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Relatdério Descritiveo da Patente de Invencdo para:
"METODO PARA A PREPARAGAO DE UMA CEPA DE ESCHERICHIA
COLI PARA A FRODUQ?&O DE 1,2-PROPANCDIOL A PARTIR DE
UMA FONTE DE CARBONO".

A presente invencac se refere a um nove método
combinande eveclugioc e design racicnal para o preparo
de um microrganismo para produzir 1, 2-propancdiol, ©
microrganismo desse modo obktido e seu usc para o
preparo de 1,2-propanodiol.

0 1,2-propancdicl ou propileno glicel, um T3
dialcool & um produto gquimice amplamente usado. Ele
& um componente de resinas de poliéster insaturade,
detergentes ligquidos, refrigerantes, fluidos anti-
congelamento e de descongelamento para aercnaves. O
propilenc glicol tem sido usade crescentemente desde
1993-1994 como um substitute para derivados de
etilenc, o©os guals sao reconhecidos como sendo mails
toxicos do gque derivados de propileno.

O 1,2-propanodicl & atualmente produzido através
de meics guimicos usande um processo de hidratacao de
oxido de propilenc gue consome grandes gquantidades de
agua. Oxido de propilenc pode ser produzido através
de gqualquer de dois processos, um usande
epicloreidrina € © outro hidroperdxido.

Ambas as wvias wusam substdncias altamente todxicas.
Alem disso, a via com hiperperdxido gera subprodutos,

tals como terc-butancl e I-fenil etancl. Fara
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que a produgdo de propileno seja proveitosa, deve ser
encontrado um uso para esses subprodutos. A via quimica
geralmente produz 1,2-propanodiol racémico, engquanto que
cada um dos dois estereoisdbmeros, (R)1,2-propanodiol e
(S)1,2-propanodiol, sdo de interesse para determinadas
aplicacdes (por exemplo, materiais de partida quirais para
produtos quimicos e produtos farmacéuticos especiais).

As desvantagens dos processos quimicos para a produgdo
de 1l,2-propanodiol tornam a sintese Dbiocldgica uma
alternativa atraente. Duas vias foram caracterizadas para a
producdo natural de 1,2-propanocdiol a partir de acucares
por meio de microorganismos.

Na primeira via, 6-dedxi acgucares (por exemplo, L-
ramnose ou L-fucose) sdo clivados em fosfato de
dihidroxiacetona e (S)-lactaldeido, o qual pode ser ainda
reduzido em (S)-1,2-propanodiol (Badia e colaboradores,
1985). Essa via ¢é funcional em E. coli, mas pode nao
proporcionar um processo economicamente possivel em virtude
do custo elevado das dedxi-hexoses.

A segunda via é o metabolismo de aglUcares comuns (por
exemplo, glicose ou xilose) através da via de glicdlise,
seguido pela via de metilglioxal. Fosfato de
dihidroxiacetona é convertido em metilglioxal, que pode ser

reduzido em lactaldeido ou em acetol. Esses dois compostos
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podem, entdo, sofrer uma segunda reagdo de redugao que

proporciona 1,2-propanodiol. Essa via é usada por
produtores naturais de (R)-1,2-propanodiol, tais como
Clostridium sphenoides e Thermoanaerobacter
thermosaccharolyticum. Clostridium sphenoides tem s}do

usado para produzir 1,2-propancdiol em uma titula¢do de
1,58 g/1 sob condig¢des com fosfato limitade (Tran Din e
Gottschalk, 1985). Thermocanaerobacter thermosaccharolyticum
também foi investigado para a producdo de 1,2-propanodiol
(Cameron e Cooney, 1986, Sanchez-Rivera e colaboradores,
1987). Os melhores desempenhos obtidos foram uma titulagdo
de 9 g/1 e um rendimento, a partir de glicose, de 0,2 g/g.
Contudo, o aprimoramento dos desempenhos obtidos com esses
organismos provavelmente é limitado em virtude da escassez

de ferramentas genéticas disponiveis.

TECNICA ANTERIOR

Cameron e colaboradores (1998) investigaram o uso de
E. coli como uma plataforma de engenharia metabdlica para a
conversdo de acglUcares em 1,2-propanodiol. Sua anédlise
tedérica mostrou que o limite maximo do rendimento de
produto realistico (considerando-se os equilibrios de massa
e producgao de energia para crescimento) é

significativamente diferente, dependendo das condig¢des de
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cultura. Sob condic¢des anaerdbicas, acetato serd produzido
como um subproduto de forma a reciclar os co-fatores
reduzidos e o melhor rendimento estard limitadc a 1 mol de
1,2-propanodiol por mol de glicose (0,42 g/qg). Sob
condicgdes aerdbicas, reciclagem de co-fatores sera
assegurada pela cadeia respiratéria usando oxigénio como um
receptor de elétrons terminal e se tornaria possivel
produzir 1,2-propanodiol sem a producdo de subprodutos. Sob
essas condig¢des, o rendimento poderia atingir no maximo
1,42 moles/mol (0,6 g/g). Considerando a titulacdo maxima
de 1,2-propanodiocl, Cameron e colaboradores discutiram sua
dependéncia da toxicidade de produto e subproduto. O 1,2-
propanodiocl é significativamente menos téxico do que o 1,3~
propanodiol e E. coli exibe uma taxa de crescimento
residual de 0,5 h™, com 100 g/l de 1,2-propanodiol. A
inibic¢do de crescimento é, mais provavelmente, em virtude
do subproduto acetato, que é conhecido por ser altamente
inibidor do crescimento. O desenvolvimento de um processo
anaerbbico para a producdo de 1,2-propanodiol com altas
titulacdes e rendimentos teria de levar em conta o problema
com o acetato. A conversdo de acetato em acetona, a qual é
menos inibitéria e facilmente removida in situ, foi
proposta (WO 2005/073364).

Varias investigagdes para modificacdes genéticas de E.
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coli foram feitas pelo grupo de Cameron (Cameron e
colaboradores, 1998, Altaras e Cameron, 1999, Altaras e
Cameron, 2000) e pelo grupo de Bennett (Huang e
colaboradores, 1999, Berrios-Rivera e colaboradores, 2003),
de forma a obter um produtor de 1,2-propanodiol usando
fontes de carbono simples. Esses estudos contam, por um
lado, com a expressdo de uma ou varias atividades
enzimdticas na via a partir de fosfato de dihidroxiacetona
em 1,2-propanodiol e, por outro lado, com a remo¢ao de NADH
e vias que consomem oXigénio na cepa hospedeira. Os
melhores resultados obtidos pelo grupo de Cameron sao
produgédo de 1,4 g/1 de 1,2-propanodiol em um frasco de
cultura anaerdébico com um rendimento de 0,2 g/g de glicose
consumida. Quando extrapolada para um fermentador com
alimentacdo em batelada, a producdo foi de 4,5 g/l de 1,2-
propanodiol com um rendimento de 0,19 g/g a partir de
glicose, no que diz respeito a avaliacgédo tedrica de Cameron
e colaboradores. FEsses desempenhos foram obtidos com a
superexpressdo do gene de sintase de metilglioxal de E.
coli (mgs), o gene de dehidrogenase de glicerol de E. coli
(gldA) e o gene de 6xido-reductase de 1,2-propanodiol de E.
coli (fucO) em uma cepa carecendo do gene gue codifica
dehidrogenase de lactato (1dhA). Os resultados obtidos com

a mesma abordagem, mas com menores titulacdes e
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rendimentos, também s3o descritos nas patentes Us
6.087.140, US 6.303.352 e WO 98/37204.

O grupo de Bennett também usou uma cepa hospedeira de
E. coli carecendo de I1dhA para a superexpressdo do gene mgs
de Clostridium acetobutylicum e o gene gldA de E. coli.
Culturas enm frasco, sob condicdes anaerdbicas,
proporcionaram uma titulacdo de 1,3 g/l e um rendimento de
C,12 g/qg, enquanto que culturas microaerdbicas
proporcionaram uma titulacdo de 1,2 g/l com um rendimento
de 0,13 g/g.

Um método alternativo para obter uma cepa que produz
1,2-propanodicl é dirigir a evolucgdo de uma “cepa inicial”
a um estado onde a “cepa evoluida” produz o composto
desejado com melhores caracteristicas. Esse método ¢é
baseado na evolugd&o estrutural de um microorganismo o qual
¢ primeiro modificado através de atenuacdo de dois genes,
tpiA e um gene envolvido na conversdo de metilglioxal em
lactato. A finalidade de atenuacdo do gene ¢tpiA que
codifica a isomerase de fosfato de triose é separar os dois
ramos metabdlicos comegando no gliceraldeido-3-fosfato
(GA3P) e fosfato de dihidréxiacetona (DHAP) que sao
normalmente interconvertidos por essa enzima. A via de DHPA
em 1,2-propanodiol serd o “ramo de redugdo” gque consome CO-

fatores (NADH) reduzidos, enquanto que o metabolismo a
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partir de GA3P em acetato serd o “ramo oxidativo” que
produz NADH e energia para o crescimento da célula. Sem um
gene tpiA funcional, o metabolismo da célula é “travado” e
o crescimento da cepa, a produgdo de 1,2-propanodiocl e a
produgdo de acetato estdo intimamente associados. Sob
pressdo de selecdo em um meio crescimento apropriado, essa
cepa inicial evoluird para um estado onde a produgdo de
1,2-propanodiol pela referida cepa ¢é aprimorada. Esse
procedimentos para obter uma “cepa evoluida” de
microorganismo para a producdo de 1,2-propanodiol é
descrito no pedido de patente WO
2005/073364. Esse processo de evolugdo e a etapa seguinte
de fermentacéo sdo, de preferéncia, realizadas sob
condigdes anaerdbicas. Essa tecnologia é um aprimoramento
evidente com relacdo a técnica anterior. Uma titulacdo de
1,2-propanodiol de 1,8 g/l foi obtida, com um rendimento de
0,35 gramas por glicose consumida, proéoximo do resultado
tedrico de Cameron e colaboradores.

O objetivo da presente invencdo é o aprimoramento de
uma cepa produtora de 1,2-propanodiol através de evolugdo e
subseqlente engenharia genética racional da cepa evoluida.
Uma caracteristica especial é a reconstrugdo de um gene
tpiA funcional na cepa tpiA menos evoluida. Essas

modificagdes levam a uma producdc aprimorada de 1,2-



10

15

20

propanodiol.

DESCRICAO DA INVENCAO

A presente invencdo se refere a um novo método
combinando evolugao e design racional para o preparo de uma
cepa de microorganismo para a producdo de 1,2-propanodiol a
partir de uma fonte de carbono. O referido método
compreende:

- crescimento de uma cepa inicial sob pressao de
selecdo em um meio de crescimento apropriado, a referida
cepa bacteriana 1inicial compreendendo uma atenuag¢do da
expressdao do gene tpiA e uma atenuacdo da expressao de pelo
menos um gene envolvido na conversdoc de metilglioxal em
lactato (tal como gloA, aldA, aldB), de forma a promover a
evolucdo na referida cepa inicial,

- entdo, selegdo e isolamento da cepa evoluida tendo
uma taxa de producdo de 1,2-propanodiol aumentada
{aumentada em pelo menos 20%),

- entdo, reconstrucdo de um gene tpiA funcional na
cepa evoluida.

Em um aspecto da invencao, a sintese de subprodutos
indesejados é atenuada através de delecdo dos genes que
codificam enzimas envolvidas na sintese de lactato a partir
de piruvato (IdhA), formato (pflA, pflB), etanol (adhE). Em

outro aspecto da inveng¢do, a via de Entner-Doudoroff ¢é
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eliminada através de delecdo do gene edd ou eda ou ambos.
Vantajosamente, de forma a tornar mais NADH disponivel para
as etapas de redugdo na via biossintética de 1,2-
propanodiol, pelo menos um gene selecionado dentre arcl e
ndh é atenuado.

O microorganismo usado para o preparo de 1,2-
propanodiol ¢é selecionado dentre bactérias, leveduras e
fungos mas, de preferéncia, é da espécie Escherichia coli
ou Clostridium acetobutylicum.

A presente invencdo também se refere a cepa evoluida
tal como obtido que pode ser, além disso, geneticamente
modificada de forma a aperfeigoar a conversdo de uma fonte
de carbono em 1,2-propanodiol sem subprodutos e com ©O
melhor rendimento possivel. Em um aspecto da invengdo, a
atividade de desidrogenase de gliceraldeido—3—fosfato‘ é
reduzida de forma a redirecionar uma parte do
gliceraldeido-3-fosfato disponivel para a sintese de 1,2-
propanodiol. Em um aspecto da invengdo, a eficiéncia da
importagdo de acgucar ¢ aumentada usando uma importacgdo de
aglcar independente de fosfoenol piruvato (PEP), tal como
aquela codificada por galP ou fornecendo mais PEP ao
sistema de acucar-fosfotransferase. Isso é obtido
eliminando as vias que consomem PEP, tais como quinases de

piruvatos (codificadas pelos genes pykA e pykF) e/ou
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promovendo a sintese de PEP, por exemplo, através de
superexpressdo do gene ppsA que codifica a sintase de PEP.
Adicionalmente, ¢é valioso se a enzima de conversdao de
piruvato em acetil-CoA for resistente a altas concentragdes
de NADH encontradas sob condic¢des anaerdbicas. Isso pode
ser obtido através de uma mutacdo especifica no gene Ipd.
Vantajosamente, a sintese do subproduto acetato é impedida
atenuando um ou varios dos genes ackA, pta, poxB.

A presente invencgédo também se refere a um método para
a producgdo de 1,2-propanodiocl em um 6timo rendimento, sob
condicdes aerdbicas, microcaerdbicas ou anaerdbicas, usando
a referida cepa de E. coli evoluida e opcionalmente
modificada geneticamente crescida em um meio de crescimento
apropriado contendo uma fonte de carbono simples.
Adicionalmente, a invencdo se refere a um método para a
produgdo de 1,2-propanodiocl em um o6timo rendimento, sob
condig¢des anaerdbicas, usando a referida <cepa de C.
acetobutylicum evoluida e opcionalmente modificada
geneticamente crescida em um meio de crescimento apropriado
contendo uma fonte de carbono simples ou complexa. O 1,2-
propanodiol produzido de acordo com esse método é
subseqglientemente recuperado e opcionalmente purificado.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

O desenho anexado, que é incorporado e constituli uma
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parte do presente relatdério descritivo, exemplifica a
invenc¢do e, junto com a descricdo, serve para explicar os
principios da presente invencdo.

A Figura 1 representa a engenharia genética do
metabolismo central no desenvolvimento de um sistema de
producdo de 1,2-propanodiol a partir de carboidratos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGCAO

Conforme aqui utilizado, os termos a seguir podem ser
usados para interpretacdo das reivindicacdes e relatédrio
descritivo.

O termo “cepa” denota uma variante genética de uma
espécie. Assim, o termo “cepa de microorganismo” denota uma
variante genética de uma espécie de um microorganismo
especifico. As caracteristicas fornecidas para qualquer
cepa também se aplicam para qualquer microorganismo
correspondente ou vice-versa.

De acordo com a invencdo, o©os termos ‘“cultura”,
“crescimento” e “fermentacdo” sdo usados de maneira
intercambidvel para denotar o crescimento de bactérias em
um meio de crescimento apropriado contendo uma fonte de
carbono simples.

O termo “fonte de carbono”, de acordo com a presente
inveng¢do, denota qualquer fonte de carbono que pode ser

usada por aqueles habilitados na técnica para sustentar o
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crescimento normal de um microorganismo e gque pode ser
hexoses, pentoses, monossacarideos, dissacarideos,
oligossacarideos, amido ou seus derivados, hemiceluloses,
glicerol e combinacgdes dos mesmos.

O termo “meio de crescimento apropriado”, de acordo
com a invencgdo, denota um meio de composicdo molecular
conhecida adaptado ao crescimento do microorganismo e
projetado de modo que ele promova a evolucdo desejada.

O processo de evolugdo de acordo com a invencdo é um
processo para o preparo de microorganismos evoluidos
apresentando caracteristicas de produgdo aprimoradas e
compreende as seguintes etapas:

a) modificacdo de um microorganismo para obter uma
cepa inicial com um metabolismo “travado”, onde a evolucgdo
pode ocorrer apenas na direcgdo desejada quando as células
da cepa inicial sdoc crescidas sobre um meio apropriado,

b) crescimento da cepa inicial obtida acima sobre o
referido meio de forma a fazer com que a mesma evolua, em
que a cepa 1inicial ¢é crescida sob condicgdes aerdbicas,
microaerdbicas ou anaerdbicas,

c) selecdo das “cepas evoluidas” capazes de crescer
sob essas condic¢des especificas, apresentando
caracteristicas de producdo aprimoradas para o composto

desejado.
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Esse processo de evolucdo foi extensivamente descrito
nos pedidos de patente WO 2004/076659 depositado em
17/02/2004 e WO 2005/073364 depositado em 12/01/2005, pelos
mesmos requerentes.

O termo “selecdo”, de acordo com a invengdo, denota um
processo em que as uUnicas cepas de microorganismos gque sdo
retidas no meio de cultura sdo aquelas que apresentam uma
melhor adaptag¢do sob as condicdes de pressdo de selecdo.
Tipicamente, as cepas mais adaptadas crescem mais do que
seus competidores e sdo, entdo, selecionadas. Uma forma
simples de selecionar uma cepa de microorganismo evoluida
especifica em uma populacdo consiste em crescimento da
populag¢gdo em cultura continua na qual as cepas de
crescimento lento sdo eventualmente eluidas da cultura.
Esse ndo é um exemplo exclusivo para selecdo e outros
métodos de selecgdo conhecidos pelo técnico no assunto podem
ser aplicados.

O termo “isolamento” denota um processo onde uma cepa
individual que apresenta modificacdes genéticas especificas
¢ separada de uma populacdc de cepas que apresenta
caracteristicas genéticas diferentes. Isso é feito através
de amostragem da biomassa apdés o periodo de evolugao e
disseminacdo da mesma sobre placas de Petri para 1isolar

coldébnias tGnicas.
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O termo “taxa de ©producdo de 1,2-propanodiol”
significa uma taxa de produgdo expressa em g/l/h, que &
calculada como segue:

Concentragdo de 1,2-propanodiol produzido no meio (g/l) /

tempo necessdrio para essa producgdo (hora)

Adicionalmente, uma taxa de producd&o especifica
expressa em g/g/h, levando-se em conta a quantidade de
biomassa, pode ser calculada como segue:

Concentracdo de 1,2-propanodiol produzido no meio (g/l) /

concentragdo de biomassa produzida no meio (g/l)/ tempo

necessario para essas produgdes (h)

A concentracdo de biomassa é determinada medindo a
absorbadncia do caldo de fermentacdo com uma leitura em
espectrofotdmetro, por exemplo, a 600 nm ou determinando o
peso seco das células apds secagem de um volume definido de
caldo de fermentacéao.

A quantidade de 1,2-propanodiol produzido ¢é medida
através de cromatografia de 1liquido de alto desempenho
(HPLC) com uma coluna adaptada de acordo com um estado do
protocolo na técnica.

Na presente invencgdo, cepas evoluidas sdo selecionadas
com relacdo as seguintes caracteristicas: uma taxa de
captacdo de glicose aumentada e uma taxa de produgao de

1,2-propanodiol aprimorada. As cepas mostrando essas
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caracteristicas sdo, entdo, isoladas e, vantajosamente,
comparadas umas com as outras, de forma a identificar o
melhor produtor.

A taxa de captacdo de glicose, expressa em g/l/h, é
calculada como segue:

Concentracdo de glicose consumida pela cultura (g/l) /

tempc necessario para esse consumo (h)

Uma taxa de captacdo de glicose especifica pode ser
calculada levando-se em conta a concentracdo de biomassa no
meio, conforme previamente descrito.

A taxa de captacdo de glicose e taxa de producdo de
1, 2-propanodiocl sdo intimamente relacionadas. Se o consumo
de glicose é aumentado, a producgdo dos produtos a partir do
metabolismo de glicose é aumentada na mesma pProporgao.

Apds selecdo e isolamento, as cepas melhor evoluidas
apresentam uma captacdo de glicose que é cerca de 20% maior
do que a captacdo da cepa inicial, de preferéncia cerca de
30% maior ou mais, mais preferivelmente 50% maior.

A taxa de produgdo de 1,2-propanodiol aumentada é
cerca de 20% maior do que a taxa de produgdo da cepa
inicial, de preferéncia cerca de 30% maior ou mais, mais
preferivelmente cerca de 50% maior.

O gene tpiA codifica a enzima “isomerase de fosfato de

triose”, a qual catalisa a interconversdo de DHAP e GA3P
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(ver Figura 1). A finalidade da atenuagdo desse gene &
manipular o metabolismo da célula de uma forma tal que a
evolugdo a producdo mais eficiente de 1,2-propanodiol se
torna possivel.

O termo “atenuacdo da expressdo de um gene”, de acordo
com a invencdo, denota a supressdo parcial ou completa da
expressdo de um gene o qual ¢é, entdo, dito como sendo
“atenuado”. Essa supressdao de expressdo pode ser uma
inibig¢do da expressd&o do gene, a supressdo de um mecanismo
de ativacdo do gene, uma delecdo de toda ou parte da regido
promotora necessdria para a expressdo do gene ou uma
delecdo na regido de codificacdo do gene. De preferéncia, a
atenuagcdo de um gene é essencialmente a delecdo completa
desse gene, gene o qual pode ser substituido por um gene
marcador de selegdo que facilita a identificacgao,
isolamento e purificagdo das cepas de acorde com a
invengdo. Um gene é, de preferéncia, inativado através da
técnica de recombinacdo homéloga, conforme descrito em
Datsenko, K.A. & Wanner, B.L. (2000) "One-step inactivation
of chromosomal genes 1in Escherichia coli K-12 using PCR
products”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 6640-6645. Outros
métodos sdo descritos abaixo.

O termo “expressdo” se refere a transcrigdo e tradugdo

de uma seqgliéncia génica, levando & geragdo da proteina
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correspondente, produto do gene.

O termo “reconstrugdo de um gene tpiA funcional na
cepa evoluida” significa que a cepa evoluida selecionada é
modificada apdés o processo de evolugdo através de
introdugdo de um gene tpiA funcional; isso pode ser
realizado através de substituicéao, via recombinacédo
homdloga, da cépia atenuada do gene por uma coédépia do tipo
silvestre, assim, restaurando uma atividade de isomerase de
fosfato de triose similar a atividade medida na cepa
inicial ou através da introdugcdo de um gene tpiA funcional
sobre um locus cromossdmico diferente ou através de
introdugdo de um gene tpiA funcional sobre um plasmideo.
Essa restauragdo pode permitir um rendimento de produgdo de
1,2-propanodiol a partir de glicose de mais de 1 mol/mol
por meio de reciclagem parcial de GA3P em DHAP para a
produgdo de 1,2-propanodiol através da agdo da isomerase de
fosfato de triose.

A finalidade da atenuacgdo da expressdo de pelo menos
um gene envolvido na conversdo de metilglioxal (2-0x0
propanal) em lactato é inibir a conversdo de metilglioxal
em lactato, de modo que o metilglioxal presente seja usado
pela maquinaria celular essencialmente para a sintese de
1, 2-propanodiol.

Os genes envolvidos na conversdao de metilglioxal em
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lactato sdo, em particular:

- um gene que codifica uma glioxalase, por exemplo, ©
gene gloA que codifica glioxalase I, que catalisa a sintese
de lactoil glutationa a partir de metilglioxal;

- 0s genes aldA e aldB que codificam uma dehidrogenase
de lactaldeido (que catalisa a sintese de (S) lactato a
partir de (S) lactaldeido).

A expressdo de um ou mais desses genes é,
vantajosamente, atenuada (ou o gene ¢é& completamente
deletado) na cepa inicial. De preferéncia, o gene gloA é
deletado.

Uma modificacdo adicional ¢, vantajosamente, feita na
cepa 1inicial consistindo em supressdoc das vias naturais de
fermentagdo de glicose, as quais consomem equivalentes de
redugdo como NADH e, portanto, competem com a via
biossintética de 1,2-propanodiol.

Em particular, é vantajoso atenuar a expressdo do gene
1dhA que codifica dehidrogenase de lactato que catalisa a
sintese de lactato a partir de piruvato e a expressdo do
gene adhE que codifica dehidrogenase de &lcool-aldeido que
catalisa a sintese de etanol a partir de acetil-CoA.

Similarmente, ¢é possivel forgcar o microorganismo a
usar o complexo de dehidrogenase de piruvato para produzir

acetil-CoA e NADH a partir de piruvato. Issc pode ser
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obtido através de atenuacido da expressdo dos genes pflA e
pflB que codificam liase de formato de piruvato.

Atenuagdo de pelo menos um dos genes edd e eda dque
codificam as enzimas envolvidas na via de Entner-Doudoroff
é também UGtil para impedir o metabolismo direto de glicose
em gliceraldeido-3-fosfato e piruvato que pode superar a
via da sintese de 1,2-propanodiol.

Sob condicgdes anaerbbicas ou microaerdbicas, a
disponibilidade de NADH para a reducdo dos precursores em
1l,2-propanodiol &, vantajosamente, aumentada. Isso é obtido
aliviando a repressdo sobre o ciclo de Acido tricarboxilico
mediada pelo regulador global ArcA (codificado pelo gene
arcA). A concentragdo de NADH na célula pode também ser
aumentada através de inativacdo da dehidrogenase de NADH II
codificada pelo gene ndh. Portanto, de preferéncia, pelo
menos um gene selecionado dentre arcA e ndh tem sua
expressao atenuada.

De preferéncia, a cepa inicial é selecionada do grupo
consistindoc de bactériés, leveduras e fungos.

Mais preferivelmente, a cepa inicial é selecionada do
grupo consistindo de Enterobacteriaceae, Bacillaceae,
Clostridiaceae, Streptomycetaceae e Corynebacteriaceae.

Em uma modalidade preferida da invencdo, a cepa

inicial é Escherichia coli ou Clostridium acetobutylicum.
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A cepa evoluida passivel de ser obtida e a cepa
evoluida tal como obtido através do processo previamente
descrita sdo também um objetivo da invencdo.

Essa cepa evoluida ¢é vantajosa para modificar a
expressdao de genes especificos, isto é, aumentar ou atenuar
a expressdo do gene. Essas modificacdes permitem melhorar o
desempenho de producdo de 1,2-propanodiol.

Para obter uma superexpressdo de um gene de interesse,
aqueles habilitados na técnica conhecem diferentes métodos,
por exemplo:

- Substituicdo do promotor enddégeno por um promotor
forte.

- Introducdo, no microorganismo, de um vetor de
expressao trazendo o referido gene de interesse.

- Introdugdo de cépias adicionais do gene de interesse
no cromossoma.

Aqueles versados na técnica conhecerem varias técnicas
para introdug¢do de DNA em uma cepa bacteriana. Uma técnica
preferida ¢é eletroporacdo, a qual é bem conhecida por
aqueles versados na técnica.

Para obter a atenuacdo da expressdo de um gene,
diferentes métodos s&do conhecidos por aqueles versados na
técnica e sdo descritos abaixo.

Em uma modalidade especifica da invengdo, a cepa
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evoluida é modificada através de uma atenuacdo da atividade
de desidrogenase de gliceraldeido-3-fosfato (GAPDH) de
forma a reduzir o fluxo na parte inferior de glicdlise e
redirecionad-lo & sintese de DHAP e, finalmente, 1,2-
propanodiol (ver Figura 1). Essa atividade diminuida pode,
em particular, ser obtida através de uma atenuacdo da
exXpressdao do gene gapaA.

0O termo “atenuacdo da atividade de uma enzima” se
refere a uma diminuicdo de atividade da enzima de interesse
comparada com a atividade observada em uma cepa evoluida
antes de qualquer modificacdo. Agqueles versados na técnica
conhecem numerosos meios para obter esse resultado, por
exemplo:

- introdugdo de uma mutacdo no gene que diminui o
nivel de expressdo desse gene ou o nivel de atividade da
proteina codificada

- substituicdo do promotor natural do gene por um
promotor de baixa resisténcia, resultando em uma menor
expressao

- uso de elementos que desestabilizam o RNA mensageiro
correspondente ou a proteina

- delegdo do gene se nenhuma expressdo em geral é
desejada.

Vantajosamente, na cepa evoluida, a eficiéncia de



10

15

20

22

importacdo de aguUcar ¢é aumentada. Uma atenuacgdo forte da
expressdao do gene gapA que resulta em uma diminuicdo do
fluxo de carbono na reacdo de GAPDH em maior de 50%
resultard na sintese de menos de 1 mol de fosfoenol
piruvato (PEP) por mol de glicose importada. O sistema de
agucar-fosfotransferase (PTS), gque usualmente assegura a
importacdo de acucares simples para a célula, estéa
associado a uma reacdo de fosforilacdo que proporciona
glicose-6-fosfato. O fosfato necessdrio para essa reagdo é
fornecido através da conversdo de PEP em piruvato. Assim,
diminuigdo da quantidade de PEP produzido, por meio de
redug¢do do fluxo através do gliceraldeido-3-fosfato, reduz
a importac&o de acucar.

Em uma modalidade especifica da invengdo, o acglcar
poderia ser importado para o microorganismo através de um
sistema de importacgéao de acucar independente da
disponibilidade de fosfoenol piruvato. O simporter de
galactose-prétons codificado pelo gene galP, que ndo
envolve fosforilagdo, pode ser utilizado. Nesse caso, a
glicose importada precisa ser fosforilada pela quinase de
glicose codificada pelo gene glk. Para promover essa via, a
expressdo de pelo menos um gene selecionado dentre galP e
glk ¢é aumentada. Como um resultado, o PTS se torna

dispensavel e pode ser eliminado através de atenuacdo da
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expressao de pelo menos um gene selecionado dentre ptsH,
ptsl ou err.

Em outra modalidade especifica da invengéao, a
eficiéncia do PTS ¢é aumentada através de aumento da
disponibilidade do metabdélito PEP. Em virtude da atenuacgdo
da atividade de gapA e do menor fluxo de carbono ao
piruvato, a quantidade de PEP na cepa modificada da
invencdo poderia ser limitada, levando a uma menor
quantidade de glicose transportada para a célula.

Existem varios meios que podem ser usados para
aumentar a disponibilidade de PEP em uma cepa de
microorganismo. Em particular, uma forma é atenuar a reagao
PEP — piruvato. De preferéncia, a expressdo de pelo menos
um gene selecionado dentre pykA e pykE, que codificam a
enzima gquinase de piruvato, é atenuada na referida cepa
para obter esse resultado. Outra forma para aumentar a
disponibilidade do PEP é favorecer a reacdo pilruvato —
PEP, catalisada pela sintase de fosfoenol piruvato através
de aumento da atividade da enzima. Essa enzima é codificada
pelo gene PpsA. Portanto, de preferéncia, no
microorganismo, a expressdo do gene ppsA é aumentada. Ambas
as modificagdes podem estar presentes no microorganismo

simultaneamente.
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Especialmente, sob condig¢des anaerdbicas ou
microaerdébicas, é vantajoso se o complexo de dehidrogenase
de piruvato (PDC), que converte piruvato em acetil-CoA, tem
baixa sensibilidade a inibig¢do pelo NADH. O termo "“baixa
sensibilidade” é definido com referéncia a sensibilidade de
uma enzima ndo modificada, conforme j& demonstrado no WO
2005/073364. Em particular, tal caracteristica pode ser
obtida através de introducgdo de uma mutagdo especifica no
gene Ipd (que codifica a subunidade dehidrogenase de
lipoamida da PDC), resultando na substituigdo de alanina na
seqiéncia da proteina da enzima por uma valina.

Em outra modalidade especifica da invencgdo, a sintese
do subproduto acetato é impedida. Sob condig¢des totalmente
aerbébicas, o co-fator reduzido NADH ¢é, de preferéncia,
oxidado em NAD+ via a cadeia respiratdéria, com oxigénio
como um aceitador de elétrons terminal. Portanto, a sintese
de um co-produto (por exemplo, acetato) ndo é obrigatdria.
E preferivel evitar tal sintese de acetato para aperfeicoar
a producdo de 1,2-propanodiol.

Para impedir a producgdo de acetato, vantajosamente, a
atividade de pelo menos uma enzima envolvida na sintese de
acetato é atenuada. De preferéncia, a expressdo de pelo
menos um gene selecionado dentre ackA, pta e poxB é

atenuada, todos esses genes <codificando as enzimas
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envolvidas em diferentes vias biossintéticas de acetato
(ver Figura 1).

Outro objetivo da invencdo ¢ um método para preparo de
1,2-propanodiol em que uma cepa evoluida, tal como descrito
previamente, é crescida em um meio de <crescimento
apropriado contendo uma fonte de carbono e, entédo, o 1,2-
propanodiol produzido ¢é recuperado. A produgdo de 1,2-
propanodiol é realizada sob condicgdes aerdbicas,
microaerdbicas ou anaerdbicas.

As condigdes de cultura (fermentacao) para os
microorganismos de acordo com a invencdo podem ser
prontamente definidas por aqueles habilitados na técnica.
Em particular, bactérias sdo fermentadas em temperaturas
entre 20°C e 55°C, de preferéncia entre 25°C e 40°C e, de
preferéncia, em torno de 35°C para C. acetobutylicum e em
torno de 37°C para E. coli.

Esse processo pode ser realizado em um processo e€n
batelada, em um processador alimentado em batelada ou em um
processo continuo.

A cepa evoluida pode ser usada para produzir 1,2-
propanodicl sob condigdes aerdbicas, microaerdbicas ou
anaerdbicas.

“Sob condig¢des aerdbicas” significa que oxigénio é

fornecido a cultura através de dissolugdo do gas na fase
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liquida. Isso poderia ser obtido (1) purgando g&s contendo
oxigénio (por exemplo, ar) na fase liquida ou (2) agitando
o vaso contendo o meio de cultura de forma a transferir o
oxigénio contido no espago superior para a fase liquida.
Vantagens da fermentacdo sob condig¢des aerdbicas ao invés
de condig¢des anaerdbicas é que a presenga de oxigénio como
um aceitador de elétrons melhora a capacidade da cepa de
produzir mais energia na forma de ATP para processos
celulares. Portanto, a cepa tem seu metabolismo geral
aprimorado.

Condic¢cdes microaerdbicas sido definidas como condicdes
de cultura em gque baixos percentuais de oxigénio (por
exemplo, usando uma mistura de gas contendo entre 0,1 e 10%
de oxigénio, completo até 100% com nitrogénio) sdo
dissolvidos na fase liquida.

Condicdes anaerdbicas s&do definidas como condigdes de
cultura em gque nenhum oxigénio ¢é fornecido ao meio de
cultura. Condig¢des estritamente anaerdbicas sdo obtidas
através de purgagdo de um gé&s inerte, tal como nitrogénio,
no meio de cultura para remover tragos de outro gas.
Nitrato pode ser usado como um aceitador de elétrons para
melhorar a produgdo de ATP pela cepa e melhorar seu
metabolismo.

A cultura de cepas, durante o processo de evolug¢do e ©
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processo de fermentacdo para produgdo de 1,2-propanodiol, &
conduzida em fermentadores com um meio de cultura de
composi¢do conhecida adaptada & bactéria usada, contendo
pelo menos uma fonte de carbono. Em particular, um meio de
crescimento mineral para E. coli pode, assim, ser de
composicdo idéntica ou similar ao meio M9 (Anderson, 1946,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 32: 120-128), meio M63 (Miller,
1992; A Short Course in Bacterial Genetics: A Laboratory
Manual and Handbook for Escherichia coli and Related
Bacteria, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, New York) ou um meio tal como aquele definido por
Schaefer e colaboradores (1999, Anal. Biochem. 270: 88-96)
e, em particular, o meio de cultura minimo denominado MPG

descrito abaixo:

KoHPO, 1,4 g/1
Acido nitrilo 0,2 g/l
Solugdo de 10 ml1/1
(NH4) 2S04 1 g/1
NaCl 0,2 g/1
NaHCO3 0,2 g/1
MgSO, 0,2 g/1
glicose 20 a 100
NaNO; 0,424 g/1
tiamina 10 mg/1
FeS0,, 7TH,0 50 mg/1
Extrato de levedo 4 g/1
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O pH do meio ¢é ajustado para 7,4 com hidrdéxido de
sédio.

*Solugdo de elementos vestigiais: 4,37 g/L de acido

citrico, 3 g/L de MnSO4, 1 g/L de CaCl,, 0,1 g/L de
CoCl,.2H;0, 0,10 g/L de ZnS0O4.7H,0, 10 mg/L de CuSO4.5H;0, 10
mg/L de H3BO3;, 8,31 mg/L de NayMoO,.

Em uma modalidade especifica da invencdo, o método é
realizado com uma cepa evoluida de E. coli em um meio de
crescimento contendo uma fonte de carbono simples que pode
ser: arabinose, frutose, galactose, glicose, lactose,
maltose, sacarose ou xilose. Uma fonte de carbono simples
especialmente preferida é glicose.

Em outra modalidade especifica da invenc¢do, o método é
realizado com uma cepa evoluida de Clostridium
acetobutylicum em um meio de crescimento contendo uma fonte
de carbono simples ou complexa.

O meio para C. acetobutylicum pode, assim, ser de
composicdo 1déntica ou similar ao meio de Crescimento
Clostridial (CcM, Wiesenborn e colaboradores, Appl.
Environm. Microbiol., 54: 2717-2722) ou um meio de
crescimento mineral conforme fornecido por Monot e
colaboradores (Appl. Environm. Microbiol., 44: 1318-1324)
ou Vasconcelos e colaboradores (J. Bacteriol., 176: 1443-

1450) .
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A fonte de carbono usada para a cultura de C.
acetobutylicum € um carbono simples ou complexo. A fonte de
carbono simples pode ser arabinose, frutose, galactose,
glicose, lactose, maltose, sacarose ou xilose. Uma fonte de
carbono complexa pode ser amido ou hemicelulose. Uma fonte
de carbono complexa especialmente preferida é amido.

De preferéncia, o 1,2-propanodiol recuperado &, além
disso, purificado. Aqueles versados na técnica conhecem
métodos para recuperacdo e purificacdo do 1,2-propanodiol
produzido. Esses métodos sdo processos usuais.

A invencdo é descrita acima, abaixo e nos Exemplos com
relacdo a E. coli. Assim, 0s genes gque podem ser atenuados,
deletados ou superexpressos para as cepas inicial e
evoluida de acordo com a invencgédo sdo definidos
principalmente usando a denominacdo dos genes a partir de
E. coli. Contudo, essa designacdo tem um significado mais
geral de acordo com a invencdo e abrange o0s genes
correspondentes em outros microorganismos usando @ as
referéncias no GenBank dos genes de E. coli, aqueles
habilitados na técnica podem determinar genes equivalentes
em outros organismos gue ndo E. coli. 0Os meios de
identificagdo de seqliéncias homdélogas e suas homologias
percentuais sdo bem conhecidos por agueles habilitados na

técnica e incluem, em particular, os programas BLAST que
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podem ser usados no website

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ com os pardmetros de

default indicados nesse website. As sequiéncias obtidas
podem ser exploradas (alinhadas) usando, por exemplo, os

programas CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) com os

paradmetros de default indicados nesse website.
O banco de dados PFAM (banco de dados de familias de
proteina de alinhamentos e modelos ocultos de Markov

http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) é uma grande

colegcdo de alinhamentos de seqiiéncias de proteina. Cada
PFAM torna possivel visualizar multiplos alinhamentos, ver
dominios de proteina, avaliar distribuic¢des entre
organismos, obter acesso a outros bancos de dados e
visualizar estruturas de proteinas conhecidas.

COGs (agrupamentos de grupos ortdlogos de proteinas

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/C0OG/) sdo obtidos comparando

seqliéncias de proteina derivadas de 66 genomas totalmente
segienciados representando 44 linhagens filogenéticas
principais. Cada COG é definido a partir de pelo menos trés
linhagens, tornando possivel identificar dominios
conservados ancestrais.
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EXEMPLOS

Os exemplos a seguir mostram:

1. A construgdo de uma cepa modificada de E. coli
MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA,
AaldB, Aedd, AarcA, Andh.

2. A evolugdo da referida cepa inicial.

3. A reconstrugdo do gene tpiA na cepa evoluida
selecionada.

4. Atenuagao do gene gapA; delegdo dos genes pPYkA e
PYkF; superexpressdo do gene ppsA.

5. A delecdo dos genes ackA, pta, poxB.

6. Comparacdo de varias cepas obtidas com relagdo a
producgdo de 1,2-propancdiol sob condig¢des aerdbicas.

7. Producdo de 1,2-propanodiol em cultura alimentada

em batelada com a melhor cepa.
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Exemplo 1: Constru¢ao de uma cepa modificada de E. coli

MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AdadhE, A41dhA, AgloA, A4daldA,

AaldB, Adedd, AdarcA, A4ndh capaz de evoluir a produgao
aprimorada de 1,2-propanodiol

a) Construgdo de uma cepa modificada de E. coli MG1655
Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, 1dhA::Km, AgloA, AaldA, AdaldB,
Aedd

O cassete de resisténcia ao clorafenicol foi eliminado
na cepa de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, AdpflAB, AdadhE,
IdhA::km, AgloA, AaldA, AaldB, Adedd::cm (ver W02005073364)

de acordo com o Protocolo 1.

Protocolo 1: Eliminacdo de cassetes de resisténcia

Os cassetes de resisténcia ao clorafenicol e/ou
canamicina foram eliminados de acordo com a seguinte
técnica. O plasmideo pCP20 trazendo a recombinase FLP que
atua nos sitios FRT dos cassetes de resisténcia ao
clorafenicol e/ou canamicina foi introduzido na cepa
através de eletroporagdo. Apds cultura serial a 42°C, a
perda dos cassetes de resisténcia a antibidético foi
verificada através de analise por PCR com os
oligonucleotideos fornecidos na Tabela 1.

A presenga das modificacdes feitas previamente na cepa

foi verificada usando os oligonucleotideos fornecidos na
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Tabela 1.

A cepa obtida foi denominada E. coli MG1655 Ipd*,
AtpiA, ApflAB, AadhE, IdhA::km, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd.
Tabela 1: Oligonucleotideos usados para verificar a
insercdo de um cassete de resisténcia ou a perda de um

cassete de resisténcia

Nome da regido |Nomes dos|SEQ ID|Homologia com regido

oligos cromossémica
Gene tpiA cdh N° 1 Ver W02005073364
(delecdo) YITIQ N°2
Gene pflAB pflABF N° 3 Ver W02005073364

pf1ABR N° 4

Gene adhE ychGf N° 5 Ver W02005073364

adhECr N° 6

Gene IdhA hsIJdC N° 7 Ver W02005073364
(insercdo de 1dhAC?2 N° 8

cassete)

Gene gloA NemACd N° 9 Ver W02005073364

RntCr N° 10

Gene aldA Ydc F C f|N° 11 Ver W0O2005073364

gapCCr | N° 12

Gene aldB aldB C £ | N° 13 Ver W02005073364

Yia¥YCr N° 14
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Gene edd Edad N°® 15 Ver WO2005073364
Zwf r N°® 16
Gene IdhA - 1dhAF N® 17 1439724 a 1439743
(delegdo) 1dhAR N° 18 1441029 a 1441007
Gene arcA arcAF N°® 19| 4638292 a 4638273
arcAR N°® 20 4636854 a 4636874
Gene ndh ndhF N° 21 1164722 a 1164742
ndhR N°® 22 1167197 a 1167177
Gene tpiA YIIQ N°® 2 4109599 a 4109580
(reconstrucio) tpiAR N° 23 4108953 a 4108973
Promotor de yeaAF N° 24 1860259-1860287
gapA (Ptrclé- gapAR N°® 25 1861068-1861040
gapA)
Gene pykA pykAF | N° 26 1935338 a 1935360
pykAR N°® 27 1937425 a 1937401
Gene pykF pykFF N° 28 1753371 a 1753392
pykFR N°® 29 1755518 a 1755495
Genes ackA-pta B2295 N° 30 2410900 a 2410919
YfcCR N°® 31 2415164 a 2415145
Gene poxB POXBF N°® 32 908475 a 908495
poxBR N° 33 910375 a 910352

Construcdo de uma cepa modificada de E.

coli MG1lo655
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Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm,\ AgloA, AdaldA,
AaldB, Adedd

De forma a eliminar o cassete de resisténcia a
canamicina e inativar o gene IdhA, o cassete de resisténcia
ao clorafenicol foi inserido no gene IdhA deletando o gene
em questdo de acordo com o Protocolo 2.

Protocolo 2: Introdugdo de um produto de PCR para

recombinacgdo e selegdo dos recombinantes

Os oligonucleotideos escolhidos e fornecidos na Tabela
2 para substituigdo de um gene ou uma regido intergénica
foram usados para amplificar o cassete de resisténcia ao
clorafenicol a partir do pKD3 ou o cassete de resisténcia a
canamicina do plasmideo pKD4 (Datsenko, K.A. & Wanner, B.L.
(2000)). O produto de PCR obtido foi, entdo, introduzido

através de eletroporacdo na cepa recipiente trazendo o

plasmideo pKD46 no qual o sistema A Red (y, B, exo)
expresso favorece grandemente a recombinag¢cdo homdéloga. Os
transformantes resistentes a antibidético foram, entéao,
selecionados e a insercdo do cassete de resisténcia foi
verificada através de analise por PCR com 0s
oligonucleotideos apropriados fornecidos na Tabela 1.

As outras modificacgdes da cepa foram verificadas com

os oligonucleotideos fornecidos na Tabela 1.
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A cepa resultante foi denominada E. coli MG1655 Ipd*,
Aldh::cm, AtpiA, ApflAB, AadhE, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd.
Tabela 2: Oligonucleotideos usados para substituigdo de uma
regido cromossdémica através de recombinacdo com um produto

de PCR na cepa de E. coli MG1655

Nome da|Nomes dos|SEQ ID |Homologia com regido
regido oligos cromossdmica
Gene IdhA D1dhAF N°® 34 1440865-1440786
D1dhAR N°® 35 1439878-1439958
Gene arch DarcAF N° 36 4637868-4637791
DarcAR N° 37 4637167-4637245
Gene ndh DndhF N° 38 1165071-1165149
DndhR N°® 39 1166607-1166528
Gene tpiA tpiA: :knF N° 40 4109264-4109195
(reconstrucao tpiA: :kmR N°® 41 4109109-4109193
)
Promotor gapA Ptrc-gapAF N° 42 1860478-1860536
(Ptrclé-gapd) Ptrc-gapAR N°® 43 1860762-1860800
Gene pykA DpykAF N° 44 1935756-1935836
DpykAR N° 45 1937055-1937135
Gene pykF DpykFF N°® 46 1753689-1753766
DpykFR N°® 47 1755129-1755051
Gene ackA-pta DackAF N° 48 2411494-2411573
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DptaR N° 49 2414906-2414830
Gene poxB DpoxBF N° 50 908557-908635
DpoxBR N° 51 910262-910180

c) Construgdoc de uma cepa modificada de E. coli MG1655
AarcA: :km

O gene arcA foi inativado na cepa de E. coli MG1655
através de 1insercdo de um cassete de resisténcia ao
antibidético canamicina e delecdo da maioria do gene em
questdo usando a técnica descrita no Protocolo 2 com o©s
oligonucleotideos fornecidos na Tabela 2. A cepa resultante
foi denominada E coli MGl655 darcA: :km.
d) Construgdo de uma cepa modificada de E. coli MG1655
Ipd*, AtpiA, AplfAB, AdadhE, AldhA, AgloA, AaldA, A4daldB,
Adedd, AarcA

A delecdo do gene arcA através de substituicdo do gene
por um cassete de resisténcia & canamicina na cepa E. coli

MG1655 Ipd*, AtpiA, Af1AB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA,

AaldB, Aedd foil realizada através da técnica de transducdo
com fago PI.

Protocolo 3: Transducdo com fago PI para delecdo de um gene

A delecdo do gene escolhido através de substituigdo do

gene por um cassete de resisténcia (clorafenicol ou
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canamicina) na cepa de E. coli recipiente foi realizada
através da técnica de transducdo com fago Pl. O protocolo
foi em duas etapas, (i) o preparo do lisato de fago sobre a
cepa MG1655 com um Unico gene deletado e (ii) a transdugéao
da cepa recipiente através desse lisato de fago.

Preparo do lisato de fago

- Cultura com 100 pl de uma cultura noturna da cepa

MG1655 com um Unico gene deletado de 10 ml de LB + 30 pg/ml
de Cm + glicose a 0,2% + CaCl, a 5 mM.

- Incubacdo durante 30 min a 37°C com agitacao.

- Adigdao de 100 pl de 1lisato de fago Pl preparado
sobre a cepa MG1655 do tipo silvestre (aprox. 1 x 10°
fagos/ml).

- Agitacdo a 37°C durante 3 horas até que todas as
células tenham sido submetidas a lise.

- Adigao de 200 pl de cloroférmio e turbilhonamento.

- Centrifugacdo durante 10 min a 4500 g para eliminar
os residuos celulares.

- Transferéncia do sobrenadante para um tubo estéril e
adicdo de 200 pl de clorofédrmio.

- Armazenamento do lisato a 4°C.

Transdugdo

- Centrifugacdo durante 10 min a 1500 g de 5 ml de uma
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cultura noturna da cepa recipiente de E. coli em meio LB.
- Suspensdo da pelota de células em 2,5 ml de MgSO, a

10 mM, CaCl, a 5 mM.
- Tubos de Controle: 100 pl de células
100 pl de fagos Pl da cepa
MG1655 com um unico gene deletado
- Tubo de ensaio: 100 pl de células + 100 pl de

fagos Pl da cepa MG1655 com um unico gene deletado.

Incubacdo durante 30 min a 30°C sem agitagdo.
- Adigdo de 100 ul de citrato de sédio a 1M em cada

tubo e turbilhonamento.

- Adicdo de 1 ml de LB.

Incubacgdo durante 1 hora a 37°C com agitacéo.

Colocagdo de 30 pg/ml sobre discos LB + CM apés
centrifugacdo dos tubos durante 3 min a 7000 rpm.

- Incubacdo a 37°C durante a noite.

Os transformantes resistentes a antibidético foram,
entdo, selecionados e a insercdo da delecdo foi verificada
através de uma andlise por PCR com os oligonucleotideos
apropriados fornecidos na Tabela 1.

A cepa resultante foi denominada E. coli MGl655 Ipd*,

AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB,

Aedd, AarcA::km.
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Os cassetes de resisténcia ao clorafenicol e
canamicina foram, entdo, eliminados de acordo com ©
Protocolo 1. A cepa obtida foi denominada E. coli MG1655
Ipd*, AtpiA, ApflAB, AdadhE, A4ldhA, AgloA, AdaldA, AaldB,
dedd, AarcA.

e) Construgdo de uma cepa modificada de E. coli MG1655
Andh: : km

O gene ndh foil inativado através de insercdo de um
cassete de resisténcia ao antibidtico canamicina e delecéao
da maioria do gene em questdo usando a técnica descrita no
Protocolo 2 com os oligonucleotideos fornecidos na Tabela

2. A cepa resultante foi denominada E. «coli MG1655
Andh: :km.

f) Construgdo de uma cepa de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA,
AplfAB, AdadhE, AldhA, AgloA, AdaldA, AdaldB, Aedd, AdarcA,
Andh

A delecd&o do gene ndh através de substituigc&o do gene

por um cassete de resisténcia a canamicina na cepa de E.
coli MG1655 Ipd*, AtpiA, dplfAB, AdadhE, AldhA, A4gloA,
AaldA, AaldB, Aedd, AdarcA foi realizada conforme
previamente usando a técnica de transducdo com o fago PI

descrita no Protocolo 3.

A cepa resultante foi denominada E. coli MG1655 Ipd*,

\
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AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AdaldA, AaldB, Adedd,
AdarcA, Andh: :km.

0O cassete de resisténcia & canamicina foi, entdo,
eliminado de acordo com o Protocolo 1. A cepa obtida foi

denominada E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE,

AldhA, AgloA, AdaldA, AaldB, Aedd, AarcA, Andh.

Em cada etapa, a presenca das modificagdes feitas

previamente na cepa foi verificada usando os
oligonucleotideos fornecidos na Tabela 1.
Exemplo 2: Evoluc¢do da cepa modificada E. coli MG1655 Ipd*
AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA, AdaldA, AaldB, Aedd
em cultura em Chemostat sob condig¢des microaerbdbicas e
caracterizagdo fisioldégica de evolugéo

Para evoluir a produgdo aprimorada de 1,2-propanodicl,

a cepa de E. coli MG1655 1Ipd* AtpidA, ApflAB, AadhE,

AldhA: :cm, AgloA, AaldA, AaldB, Adedd foi cultivada em
cultura continua sob condicgdes anaerdbicas por um lado e
sob condig¢®es microaerdbicas (1% de oxigénio) por outro
lado no meio de cultura MPG, tal como descrito
anteriormente, com glicose em excesso (de 20 g/l
inicialmente com adig¢do se a glicose se torna esgotada). A
temperatura foi ajustada a 37°C e o pH foi regulado a 6,5

através da adigdo de uma base. A evolugdo da cepa nos
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Chemostats foi acompanhada através do aumento da
concentracao de biomassa associada ao aumento das
concentrag¢des do produto, 1,2-propanodiol, e do co-produto
acetato, durante varias semanas (de 4 semanas até 6 meses).
Isso denotou o aprimoramento dos desempenhos das cepas.
Quando as culturas atingiram um estado uniforme sem mais
nenhum aumento das concentracgdes sob essas condigdes, a
evolucao foi feita.

As caracteristicas das cepas antes e apbds evolugdo
foram avaliadas. Coldénias unicas representando clones
individuais foram isoladas sobre discos de Petri. Esses
clones foram avaliados usando a cepa inicial como controcle
em um ensaio em frasco de Erlenmeyer usando o0 mesmo meio
MPG usado na cultura em Chemostat. Dentre esses clones,
vadrios apresentaram melhoras taxas especificas de produgéo
de 1,2-propanodiol quando comparado com o controle. Esses
clones foram selecionados para as etapas seguintes. Os
resultados obtidos com o melhor clone para cada condigdo de
evolucdo sdo reportados nas Tabelas 4 e 5 abaixo.

Tabela 4: Comparacdo do clone melhor evoluido apds evolugado

sob condig¢des anaerdbicas com a cepa inicial

Cepa E. coli MG1655 Cepa inicial Clones melhor

lpd* AtpiA ApflAB AadhE antes de evoluidos
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AldhA::cm AgloA Adald,

d4aldB Adedd

evolucgao
(desempenhos
medidos apds 2

dias de cultura)

(desempenhos
medidos apdbds 2

dias de cultura)

Taxa especifica de
consumo de glicose (g de

glicose /g de biomassa

/h)

0,12

0,21 (+ 75%)

Taxa especifica de

produgdo de 1,2-
propanodiol (g de 1,2-
propanodiol /g de

biomassa /h)

0,02

0,07 (+250%)

Taxa especifica de
producdo de 1,2-
propanodiol +
hidréxiacetona (g de
1,2-propanodiol +

hidréxiacetona /g de

biomassa /h)

0,08 (+ 100%)

Tabela 5:

Comparacdo do clone melhor evoluido apds evolugdo

sob condic¢bes microaerdbicas com a cepa inicial
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Cepa E. coli MG1655
lpd* AtpiA ApflAB AadhE
AldhA: :cm AgloA Aald,

AaldB Aedd

Cepa inicial
antes de
evolucdao

(desempenhos

medidos apds 2

dias de cultura)

Clones melhor
evoluidos
{(desempenhos
medidos apds 2

dias de cultura)

Taxa especifica de
consumc de glicose (g de

glicose /g de biomassa

/h)

0,10

0,22 (+ 120%)

Taxa especifica de

produc¢ao de 1,2-
propanodiol (g de 1,2-
propanodiol /g de

biomassa /h)

0,01

0,08 (+700%)

Taxa especifica de
produc¢do de 1,2-
propanodiol +
hidréxiacetona (g de
1,2-propanodiol +

hidréxiacetona /g de

biomassa /h)

0,08 (+ 100%)

Uma vez que esses

clones foram cultivados durante um
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periodo de tempo prolongado sobre meio de cultura com
extrato de 1levedo, eles precisaram ser adaptados para
crescimento em meio minimo. Os dois melhores clones cujos
desempenhos sdo fornecidos nas Tabelas 4 e 5 foram
adaptados através de cultura serial sobre meio minimo de
forma a aumentar suas taxas de crescimento sob tais
condigdes e a adaptacdao foi cessada quando suas taxas de
crescimento estavam estaveis. Os clones da cultura final
foram isolados e verificados como sendo representativos da
populacdo adaptada.

Exemplo 3: Reconstrucdo do gene ¢tpiA na cepa evoluida

selecionada de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE,

AldhA::cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd:
a) Construcdo de uma cepa modificada de E. coli MG1655
tpiA: :km

Um cassete de resisténcia ao antibidético canamicina
foi inserido a montante do gene tpiA de acordo com a
técnica descrita no Protocolo 2 com os oligonucleotideos
fornecidos na Tabela 2. A cepa resultante é denominada E.
coli MG1655 tpiA::km.

Entdo, a reconstrug¢dao do gene tpiA na cepa evoluida de

E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, AplfAB, AdadhE, AldhA::cn,

AgloA, AdaldA, AaldB, Adedd, AdarcA, Andh foi realizada
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usando a técnica de transducdo com o fago PI descrito no
Protocolo 3.

A cepa resultante foi denominada E. coli evoluida
MG1655 Ipd*, tpiArc::km AplfAB, AadhE, AldhA::cm, AgloA,
AaldA, AaldB, Aedd, AarcA, Andh.

Os cassetes de resisténcia a canamicina e clorafenicol
foram, entdo, eliminados de acordo com o Protocolo 2. A
cepa obtida foi denominada ‘E. coli evoluida tpiArc'.

A presenca das modificacdes feitas previamente na cepa foi
verificada usando os oligonucleotideos fornecidos na Tabela
1.

Exemplo 4: Modificacdes da ‘E. coli evoluida tpiArc’
atenuagdo do gene gapA; delegdo dos genes pykA e pykF;
superexpressdo do gene ppsA com um vetor pJBl137-PgapA-ppsA
a) Substituig¢do do promotor de gapA natural pelo promotor
curto sintético Ftrclé:

A substituigcdo do promotor de gapA natural pelo
promotor curto sintético Ptrclé (SEQ ID NO 52:
gagctgttgacgattaatcatccggctcgaataatgtgtggaa) na cepa “E.
coli evoluida tpiArc' foi feita através de substituicgao de
225 pb da seqiéncia do gapA a montante por FRT-CmR-FRT e um
promotor manipulado.

A técnica usada ¢é descrita no Protocolo 2 com o0s
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oligonucleotideos fornecidos na Tabela 2. A cepa resultante
é denominada ‘E. coli evoluida tpiArc' Ptrclé-gapA::cm.

O cassete de resisténcia ao clorafenicol foi, entéo,
eliminado de acordo com o Protocolo 1. A cepa obtida foi
denominada ‘E. coli evoluida tpiArc' Ptrclé-gapA.

b) Delecdo do gene pykA

O gene pykA é inativado através de insercdo de um
cassete de resisténcia ao antibidtico canamicina e delecgdo
da maioria do gene em questdo usando a técnica descrita no
Protocolo 2 com os oligonucleotideos fornecidos na Tabela
2. A cepa resultante é denominada ‘E. coli evoluida tpiArc’
Ptrclé6-gapA ApykA::km.

O <cassete de resisténcia a canamicina ¢é, entédo,
eliminado de acordo com o Protocolo 1. A cepa obtida é
denominada E. coli evoluida tpiArc' Ptrclé-gapA ApykA.

c) Delegdo do gene pykF

O gene pykF é inativado através de insercdo de um
cassete de resisténcia ao antibidtico canamicina e delecao
da maioria do gene em quest&o usando a técnica descrita no
Protocolo 2 com os oligonucleotideos fornecidos na Tabela
2. A cepa resultante ¢é denominada E. coli evoluida
tpiArc'Ptrclé-gapA, ApykA ApykF::km.

Conforme previamente, o cassete de resisténcia a
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canamicina é, entdo, eliminado de acordo com o Protocolo 1.
A cepa obtida é denominada E. coli evoluida tpiArc'Ptrcl6-
gapA, ApykA, ApykF.
d) Introdugdo de um vetor de expressdo pJBIl37-PgapA-ppsA na
cepa

Para aumentar a producdo de fosfoenol piruvato, o gene
ppsA fol expresso a partir do plasmideo pJB137 usando o©
promotor de gapA. Para a construgdo do plasmideo pJBl137-
PgapA-ppsA, o gene ppsA foi amplificado por PCR a partir do
DNA gendmico de E. coli MG1l655 wusando os seguintes
oligonucleotideos:

1. gapA-ppsAF, consistindo de 65 bases (SEQ ID NO 53)

ccttttattcactaacaaatagectggtggaatatATGTCCAACAATGGCTCGTC
ACCGCTGGTGC
com:

- uma regido (letras maiusculas) homdéloga a segliéncia
(1785106~1785136) do gene ppsA (1785136 a 1782758), uma
seqliéncia de referéncia no website

http://genolist.pasteur.fr/Colibri/) e

- uma regido (letras mintsculas) hombdéloga ao promotor
de gapA (1860794 - 1860761).

2. ppsAR, consistindo de 43 bases (SEQ ID NO 54)

aatcgcaagcttGAATCCGGTTATTTCTTCAGTTCAGCCAGGC

com:
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- uma regido (letras maiusculas) homdéloga a seqliéncia
(1782758 - 1782780)

- a regido do gene ppsA (1785136 a 1782758)

- um sitio de restricdo Hindlll (letras sublinhadas)

Ao mesmo tempo, a regido promotora de gapA do dJgene
gapA de E. coli foi amplificada usando os seguintes
oligonucleotideos:

1. gapA-ppsAR, consistindo de 65 bases (SEQ ID NO 55)

GCACCAGCGGTGACGAGCCATTGTTGGACATatattccaccagcectatttgttag
tgaataaaagg
com:

- uma regido (letras maiusculas) homdéloga a seqiiéncia
(1785106 -1785136) do gene ppsA (1785136 a 1782758) e

- uma regido (letras minusculas) homdéloga ao promotor
de gapA (1860794 - 1860761).

2. gapAF, consistindo de 33 bases (SEQ ID NO 56)

ACGTCCCGGGecaagecccaaaggaagagtgagge
com:

~ uma regido (letras minusculas) hombéloga ao promotor
de gapA (1860639 - 1860661).

- um sitio de restrigdo Smal (letras sublinhadas)

Ambos os fragmentos foram subseqgientemente fundidos
usando os oligonucleotideos ppsAR e gapAF (Horton e

colaboradores, 1989 Gene 77: 61-68) . 0 fragmento
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amplificado por PCR foi cortado com as enzimas de restricéo
Hindlll e Smal e clonado nos sitios Hindlll/Smal do vetor
pJB137 (Numero de Acesso ao EMBL: U75326), proporcionando o
vetor pJBl37-PgapA-ppsA. Plasmideos recombinantes foram
verificados através de seqlienciamento de DNA.

O plasmideo pBl137-PgapA-ppsA ¢é introduzido na cepa
evoluida de E. coli tpiArc Ptrclé-gapA, ApykA, ApykF.

A cepa obtida ¢é denominada E. coli evoluida tpiArc
Ptrclé-gapA, ApykA, ApykF, (pJBl13 7-PgapA-ppsA).

Em cada etapa, a presenga das modificag¢les previamente
feitas na cepa foi verificada usando os oligonucleotideos
fornecidos na Tabela 1.

Exemplo 5: Construcdo de uma cepa de E. coli evoluida
tpiArc Ptrclé-gapA, ApykA, ApykF, AdackA-pta, ApoxB
(pJB137-PgapA-ppsA) capaz de produzir 1,2-propanodiol sem
acetato como subproduto

a) Construgdo de uma cepa de E. coli modificada M1655
AackA-pta::cm

Os genes ackA e pta sdo inativados através de insercgao
de um cassete de resisténcia ao antibidético clorafenicol e
delegcao da maioria do gene em questdo usando a técnica
descrita no Protocolo 2 com os oligonucleotideos fornecidos

na Tabela 2. A cepa resultante é denominada E. coli MG1655
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AackA-pta: :cm.
b) Construcdo de uma cepa de E. coli evoluida tpiArc
Ptrclé6-gapA, ApykA, ApykF, AackA-pta

A delecdo dos genes ackA e pta na cepa de E. colil
evoluida tpiArc Ptrcl-gapA, dpykA, ApykF é realizada
conforme previamente usando a técnica de transdugdo com
fago PI conforme descrito no Protocolo 3.

A cepa resultante é denominada E. coli evoluida tpiArc
Ptrclé-gapA, ApykA, ApykF, AackA-pta::cm.

Conforme previamente, o cassete de resisténcia ao
clorafenicol é, entdo, eliminado de acordo com o Protocolo
1. A cepa obtida é denominada E. coli evoluida tpidrc
Ptrclé6-gapA, ApykA, ApykF, AdackA-pta.

c) Construcdo de uma cepa modificada evoluida de E. coli
tpiArc Ptrcl-gapA, ApykA, ApykF, AdackA-pta, ApoxB (pJB137-
PgapA-ppsA)

O gene poxB é inativado através de insergdo de um
cassete de resisténcia ao antibidético clorafenicol e
delegdo da maioria dos genes em questdo usando a técnica
descrita no Protocolo 2 com os oligonucleotideos fornecidos
na Tabela 2.

A cepa resultante é denominada E. coli evoluida tpiArc

Ptrclé-gapA, ApykA, ApykF, AackA-pta, ApoxB::cm.
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Conforme previamente, o cassete de resisténcia ao
clorafenicol é, entdo, eliminado de acordo com o Protocolo
1. A cepa obtida é denominada E. coli evoluida tpiArc
Ptrclé-gapA, ApykA, ApykF, AackA-pta, ApoxB.

O plasmideo pBl37-PgapA-ppsA é introduzido na cepa de
E. coli evoluida tpiArc Ptrcl-gapA, ApykA, ApykF, AdackA-
pta, AdpoxB. A cepa obtida é denominada E. coli evoluida
tpiArc  Ptrclé6-gapA, ApykA, ApykF, AackA-pta, ApoxB
(pJB137-PgapA-ppsA) .

Em cada etapa, a presenca das modificac¢des previamente
feitas na cepa é verificada usando os oligonucleotideos
fornecidos na Tabela 1.

Exemplo 6: Comparacdo das diferentes cepas evoluidas com
relagdo a producdo de 1,2-propanodiol sob condig¢des
aerdbicas

As cepas obtidas conforme descrito no Exemplo 4 e as
cepas de controle (controle 1: MG1655 lpd* AtpiA ApflAB
AadhE AldhA::Cm AgloA Adald, AdaldB Adedd evoluida sob

condic¢cdes anaerdbicas e controle 2: MG1655 1lpd* AtpiA

Apf1AB AadhE AldhA::Cm AgloA Adald, AdaldB Aedd evoluida sob
condic¢cdes microaerdbicas) foram cultivadas em um ensaio em
frasco de Erlenmeyer sob condicdes aerdbicas em meio minimo

suplementado com extrato de levedo e com glicose como fonte
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de carbono. A cultura foi realizada a 34°C e o pH foi
mantido através de tamponamento do meio de cultura com
MOPS. Ao final da cultura, 1,2-propanodiol, acetol e
glicose residual no caldo de fermentagdo foram analisados
através de HPLC e os rendimentos de 1,2-propanodiol com
relagdo a glicose e 1,2-propanodiol + acetol com relagdo a
glicose foram calculadas. A melhor <cepa §&, entdo,
selecionada para uma cultura de alimentacdo em batelada em

um fermentador.

Cepa Titulacdo |Titulacédo| Rendimento | Rendimento
de 1,2~ de acetol de 1,2- de 1,2-
propanodiol (g/1) propanodiol |propanodiol
(g/1) (g/g de + acetol
glicose) (g/g de
glicose)
Controle 1 1,88 2,1 0,16 0,34
Controle 2 0,7 3,56 0,06 0,37
‘E. coli 0,5 2,77 0,06 0,42
evoluida
tpiArc’',
Ptrclé6-gapA,
(pJB137~
PgapA-ppsA)




10

55

(construida a
partir do

controle 1)

'E. coli 3,71 3,85 0,20 0,41
evoluida
tpiArc’',
Ptrclé-gapA,
(pJB137-
PgapA-ppsA)
(construida a
partir do

controle 2)

Exemplo T Producao de 1,2-propanodiol em cultura
alimentada em batelada com a melhor cepa

A melhor cepa selecionada no experimento anterior foi
cultivada em um fermentador de 2 1 usando um protocolo de
alimentacdo em batelada.

A temperatura da cultura é mantida constante a 37°C e
0 pH é permanentemente ajustado para valores entre 6,5 e 8
usando uma solucdo de NH,OH. A agitacdo é mantida entre 200
e 300 rpm durante a fase de batelada e é aumentada para até
1000 rpm no final da fase de alimentacdo em batelada. A

concentragdo de oxigénio dissolvido é mantida em valores
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entre uma saturagac de 30 e 40% usando um ceontreoladeor de
gds. Quando a densidade optica atinge um valeor entre trés e
cinco, a4 alimentacdo em batelada € iniciada com uma taxa de
fluxo inicial entre 0,3 & 0,5 ml/h & um aumento progressive
até wvalores de taxa de fluxo entre 2,5 e 3,5 ml/h. Nesse
ponto, a taxa de fluxo € mantida constante durante 24 a 48
horas. 0O meic da alimentagido & baseade em meio minimo
contendo glicose em concentracdes entre 300 e 500 g/l.
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REIVINDICACOES

1. Métode para a preparagdo de uma cepa de Escherichla
coll para a produgac de 1, Z-propancdicl a2 partir de uma fonte
de carbono, o referido método ecaracterizade pele fato de gue
compreande:

crescimento de uma cepa inicial sob pressac de selegaoc
em meio de crescimento apropriado, a referida cepa bacteriana
compreendendoe uma atenuagdo da expressac do gene tplhk & uma
atenuacio da expressac de pele mencs um gene envelvideo na
conversao do metilglicoxal em lactate, de forma a promover a
evolugdo na referida cepa inicial, entio

selegio e isolamento da cepa eveluida ter um aumento
da taxa de producdo de 1,2 propanodiol, entdo

- reconstrugdo de um gene tpid funcional na cepa
evoluilda,

2. Método, de acordo Com a reivindicagao 1,
caracterizade pele fato de gue 0 gene envolvido na converséo
do metilglioxal em lactate £ selecionado a partir do grupc
que consiste em: glol, aldh e aldB e suas combinagdes.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizade pelo fato de gue a cepa inicial compreende,
alem disso, a atenuacgic da expressac de, pelo mencs, um dos
genes selecicnades de entre o grupo gue consiste em Idha,
prflhk, pflB, adhiE, edd e eda.

4. Metodo, de acordeo com qualgquer uma das reivindicagdes
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1 a 3, caracterizado pelo fato de que a cepa inicial
compreende ainda a atenuacdo de pelo menos um gene
selecionado de entre o grupo que consiste em arcA e ndh.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 4, caracterizado pelo fato de que a cepa evoluida é
isolada e selecionada com base na sua taxa de producgdo de
1, 2-propanodiol, aumentado em pelo menos 20% em comparacao
com a taxa de produgdo da cepa inicial.

6. Método, de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes
1 a 5, caracterizado pelo fato de que a atividade
gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase € atenuada na dita
cepa evoluida.

7. Método, acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado
pelo fato de que a expressao do gene gapA é atenuado na dita
cepa evoluida.

8. Método, de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes
1 a 7, caracterizado pelo fato de que a eficiéncia da
importacao de aglUcar é aumentado na dita cepa evoluida.

9. Método, acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado
pelo fato de que um sistema de importacao agticar independente
de fosfoenolpiruvato é usado na dita cepa evoluida.

10. Método, de acordo com a reivindicacéo 9,
caracterizado pelo fato de que a expressdao de pelo menos um
gene selecionado entre galP e glk é aumentada na dita cepa

evoluida.
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11. Método, acordo com a reivindicacgdo 8, caracterizado
pelo fato de que a eficiéncia do sistema agucar-
fosfotransferase é melhorada na dita cepa evoluida, através
do aumento da disponibilidade do metabdlito
fosfoenolpiruvato.

12. Método, de acordo <com a reivindicacdo 11,
caracterizado pelo fato de que a atividade de, pelo menos,
uma piruvato-quinase é atenuado na dita cepa evoluida.

13. Metodo, acordo com a reivindicacéao 12,
caracterizado pelo fato de que a expressdao de pelo menos um
gene selecionado entre pykA e pykF é atenuado na dita cepa
evoluida.

14. Método, de acordo com as reivindicagbes 11 a 13,
caracterizado pelo fato de que a atividade fosfoenolpiruvato
sintase € aumentada na dita cepa evoluida.

15. Método, de acordo <com a reivindicacdo 14,
caracterizado pelo fato de que que a expressdo do gene ppsA
é aumentada na dita cepa evoluida.

16. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1 a 15, caracterizado pelo fato de que a
enzima que favorece o metabolismo do piruvato em acetil-CoA-
tem uma menor sensibilidade a2 inibicdo por NADH do que a
enzima ndo modificada na dita cepa evoluida.

17. Método, de acordo <com a reivindicacdo 16,

caracterizada pelo fato de que o gene Ipd tem um ponto de
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mutacdo que conduz a uma substituicdo de alanina 55 por
valina na dita cepa evoluida.

18. Método, de acordo com qualqguer uma das
reivindica¢des 1 a 17, caracterizado pelo fato de que a
atividade de pelo menos uma enzima evoluida na sintese de
acetato é atenuada na dita cepa evoluida.

19. Método, acordo com a reivindicacao 18,
caracterizado pelo fato de que a expressdo de pelo menos um
gene seleccionado entre ackA, pta, poxB é atenuada na dita
cepa evoluida.

20. Método para a preparagdao de 1,2-propanodiol,
caracterizado pelo fato de que compreende

a) preparar uma cepa evoluida de Escherichia coli
conforme definido por qualquer uma das reivindicagcdes 1 a
19,

b) cultivar a dita cepa evoluida em um meio de
crescimento apropriado que contém uma fonte de carbono, e

c) recuperar o 1,2-propanodiol produzido.

21. Método, de acordo com a a reivindicagao 20,
caracterizado pelo fato de que o 1,2-propanodiol recuperado

¢, ainda, purificado.
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