimatica, concentragdo de enzima
ativa, subunidades, grupos funcionais, reatividade imunoldgica, conformagéao
e/ou propriedades fisicas, tais como comportamento de migragdo na eletro-
forese em gel, comportamento cromatografico, solubilidade, coeficientes de
sedimentacgio, pH 6timo, temperatura 6tima, propriedades espectroscopicas,
estabilidade e/ou outras caracteristicas.

Além disso, a invencdo também se refere as novas proteinas
com a sequiéncia No. 2 e 4 e a uma proteina heterodimerica, que compreen-
de a seqtiéncia No. 2 e a seqliéncia No. 4 e seus homologos de pelo menos
99%.

A SEQ ID NO: 1 descreve a sequéncia de nucleotideos de 1644

pb para a subunidade grande da mutase dependente de cobalamina da DSM

18028.
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A SEQ ID NO: 2 descreve a seqliiéncia de aminodcidos de 548
aa da subunidade grande da mutase dependente de cobalamina da DSM
18028.

A SEQ ID NO: 3 descreve 369 pb da sequéncia parcial de nu-
cleotideos para a subunidade pequena da mutase dependente de cobalami-
na da DSM 18028.

A SEQ ID NO: 4 descreve a sequéncia parcial de 123 aa da su-
bunidade da mutase dependente de cobalamina da DSM 18028.

As SEQ ID NOS: 5 e 6 descrevem as sequiéncias de aminoaci-
dos de 562 e 135 aa, respectivamente, de uma mutase dependente de coba-
lamina de Xanthobacter autotrophicus Py2.

As SEQ ID NOS: 7 e 8 descrevem os 1689 e 408 pb, respecti-
vamente, da sequéncia de nucleotideos para as mutases dependentes de
cobalamina de Xanthobacter autotrophicus Py2.

As SEQ ID NOS: 9 e 10 descrevem as sequéncias de aminoaci-
dos de 563 e 135 aa, respectivamente, de uma mutase dependente de coba-
lamina do Rhodobacter sphaeroides ATCC 17029.

As SEQ ID NOS: 11 e 12 descrevem os 1692 e 408 pb, respecti-
vamente, da sequéncia de nucleotideos para as mutases dependentes de
cobalamina de Rhodobacter sphaeroides ATCC 17029.

As SEQ ID NOS: 13 e 14 descrevem as sequiéncias de aminoa-
cidos de 569 e 164 aa, respectivamente, de uma mutase dependente de co-
balamina de Nocardoides sp. JS614.

As SEQ ID NOS: 15 e 16 descrevem os 1710 e 495 pb, respecti-
vamente, da sequéncia de nucleotideos para as mutases dependentes de
cobalamina de Nocardoides sp. JS614.

Os acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos produzidos de acordo
com a invengao podem ser isolados através de tratamento do meio de cultu-
ra (apds remogao de componentes nao-dissolvidos, tais como células micro-
bianas) por métodos anteriormente descritos. Os exemplos desses métodos
sao, entre outros, concentragao, troca de ions, destilacéo, eletrodialise, ex-

tracao e cristalizagao. O produto pode ser isolado na forma de sal ou (apos
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acidificagao) na forma de acido 2-hidréxi-2-metil carboxilico protonado.

Os acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos (ou seus sais correspon-
dentes) podem ser desidratados por uma multiplicidade de métodos para
produzir os acidos 2-metil carboxilicos néao-saturados correspondentes. Os
acidos isoalquendicos C2-C3-ndo-saturados sao produzidos pela desidrata-
¢do do acido 2-hidréxi-2-metil carboxilico produzido, usando os métodos co-
nhecidos da técnica anterior. Os ééidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos podem
ser desidratados usando Oxidos de metais, hidréxidos de metais, resinas de
troca ibnica, alumina, didxido de silicio, aminas, fosfinas, alcéxidos de metais
alcalinos e carboxilatos de metais alcalinos. As temperaturas da reagao séao
habitualmente entre 160°C e 250°C. Assim, por exemplo, o acido metacrilico
é produzido pela desidratagédo do acido 2-hidroxi isobutirico na presenca de
NaOH, a temperaturas de aproximadamente 185°C.

O acido metacrilico produzido por esse processo e seus homo-
logos sao apropriadamente aplicados em todo um conjunto de setores indus-
triais, como, por exerhplo, na forma de aditivos e revestimentos. Em contras-
te com os métodos anteriormente conhecidos, 0 método combina as vanta-
gens desejadas de um processo em baixa temperatura, o uso de reagentes
benignos para o ambiente e uma menor produgao de produtos de degrada-
¢ao.

A invengao serd descrita de maneira mais detalhada abaixo,
com base em modalidades exemplares, mas nao pretende limitar-se a isso.

Material e métodos

Catalisador enzimatico microbiano

Células microbianas da cepa HCM-10 (DSM 18028), caracteri-
zada por uma atividade de produgéo de éster de 3-hidroxi-carbonil-CoA e de
isomerizagdo de éster de 3-hidroxi-carbonil-CoA ou das subunidades protéi-

cas com sequéncia No. 2 e No. 4 isoladas a partir disso.
Crescimento dos catalisadores enzimaticos microbianos
A cepa microbiana usada para a produgdo de acidos 2-hidroxi-2-

metil carboxilicos foi isolada conforme descrito aqui, adiante. As culturas de

estoque ("stock cultures") sdo armazenadas em solucao de glicerol de 20%
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de concentragdo em nitrogénio liquido.

A cepa HCM-10 foi concentrada a partir de agua de lencol freati-
co em meio basal (Tabela 1) contendo alcool terc-butilico como unica fonte
de carbono e energia.

A cepa pertence filogeneticamente ao grupo Rubrivivax-

Leptothrix.
Tabela 1
Meio basal (mg/L)

" NH.CI 761,4 Biotina 0,02
KH2PO,4 340,25 Acido félico 0,02
KoHPO, 435,45 Piridoxina-HCI 0,1
CaCl; x 6 H,O 5,47 Tiamina-HCI 0,05
MgSO. x 7 H0 71,2 Riboflavina 0,05
ZnS04 x 7 H0 0,44 Acido nicotinico 0,05
MnSQO,4 x H,0O 0,615 DL-Ca-pantotenato 0,05
CuSO, x 5 H0 0,785 Acido p-aminobenzéico 0,05
CoCl; x 6 H,0 0,2 Acido lipdnico 0,05
Na,MoOs x 2 H,O 0,252
FeSO, x 7 H,0 4,98 pH | 7,0

A cepa HCM-10 foi desenvolvida de modo aerdbico sob as se-
guintes condigdes (Tabela 2) para ensaio da atividade de 3-hidroxi-carbonil- -

CoA mutase.
Tabela 2
Cepa Substrato Meio Temperatura Tempo (d)
Q)
HCM-10  Alcool terc-butilico ~ Meio basal 25 7
(0,5 g/L)

As células foram usadas imediatamente apds a sua colheita. As
células intactas podem ser utilizadas sem pré-tratamento adicional, tal como,
por exemplo, permeabilizagdo. Além disso, as células podem ser usadas em
uma forma permeabilizada (por exemplo, mediante tratamento com tolueno,

detergentes ou por ciclos de congelamento-descongelamento) para melhorar
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as taxas de difusdo de substancias para dentro e para fora das células.
A concentracdo de &cido 2-hidroxi isobutirico e de &acido 3-
hidréxi butirico no liquido de cultura ou na mistura da reagao foi determinada

por cromatografia gasosa apés metandlise &cida, utilizando um detector
FFAP e FID. |

Exemplo 1:
Conversao do acido 3-hidréxi butirico em acido 2-hidroxi isobuti-

rico pela cepa HCM-10

Uma suspenséo de 1 g (massa seca) de células da cepa HCM-
10 em 100 ml de meio basal foi introduzida em frascos de soro de 120 ml.
Essa suspenséo foi admisturada com 50 mg de &cido 3-hidroxi butirico, e a
suspenséo foi incubada em um agitador rotatério a 30°C. Depois de 0,3 hora
de incubagéo aerdbica, a suspensdo foi submetida a tratamento de gas com
nitrogénio e incubada com agitagdo a 30°C por outras 4,4 horas. Em varios
momentos, foram obtidas amostras, e o teor de acido 2-hidroxi isobutirico e
teor de acido 3-hidroxi butirico no sobrenadante isento de células foram de-
terminados apds centrifugagdo da suspensao. Foi constatado ser o acido 2-
hidréxi isobutirico o Unico produto liberado na fase anaerdbica. Em contras-
te, o 4cido 3-hidroxi butirico foi evidentemente degradado por completo na
fase inicial aerébica (figura 1). O rendimento de &cido 2-hidréxi isobutirico
foi, neste caso, de 5,1%, com aproximadamente 80% de acido 3-hidréxi buti-

rico permanecendo no liquido da reagao.

Exemplo 2:
Conversio do acido 3-hidroxi butirico em acido 2-hidroxi isobuti-

rico por um extrato bruto da cepa HCM-10

Um extrato bruto acelular da cepa HCM-10 foi preparado ao de-
sintegrar as células em um moinho de bolas, e os restos celulares foram
subseqiientemente removidos por centrifugacdo. O extrato bruto acelular,
em uma concentracdo de 10 mg de proteina em 5 ml de tampao de fosfato
de potassio a 50 mM (contendo MgCl. a 1 mM em pH 7,2), foi introduzido
em frascos de vidro de 10 ml com vedacao. Em seguida, a esse extrato fo-

ram adicionados coenzima B12 a 0,01 mM, coenzima A a 1 mM, ATP a
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1 mM e 4,25 mg de &acido 3-hidréxi butirico. O liquido da reagao foi submeti-
do a tratamento de gas com nitrogénio, o frasco da reagao foi vedado her-
meticamente e incubado com agitacdo a 30°C durante 2 horas. Os produtos
da reacgao foram analisados conforme ilustrado acima. O rendimento de &ci-
do 2-hidréxi isobutirico foi, neste caso, de 9%, com aproximadamente 88%
de acido 3-hidroxi butirico permanecendo no liquido da reagao (figura 2).
Exemplo 3:

Desidratagao do acido 2-hidrdxi isobutirico a metacrilato

Uma solugéo de acido 2-hidréxi isobutirico (1 mg/5 ml) produzida
de acordo com o procedimento realizado no exemplo 2, foi admisturada com
NaOH (0,06 mg) com agitac@o. A solugdo foi incubada com agitagao e res-
friamento em refluxo sob pressao reduzida (40 KPa (300 torr)) a 185-195°C.
Aliquotas adicionais de 0,5 mg de acido 2-hidroxi isobutirico por 5 ml foram
adicionadas a cada hora, no decorrer de um periodo de 5 horas, a ditas ali-
quotas contendo adicionalmente 0,4 em cento por peso de p-metoxifenol
para prevenir a polimerizagcdo do metacrilato. A reagao foi interrompida de-
pois de 24 horas de incubagdo. A conversdo do acido 2-hidroxi isobutirico
em metactilato foi de 97%. O &cido metacrilico foi removido da mistura da

reagao por destilagao.
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REIVINDICAGCOES

1. Método para a produgdo enzimatica devécidos 2-hidroxi-2-
metil carboxilicos de &cidos 3-hidroxi carboxilicos, caracterizado pelo fato de
que um &cido 3-hidroxi carboxilico é produzido em e/ou adicionado a uma
solugdo de reagdo aquosa compreendendo uma unidade que tem atividade
de mutase de 3-hidréxi-carboxilato-CoA, que tem ambas as atividades de
produgdo de éster 3-hidroxi-carbonil-CoA e isomerizagdo de éster 3-hidroxi-
carbonil-CoA, e, depois da incubagdo, o acido 2-hidroxi-2-metil carboxilico
correspondentemente convertido é isolado como acido ou na forma de seus
sais. '

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que a unidade que tem a atividade de mutase de 3-hidroxi-
carboxilato-CoA compreende uma mutase dependente de cobalamina isola-
da.

3. Método de acordo com a reivindicacao 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que a unidade que tem a atividade de mutase de 3-hidroxi-
carboxilato-CoA compreende uma enzima ou sistema de enzimas que pro-
duz éster de 3-hidroxi-carbonil-CoA.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
3, caracterizado pelo fato de que a unidade que tem a atividade de mutase
3-hidréxi-carboxilato-CoA é um microorganismo ou um extrato bruto do mes-
mo.

5. Método de acordo com a reivindicagao 1 ou 4, caracterizado
pelo fato de que os microorganismos que produzem ou compreendem uma
mutase dependente de cobalamina, que tem atividade de mutase de 3-
hidréxi-carboxilato-CoA e tendo ambas a atividade de produgado de éster 3-
hidréxi-carbonil-CoA e isomeriza¢éo de éster 3-hidroxi-carbonil-CoA sao u-
sados em sistemas aquosos para converter acidos 3-hidroxi carboxilicos no
acido 2-hidréxi-2-metil carboxilico correspondente.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a
5, caracterizado pelo fato de que

a) microorganismos com atividade de mutase de 3-hidroxi-
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carboxilato-CoA, que tém ambas as atividades de produgao de tioéster de 3-
hidroxi-carbonil-CoA e isomerizagdo de tioéster de 3-hidroxi-carbonil-CoA,
sdo cultivados em um sistema aquoso com materiais brutos renovaveis ou
produtos de dejetos que derivam do consumo de materiais brutos renovaveis
como fontes de carbono e energia, pelo que os tioésteres intracelulares de
3-hidroxi-carboxilato-CoA sdo sintetizados e convertidos nos &cidos 2-
hidroxi-2-metil carboxilicos correspondentes, e

b) o acido 2-hidréxi-2-metil carboxilico correspondente é isolado
como acido ou na forma de seus sais.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
6, caracterizado pelo fato de que a reagao é realizada com a adi¢éao de acido
3-hidréxi carboxilico externo.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagboes 1 a
7, caracterizado pelo fato de que o microrganismo é selecionado da cepa de
bactérias HCM-10 DSM 18028, Xanthobacter autotrophicus Py2, Rhodobac-
ter sphaeroides (ATCC17029) or Nocardioides sp. JS614.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
8, caracterizado pelo fato de que as células intactas dos microrganismos sao
usadas inalteradas, permeabilizadas ou fixadas a um suporte. -

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
8, caracterizado pelo fato de que o extrato de células e/ou a mutase depen-
dente de cobalamina e, onde apropriado, as outras enzimas tais como, por
exemplo, enzimas de sintetizagao de éster de CoA, apods isolamento parcial
ou completo dos microrganismos s@o usadas, onde apropriado, em uma
forma purificada.

11. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
10, caracterizado pelo fato de que os extratos brutos de células livres de mi-
crorganismos sao usados. |

12. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
11, caracterizado pelo fato de que as proteinas com a sequéncias SEQ ID
NO: 2 e/ou SEQ ID NO: 4, com as sequéncias SEQ ID NO: 5 e/ou SEQ ID
NO: 6, as proteinas com as sequéncias SEQ ID NO: 9 e/ou SEQ ID NO: 10,
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ou as proteinas com as sequéncias SEQ ID NO: 13 e/ou SEQ ID NO: 14 sao
usadas e pelo menos 60% de seus homologos.

13. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a
12, caracterizado pelo fato de que um agucar e/ou um alcool e/ou um acido
organico e/ou um hidrocarboneto ou seus derivados, s&o usados como fon-
tes de carbono e energia para a conversao enzimatica durante a cultura.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

13, caracterizado pelo fato de que um substrato com um radical de terc-

butila & usado como fonte de carbono e fonte de energia para a cultura.

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a
14, caracterizado pelo fato de que o alcool de terc-butila € usado como a
unica fonte de carbono e energia em um meio basal para a cultura.

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 1 a
15, caracterizado pelo fato de que a conversdo enzimatica de um agucar
e/ou um alcool e/ou um acido orgéanico e/ou um hidrocarboneto ou seus deri-
vados, no acido 3-hidréxi carboxilico e do 3-hidréxicarboxilico no acido 2-
hidréxi-2-metil carboxilico é realizado em uma Unica etapa do método.

17. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
16, caracterizado pelo fato de que o acido 2-hidréxi isobutirico € produzido
com a adi¢ao de acido 3-hidrdxi butirico externo.

18. Método para a produgdo de &cidos isoalquendicos C2-C3-
nao-saturados, caracterizado pelo fato de que um &cido 2-hidréxi-2-metil
carboxilico, produzido como definido em qualquer uma das reivindicagoes 1
a 17, é desidratado.

19. Método para a produgdo de acido metacrilico, caracterizado
pelo fato de que um &cido 2-hidrdxi isobutirico, produzido como definido em
qualquer uma das reivindicagdos 1 a 17, € desidratado.

20. Cepa de microrganismos HCM-10 - DSM 18028.

21. Molécula de acido nucléico codificando para uma enzima
que tem a atividade de uma mutase dependente de cobalamina, selecionada

do grupo que consiste em
a) moléculas de acido nucléico codificando uma proteina com-
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preendendo as seqiiéncias de aminoacidos indicadas sob Seq. No. 2 e/ou
Seq. No. 4;

b) moléculas de acido nucléico compreendendo a seqléncia de
nucleotideos descrita sob Seq. No. 1 e/ ou Seq. No. 3.

22. Molécula de acido nucléico de acordo com a reivindicagao
21, caracterizada pelo fato de que ela codifica uma proteina que, como uma
enzima oligomérica composta de duas subunidades diferentes, compreende
as seqliéncias de aminodcidos indicadas sob as Seq. No. 2 e Seq. No. 4.

23. Molécula de acido nucléico de acordo com a reivindicagdo 21
ou 22, que € uma molécula de DNA.

24. Molécula de acido nucléico de acordo com a reivindicagao
23, que € um cDNA ou DNA gendmico.

25. Molécula de &cido nucléico de acordo com a reivindicagao 21
ou 22, que € uma molécula de RNA.

26. Proteina tendo a atividade de uma mutase dependente de
cobalamina codificada por uma molécula de acido nucléico, como definida
nas reivindicagdes 21 e 22.

27. Proteina com a sequiéncia No. 2 e pelo menos 99% de seus

homélogos.
28. Proteina com a sequéncia No. 4 e pelo menos 99% de seus

homologos.
29. Proteina com enzima heterodimérica compreendendo a se-

quéncia No. 2 e a sequéncia No. 4.



Fig. 1: Formation of 2-hydroxy isobutyric acid from 3-hydroxy butyric acid by intact cells of
strain HCM-10 (Example 1) = Formagao do acido 2-hidroxi isobutirico a partir do 4cido 3-
hidroxi butirico por células intactas da cepa HCM-10 (Exemplo 1).
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Fig. 2: Formation of 2-hydroxy isobutyric acid from 3-hydroxy butyric acid by a crude
extract obtained from cells os strain HCM-10 (Example 2) = Formagao do acido 2-hidroxi
isobutirico a partir do acido 3-hidroxi butirico por um extrato bruto obtido de celulas da
cepa HCM-10 (Exemplo 2).
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO PARA A PRODUGAO ENZIMATICA DE
ACIDOS CARBOXILICOS DE 2-HIDROXI-2-METILA".

A presente invengdo refere-se a um método para a produgao
enzimatica de acidos 2-hidréxi-2-metil carbocilicos a partir de acidos carboxi-
licos de 3-hidréxi, em que um é&cido 3-hidréxi carboxilico é produzido em
uma solugdo de reagdo aquosa e/ou é adicionado a essa solugéo de reagao
e é incubado. A solugdo de reagdo aquosa compreende uma unidade que
tem atividade de mutase de 3-hidréxi-carboxilato-CoA que tem ambas as
atividades de produgdo de éster de 3-hidroxi-carbonil-CoA e de isomerizagao
de éster de 3-hidréxi-carbonila-CoA e converte o &cido 3-hidréxi carboxilico
no acido 2-hidréxi-2-metil carboxilico de que € isolado como acido, ou na
forma de seus sais. Em uma modalidade preferida, a unidade tendo ativida-
de de mutase de 3-hidréxi-carboxilato-CoA € uma unidade que inclui uma
mutase dependente de cobalamina isolada e, onde apropriado, umva enzima
ou sistema de enzimas produiindo éster de 3-hidroxi-carbonil-CoA ou um
microrganismo que os inclui. A invengéo preferivelmente refere-se a um pro-
cesso.-biotecnoldgico para produzir acidos 2-hidroxi-2-metil carboxilicos, on-

de os microrganismos que tém as atividades desejadas sao cultivados em
um sistema aquoso com a ajuda de produtos naturais simples e convertem
ésteres de 3-hidro-carbonil-CoA formados intracelularmente em &cidos 2-
hidroxi-2-metil carboxilicos correspondentes. A invengao de maneira seme-
Ihante abrange a produgao de écidos 2-metil carboxilicos ndo saturados,
onde os &cidos 2-hidréxi-2-metil carboxilicos obtidos sdo convertidos por
desidratagdo nos acidos 2-metil carboxilicos ndo-saturados correspondentes

(acido metacrilico e homélogos superiores).
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