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BACTERIA PRODUTORA DE ALCOOL ISOPROPILICO RECOMBINANTE DO
GENERO ESCHERICHIA E METODO DE PRODUZIR ALCOOL ISOPROPILICO
USANDO A MESMA
CAMPO TECNICO
5 A presente 1invengdo se relaciona a uma bactéria
produtora de &lcool isopropilico e um método de produgédo de
dlcool isopropilico usando a mesma.
TECNICA DE FUNDAMENTO
O &lcool isopropilico produzido de um material
10 derivado de planta pode ser convertido ao propileno através
da desidratacdo, de modo que é promissor como um material
bruto de carbono neutro para propileno. J& que todos os
paises desenvolvidos s&o atualmente exigidos pelo protocolo
de Kyoto para reduzir suas quantidades de emissdes de
15 diéxido de carbono por 5% baseado naqueles em 1990, o
propileno de carbono neutro é extremamente importante
devido a sua versatilidade em virtude do ambiente global.
As bactérias que utilizam os materiais derivados de
planta para produzir &lcool isopropilico (por exemplo, veja
20 Publicacdo do Pedido de Patente Chinés N°. CN 1043956 A e o
Pedido de Patente Japonés aberto (JP-A) N°. 61-67493) ja
existem na natureza. Entretanto, sdo conhecidos por ter
baixa produtividade de &lcool isopropilico e para gerar
dlcoois, tais como butanol e etanol como subprodutos. Ja
25 que as temperaturas azeotrdépicas de butanol e etanol sé&o
prbéximas da &agqua, é dificil separar o &lcool isopropilico
do Dbutanol e/ou etanol por métodos faceis, tais como
destilagdo simples. Portanto, pensa-se que a coleta de
dlcool isopropilico do caldo da fermentagcdo no qual butanol

30 e/ou etanol coexistem com &lcool isopropilico requer
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destilacdo usando instalagdes incidentais, tais como uma
coluna retificante,de modo que o processo de purificacdo é
esperado ser complicado.

A CN 1043956 A descreve um método para a producgdo de

5 butanol, etanol, acetona e isopropanol em que Clostridium
butanoiacetonicus G.V é cultivado em um meio de cultura,
que foi suplementado com milho e melago, e submetendo a
assim obtida cultura a destilacéo, redestilacéo e
destilacdo fraciondria. Entretanto, nos exemplos descritos

10 na literatura, os rendimentos de butanol, etanol, acetona e
isopropanol no meio de cultura ndo sdo descritos em todo, e
a quantidade de cada um destes componentes deveria ter sido
finalmente obtida pela destilacdo fraciondria ndo ¢é
descrita. Assim, a produgdo real de isopropanol, butanol,
15 etanol e acetona ndo podem ser vistas da literatura.

A JP-A 61-67493 descreve que o meio de cultura obtido
cultivando uma bactéria do género Clostridium contém
butanol, a quantidade da qual é maior do que a de &lcool
isopropilico, e pequenas quantidades de etanol e acetona.

20 Esta literatura descreve que um método comum de separacgdo e
purificacdo para obter o &lcool isopropilico do meio de
cultura obtido é um método no qual o meio de cultura é
filtrado, destilado diversas vezes, concentrado e submetido
A separacdo ao salgando para obter um teor de éleo, que E

25 submetido subsequentemente a destilagdo fraciondria por um
aparelho tendo uma coluna de fracionamento.

Por outro lado, é conhecido que a acetona pode ser
produzida introduzindo, a E. coli, genes de acetoacetato
descarboxilase, CoA transferase e tiolase que sdo derivados

30 de uma Dbactéria do género Clostridium (Clostridium
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acetobutylicum) e cultivo de E. coli recombinante obtido
(por exemplo, Lourdes L Bermejo e col.: Applied and
Environmental Microbiology, Vol. 64, N°.3, p-1079-1085,
(1998)).
5 DIVULGACAO DA INVENCAO
PROBLEMAS A SEREM RESOLVIDOS PELA INVENCAO
Como descrito acima, as bactérias produtoras de &lcool
isopropilico existentes tém baixa produtividade de alcool
isopropilico e, além disso, produzem uma grande quantidade
10 de &lcoois, tais como butanol e etanol como subprodutos no
meio de cultura, de modo que a coleta de &lcool
isopropilico do meio de cultura seja dificil, que tem sido
problemdtico na producdo industrial de &lcool isopropilico.
A presente invengdo foi feita sob as circunsténcias
15 descritas acima, e aponta fornecer: uma bactéria que gera
menos &alcoois de subproduto e é capaz de produzir o &lcool
isopropilico que é mais altamente purificado, sem exigir
uma etapa especial para separar os &alcoois de subproduto;
um método para produzir o &alcool isopropilico usando esta
20 Dbactéria; e um aparelho para produzir o &lcool isopropilico
METOS PARA RESOLVER OS PROBLEMAS
O primeiro aspecto da presente invengdo é uma bactéria
produtora de &lcool isopropilico a qual uma atividade de
acetoacetato descarboxilase, uma atividade de alcool
25 isopropilico desidrogenase, uma atividade de CoA
transferase e uma atividade de tiolase foram dadas, e a
qual pode produzir o &lcool isopropilico de um material
derivado de planta.
Em modalidades preferiveis do primeiro aspecto da

30 presente invengdo, cada uma das atividade de acetoacetato
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descarboxilase, atividade de dlcool isopropilico
desidrogenase, atividade de CoA transferase e atividade de
tiolase sdo respectivamente obtidas pela introdugdo de um
gene codificando uma enzima derivada de pelo menos uma
5 selecionada do grupo consistindo de uma bactéria do género
Clostridium, uma bactéria do género Bacillus e uma bactéria
do género Escherichia.
O segundo aspecto da presente invencdo é um método
para produzir o &lcool isopropilico, o método compreendendo
10 produzir o &lcool isopropilico de um material derivado de
planta usando a bactéria produtora de &lcool isopropilico.
As modalidades preferiveis do segundo aspecto da
presente invencgédo compreendem: cultivar a bactéria
produtora de &lcool isopropilico ao fornecer um gas a
15 mistura compreendendo a bactéria produtora de alcool
isopropilico e o material derivado de planta; e coletar o
dlcool isopropilico produzido pela cultura.
O terceiro aspecto da presente invencdo é um aparelho
produtor de &lcool isopropilico compreendendo: uma unidade
20 de cultura compreendendo uma mistura compreendendo a
bactéria produtora de &lcool isopropilico e o material
derivado de planta; uma unidade de fornecimento de gas que
é conectada & unidade de cultura e abra em uma posigdo na
mistura contida na unidade de cultura, para fornecer o gés
25 a mistura; uma unidade de captura compreendendo o liquido
de captura que captura o &lcool isopropilico; e uma unidade
de conexdo que conecte a unidade de cultura com a unidade
de captura e permite o &lcool isopropilico evaporado na
unidade de cultura para mover para a unidade de captura.

30 BREVE DESCRICAO DO DESENHO
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A Fig. 1 é um diagrama conceitual mostrando uma
modalidade de exemplo do aparelho produtor de &lcool
isopropilico da invengéo.

MELHOR MODO PARA REALIZAR A INVENCAO

5 A bactéria produtora de 4lcool isopropilico da
invengdo, a qual uma atividade de acetoacetato
descarboxilase, uma atividade de &lcool isopropilico
desidrogenase, uma atividade de CoA transferase e uma
atividade de tiolase foram dadas, é capaz de produzir o

10 &lcool isopropilico de um material derivado de planta.

O método da invengcdo para produzir o &lcool
isopropilico inclui a produgdo de &lcool isopropilico de um
material derivado de planta usando a bactéria produtora de
dlcool isopropilico.

15 O aparelho produtor de &lcool isopropilico da invencgédo
tem pelo menos: uma unidade de cultura contendo pelo menos
uma mistura contendo pelo menos a bactéria produtora de
dlcool isopropilico e o material derivado de planta; uma
unidade de fornecimento de géds que é conectada a unidade de

20 cultura e abre em uma posigdo na mistura contida na unidade
de cultura, para fornecer o gas a mistura; uma unidade de
captura contendo pelo menos o liquido de captura que
captura o alcool isopropilico; e uma unidade de conexdo que
conecta a unidade de cultura com a unidade de captura e

25 permita o &lcool isopropilico evaporado na unidade de
cultura para mover para a unidade de captura.

Quando uma faixa de valores numéricos é mostrada no
presente relatbério descritivo, a menos que especificamente
indicado, o primeiro e segundo valores da faixa representam

30 valores minimos e méximos, respectivamente.
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Além disso, no presente relatério descritivo, uma

“etapa” significa um estdgio no qual o efeito esperado
desta etapa é alcancado, e o conceito da etapa neste
relatério descritivo também inclui os casos onde a etapa

5 ndo pode ser claramente distinguida das outras, tal como os
casos onde uma pluralidade de estéagios prossegue

simultaneamente.

w ”

No presente relatdédrio descritivo, “vvm” indica a razdo
do volume de um gas a ser fornecido, por minuto, relativo a
10 um volume de um liquido; por exemplo, se 2 vvm de um gés
sdo fornecidos a 10 1litros de um meio de cultura, 20
L/minuto do gé&s devem ser fornecidos.
A invencdo serd descrita agora.
Bactéria produtora de dlcool isopropilico
15 A bactéria produtora de 4lcool isopropilico da
invencdo é uma bactéria produtora de &lcool isopropilico a
qual uma atividade de acetoacetato descarboxilase, uma
atividade de 4lcool isopropilico desidrogenase, uma
atividade de CoA transferase e uma atividade de tiolase
20 foram dadas e é capaz de produzir &lcool isopropilico de um
material derivado de planta.

Todos os quatro tipos de enzimas produtoras de &lcool
isopropilico, isto é, acetoacetato descarboxilase, &lcool
isopropilico desidrogenase, CoA transferase e tiolase foram

25 dados & Dbactéria produtora de &lcool isopropilico da
invengdo. Os presentes inventores descobriram que a
producdo de &lcool isopropilico usando esta Dbactéria
produtora de &lcool isopropilico n&o gera &lcoois, tais

como butanol e etanol como subprodutos. Desse modo, a

30 coleta de &lcool isopropilico pode ser feita notavelmente
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simples comparado aos usos de um microrganismo produtor de
dlcool isopropilico convencional.

Na invencdo, o material derivado de planta ndo é
particularmente restrito contanto que seja uma fonte de

5 carbono obtida de uma planta e capaz de ser metabolisado
por uma bactéria e convertido ao &lcool isopropilico. Na
invencdo, o material derivado de planta pode se referir a
um 6rgdo, tal como uma raiz, caule, peciolo, ramo, folha,
flor ou semente, um corpo de planta contendo estes, ou um

10 produto de degradacdo de cada um destes 6rgdos de planta, e,
além disso, entre as fontes de carbono obtidas dos corpos
de planta ou érgdos de planta ou produtos de degradacdo dos
mesmos, aqueles capazes de serem usados por microrganismos
como fontes de carbono para cultivar sdo também incluidos
15 nos materiais derivados de planta.

Os exemplos das fontes de carbono incluidas nos
materiais derivados de planta incluem geralmente sacarideos,
tais como amido, glicose, frutose, sacarose, xilose e
arabinose; produtos de degradagdo de planta contendo

20 grandes quantidades destes componentes; e hidrolisados de
celulose. A glicerina e &cidos gordos também correspondem
as fontes de carbono de acordo com a invencéo.

Os exemplos preferiveis do material derivado de planta
usados na invencdo incluem colheitas, tais como cereais,

25 milho, arroz, trigo, soja, cana de acglcar, beterraba e
algoddo. Os exemplos das formas de seu uso como materiais
brutos incluem, mas ndo sdo limitados a, produtos crus,
sucos e produtos moidos. A forma dos materiais derivados de
planta pode também ser unicamente a fonte de carbono

30 descrita acima.
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A bactéria produtora de 4lcool isopropilico da
invencdo pode ser qualquer contanto que tenha uma
habilidade de produzir &lcool isopropilico destes materiais
derivados de planta, e os exemplos dos mesmos incluem as

5 bactérias que utilizam materiais derivados de planta quando
cultivadas e secretam &lcool isopropilico no meio de
cultura apdés determinados periodos de tempo.

Quatro tipos de atividades produtoras de &lcool
isopropilico, isto ¢é, uma atividade de acetoacetato

10 descarboxilase, uma atividade de &lcool isopropilico
desidrogenase, uma atividade de CoA transferase e uma
atividade de tiolase sdo dadas & bactéria produtora de
dlcool isopropilico da invencéo.

Na invencdo, “dando” uma atividade, além de introduzir

15 de um gene codificando uma enzima de fora de uma bactéria
hospedeira no interior da mesma, também inclui melhora da
atividade de um promotor um gene de enzima retido no genoma
de uma bactéria hospedeira, e substituindo um promotor com
outro promotor para causar a superexpressdo de um gene de

20 enzima.

A acetoacetato descarboxilase referida na invencdo é o
nome coletivo de enzimas que sdo classificadas como o
cédigo de enzima 4.1.1.4 de acordo com o relatdério pela
Comissdo de Enzima da Unido Internacional de Bioquimica

25 (I.U.B.) e catalisam reagdes produzindo acetona do &cido
acetilacético.

Os exemplos de tais enzimas incluem aqueles derivados
das bactérias do género Clostridium, tal como Clostridium
acetobutylicum e Clostridium beijerinckii; e aqueles

30 derivados das bactérias do género Bacillus, tal como
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Bacillus polymyxa.

Como o gene de acetoacetato descarboxilase que ¢é
introduzido na bactéria hospedeira da invencdo, um DNA
tendo uma sequéncia de base do gene codificando

5 acetoacetato descarboxilase obtido de cada um dos
organismos acima mencionados, ou uma sequéncia de DNA
sintética sintetizada baseada em uma sequéncia de base
conhecida do gene pode ser usada.

Os exemplos preferiveis do gene incluem aqueles

10 derivados das bactérias do género Clostridium ou bactérias
do género Bacillus, e os exemplos dos mesmos incluem DNAs
tendo uma sequéncia de base do gene derivado do Clostridium
acetobutylicum ou Bacillus polymyxa. Um DNA tendo uma
sequéncia de Dbase do gene derivado de Clostridium

15 acetobutylicum é especialmente preferivel.

A 4lcool isopropilico desidrogenase referida na
invencdo é o nome coletivo de enzimas que sdo classificadas
como o cbédigo de enzima 1.1.1.80 de acordo com o relatério
pela Comissdo de Enzima da ©Unido Internacional de

20 Bioquimica (I.U.B.) e catalisam reacg¢des produzindo &lcool
isopropilico da acetona.

Os exemplos de tais enzimas incluem aqueles derivados
das bactérias do género Clostridium, tal como Clostridium
beijerinckii.

25 Como o gene de &alcool isopropilico desidrogenase que é
introduzido na bactéria hospedeira empregada na invencgéo,
um DNA tendo uma sequéncia de base do gene codificando
dlcool isopropilico desidrogenase obtido de cada um dos
organismos mencionados acima ou uma sequéncia de DNA

30 sintética sintetizada baseada em uma sequéncia de base
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conhecida do gene pode ser usado. Os exemplos preferiveis

do gene incluem aqueles derivados das bactérias do género

Clostridium, e exemplos dos mesmos incluem DNAs tendo uma

sequéncia de Dbase do gene derivado de Clostridium
5  beijerinckii.

A CoA transferase referida na invencdo é o nome
coletivo de enzimas que sdo classificadas como o cdédigo de
enzima 2.8.3.8 de acordo com o relatdério pela Comissdo de
Enzima da Unido Internacional de Bioquimica (I.U.B.) e

10 catalisam reagdes produzindo o 4&cido acetilacético da
acetoacetil-CoA.

Os exemplos de tais enzimas incluem aqueles derivados
das bactérias do género Clostridium, tal como Clostridium
acetobutylicum e Clostridium beijerinckii, bactérias do

15 género Roseburia, tal como Roseburia intestinalis,
bactérias do género Faecalibacterium, tal como
Faecalibacterium prausnitzii, bactérias do género
Coprococcus, tripanossomas, tais como Trypanosoma brucei e
as bactérias do género Escherichia, tais como Escherichia

20 coli (E. coli).

Como o gene de CoA transferase que é introduzido na
bactéria hospedeira da invengdo, um DNA tendo uma sequéncia
de base do gene codificando CoA transferase obtido de cada
um dos organismos acima mencionados ou uma sequéncia de DNA

25 sintética sintetizado baseado em uma sequéncia de base
conhecida do gene pode ser usado. Os exemplos preferiveis
do gene incluem DNAs tendo uma sequéncia de base do gene
derivado das bactérias do género Clostridium, tal como
Clostridium acetobutylicum, bactérias do género Roseburia,

30 tal como Roseburia intestinalis, Dbactérias do género
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Faecalibacterium, tal como Faecalibacterium prausnitzii,
bactérias do género Coprococcus, tripanossomas, tais como
Trypanosoma brucei e bactérias do género Escherichia, tais
como Escherichia coli. Exemplos mais preferiveis dos mesmos

5 incluem aqueles derivados das bactérias do género
Clostridium e bactérias do género Escherichia. Um DNA tendo
uma sequéncia de base do gene derivado de Clostridium
acetobutylicum ou Escherichia coli é especialmente
preferivel.

10 A tiolase referida na invencdo é o nome coletivo de
enzimas que s&o <classificadas com o cbédigo de enzima
2.3.1.9 de acordo com o relatério pela Comissdo de Enzima
da Unido Internacional de Bioquimica (I.U.B.) e catalisam
reagdes produzindo acetoacetil-CoA da acetil-CoA.

15 Os exemplos de tais enzimas incluem aqueles derivados
das bactérias do género Clostridium, tal como Clostridium
acetobutylicum e Clostridium beijerinckii, bactérias do
género Escherichia, tais como Escherichia coli, bactérias
de Halobacterium sp., bactérias do género Zoogloea, tal

20 como Zoogloea ramigera, bactérias da Rhizobium sp.,
bactérias do género Bradyrhizobium, tal como Bradyrhizobium
japonicum, bactérias do género Caulobacter, tal como
Caulobacter crescentus, bactérias do género Streptomyces,
tal como Streptomyces <collinus, bactérias do género

25 Enterococus, tal como Enterococus faecalis, leveduras do
género Candida, tal como Candida tropicalis, © dgénero
Helianthus (Asteraceae), tal como Helianthus annuus, O
género Gallus (Phasianidae), tal como Gallus gallus, o
género Rattus (Muridae), tal como Rattus norvegicus, O

30 género Sus (Suidae), tal como Sus scrofa e o género Bos

Petigdo 870180124762, de 03/09/2018, pag. 17/83



12/70

(bovideos), tal como Bos taurus.

Como o gene de tiolase que é introduzido em uma
bactéria hospedeira usada na invencdo, um DNA tendo uma
sequéncia de base do gene codificando tiolase obtido de

5 cada um dos organismos acima mencionados ou uma sequéncia
de DNA sintética sintetizada baseada em uma sequéncia de
base conhecida do gene pode ser usado. Os exemplos
preferiveis do gene incluem DNAs tendo uma sequéncia de
base do gene derivado das bactérias do género Clostridium,

10 tais como Clostridium acetobutylicum e Clostridium
beijerinckii, bactérias do género Escherichia, tais como
Escherichia coli, bactérias de Halobacterium sp., bactérias
do género Zoogloea, tal como oogloea ramigera, bactérias de
Rhizobium sp., bactérias do género Bradyrhizobium, tal como

15 Bradyrhizobium japonicum, bactérias do género Caulobacter,
tal como Caulobacter crescentus, bactérias do género
Streptomyces, tal como Streptomyces collinus, bactérias do
género Enterococus, tal como Enterococus faecalis,
leveduras do género Candida, tal como Candida tropicalis, ©

20 género Helianthus (Asteraceae), tal como Helianthus annuus,
o0 género Gallus (Phasianidae), tal como Gallus gallus, o
género Rattus (Muridae), tal como Rattus norvegicus, O
género Sus (Suidae), tal como Sus scrofa e o género Bos
(bovideos), tal como Bos taurus. Exemplos mais preferiveis

25 dos mesmos incluem aqueles derivados das bactérias do
género Clostridium e bactérias do género Escherichia; e um
DNA tendo uma sequéncia de base do gene derivado de
Clostridium acetobutylicum ou Escherichia coli é
especialmente preferivel.

30 Entre estes, cada um dos quatro tipos acima de enzimas
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é preferivelmente derivado de pelo menos uma espécie

selecionada do grupo consistindo de bactérias do género

Clostridium, bactérias do género Bacillus e bactérias do

género Escherichia em vista da atividade de enzima, e, em

5 particular, mais preferivel sdo os casos onde a

acetoacetato descarboxilase e a A4lcool isopropilico

desidrogenase sdo derivadas de uma bactéria/bactérias do

género Clostridium e a atividade de CoA transferase e a

atividade de tiolase sdo derivadas de uma

10 bactéria/bactérias do género Escherichia, e os casos onde

todos estes quatro tipos de enzimas sdo derivados de uma
bactéria/bactérias do género Clostridium.

Em particular, cada um dos quatro tipos de enzimas de

acordo com a invencdo ¢é derivado preferivelmente de

15 qualquer de Clostridium acetobutylicum, Clostridium

beijerinckii e Escherichia coli em vista da atividade de

enzima. Mais preferivelmente, a acetoacetato descarboxilase

€ a enzima derivada de Clostridium acetobutylicum; cada uma

de CoA transferase e tiolase é a enzima derivada de

20 Clostridium acetobutylicum ou Escherichia coli; e a &lcool

isopropilico desidrogenase é a enzima derivada de

Clostridium beijerinckii. Especialmente preferivelmente, em

vista das atividades de enzima dos quatro tipos descritos

acima de enzimas, a atividade de acetoacetato

25 descarboxilase é derivada de Clostridium acetobutylicum; a

atividade de &lcool isopropilico desidrogenase é derivada

de Clostridium  beijerinckii; e a atividade de CoA

transferase e a atividade de tiolase sdo derivadas de

Escherichia coli.

30 A atividade de cada uma destas enzimas na invencéo
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pode ser introduzida de fora da bactéria hospedeira no

interior da bactéria hospedeira, ou alternativamente, a

atividade de cada uma destas enzimas na invengdo pode ser

realizada pela superexpressdo dos genes de enzima pela

5 melhora da atividade de um promotor dos genes de enzima

retidos no genoma da bactéria hospedeira ou substituicgédo

dos promotores <com outros promotores para causar a
superexpressdo do gene de enzima.

A introdugdo das atividades de enzima pode ser

10 realizada, por exemplo, pela introdugéo dos genes

codificando aqueles quatro tipos de enzimas de fora da

bactéria hospedeira no interior da bactéria hospedeira

usando a tecnologia de recombinagdo de gene. Neste caso, o0s

genes de enzima introduzidos podem ser aqueles da mesma

15 espécie ou diferente da célula hospedeira. A preparacdo do

DNA gendmico, clivagem e ligagdo de um DNA, transformacgdo,

PCR (reacdo em cadeia da polimerase), projeto e sintese de

oligonucleotideos usados como primers, e similares podem

ser realizados pelos métodos convencionais conhecidos por

20 pessoas hédbeis na técnica. Estes métodos s&o descritos em,

por exemplo, Sambrook, J., e col., ™“Molecular Cloning A

Laboratory Manual, Second Edition”, Cold Spring Harbor

Laboratory Press (1989).

Qualquer promotor pode ser usado como o promotor usado

25 para melhora da atividade de promotor ou superexpressdo do

gene de enzima contanto que possa ser expressado em um

hospedeiro, tal como Escherichia coli. ©Por exemplo,

promotores derivados de E. coli ou fagos, tais como o

promotor de trp, promotor de laca, promotor de P1 e

30 promotor de Pr sdo usados. Os promotores artificialmente
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projetados ou modificados, tais como o promotor de tac
podem também ser usados. E, como descrito nos exemplos da
invencdo, o promotor de desidrogenase gliceraldeido-3-
fosfato (GAPDH), promotor de glutamato descarboxilase A
5 (gadA) e promotor de serina hidréximetiltransferase (glyA)
podem também ser usados. Estes podem apropriadamente ser
selecionados dependendo das origens e tipos das enzimas
usadas.
Por exemplo, para melhora da atividade de tiolase ou
10 CoA transferase derivada de Escherichia coli, quaisquer
promotores podem ser usados contanto que permitam a
expressdo da enzima em um hospedeiro, tal como E. coli, e
um ou mais dos promotores podem ser apropriadamente
selecionados do grupo de exemplo de promotores consistindo
15 de promotor de trp, promotpr de 1lac, promotor de P,
promotor de Pr, promotor de tac, promotor de gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH), promotor de glutamato
descarboxilase A (gadA) e promotor de serina
hidréximetiltransferase (glyA). Os promotores, tais como o
20 promotor de trp, promotor de laca, promotor de Py, o
promotor de Pr, promotor de tac, promotor de gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH), promotor de glutamato
descarboxilase A (gadA) e promotor de serina
hidréximetiltransferase (glyA) podem ser usados para
25 substituir o promotor por tiolase ou CoA transferase
derivado de Escherichia coli.
Estes promotores podem ser introduzidos na célula
hospedeira de acordo com um método convencional tal que o
gene de enzima alvo pode ser expresso por, por exemplo,

30 1ligando o promotor com um vetor que é o mesmo com o qual o
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gene de enzima alvo é ligado, seguido pela introducgdo do
vetor na célula hospedeira junto com o gene de enzima.

Na invencdo, a bactéria hospedeira é um procarionte
que ¢é usado para a introducdo dos genes codificando os

5 quatro tipos de enzimas de acetoacetato descarboxilase,
dlcool isopropilico desidrogenase, CoA transferase e
tiolase, ou um procarionte que é o alvo de melhora da
atividade de promotores destas enzimas ou substituicdo dos
promotores. Os exemplos de tal Dbactéria incluem as

10 bactérias do género Escherichia, bactérias do género
Bacillus e bactérias do género Corynebacterium; e
Escherichia coli, que é especialmente conveniente e rendeu
abundéncia de resultados em usos industriais, é
preferivelmente usada.

15 Método para a produgdo de dlcool isopropilico

O método para a produgcdo de &lcool isopropilico da
invencdo inclui produzir &lcool isopropilico de um material
derivado de planta usando a bactéria produtora de &lcool
isopropilico da invencgéo.

20 Desse modo, ¢é possivel produzir &lcool isopropilico
tendo alta pureza sem gerar outros a&lcoois como subprodutos
Assim, de acordo com a invengdo, ¢é possivel produzir
facilmente e eficientemente &alcool isopropilico sem exigir
um processo complicado para a separacdo de &alcoois de

25 subproduto.

Este método de producdo inclui um método incluindo
assimilar um material derivado de planta cultivando a
bactéria produtora de &lcool isopropilico em uma mistura
contendo a bactéria produtora de &lcool isopropilico e o

30 material derivado de planta, e apdés um determinado periodo
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de tempo, purificar o &lcool isopropilico secretado no meio
de cultura usando uma técnica conhecida, tal como
destilacdo, separacdo por membrana e extracdo.

A mistura no método de producdo de Alcool isopropilico

5 pode conter principalmente um meio basal geralmente usado
para cultivar bactérias, e qualquer meio pode ser usado
contanto que seja um meio normalmente usado dependendo do
tipo de bactéria produtora de &lcool isopropilico.

Tal meio basal ndo é particularmente limitado contanto

10 que seja um meio contendo uma fonte de carbono, fonte de
nitrogénio, 1ions inorgédnicos e, como necessario, outros
componentes menores. Como a fonte de carbono, sacarideos,
tais como glicose, frutose e/ou melacos; &cidos orgénicos,
tais como &cido fuméarico, adcido citrico e/ou A&cido

15 succinico; &lcoois, tais como metanol, etanol e/ou glicerol;
e/ou similares podem ser apropriadamente usados.

Como a fonte de nitrogénio, fontes inorgédnicas ou
orgdnicas de nitrogénio, tais como sais de ambénio orgénicos,
sals de aménio inorgédnicos, nitrogénio de nitrato, gas de

20 amdénia, ambénia aquosa e/ou hidrolisados de proteina; e/ou
similares podem ser apropriadamente usados. Como os ions
inorgénicos, ions magnésio, ions fosfato, ions potéassio,
ions ferro, ions manganés e/ou similares podem ser
apropriadamente usados como necessario.

25 Como um componente menor orgénico, vitaminas,
aminodcidos, e/ou extrato de levedura, peptona, polipeptona,
licor molhado de milho, digestdo de caseina e/ou similares
contendo vitaminas, aminodcidos, e/ou similares podem ser
apropriadamente usados.

30 A polipeptona é uma resultante obtida ao hidrolisar a
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proteina por uma enzima ou a&cido, e toda sua fonte de
nitrogénio pode ser considerada como aquela derivada da
proteina, embora haja casos onde uma pequena quantidade de
nitrogénio de aménia medida de acordo com o valor analitico
5 de polipeptona LotO586A de Nihon Pharmaceutical Co., Ltd é
gerada. Os componentes de polipeptona incluem, por exemplo:
12,5% por massa a 14,5% por massa de teor de nitrogénio no
total; 5,0% por massa a 6,5% por massa de amino nitrogénio;
4,0% por massa a 7,0% por massa de sobreaquecido residual;

10 e 3,5% por massa a 5,5% por massa de perda, perdida pela
secagem, baseado na massa total da polipeptona. Normalmente
o teor da polipeptona em um meio estd na faixa de 0,02 a 2%
(peso/peso), e preferivelmente na faixa de 0,1 a 1%
(peso/peso) .

15 O licor molhado de milho é obtido concentrando um
fluido de imersdo que contém os componentes sollveis
eluidos durante a imersdo de milho e componentes produzidos
por fermentagdo de é&cido latico. De acordo com Microbiol.
Mol. Biol. Rev., dezembro 1948; Vol.12: pp.297-311, seus

20 componentes sdo, por exemplo: 45% por massa a 55% por massa
de &gqua; 2,7% por massa a 4,5% por massa do teor total de
nitrogénio; 1,0% por massa a 1,8% por massa de amino
nitrogénio; 0,15% por massa a 0,40% por massa de nitrogénio
volatil; 0,1% por massa a 11,0% por massa de aclcares

25 redutores; 5% por massa a 15% por massa de acido léatico; 9%
por massa a 10% por massa de teor de cinza; 0,1% por massa
a 0,3% por massa de &cidos voléateis; e 0,009% por massa a
0,015% por massa de didéxido de enxofre, baseado na massa
total de licor molhado de milho. De acordo com oOs

30 componentes acima, h& wuma possibilidade que compostos
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contendo nitrogénio de até 0,40% (peso/peso) que podem
produzir 1ions de ambénio em A&gua sdo contidos como o
nitrogénio volatil; entretanto, mesmo nos casos onde estes
sdo inteiramente ions de amdénio, o teor de ion de amdénio é

5 somente 0,008% em um meio contendo 2% de licor molhado de
milho. O licor molhado de milho é normalmente usado em uma
concentracdo dentro da faixa de 0,1 a 20% (peso/peso), e
preferivelmente usado em uma concentragdo dentro da faixa
de 0,5 a 7% (peso/peso).

10 O extrato de 1levedura foi divulgado como contendo
aminoacidos, polimeros dos mesmos, adcidos nucleicos,
vitaminas, &cidos orgédnicos e sais inorgénicos, e de acordo
com os dados de andlise (catdlogo # 211929, 211931, 211930)
do extrato de 1levedura por BD (Becton, Dickinson and

15 Company), os sais inorgdnicos incluindo cé&lcio, magnésio,
potéssio, sbédio, cloreto, acido sulfarico ou Aacido
fosférico sdo descritos, mas ndo ha& nenhuma descricdo de
compostos que podem produzir ions de aménio. Os componentes
de extrato de levedura sdo, por exemplo: 11,4% por massa do

20 teor total de nitrogénio; 6,9% por massa de amino
nitrogénio; 13,1% por massa do teor de cinza; 1,0% por
massa de perda, perdida pela secagem; 0,2% por massa de
cloreto de sédio; e 10,5% por massa dos sais inorgdnicos
totais, baseada na massa total do extrato de levedura.

25 A quantidade do material derivado de planta na mistura
varia dependendo de seu tipo e a atividade e o numero de
bactérias produtoras de &lcool isopropilico contidas na
mistura. Geralmente, a concentracdo de aclcar comecando
pode ser 20% por massa ou menos em termos de glicose, e

30 pode ser preferivelmente 15% por massa ou menos, relativo a
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massa total da mistura, em vista da tolerdncia de acucar

das Dbactérias. Cada um dos outros componentes pode ser

adicionado em uma quantidade na qual ¢é normalmente

adicionado aos meios para microrganismos, e ndo h& nenhuma
5 1limitagdo a isso.

Um composto contendo nitrogénio pode ser
preferivelmente adicionalmente adicionado a mistura
contendo as bactérias produtoras de &lcool isopropilico e o
material derivado de planta, em vista da melhoria de

10 produtividade de &lcool isopropilico. “Adicionalmente
adicionado” significa que um composto contendo nitrogénio
que pode gerar um ion de amdénio em agua esta contido na
mistura em um teor maior do que contido em um meio de
cultura comum. Desse modo, as bactérias produtoras de

15 &lcool isopropilico podem ser cultivadas em um meio de
cultura contendo um composto contendo nitrogénio diferente
de aminodcidos em uma concentracdo mais elevada do que
aquele/aqueles sob uma condigdo normal de cultura. O
momento quando o composto contendo nitrogénio ao invés de

20 aminodcidos é adicionado ao meio de cultura pode ser antes
de comecar a cultura ou durante a cultura.

Os exemplos de composto contendo nitrogénio que podem
produzir um 3ion de ambénio em A&gua incluem: compostos
inorgdnicos e orgdnicos tendo sais de amdnio, tais como

25 sulfato de ambénio e nitrato de ambénio; gé&s de amdnia; e
aménia aquosa. Os compostos contendo nitrogénio que podem
produzir um ion de ambénio em agua estdo contidos em 0,02%
(peso/peso) em M9, que é um meio comum para bactérias, e em
0,02% (peso/peso) no MS, que é outro meio comum. Na

30 invengdo, o meio de cultura pode conter o composto contendo
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nitrogénio em uma quantidade mais elevada do que estes a
fim de aumentar o rendimento de &lcool isopropilico. Na
invencdo, em vista de melhora da produtividade de &lcool
isopropilico, o composto contendo nitrogénio que pode
5 produzir um ion aménio em agua é preferivelmente adicionado
antes da cultura, tal que a massa total dos &tomos de
nitrogénio no composto se torna 0,04% a 10,6% (peso/peso)
relativa a massa total do meio de cultura no inicio do
cultivo da mistura. A massa total dos &tomos de nitrogénio

10 é mais preferivelmente 0,04% a 5,30% (peso/peso),
especialmente preferivelmente 0,04% a 4,24% (peso/peso).
Neste caso, 1 mL de liquido é suposto pesar 1 g.

Além disso, o meio de cultura pode conter outros
componentes aditivos que sdo adicionados geralmente aos

15 meios para microrganismos, tais como antibidéticos, em
concentragdes nas quais sdo geralmente usadas. Um agente
antiespumante ¢é adicionado preferivelmente ao meio de
cultura em uma quantidade apropriada para suprimir a
formagcdo de espuma.

20 Os exemplos do meio usado na invengdo incluem: meios
liquidos baseados em um meio aquoso; e meios sdélidos
baseados em uma fase sélida, tal como agarose. O meio é
preferivelmente um meio 1liquido, considerando que &
submetido & producdo industrial. Os exemplos do meio aquoso

25 que forma o meio liquido incluem aqueles geralmente usados,
tais como &gua destilada e tampdes.

Ndo hé& nenhuma 1limitagcdo particular & condigdo de
cultura empregada para o cultivo na invengdo. Nas
modalidades, o cultivo pode ser realizado sob uma condigdo

30 aerdbébia com controle apropriadamente de pH e temperatura de
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modo que o pH se torne na faixa de 4 a 9, que esté
preferivelmente na faixa de 6 a 8, e a temperatura se torne
na faixa de 20°C a 50°C, que estéd preferivelmente na faixa
de 25°C a 42°C.

5 O método para a coleta de &lcool isopropilico
acumulado no meio de cultura ndo é particularmente limitado,
e exemplos do mesmo incluem um método no qual as células
bacterianas sdo removidas do meio de cultura por
centrifugacdo ou similar e o &lcool isopropilico é entédo

10 separado por um método de separacdo normal, tal como
destilagdo ou separagdo por membrana.

O método da invencdo para a produgcdo de 4&lcool
isopropilico pode incluir pré-cultivar para alcangar um
nimero de célula bacteriana apropriado e/ou um nivel

15 apropriado do estado ativo das bactérias produtoras de
dlcool isopropilico a serem usadas, antes de cultivar para
produzir A&lcool isopropilico. O pré-cultivo pode empregar
uma condigdo de cultura que é normalmente usada e depende
do tipo das bactérias produtoras de &lcool isopropilico.

20 O método para a produgdo de &lcool isopropilico da
invengdo inclui preferivelmente: cultivar a Dbactéria
produtora de &lcool isopropilico com fornecimento de um gés
a uma mistura contendo a bactéria produtora de &lcool
isopropilico e o material derivado de planta; e coletar o

25 4lcool isopropilico produzido pela cultura.

De acordo com este método, as bactérias de producéo
sdo cultivadas com o fornecimento de um gds a uma mistura
(cultura de aeracdo). Devido a cultura de aeracdo, o &alcool
isopropilico produzido é liberado na mistura e evapora da

30 mistura, e, como resultado, o &lcool isopropilico produzido
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pode facilmente ser separado da mistura (meio). J& que o

dlcool isopropilico produzido é continuamente separado da

mistura, um aumento da concentracdo de &lcool isopropilico

na mistura pode ser suprimido. Consequentemente, ndo hé

5 necessidade de considerar a resisténcia das bactérias
produtoras de &lcool isopropilico ao &lcool isopropilico.

O gés fornecido a mistura no cultivo pode ser um gés

contendo oxigénio. Os exemplos do mesmo incluem oxigénio, o

ar, e um gas misturado contendo um destes e um gas inerte.

10 Estes gases sdo preferivelmente esterilizados.

Os exemplos de géds inerte que pode ser usado incluem o
géds de N2 e gases nobres (tais como Ar, He, Ne, Kr, ou Xe),
e, entre estes, em vista de manipulacdo, ga&s de N2 e gas de
Ar sdo preferiveis, e o gés de N2 é mais preferivel.

15 Quando um gé&s misturado é usado, a razdo de mistura
pode ser arbitraria contanto que as bactérias a serem
cultivadas ndo percam suas atividades fisioldégicas. Em
modalidades, a razdo de mistura do g&s 1inerte esté
preferivelmente na faixa de 10 a 90% baseada na massa total

20 do gé&s misturado para permitir processamento durante um
longo periodo apropriadamente suprimindo a atividade das
bactérias produtoras de &lcool isopropilico.

Um corpo poroso, tal como um corpo de ceramica pode
ser colocado em uma mistura especifica para assegurar a

25 aeracdo na mistura.

A quantidade do gé&s para aerar a mistura ndo é
limitada. Quando somente o ar é usado como o gas, a aeracgédo
é geralmente realizada em 0,02 vvm a 2,0 vvm (vvm; volume
de aeracdo [mL]/volume de 1liquido [mL]/periodo de tempo

30 [minuto]), preferivelmente em 0,1 vvm a 1,5 vvm em vista de
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suprimir fisicamente a danificagdo das bactérias.

O cultivo é preferivelmente realizado com agitacgdo da
mistura inteira. Desse modo, as bactérias produtoras de
dlcool isopropilico e o material derivado de planta s&o bem

5 misturados um com o outro, e o gas fornecido na mistura é
permitido eficientemente difundir na mistura inteira.

O cultivo pode ser continuado do comegco da cultura até
o material derivado de planta ser consumido, ou até a
atividade das bactérias produtoras de &lcool isopropilico

10 ser perdida. O periodo de tempo do cultivo varia dependendo
do nUmero e atividade das bactérias produtoras de &lcool
isopropilico, bem como da quantidade de material derivado
de planta, e pode ser geralmente 1 hora ou mais, e ser
preferivelmente 4 horas ou mais. Por outro lado, embora o

15 periodo de cultivo possa ser ilimitadamente estendido ao
adicionalmente fornecer o material derivado de planta e/ou
as bactérias produtoras de &lcool isopropilico, pode ser
geralmente 5 dias ou menos, preferivelmente 55 horas ou
menos, em vista da eficiéncia de processamento.

20 Na coleta, o &lcool isopropilico produzido no cultivo
e separado da mistura é coletado. O método para a coleta
pode ser geralmente um pelo qual o &lcool isopropilico que
estd na forma de gés destilado da mistura cultivando ou na
forma de gotas pode ser coletado. Os exemplos de tal método

25 incluem a coleta em uma unidade de coleta, tal como um
recipiente fechado geralmente usado. Particularmente, em
vista da habilidade de coletar 4&lcool isopropilico
unicamente em uma pureza elevada, o método preferivelmente
inclui contatar, com o &lcool isopropilico separado da

30 mistura, um liquido de captura que capture o &lcool
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isopropilico.
Os exemplos do liquido de captura para capturar o
dlcool isopropilico incluem &agua e solventes orgdnicos. O
solvente orgdnico como o liquido de captura ndo é limitado
5 contanto que permita o &lcool isopropilico dissolver
facilmente no mesmo e tenha um ponto de ebuligdo com o qual
pode ser separado do &lcool isopropilico quando é destilado
no estado aquoso ou absoluto (ndo contendo &gua). Os
exemplos de um solvente tdo orgdnico incluem tolueno,
10 dimetilformamida e sulféxido de dimetila. O solvente
orgdnico como o liquido de captura pode ser usado com a
mistura com &gua como apropriado.
O liquido de captura é preferivelmente &agqua. J& que as
impurezas volateis esperadas serem produzidas Jjuntas com o
15 4lcool isopropilico s&o menos soliveis em agua do que o
dlcool isopropilico, a &gqua pode permitir eficientemente
separar o &lcool isopropilico das impurezas e coletar o
dlcool isopropilico.
O contato de &lcool isopropilico com o 1liquido de
20 captura pode ser realizado para uma duracdo de tempo que é
suficiente para o &lcool isopropilico ser dissolvido no
liquido de captura. A dissolugdo de &lcool isopropilico no
liquido de captura ndo é demorada contanto que o liquido de
captura seja &gqua ou o solvente orgdnico acima mencionado,
25 e geralmente suficientemente alcancado em aproximadamente 2
horas.
Para promover a dissolugdo de &lcool isopropilico no
liquido de captura, é preferivel injetar diretamente, ao
liquido de captura, o &lcool isopropilico que foi separado

30 da mistura e estd na forma de gids ou gotas. Esta injecgédo
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causa o borbulhamento, que acelera a dissolugdo de &lcool
isopropilico ao liquido de captura.

O método da invencdo para produzir o &lcool
isopropilico preferivelmente inclui 1liquefazer o &lcool

5 1isopropilico separado da mistura antes de contatar o &alcool
isopropilico com o liquido de captura, a fim de aumentar a
eficiéncia de coleta.

O método para a 1liquefacgdo de &lcool isopropilico
pode ser qualquer método contanto que permita liquefazer o

10 &lcool isopropilico que estd na forma de gé&s ou gotas, e os
exemplos do mesmo incluem o resfriamento de &lcool
isopropilico a uma extensdo suficiente para uma mudanga de
fase de &lcool isopropilico. Os exemplos do método de
resfriamente incluem resfriamento por ar e métodos usando a

15 &gua ou &lcoois resfriados.

O &lcool isopropilico separado da mistura pode ser
coletado usando um adsorvente. Os exemplos de tal
adsorvente incluem corpos porosos, tais como zedbdlita e gel
de silica, que sdo normalmente usados para a adsorgdo de

20 liquido ou gés.

De acordo com este método para produzir &lcool
isopropilico, o &lcool isopropilico pode ser coletado no
estado dissolvido no liquido de captura ou na mistura. O
dlcool isopropilico coletado pode ser confirmado usando um

25 método de deteccdo normal, tal como HPLC. O 4lcool
isopropilico coletado pode ainda ser purificado como
necessario. Os exemplos de tal método de purificacéo
incluem a destilacéo.

Nos casos onde o &lcool isopropilico coletado estd no

30 estado de uma solugdo aquosa, este método para produzir
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dlcool isopropilico pode ainda incluir a desidratacgéo além
da coleta. A desidratacdo de &lcool isopropilico pode ser
realizada por um método convencional.

A Fig. 1 é um diagrama conceitual mostrando um exemplo

5 do aparelho de producdo 10 aplicdvel ao método da invencéo
para a producdo de &lcool isopropilico. Este método para a
producdo de &lcool isopropilico serd descrito por
referéncia a Fig. 1.

O aparelho de producgdo 10 tem um recipiente de cultura

10 12 e um recipiente de aprisionamento 40, e o recipiente de
cultura 12 e o recipiente de aprisionamento 40 sé&o
conectados através de um duto de conexdo 30. O recipiente
de cultura 12 e o recipiente de aprisionamento 40 sédo
capazes de serem selados de modo a ndo permitir o vazamento
15 da atmosfera interna ao exterior dos recipientes.

No recipiente de cultura 12, uma mistura 14 contendo
as Dbactérias B produtoras de 4&alcool isopropilico e um
material derivado de planta M é colocada. A quantidade da
mistura 14 colocada pode ser aproximadamente uma metade da

20 capacidade do recipiente de cultura 12, a qual a quantidade
pode ser ajustada como apropriada dependendo da capacidade
do recipiente de cultura 12 e/ou da escala do aparelho de
produgcdo 10. O recipiente de cultura 12 pode ser formado
das substdncias normalmente usadas para a produgdo

25 industrial de materiais wusando microrganismos, e ndo é
particular limitado. O aparelho de produgdo 10 pode ser
capaz de executar o processamento em uma temperatura e
pressdao padrdes, e pode ainda ser equipado com um
dispositivo de aquecimento e/ou um dispositivo de

30 pressurizagcdo como necessadrio para permitir aquecimento
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e/ou pressurizacgdo.

Um duto de injecdo 16 para injetar um gis de fora do
aparelho ¢é conectado ao recipiente de cultura 12. Um
terminal do duto de injecdo 16 é conectado a um aparelho de

5 aeracdo, que ¢é fornecido no exterior do aparelho de
produgcdo 10 e ndo mostrado na figura. Outro terminal do
duto de injecdo 16 se abre em uma posicdo que estd em
proximidade do fundo do recipiente de cultura 12 e esté
dentro do recipiente de cultura 12. O volume da mistura 14

10 é ajustado antes, tal que o nivel liquido da mistura 14
colocada no recipiente de cultura 12 estd acima da abertura
do duto de injegdo 16.

O recipiente de cultura 12 tem uma unidade de motor 22
fornecida no exterior do recipiente de cultura 12 e um

15 dispositivo de agitagcdo 20 fornecido com uma unidade de
agitagdo 24 conectada a unidade de motor 22. A unidade de
agitagcdo 24 estd no formato de 1lédminas de hélice ou
similares, e colocada em proximidade do fundo do recipiente
de cultura 12.

20 Um dispositivo de controle de acionamento, que nédo é
mostrado na figura, é conectado a unidade de motor 22 e
controla o acionamento da unidade de motor 22 tal que a
unidade de agitagdo 24 ¢é girada em uma determinada
velocidade de rotacdo. A velocidade de rotacdo da unidade

25 de agitacdo 24 ndo é particularmente limitada, e a agitacgéo
€ geralmente realizada em 100 rpm a 1.000 rpm,
preferivelmente 200 rpm a 800 rpm.

Um liquido de aprisionamento 42 como o liquido de
captura é colocado dentro do recipiente de aprisionamento

30 40. No topo do recipiente de aprisionamento 40, um duto de
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exaustdo 44 para o gids de exaustdo no recipiente de
aprisionamento 40 ao exterior do recipiente de
aprisionamento 40 é conectado.
Um terminal do duto de conexdo 30 aberto na secéo
5 superior do recipiente de cultura, permitindo o gés
colocado no recipiente de cultura 12 ser guiado ao exterior
do recipiente de cultura 12. Outro terminal do duto de
conexdo 30 é prolongado e abre na vizinhanca da secgédo
inferior do recipiente de aprisionamento 40, e o nivel
10 liquido do 1liquido de captura colocado no recipiente de
aprisionamento 40 é ajustado antes, tal que estd acima da
secdo de abertura do duto de conexdo 30.
O duto de conexdo 30 pode ter um resfriador que
positivamente resfria o interior do duto de conexdo 30.
15 Desse modo, quando o ga&s passa através do duto de conexdo
30, o ga&s pode ser positivamente liquefeito.
O efeito deste aparelho de produgdo serd descrito
abaixo.
A mistura 14 contendo as bactérias B produtoras de
20 alcool isopropilico e o material derivado de planta M é
injetada no recipiente de cultura 12 do aparelho de
producdo 10, tal que o nivel de 1liquido da mistura 14
alcance uma porgdo suficientemente acima do terminal do
duto de injegdo 16. A secdo de motor 22 do dispositivo de
25 agitacdo 20 é ligada para girar a unidade de agitacédo 24 em
uma determinada velocidade de rotacdo. A adigcdo da mistura
14 pode também ser realizada apds colocar uma determinada
quantidade do meio no recipiente de cultura 12 e ajustar
sua temperatura apropriadamente antes, tal que uma

30 determinada quantidade total seja alcancgada.
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Uma determinada quantidade da mistura 14 é colocada no
recipiente de cultura 12, e o aparelho de aeragdo, que nédo
é mostrado na figura, ¢é ligado para injetar o g&s no
recipiente de cultura 12. Desse modo, no recipiente de

5 cultura 12, o gés é injetado na mistura, e a aeracdo da
cultura comeca.

Quando a aeracdo da cultura comeca, as bactérias B
produtoras de &lcool isopropilico comegam a produgdo de
dlcool isopropilico assimilando o material derivado de

10 planta. O &lcool isopropilico produzido é 1liberado das
células bacterianas na mistura, e uma parte do &lcool
isopropilico é dissolvida na mistura enquanto é na maior
parte evaporada da mistura. Desse modo, o alcool
isopropilico é separado da mistura. O &lcool isopropilico

15 separado da mistura se move da segdo superior do recipiente
de cultura 12 para entrar no duto de conexdo 30 como
exaustdo, para ainda se mover no recipiente de
aprisionamento 40.

Ao passar através do duto de conexdo 30, uma parte do

20 alcool isopropilico na exaustdo é resfriada e liquefeita.

O 4lcool isopropilico que estd sendo esgotado e movido
para o recipiente de aprisionamento 40 entra no recipiente
de aprisionamento 40 de outro terminal do duto de conexdo
30 que se abre na segdo inferior do recipiente de

25 aprisionamento 40, e é injetado no liquido de
aprisionamento 42. Neste momento, o borbulhamento ocorre no
liquido de aprisionamento 42 pela injegdo da exaustdo.
Neste momento, o &lcool isopropilico ¢é dissolvido no
liquido de aprisionamento 42. Por outro lado, as impurezas

30 volateis, que estdo na exaustdo e sdo movidas com o &lcool
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isopropilico do recipiente de cultura 12 para o recipiente
de aprisionamento 40, s&do menos soluveis ao liquido de
aprisionamento 42, de modo que sdo liberadas do liquido de
aprisionamento 42 e liberadas ao exterior do recipiente de
5 aprisionamento 40 como a exaustdo final, através do duto de
exaustdo 44 se abrindo na segdo superior do recipiente de
aprisionamento 40.
A quantidade de &lcool isopropilico produzida no
recipiente de cultura 12 é confirmada pela coleta usando
10 uma maquinaria de coleta, que ndo é mostrada na figura, e o
processo é terminado quando a produgdo de dlcool
isopropilico é confirmada para ser terminada ou diminuida,
ou apdés um determinado periodo de tempo.
O liquido de aprisionamento 42 apdés o processamento
15 tem uma concentracdo elevada de 4&lcool isopropilico
dissolvida no mesmo. Portanto, pode ser coletado como uma
solucdo de &lcool isopropilico em uma concentracdo elevada.
Este liquido de aprisionamento 42 pode ser coletado para
adicionalmente isolar e purificar como necessario o &lcool
20 isopropilico. J& que uma porgdo parcial de &lcool
isopropilico é dissolvida na mistura 14 no recipiente de
cultura 12, a mistura 14 pode ser coletada para isolar e
purificar o &lcool isopropilico como necesséario.
Assim, usando o aparelho de produgdo 10, o &lcool
25 isopropilico produzido usando as bactérias produtoras de
dlcool isopropilico pode ser separado e coletado em uma
temperatura e pressdo ordindrias, por exemplo, em 25°C e
101.325 Pa. Consequentemente, o aparelho de produgdo pode
ter uma estrutura simples, e ndo é necessario fornecer uma

30 etapa de separagdo e/ou etapa de purificagdo complicadas.
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Os simbolos na Fig. 1 serdo descritos. O numero 10
indica o aparelho de producdo (aparelho produtor de &lcool
isopropilico), o numero 12 indica o recipiente de cultura
(unidade de cultura), o numero 14 indica a mistura, o

5 nimero 16 indica o duto de injecdo (unidade de fornecimento
de gés), o nUmero 20 indica o dispositivo de agitacéo
(unidade de agitacdo ), o nUmero 30 indica o duto de
conexdo (unidade de conexdo), o numero 40 indica o
recipiente de armadilha (unidade de captura), o numero 42

10 indica o 1liquido de armadilha (liquido de captura), e o
numero 44 indica o duto de exaustéo.

O formato de partes e unidades respectivas, tais como
o recipiente de cultura 12, recipiente de aprisionamento 40
e duto de conexdo 30 fornecidos no aparelho de produgdo 10

15 pode ser mudado como apropriado contanto que seu efeito
pretendido ndo seja danificado.

Uma unidade de injecdo e/ou unidade de exaustdo para
continuamente 1injetar a mistura 14 ou as bactérias
produtoras de &lcool isopropilico no recipiente de cultura

20 12 podem ser fornecidas ao aparelho de produgdo 10 desta
modalidade de exemplo. Isto permite a producdo continua de
dlcool isopropilico.

Na invencédo, como mencionada acima, o dlcool
isopropilico que ¢é mais altamente purificado pode ser

25 produzido com menos &lcoois de subproduto sem exigir uma
etapa para separar os alcoois de subproduto.

Em uma modalidade preferivel da invengdo, o &lcool
isopropilico que ¢é mais altamente purificado pode ser
produzido continuamente e convenientemente.

30 EXEMPLOS
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Os exemplos da invengdo serdo descritos agora abaixo,
embora a invengdo ndo seja limitada desse modo. “%” na
descrigdo indica a quantidade em termos de massa a menos
que especificado de outra maneira.

5 Exemplo 1

Construgcdo de vetor para a expressdo de genes de
enzima produtora de &lcool isopropilico derivado da
bactéria do género Clostridium e transformando com o vetor
de expressao

10 As sequéncias de aminodcido e sequéncias de base dos
genes dos quatro tipos de enzimas produtoras de &lcool
isopropilico nas bactérias do género Clostridium tém sido
j& relatadas. Isto é, a tiolase é descrita em 3005963-
3007364 da fita complementar da sequéncia de genoma

15 descrita no numero de acesso de GenBank AE001437. A CoA
transferase é descrita no numero de acesso de GenBank
X72831, a acetoacetato descarboxilase é descrita no nuUmero
de acesso de GenBank M55392, e o &lcool isopropilico
desidrogenase é descrito no numero de acesso de GenBank

20 AF157307. A sequéncia do promotor de tiolase existindo na
sequéncia de base acima de tiolase pode ser usada como a
sequéncia de um promotor exigido para a expressdo destes
quatro tipos de genes.

Para obter o promotor de tiolase e o gene de tiolase,

25 a amplificagdo por PCR foi realizada com TTT GAA TTC CAT
GAT TTT AAG GGG GTT AGC ATA TGC A (Id. de Seq. N°.: 1) e
TTT GGT ACC CTA GCA CTT TTC TAG CAA TAT TGC TGT TCC (Id. de
Seq. N°.: 2) wusando o DNA gendmico de Clostridium
acetobutylicum ATCC824 como molde. O fragmento de DNA assim

30 obtido foi digerido com as enzimas de restrigdo EcCoORI e
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KpnI para obter um fragmento de tiolase tendo um tamanho de
aproximadamente 1,5 kpb incluindo uma sequéncia de DNA
codificando o promotor de tiolase.
Para obter o gene de CoA transferase, a amplificacgéo
5 por PCR foi realizada com TTT GGT ACC CAA CCT TAA ACC TTC
ATA TTT CAA CTA CTT (Id. de Seq. N°.: 3) e TTT GGA TCC CTA
AAC AGC CAT GGG TCT AAG TTC (Id. de Seq. N°.: 4) usando o
DNA gendmico de Clostridium acetobutylicum ATCC824 como o
molde. O fragmento de DNA assim obtido foi digerido com as
10 enzimas de restrigcdo Kpnl e BamHI para obter um fragmento
de CoA transferase tendo um tamanho de aproximadamente 1,4
kpb.
Para obter o gene de acetoacetato descarboxilase e uma
sequéncia de terminal, a amplificagdo por PCR foili realizada
15 com TTT GGA TCC AGC TAA ACA TTA TTA AAT TTA GGA AGG TG (Id.
de Seq. N°.: 5) e TTT GTC GAC CCA ATG AAC TTA GAC CCA TGG
CTG (Id. de Seqg. N°.: 6) wusando o DNA gendmico de
Clostridium acetobutylicum ATCC824 como o molde. 0
fragmento de DNA assim obtido foi digerido com as enzimas
20 de restrigdo BamHI e Sall para obter um fragmento de
acetoacetato descarboxilase tendo um tamanho de
aproximadamente 880 pb incluindo wuma sequéncia de DNA
codificando o terminador.
O Clostridium acetobutylicum ATCC824 pode ser obtido
25 da Colecdo de Cultura de Tipo Americana, que é um banco de
células, microrganismos e genes.
Para obter o gene de &lcool isopropilico desidrogenase,
a amplificagdo por PCR foi realizada com TTT GGT ACC GCG
AAA TAG CGA TGA ACA GGC AG (Id. de Seq. N°.: 7) e TTT GGT

30 ACC GCA GAT TTT GCT ACT CTT GGA GC (Id. de Seq. N°.: 8)
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usando o DNA gendmico de Clostridium beijerinckii NRRL B-
593 como molde. O fragmento de DNA assim obtido foi
digerido com a enzima de restrigdo Kpnl para obter um
fragmento de &lcool isopropilico desidrogenase tendo um
5 tamanho de aproximadamente 1,4 kpb.
O Clostridium beijerinckii NRRL B-593 pode ser obtido
da Colecdo de Cultura VTT, que é um banco de células e
microrganismos.
Os quatro fragmentos de DNA e um fragmento obtido pela
10 digestdo do plasmideo pUCl9 com EcoRI e Sall foram
misturados e ligados wusando uma ligase, e a célula
competente de cepa DH5a de Escherichia coli (nome comercial:
DNA-903, fabricados por Toyobo Co. Ltd.) foram
transformados com o produto de 1ligagdo resultante para
15 obter os transformantes crescendo em um meio de cultura de
LB Broth Miller (nome comercial: Difco244620) placa de &gar
contendo 100 pg/mL de ampicilina e tendo 40 pl cada de 40
mg/mL X-gal e 20% IPTG aplicado em uma superficie da mesma.
As coldnias obtidas foram cultivadas em um meio liquido de
20 LB contendo 100 pg/mL de ampicilina em 37°C durante a noite,
e o plasmideo pIPA foi coletado das células bacterianas
assim obtidas.
Uma célula competente de cepa B de Escherichia coli
(ATCC11303) foi transformada com este plasmideo pIPA e
25 cultivada em um meio de cultura de placa de &gar de LB
Broth Miller contendo 100 pg/mL de ampicilina em 37°C
durante a noite para obter a cepa transformante de vetor de
expressao de genes de enzima produtora de dlcool
isopropilico pIPA/B.

30 A cepa B de Escherichia coli (ATCC11303) pode ser
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obtida da Colecdo de Cultura de Tipo Americana, gque é um
banco de células, microrganismos e genes.
Exemplo 2
Producdo de &lcool isopropilico pela cepa pIPA/B de
5 Escherichia coli e Cepa de Escherichia coli Tipo Selvagem
Como pré-cultura, 5 mL de meio de cultura de LB Broth
Miller contendo 0,1 g/l de ampicilina e 2 g/l de glicose
foi colocado em um tubo pléstico tendo uma capacidade de 14
mL (nome comercial: 2057, fabricado por FALCON), e a cepa
10 pIPA/B de Escherichia «coli obtida no exemplo 1 foi
inoculada no mesmo, seguido pela cultura durante a noite em
uma temperatura de cultivo de 37°C com agitacdo em 120 rpm.
A cepa tipo selvagem B de Escherichia coli foi cultivada
com agitagdo em um meio tendo a mesma formulagdo exceto que
15 nédo continha ampicilina, sob a mesma condigdo de cultivo. A
quantidade total de cada um dos meios de pré-cultura foi
transferida a um frasco de Erlenmeyer tendo uma capacidade
de 300 mL e contendo 60 mL de meio de cultura de LB Broth
Miller com 0,1 g/l de ampicilina e 20 g/1 de glicose, para
20 realizar a cultura. O cultivo foili realizado em uma taxa de
agitacdo de 120 rpm e uma temperatura de cultivo de 37°C. O
meio de cultura bacteriano de célula foi amostrado 48 horas
apb6s o comego da cultura, e as células bacterianas foram
removidas por centrifugagdo, seguidas pela medida de
25 quantidades acumuladas de &lcool isopropilico, butanol,
etanol e acetona no sobrenadante de cultura assim obtido de
acordo com um método convencional com HPLC. Os resultados
sdo mostrados na tabela 1. A acumulagdo de 2,1 g/l de
alcool isopropilico foo confirmada apdés 48 horas de cultivo

30 da cepa pIPA/B de Escherichia coli. Neste momento, néo
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havia nenhuma acumulacdo de butanol e etanol.

Tabela 1 Resultados da medida por HPLC

Cepa pIPA/B Cepa tipo selvagem
Alcool isopropi
2,1 g/L 0,0 g/L
lico
Butanol 0,0 g/L 0,0 g/L
Etanol 0,0 g/L 0,0 g/L
Acetona 0,1 g/L 0,0 g/L
Exemplo 3

Producdo de &lcool isopropilico pela cepa pIPA/B de
5 Escherichia coli usando recipiente de Cultura de 1L (1)

O processamento neste exemplo foi realizado usando o
aparelho de produgdo 10 mostrado na Fig. 1. O recipiente de
cultura 12 tinha uma capacidade de 1 litro, e o recipiente
de armadilha tinha uma capacidade de 500 mL. Todos

10 recipiente de cultura 12, recipiente de aprisionamento 40,
duto de injegdo 16, duto de conexdo 30 e duto de exaustdo
44 foram feitos de wvidro. 400 mL de &gqua (&dgua de
aprisionamento) como o liquido de aprisionamento 42 foi
injetado no recipiente de aprisionamento 40.

15 Como pré-cultura, 4 mL de meio de cultura de LB Broth
Miller contendo 0,1 g/l de ampicilina e 2 g/l de glicose
foram colocados em um tubo teste, e a cepa pIPA/B de
Escherichia coli obtida no exemplo 1 foi inoculada ao mesmo,
seguida pelo cultivo por 18 horas em uma temperatura de

20 cultivo de 37°C com agitacdo em 120 rpm. O meio de pré-
cultura inteiro foi inoculado em um recipiente de cultura
de 1L contendo 500 mL de meio de cultura de LB Broth Miller
contendo 0,1 g/1 de ampicilina, 20 g/1 de glicose e uma

gota de adecanol, e o cultivo foil realizado. Esta cultura
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foi realizada em uma taxa de agitagdo de 500 rpm e a
temperatura de cultivo de 37°C, e pH do meio de cultura foi
controlado a 7,0 usando a solucdo de ambénia 12,5%. 20 mL de
glicose em uma concentragdo de 0,5 g/mL foram adicionados
5 25 horas apdés o comeco da cultura. As amostras foram
colhidas da cultura de célula bacteriana 48 horas apbs o
comeco do cultivo, e as células bacterianas foram removidas
por centrifugagdo, segquidas pela medida das quantidades
acumuladas de 4&lcool isopropilico, butanol, etanol e
10 acetona no sobrenadante de cultura assim obtido de acordo
com um método convencional por HPLC. Os resultados sé&o
mostrados na tabela 2. A acumulagdo de 3,0 g/l de &lcool
isopropilico foi confirmada apdés 48 horas de cultivo da
cepa pIPA/B de Escherichia coli. Neste momento, ndo havia
15 nenhuma acumulagcdo de butanol e etanol. Cada valor medido
na tabela 2 é a soma do teor de alcool isopropilico no meio

de cultura e na &gua de aprisionamento (400 mL) apbds o

cultivo.
Tabela 2
20 Resultados de medida por HPLC
Cepa pIPA/B
Alcool
3,0 g/L
isopropilico
Butanol 0,0 g/L
Etanol 0,0 g/L
Acetona 0,9 g/L
Exemplo 4

Construgdo de vetor expressando o gene de tiolase
derivado de Escherichia coli, gene de CoA transferase

derivado de Escherichia «coli, gene de acetoacetato
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descarboxilase derivado de bactéria do género Clostridium e
gene de desidrogenase de &lcool isopropilico derivado de
bactéria do género Clostridium, e transformante com o vetor
de expressao

5 As sequéncias de aminodcido e as sequéncias de base
dos genes de tiolase de Escherichia coli e CoA transferase
de Escherichia coli j& tém sido relatadas. Isto é, o gene
codificando tiolase ¢é descrito em 2324131-2325315 da
sequéncia genbmica da cepa MG1l655 de Escherichia coli
10 descrita no nUmero de acesso de GenBank U00096. O gene
codificando CoA transferase é descrito em 2321469-2322781
da sequéncia gendmica descrita acima da cepa MG1l655 de
Escherichia coli. A producdo de 4&lcool isopropilico é
possivel expressando, junto com estes, O gene de
15 acetoacetato descarboxilase e o gene de &lcool isopropilico
desidrogenase derivados de uma bactéria/bactérias do género
Clostridium. A sequéncia promotora de gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (que pode em seguida ser referida
como GAPDH) descrita em 397-440 da informagdo de sequéncia
20 de base de numero de acesso de GenBank X02662 pode ser
usada como a sequéncia de um promotor exigido para a

expressdo dos genes descritos acima.
Para obter o promotor de GAPDH, a amplificag¢do por PCR
foi realizada com CGAGCTACATATGCAATGATTGACACGATTCCG (Id. de
25 Seqg. N°.: 9) e CGCGCGCATGCTATTTGTTAGTGAATAAAAGG (Id. de Seq.
N°.: 10) wusando o DNA gendémico da cepa MG1655 de
Escherichia coli como o molde. O fragmento de DNA assim
obtido foi digerido com as enzimas de restrigdo NdeI e SphI
para obter um fragmento de DNA correspondendo ao promotor

30 de GAPDH tendo um tamanho de aproximadamente 110 pb. O
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fragmento de DNA assim obtido e um fragmento obtido pela
digestdo do plasmideo pBR322 (numero de acesso de GenBank
J01749) com as enzimas de restricdo Ndel e SphI foram
misturados e ligados wusando uma ligase, e a célula

5 competente de cepa DH5a de Escherichia coli (nome comercial:
DNA-903, fabricada por Toyobo Co. Ltd.) foi transformada

com o produto de 1ligagdo resultante para obter os
transformantes crescendo em uma placa de agar LB contendo

50 pg/mL de ampicilina. As coldnias assim obtidas foram

10 cultivadas em um meio liquido de LB contendo 50 ug/mL de
ampicilina em 37°C durante a noite, e o plasmideo pBRgapP

foi coletado das células bacterianas assim obtidas.

Para obter o gene de &lcool isopropilico desidrogenase,

a amplificagéo por PCR foi realizada com

15 AATATGCATGCTGGTGGAACATATGAAAGGTTTTGCAATGCTAGG (Id. de Seq.
N°.: 11) e GCGGATCCGGTACCTTATAATATAACTACTGCTTTAATTAAGTC (Id.

de Seq. N°.: 12) wusando o DNA gendmico de Clostridium
beijerinckii NRRL B-593 como um molde. O fragmento de DNA
assim obtido foi digerido com as enzimas de restricdo SphI

20 e BamHI para obter um fragmento de &lcool isopropilico
desidrogenase tendo um tamanho de aproximadamente 1,1 kpb.

O fragmento de DNA assim obtido e um fragmento obtido pela
digestdo do plasmideo pBRgapP com as enzimas de restricéo
SphI e BamHI foram ligados usando uma ligase, e a célula

25 competente de cepa DH5a de Escherichia coli (nome comercial:
DNA-903, fabricada por Toyobo Co. Ltd.) foi transformada

com o produto de 1ligagdo resultante para obter os
transformantes crescendo em uma placa de agar LB contendo

50 pg/mL de ampicilina. As coldnias obtidas foram

30 cultivadas em um meio liquido de LB contendo 50 npg/mL de
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ampicilina em 37°C durante a noite, e o plasmideo pGAP-
IPAdh foi coletado das células bacterianas assim obtidas.
Para obter o gene de tiolase derivado de Escherichia
coli, amplificagdoa por PCR foi realizada com
5 ATGGATCCGCTGGTGGAACATATGAAAAATTGTGTCATCGTCAG (Id. de Seq.
N°.: 13) e GCAGAAGCTTGTCTAGATTAATTCAACCGTTCAATCACCATC (Id.
de Seqg. N°.: 14) usando o DNA gendmico da cepa MG1655 de
Escherichia coli como o molde. O fragmento de DNA assim
obtido foi digerido com as enzimas de restrigcdo BamHI e
10 HindIII para obter um fragmento de tiolase tendo um tamanho
de aproximadamente 1,2 kpb. O fragmento de DNA assim obtido
e um fragmento, que foi obtido pela digestdo do plasmideo
PGAP-IPAdh com as enzimas de restrigdo BamHI e HindIII,
foram misturados e ligados usando uma ligase, e a célula
15 competente de cepa DH5a de Escherichia coli (nome comercial:
DNA-903, fabricada por Toyobo Co. Ltd.) foi transformada
com o produto de 1ligagdo resultante, para obter os
transformantes crescendo em uma placa de &gar LB contendo
50 upg/mL de ampicilina. As coldnias obtidas foram
20 cultivadas em um meio liquido de LB contendo 50 pg/mL de
ampicilina em 37°C durante a noite, e o plasmideo pGAP-
IPAdh-atoB foi coletado das células bacterianas assim
obtidas.
Para obter o gene de CoA transferase derivado de
25 Escherichia coli, a amplificagdo por PCR foili realizada com
GCTCTAGAGCTGGTGGAACATATGAAAACAAAATTGATGACATTACAAGAC (Id. de
Seq. N°.: 15) e TAGCAAGCTTCTACTCGAGTTATTTGCTCTCCTGTGAAACG
(Id. de Seqg. N°.: 16) usando o DNA gendémico da cepa MG1655
de Escherichia coli como o molde. O fragmento de DNA assim

30 obtido foi digerido com as enzimas de restrigdo Xbal e
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HindIII, para obter um fragmento de subunidade a de CoA
transferase tendo um tamanho de aproximadamente 600 pb. O
fragmento de DNA assim obtido e um fragmento obtido pela
digestdo do plasmideo pGAP-IPAdh-atoB com as enzimas de
5 restrigcdo Xbal e HindIII, a ligagdo foi realizada usando
uma ligase, e a célula competente de cepa DH5a de
Escherichia coli (nome comercial: DNA-903, fabricada por
Toyobo Co. Ltd.) foi transformada com o produto de ligagdo
resultante, para obter os transformantes crescendo em uma

10 placa de &gar LB contendo 50 pg/mL de ampicilina. As
colénias obtidas foram cultivadas em um meio liquido de LB
contendo 50 pg/mL de ampicilina em 37°C durante a noite, e
o plasmideo pGAP-IPAdh-atoB-atoD foi coletado das células
bacterianas assim obtidas.

15 Além disso, a amplificacdo por PCR foi realizada com
AAGTCTCGAGCTGGTGGAACATATGGATGCGAAACAACGTATTG (Id. de Seq.
N°.: 17) e GGCCAAGCTTCATAAATCACCCCGTTGC (Id. de Seq. N°.:
18) wusando o DNA gendmico da cepa MG1l655 de Escherichia
coli como o molde, e o fragmento de DNA obtido foi digerido

20 com as enzimas de restrigdo XhoI e HindIII, para obter um
fragmento de subunidade [ de CoA transferase tendo um
tamanho de aproximadamente 600 pb. Apbdés ter misturado o
fragmento obtido e os fragmentos de DNA obtidos pela
digestdo de plasmideo pGAP-IPAdh-atoB-atoD com as enzimas

25 de restrigdo XhoI e HindIII, a ligagdo foi realizada usando
uma ligase, e a célula competente de cepa DH5a de
Escherichia coli (nome comercial: DNA-903, fabricada por
Toyobo Co. Ltd.) foi transformada com o produto de ligagdo
resultante para obter os transformantes crescendo em uma

30 placa de é&gar LB contendo 50 ug/mL de ampicilina. As
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coldénias assim obtidas foram cultivadas em um meio liquido
de LB contendo 50 upg/mL de ampicilina em 37°C durante a
noite, e o plasmideo pGAP-IPAdh-atoB-atoD-atoA foi coletado
das células bacterianas obtidas.

5 Para obter o gene de acetoacetato descarboxilase, a
amplificacgdo por PCR foi realizada com
CAGGTACCGCTGGTGGAACATATGTTAAAGGATGAAGTAATTAAACAAATTAGC (Id.
de Seq. N°.: 19) e GCGGATCCTTACTTAAGATAATCATATATAACTTCAGC
(Id. de Seq. N°.: 20) usando o DNA gendmico de Clostridium

10 acetobutylicum ATCC824 como o molde. O fragmento de DNA
assim obtido foi digerido com as enzimas de restrigdo KpnI
e BamHI para obter um fragmento de acetoacetato
descarboxilase tendo um tamanho de aproximadamente 700 pb.
O fragmento de DNA assim obtido e um fragmento, que foi
15 obtido pela digestdo do plasmideo pGAP-IPAdh-atoB-atoD-atoA
com as enzimas de restrigcdo KpnI e BamHI, foram misturados
e ligados usando uma ligase, e a célula competente de cepa
DH5a de Escherichia coli (nome comercial: DNA-903,
fabricada por Toyobo Co. Ltd.) foi transformada com o
20 produto de ligagdo resultante para obter os transformantes
crescendo em uma placa de &gar LB contendo 50 pg/mL de
ampicilina. As coldnias obtidas foram cultivadas em um meio
liquido de LB contendo 50 png/mL de ampicilina em 37°C
durante a noite, e o plasmideo pGAP-Iaaa foi coletado das
25 células bacterianas obtidas.

A célula competente de cepa B de Escherichia coli
(ATCC11303) foi transformada com este plasmideo pGAP-Iaaa e
cultivada em uma placa de &gar de LB Broth Miller contendo
50 pg/mL de ampicilina em 37°C durante a noite para obter a

30 cepa pGAP-Iaaa/B de Escherichia coli.
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A cepa MG1655 de Escherichia «coli, Clostridium
acetobutylicum ATCC824 e cepa B de Escherichia coli podem
ser obtidas da Colecdo de Cultura de Tipo Americana, que é

um banco de células, microrganismos e genes.

5 Exemplo 5

Producdo de &lcool isopropilico pela cepa pGAP-Iaaa/B
de Escherichia coli usando o recipiente de cultura de 1L (1)
A producgdo de &lcool isopropilico usando um recipiente
de cultura de 1L foi estudada na mesma maneira que no
10 exemplo 3, exceto que no pré-cultivo, 25 mL de meio de
cultura de LB Broth Miller contendo 0,1 g/l de ampicilina
colocado em um frasco de Erlenmeyer foram usados, e a cepa
pGAP-Iaaa/B de Escherichia coli obtida no exemplo 4 foi
inoculada ao mesmo, seguido pelo cultivo por 16 horas em
15 wuma temperatura de cultivo de 35°C com agitacdo em 120 rpm.
O meio de pré-cultura inteiro foi inoculado em um
recipiente de cultura de 1L contendo 475 mL de meio de
cultura de LB Broth Miller contendo 50 g/l de glicose e uma
gota de adecanol, e cultivo foi realizado. O cultivo foi
20 realizado em uma taxa de agitagdo de 500 rpm e em uma
temperatura de cultivo de 35°C, e o pH do meio de cultura
foi controlado a 7,0 usando solugdes de hidréxido de sédio
de 24% peso/peso. As amostras foram colhidas da cultura de
célula bacteriana 24 horas apdés o comegco do cultivo, e as
25 células bacterianas foram removidas por centrifugacéo,
seqguida pela medida das quantidades acumuladas de &lcool
isopropilico, butanol, e de etanol no sobrenadante de
cultura obtido de acordo com um método convencional por
HPLC. A acumulacdo de 5,5 g/l de &lcool isopropilico foi

30 confirmada apbés 24 horas de cultivo. Neste momento, né&o
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havia nenhuma acumulagdo de butanol e etanol. A quantidade
acumulada de &lcool isopropilico apdés 48 horas foi 5,0 g/1.
Cada valor medido é a soma do teor de &lcool isopropilico
no meio de cultura e o em Agua de aprisionamento (mudada
5 para 500 mL) apbs o cultivo.
Exemplo 6
Producdo de &lcool isopropilico pela cepa pGAP-Iaaa/B
de Escherichia coli usando recipiente de cultura de 1L (2)
A producgdo de &lcool isopropilico usando um recipiente
10 de cultura de 1L foi estudada na mesma maneira que no
exemplo 5, exceto que na cultura em um recipiente de
cultura de 1L, 475 mL do meio de cultura com a composigdo
indicada na tabela 3 foram usados. A quantidade dos &tomos
de nitrogénio derivados de sulfato de ambénio neste momento
15 ¢é 0,04% por massa baseada na massa total do meio de cultura
no inicio de cultura. Além disso, a solugdo de glicose
aquosa de 50% peso/peso foi adicionada em uma taxa de fluxo
de 10 g/l/hora. Como resultado, a acumulacdo de 7,4 g/l de
alcool isopropilico foi confirmada apdés 24 horas de cultivo.
20 Neste momento, ndo havia nenhuma acumulacdo de butanol e
etanol. A quantidade acumulada de &lcool isopropilico apds
48 horas foi 6,2 g/l. Cada valor medido é a soma do teor de
dlcool isopropilico no meio de cultura e o em &gua de
aprisionamento (500 mL) apds o cultivo.

25 Tabela 3

Formulacdo de meio

Polipeptona 2 g/L
FeSO4° 7H20 0,09 g/L
K2HPO4 2 g/L
KH2PO4 2 g/L
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MgSO4°7H20 2 g/L

(NH4) 2S04 2 g/L

(o restante: &gua)
Exemplo 7
Producdo de &lcool isopropilico pela cepa pGAP-Iaaa/B
de Escherichia coli usando recipiente de cultura de 1L (3)
5 A producgdo de &lcool isopropilico usando um recipiente
de cultura de 1L foi estudada na mesma maneira que no
exemplo 6, exceto que durante a cultura em um recipiente de
cultura de 1L, 0,2% por massa (2 g/l) de (NHg)2SOs foi
adicionado apdés 30 horas. A soma da quantidade dos &tomos
10 de nitrogénio derivados de sulfato de ambénio neste exemplo
é 0,08% por massa baseada na massa total do meio de cultura
no inicio de cultura. Como resultado, a acumulacdo de 7,2
g/l de &lcool isopropilico foi confirmada apds 24 horas de
cultivo. Neste momento, ndo havia nenhuma acumulacdo de
15 Dbutanol e etanol. A quantidade acumulada de &lcool
isopropilico apés 48 horas foi 13,4 g/l. Cada valor medido
€ a soma do teor de &lcool isopropilico no meio de cultura
e o em agua de aprisionamento (500 mL) apdés o cultivo. Foi
mostrado que a adigdo de uma quantidade apropriada de uma
20 fonte de nitrogénio, tal como sulfato de ambénio aumenta a
produtividade.
Exemplo 8
Producdo de &lcool isopropilico pela cepa pGAP-Iaaa/B
de Escherichia coli usando recipiente de cultura de 1L (4)
25 A produgédo de &lcool isopropilico usando um recipiente
de cultura de 1L foi estudada na mesma maneira que no
exemplo 6, exceto que na formulagdo do meio para a cultura

em um recipiente de cultura de 1L, a quantidade de (NHg)2SOq
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foi mudada para 0,4% por massa (4 g/l). A quantidade dos
dtomos de nitrogénio derivados de sulfato de aménio neste
exemplo é 0,08% por massa baseada na massa total de meio de
cultura no inicio de cultura. Como resultado, a acumulacéao
5 de 11,6 g/l de &lcool isopropilico foi confirmada apds 24
horas de cultivo. O valor medido é a soma do teor de &lcool
isopropilico no meio de cultura e o em agua de
aprisionamento (500 mL) apbdés o cultivo. Mostrou-se que a
adicdo de wuma quantidade apropriada de uma fonte de
10 nitrogénio, tal como sulfato de ambénio aumenta a
produtividade.
Exemplo 9
Producdo de &lcool isopropilico pela cepa pGAP-Iaaa/B
de Escherichia coli usando recipiente de cultura de 1L (5)
15 A producgdo de &lcool isopropilico usando um recipiente
de cultura de 1L foi estudada na mesma maneira que no
exemplo 6, exceto que na formulagdo de meio para a cultura
em um recipiente de cultura de 1L, a quantidade de (NHg)2SOq
foi mudada para 0,5% por massa (5 g/l). A quantidade dos
20 Atomos de nitrogénio derivados de sulfato de ambénio neste
exemplo é 0,11% por massa baseada na massa total do meio de
cultura no inicio da cultura. Como resultado, a acumulacéao
de 11,2 g/1 de &lcool isopropilico foi confirmada apds 24
horas de cultivo. Além disso, a acumulacdo de 21,3 g/l de
25 alcool isopropilico foi confirmada apés 55 horas de cultivo.
O valor medido é a soma do teor de &lcool isopropilico no
meio de cultura e o em &gua de aprisionamento (500 mL) apéds
o cultivo.
Exemplo 10

30 Produgcdo de é&lcool isopropilico pela cepa pGAP-Iaaa/B
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de Escherichia coli usando recipiente de cultura de 1L (6)
A producgdo de &lcool isopropilico usando um recipiente
de cultura de 1L foi estudada na mesma maneira que no
exemplo 6, exceto que 12,5% por massa de solugdo aquosa de
5 ambnia foram usados como um ajustador de pH. Como resultado,
a acumulagdo de 13,3 g/l de 4&lcool isopropilico foi
confirmada apdés 24 horas de cultivo. Além disso, a
acumulagcdo de 28,4 g/1 de 4lcool isopropilico foi
confirmada apés 55 horas de cultivo. A massa dos 12,5% por
10 massa de solugdo de amdnia aquosa adicionada em 55 horas
foi 69,0 g, e a soma da quantidade dos &tomos de nitrogénio
derivados da solugdo aquosa de ambénia é 0,73% por massa
baseada na massa total do meio de cultura no inicio da
cultura. O valor medido é a soma do teor de &lcool
15 isopropilico no meio de cultura e o em agua de
aprisionamento (500 mL) apds o cultivo.
Exemplo 11
Producdo de &lcool isopropilico pela cepa pGAP-Iaaa/B
de Escherichia coli usando recipiente de cultura de 1L (7)
20 A producgédo de &lcool isopropilico usando um recipiente
de cultura de 1L foi estudada na mesma maneira gque no
exemplo 6, exceto que na formulagdo de meio para a cultura
em um recipiente de cultura de 1L, 2 g/l de polipeptona
foram substituidos com 20 g/l de licor molhado de milho
25 (fabricado por Nihon Shokuhin Kako Co., Ltd.), e a
quantidade de (NH4)2SOs foi mudada para 5 g/l1 como resultado,
uma acumulagdo de 10,9 g/1 de &lcool isopropilico foi
confirmada apdés 24 horas de cultivo. Além disso, a
acumulagédo de 17,8 g/1 de 4lcool isopropilico foi

30 confirmada apbés 55 horas de cultivo. A soma da quantidade
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dos &tomos de nitrogénio derivados do sulfato de ambénio
neste exemplo é 0,11% por massa baseada na massa total do
meio de cultura no inicio da cultura. O valor medido é a
soma do teor de &lcool isopropilico no meio de cultura e o
5 em adgua de aprisionamento (500 mL) apdés o cultivo. Mostrou-
se que uma grande variedade de componentes pode ser usada
como fontes nutrientes para o meio.
Exemplo 12
Producdo de &lcool isopropilico pela cepa pIPA/B de
10 Escherichia coli usando recipiente de cultura de 1L (2)
0 cultivo para dlcool isopropilico usando um
recipiente de cultura de 1L foi estudado na mesma maneira
que no exemplo 3, exceto que no inicio da cultura, 0,5% (5
g/l) de (NH4)2S04 foi adicionado. A quantidade dos &tomos de
15 nitrogénio derivados de sulfato de ambénio neste exemplo é
0,11% por massa baseada na massa total do meio de cultura
no inicio de cultura. Como resultado, a acumulacdo de 4,5
g/l de &lcool isopropilico foi confirmada apds 48 horas de
cultivo.
20 Exemplo 13
Coleta de &lcool isopropilico do meio de cultura por
método de destilacéo
A cepa pIPA/B foi cultivada de acordo com o método no
exemplo 3 para obter 180 g de um meio de cultura a ser
25 submetido & destilacdo. Isto é referido como um meio de
cultura A. 178,6 g do meio de cultura A foram colocadas em
um frasco de coleta tendo uma capacidade de 200 mL e
aquecidas ao serem agitadas em um banho de &6leo para
realizar a destilagdo simples de acordo com um método

30 convencional. A temperatura aérea e a quantidade de liquido
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do meio de cultura A em cada etapa sdo mostradas na tabela

4. Os teores de &lcool isopropilico, butanol e etanol

contidos no meio de cultura antes da destilacdo, bem como

em aliquotas do 1liquido coletado pela destilacdo e no

5 1liquido residual foram medidas de acordo com um método

convencional por HPLC. Os resultados sdo mostrados na

tabela 5. Do meio de cultura obtido cultivando a cepa

pIPA/B deste exemplo, quase todo o &lcool isopropilico

contido poderia ser coletado com uma temperatura aérea de

10 99,1°C a 99,5°C. Neste momento, butanol e etanol ndo foram
detectados nas aliquotas coletadas.

Exemplo comparativo 1

Similarmente & composicdo do meio de cultura para a

cepa 172CY-02 de Clostridium sp. descrita em JP-A 61-67493,

15 180 g de um meio de cultura tendo 9,9 g/l de n-butanol, 0,6

g/l de etanol e 7,2 g/l de &lcool isopropilico adicionados

ao meio de cultura de LB Broth Miller foili preparada, a qual

o meio de cultura foi referido como um meio de cultura

comparativo B. 177,9 g de meio de cultura comparativo B

20 foram colocadas em um frasco de recuperagdo tendo uma

capacidade de 200 mL e aquecido ao ser agitado em um banho

de 6leo, para realizar a destilacdo simples de acordo com

um método convencional. A temperatura aérea e a quantidade

de liquido do meio de cultura comparativo B em cada etapa

25 sdo mostradas na tabela 4. Os teores de &lcool isopropilico,

butanol e etanol contidos no liquido antes da destilacgéo,

bem como em aliquotas do liquido coletado pela destilacgédo e

no liquido residual foram medidas de acordo com um método

convencional por HPLC. Os resultados sdo mostrados na

30 tabela 5. Observa-se que entre os trés tipos dos
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componentes de 4lcool misturados no meio de cultura
comparativo B, o &lcool isopropilico e butanol mostraram o
mesmo comportamento de destilacdo, de modo que o &lcool
isopropilico ndo poderia ser separado e coletado unicamente.

5 Baseado nos resultados no exemplo 13 e no exemplo
comparativo 1, compreende-se que o &lcool isopropilico pode
ser facilmente coletado do meio de cultura da invencdo ja
que ndo contém A4lcoois diferentes do que é&lcool
isopropilico como subprodutos. Assim, o &lcool isopropilico

10 pode ser coletado do meio de cultura de acordo com a
invengdo por um simples processo de purificacgdo tal como a
destilagdo simples.

Por outro lado, é compreendido que a coleta de &lcool
isopropilico dos meios de cultura processados com bactérias

15 existentes ndo é simples, pois a separagcdo de &lcool
isopropilico dos &alcoois de subproduto é dificil. A coleta
de &lcool isopropilico de um meio de cultura processado com
uma bactéria existente é esperada exigir a destilacéo
usando instalag¢des incidentais, tais como uma coluna de

20 retificagdo, de modo que o processo de purificagdo seja
esperado ser complicado.

Em consideracdo destes, as bactérias produtoras de
dlcool isopropilico da invengdo podem ser superiores as na
técnica prévia com relacdo as aplicagdes préaticas de

25 producédo de &lcool isopropilico derivado de planta.

Tabela 4

Temperaturas aéreas e quantidades de liquido de meio

de cultura A e meio de cultura comparativo B

Etapa de Meio de cultura
Meio de cultura A
destilacgdo comparativo B
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Temperatur | Quantidade Quantidade
Temperatura
a aérea de liquido de liquido
aérea (°C)
(°C) (9) (9)
Fracédo 1 99,1-99,5 10,1 96,0-98,0 9,4
Fracdo 2 99,5 10,0 99,14 9,6
Fracédo 3 99,8 11,0 99,5 10,4
Fracédo 4 99,8 20,6 99,5 20,3
Fracdo 5 99,8 21,9 99,9 18.8
Liquido
residual
100, 9 107,5
apbs
destilacéo
Tabela 5
Resultados de medidas por HPLC
Alcool
Butanol Etanol
isopropi
(9) (9)
lico (g)
Meio de Antes da
0,48 0,00 0,00
cultura A destilacéo
Fracédo 1 0,43 0,00 0,00
Fracédo 2 0,02 0,00 0,00
Fracdo 3 0,00 0,00 0,00
Fracédo 4 0,00 0,00 0,00
Fracdo 5 0,00 0,00 0,00
Residual
0,00 0,00 0,00
liquido
Meio de Antes da
1,20 1,69 0,10
cultura destilacéo
comparativ
Fracdo 1 0,93 1,35 0,06
o B
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Fracdo 2 0,22 0,30 0,03
Fracdo 3 0,01 0,02 0,01
Fracdo 4 0,00 0,00 0,00
Fracdo 5 0,00 0,00 0,00
Liquido

0,00 0,00 0,00
Residual

Exemplo 14
Exemplo Teste
O processamento neste exemplo foi realizado usando o
aparelho de produgdo 10 mostrado na Fig. 1. O recipiente de
5 cultura 12 tinha uma capacidade de 1 litro, e o recipiente
de aprisionamento 40 tinha uma capacidade de 500 mL. Todos
recipiente de cultura 12, recipiente de aprisionamento 40,
duto de injegdo 16, duto de conexdo 30 e duto de exaustdo
44 foram feitos de wvidro. 400 mL de &gqua (&dgua de
10 aprisionamento) como o liquido de aprisionamento 42 foram
injetados no recipiente de aprisionamento 40.
10 g/1 de solugcdo aquosa de &lcool isopropilico foi
injetada no recipiente de cultura 12 de 500 mL como o
liquido de processamento. O processamento foi realizado em
15 uma taxa de agitagdo de 500 rpm e uma temperatura de
processamento de 37°C.
O ar foi subsequentemente introduzido do duto de ion
16 na solugdo aquosa de &lcool isopropilico em uma taxa de
0,5 L/min. (1 wvvm) e o processamento foi comecado. A
20 exaustdo do recipiente de cultura 12 foi borbulhada no
liquido de aprisionamento 42 no recipiente de
aprisionamento 40. A exaustdo do recipiente de
aprisionamento 40 foi liberada a atmosfera do sistema de

aparelho. Cada um do liquido de processamento no recipiente
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de cultura 12 e liquido de aprisionamento 42 no recipiente
de aprisionamento 40 foi amostrado 0, 2, 4, 8 e 24 horas
apés o comeco do processamento, e a quantidade acumulada de
dlcool isopropilico em cada amostra foi medida por HPLC. A
5 medida por HPLC foi realizada com ULTRON PS-80H (nome
comercial, fabricado por Shinwa Chemical Industries Ltd.;
ID: 8,0 mm, L: 300 mm) usando 0,1% HClO4 como um eluente,
em uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min, e uma temperatura de
coluna de 50°C, e usando um detector de indicede refracdo
10 diferencial (RI) como um detector. Os resultados séo

mostrados na tabela 6.

Tabela 6
Quantidade acumulada de Alcool
Tempo de
isopropilico (g/L)
processamento .
Liquido de Agua de Quantidade
(H.)

processamento | aprisionamento total
0 10,1 0,0 10,1
2 9,8 1,2 11,0
4 8,5 2,4 10,9
8 7,1 3,8 10,9
24 3,1 7,0 10,1

Como mostrado na tabela 6, a concentracdo de &lcool
isopropilico no recipiente de cultura 12 diminuiu sobre o

15 tempo, e a concentracdo de &lcool isopropilico no liquido
de aprisionamento 42 aumentou gradualmente. Revelou-se que

70% de A&lcool isopropilico no recipiente de cultura tinha

se movido para o frasco de &gua quando 24 horas passaram.
Neste momento, a quantidade total de &lcool isopropilico

20 era 10,1 g, e o material de equilibrio foi quase

consistente com o mesmo.
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Portanto, revelou-se que, borbulhando a exaustdo da
aeracdo da cultura no recipiente de cultura 12 no liquido
de aprisionamento 42 no recipiente de aprisionamento 40, o
dlcool isopropilico no liquido de processamento pode ser

5 separado do liquido de processamento e foi dissolvido no
liquido de aprisionamento 42.

Exemplo 15

Producdo de &lcool isopropilico

Neste exemplo, o &lcool isopropilico foi produzido

10 usando o aparelho de producdo 10, que é o mesmo que o usado
no exemplo 3. O recipiente de aprisionamento 40 continha
agua (Agua de aprisionamento) como o) liquido de
aprisionamento 42 injetado em uma quantidade de 400 mL.

Como pré-cultivo, 4 mL de meio de cultura de LB Broth

15 Miller contendo 0,1 g/l de ampicilina e 2 g/l de glicose
foram colocados em um tubo teste tendo um didmetro de 19 mm
e comprimento de 175 mm, e a cepa pIPA/B obtida no exemplo
1 foi inoculada ao mesmo, seguido pelo cultivo em uma
temperatura de cultivo de 37°C com a agitacdo em 120 rpm

20 por 18 horas.

O meio de pré-cultura foi inoculado ao recipiente de
cultura 12 contendo 500 mL de meio de cultura de LB Broth
Miller contendo 0,1 g/l de ampicilina, 20 g/l de glicose e
uma gota de adecanol, e o cultivo foi comegado. O cultivo

25 foi realizado em uma taxa de agitagdo de 500 rpm e uma
temperatura de cultivo de 37°C, e pH do meio de cultura foi
ajustado 7,0 usando a solugdo aquosa de amdnia 12,5%.

Subsequentemente, a aeragdo da cultura foi comegada
injetando o ar do duto de injeg¢do 16 no meio de cultura em

30 uma taxa de 0,5 L/min (1 vvm). A exaustdo do recipiente de
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cultura 12 foi borbulhada no liquido de aprisionamento 42
no recipiente de aprisionamento 40.

No momento em que 23 horas passaram do comego da

cultura, 20 mL de 0,5 g/l de solugdo de glicose foram
5 adicionados ao recipiente de cultura. [0131]

Deteccdo de &lcool isopropilico nas amostras

O meio de cultura de célula bacteriana no recipiente
de <cultura 12 apbés o processamento e o liquido de
aprisionamento 42 no recipiente de aprisionamento 40 apds o

10 processamento foram amostrados 0, 7, 23, 30, 47 e 52 horas
apb6s o comegco da cultura. Cada meio de cultura amostrado
foi submetido & centrifugacdo para remover os sdélidos, tais
como células bacterianas no meio de cultura.

A quantidade acumulada de &lcool isopropilico em cada

15 um do meio de cultura amostrado e &gua foi medida por HPLC.
Os resultados sdo mostrados na tabela 7.

Além disso, com relacdo ao meio de cultura e a agua de
aprisionamento obtida 47 horas apdés o comego da cultura, o
nimero de picos, tempos de Rt (tempos de retencdo) e os

20 nomes de compostos detectados submetendo o meio de cultura
a2 medida por HPLC sdo mostrados na tabela 8, e aqueles
detectados submetendo a dgua de aprisionamento a medida por
HPLC sdo mostrados na tabela 9.

Nas tabelas 8 e 9, “IPA” indica &lcool isopropilico.

25 Na tabela 8, os nomes de compostos indicados como o “ndo
consecido” sdo supostos por serem impurezas geradas pela
aeracdo da cultura de &lcool isopropilico.

Tabela 7

Tempo de cultivo (h) |Em meio de cultura (g/L) | Em agua (g/L)

0 0,0 0,0
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7 0,0 0,0
23 0,8 0,3
30 1,3 0,7
47 1,4 1,7
52 1,0 2,0
Tabela 8
Pico N°. Rt (min) Nome do composto
1 5,15 Ndo conhecido
2 6,24 Ndo conhecido
3 6,7 Ndo conhecido
4 7,33 Glicose
5 7,98 Ndo conhecido
6 8,89 Ndo conhecido
7 9,52 Ndo conhecido
8 10,19 Ndo conhecido
9 11,91 Acido acético
10 14,07 Ndo conhecido
11 17,42 Ndo conhecido
12 18,77 IPA
Tabela 9
Pico N°. Rt (min) Nome do composto
1 18,76 IPA

Como mostrado na tabela 7 a tabela 9, confirma-se que

o &lcool isopropilico produzido wusando as bactérias

5 produtoras de &lcool isopropilico é acumulado no meio de
cultura e &qgua de aprisionamento pela aeracgdo de cultura.

11 picos supostos por serem derivados das impurezas

além da glicose e acido acético foram encontrados de meio

de cultura obtido 47 horas apdés o comego da cultura, mas

10 ndo havia nenhum pico com excepgdo do correspondendo ao
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dlcool isopropilico que foi encontrado da é&agua de
aprisionamento neste momento. Assim, revela-se que, de
acordo com este método de produgdo, as impurezas e o alcool
isopropilico podem facilmente ser separados de cada um

5 Dborbulhando a exaustdo do recipiente de cultura 12 no
liquido de aprisionamento 42.

Desse modo, o dlcool isopropilico pode ser
eficientemente coletado realizando operagdes simples nas
etapas do comeco da cultura a coleta de &lcool isopropilico.

10 Além disso, revela-se que uma solugdo aquosa de &lcool
isopropilico ndo tendo nenhuma impureza pode ser obtida
usando a 4agua para a coleta de &lcool isopropilico. A
invengdo pode portanto ser dita ser um método inovador na
implementacdo pratica de produgcdo de &lcool isopropilico

15 através do cultivo de microrganismos, o método permitindo a
construgdo de um processo de produgdo com uma carga
reduzida na purificacgédo.

Exemplo comparativo 2

Construgcdo de plasmideo pIPA faltando o gene de

20 Tiolase e construcdo de transformante com o plasmideo

Um plasmideo pIPAAthio, tendo uma estrutura de
plasmideo pIPA descrito no exemplo 1 com remogdo de gene de
tiolase do mesmo, foi preparado.

Para isolar o promotor de tiolase de pIPA, a

25 amplificagdo por PCR foi realizada com TTT GAA TTC CAT GAT
TTT AAG GGG GTT AGC ATA TGC A (Id. de Seq. N°.: 21) e TTT
TCT AGA TCT AAC TAA CCT CCT AAA TTT TGA TAC GGG (Id. de Seq.
N°.: 22) usando pIPA como o molde, e o fragmento de DNA
assim obtido foi digerido com as enzimas de restrigdo EcoRI

30 e KpnI para obter um fragmento de promotor de tiolase tendo
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um tamanho de aproximadamente 240 pb.

Para isolar o gene de dlcool isopropilico
desidrogenase de pIPA, a amplificag¢do por PCR foi realizada
com TTT CTC GAG GCA GAT TTT GCT ACT CTT GGA GC (Id. de Seq.

5 N°.: 23) e TTT GGT ACC GCA GAT TTT GCT ACT CTT GGA GC (Id.
de Seq. N°.: 24) usando pIPA como o molde, e o fragmento de
DNA obtido foo digerido com as enzimas de restrigdo EcoRI e
Xbal para obter um fragmento de gene de &lcool isopropilico
desidrogenase tendo um tamanho de aproximadamente 1,4 kpb.
10 Os dois fragmentos de DNA descritos acima e 4,9k pb de
um fragmento obtido digerindo o plasmideo pIPA com as
enzimas de restrigdo EcoRI e Kpnl foi misturado e ligado
usando uma ligase, e a célula competente de cepa DH5a de
Escherichia coli (nome comercial: DNA-903, fabricada por
15 Toyobo Co. Ltd.) foi transformada com o produto de ligagédo
resultante para obter os transformantes crescendo em uma
placa de &gar LB contendo 100 npg/mL de ampicilina. As
coldénias assim obtidas foram cultivadas em um meio liquido
de LB contendo 100 pg/mL de ampicilina em 37°C durante a
20 noite, e o plasmideo pIPAAthio foi coletado das células
bacterianas obtidas. A sequéncia de base de pIPAAthio foi
determinada por um método convencional, e as sequéncias de
DNA de gene de desidrogenase de promotor de tiolase e o
isopropilico de &lcool foram confirmadas como ndo incluindo
25 nenhum erro.

A célula competente de cepa B de Escherichia coli
(ATCC11303) foi transformada com este plasmideo pIPAAthio,
e cultivada em wuma placa de é&gar de LB Broth Miller
contendo 100 ug/mL de ampicilina em 37°C durante a noite

30 para obter a cepa transformante pIPAAthio/B.
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Producdo de &lcool isopropilico pela cepa pIPAAthio/B
de Escherichia coli usando recipiente de cultura de 1L

Um teste de producdo de &lcool isopropilico usando um
recipiente de cultura de 1L foi realizado na mesma maneira
5 que no exemplo 3. Como pré-cultivo, 4 mL de meio de cultura
de LB Broth Miller contendo 0,1 g/l de ampicilina e 2 g/1
de glicose foram colocados em um tubo de teste, e a cepa
pIPAAthio/B de Escherichia coli foi inoculada ao mesmo,
seguido pelo cultivo por 18 horas em uma temperatura de
10 cultivo de 37°C com a agitacdo em 120 rpm. O meio de pré-
cultura inteiro foi inoculado em um recipiente de cultura
de 1L contendo 500 mL de meio de cultura de LB Broth Miller
contendo 20 g/1 de glicose e uma gota de adecanol, e o
cultivo foi realizado. O cultivo foi realizado em uma taxa
15 de agitacdo de 500 rpm e uma temperatura de cultivo de 37°C,
e o pH do meio de cultura foi controlado a 7,0 wusando
solugdo de ambnia 12,5%. 20 mL de glicose em uma
concentracdo de 0,5 g/mL foram adicionados & cultura em 72
horas apbés o comeg¢o de cultivo. As amostras foram colhidas
20 da cultura de célula bacteriana com intervalo de tempo do
comeco da cultura, e as células bacterianas foram removidas
por centrifugagdo, seguida pela medida da quantidade
acumulada de &lcool isopropilico no sobrenadante da cultura
obtida de acordo com um método convencional por HPLC. Os
25 resultados sdo mostrados na tabela 10. Cada valor medido na
tabela 10 é a soma do teor de &alcool isopropilico no meio

de cultura e o em &gua de aprisionamento apdés o cultivo.
Cada um dos genes de acetoacetato descarboxilase,
dlcool isopropilico desidrogenase e CoA transferase ¢&

30 introduzido, mas o gene de tiolase ndo é introduzido na
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cepa pIPAAthio/B de Escherichia coli. Portanto, a atividade
da tiolase desta cepa é a inerente da mesma. Entretanto,
ndo houvea nenhuma acumulacdo de &lcool isopropilico mesmo
depois de 72 horas de cultivo da cepa pIPAAthio/B de
5 Escherichia coli.
Tabela 10

Resultados de medida por HPLC

Tempo de cultivo Alcool isopropilico
0 0,0 g/L
9 0,0 g/L
24 0,0 g/L
30 0,0 g/L
48 0,0 g/L
54 0,0 g/L
72 0,0 g/L

Exemplo comparativo 3
Construgcdo de pIPA plasmideo faltando o gene de

10 Tiolase e CoA transferase, e construcdo de transformante

com o plasmideo

Um plasmideo pIPAAthioActfAB, tendo uma estrutura de
plasmideo pIPA descrita no exemplo 1 com remogdo do gene de
tiolase e CoA transferase do mesmo, fol preparado.

15 O pIPAAthio foi digerido com as enzimas de restrigdo
KpnI e BamHI, e os terminais do DNA cegos e 1ligados,
seguido pela transformagdo de célula competente de cepa
DH5a de Escherichia coli (nome comercial: DNA-903,
fabricada por Toyobo Co. Ltd.) com o plasmideo para obter

20 os transformantes <crescendo em uma placa de &gar LB
contendo 100 pg/mL de ampicilina. As coldnias assim obtidas

foram cultivadas em um meio liquido de LB contendo 100
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pg/mL de ampicilina em 37°C durante a noite, e o plasmideo
pIPAAthioActfAB foi coletado das células bacterianas
obtidas.
A cepa de transformante pIPAAthioActfAB/B foi obtida
5 transformando a célula competente de cepa B de Escherichia
coli (ATCC11303) com o plasmideo pIPAAthioActfAB, seguido
pelo cultivo do mesmo em uma placa de &gar de meio de
cultura de LB Broth Miller (Difco244620) contendo 100 pg/mL
de ampicilina em 37°C durante a noite.

10 Producéo de dlcool isopropilico pela cepa
pIPAAthioActfAB/B de Escherichia coli usando recipiente de
cultura de 1L

A producgdo de &lcool isopropilico usando um recipiente
de cultura de 1L foi estudada na mesma maneira que no

15 exemplo 3, exceto que no pré-cultivo, 4 mL de meio de
cultura de LB Broth Miller contendo 0,1 g/1 de ampicilina e
2 g/1 de glicose foram colocados em um tubo de teste, e a
cepa pIPAAthioActfAB/B de Escherichia coli foi inoculada ao
mesmo, seguido pelo cultivo por 18 horas em uma temperatura

20 de cultivo de 37°C com agitacdo em 120 rpm. O meio de pré-
cultura inteiro foi inoculado em um recipiente de cultura
de 1L contendo 500 mL de meio de cultura de LB Broth Miller
contendo 20 g/1 de glicose e uma gota de adecanol, e o
cultivo foi realizado. O cultivo foi realizado em uma taxa

25 de agitagdo de 500 rpm e em uma temperatura de cultivo de
37°C, e o pH de meio de cultura foi controlado a 7,0 usando
a solugdo amdénia 12,5%. Além disso, 20 mL de glicose em uma
concentracdo de 0.5 g/mL foram adicionados & cultura em 72
horas apdés o comeco de cultura.

30 O meio de cultura de célula bacteriana foi amostrado
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com intervalo de tempo do comegco da cultura, e as células

bacterianas foram removidas por centrifugacgdo, seguida pela

medida da quantidade acumulada de &lcool isopropilico no

sobrenadante de cultura assim obtido de acordo com um

5 método convencional por HPLC. Os resultados sdo mostrados

na tabela 11. A quantidade de &lcool isopropilico na tabela

11 é a soma do teor de &lcool isopropilico no meio de
cultura e o em &gua de aprisionamento apbés o cultivo.

Os genes para acetoacetato descarboxilase e 4&lcool

10 isopropilico desidrogenase sdo introduzidos, mas gene o

gene de tiolase e CoA transferase ndo sdo introduzidos na

cepa pIPAAthioActfAB/B de Escherichia coli. Portanto, as

atividades do gene de tiolase e gene de CoA transferase

desta cepa sdo inerentes do mesmo. Entretanto, ndo havia

15 nenhuma acumulacdo de &lcool isopropilico mesmo depois 72

horas de cultivo da cepa pIPAAthioActfAB/B de Escherichia

coli.
Tabela 11
Resultados de medida por HPLC
Tempo de cultivo Alcool isopropilico
0 0,0 g/L
9 0,0 g/L
24 0,0 g/L
30 0,0 g/L
48 0,0 g/L
54 0,0 g/L
72 0,0 g/L
20 Dos resultados nos exemplos 1, 2 e 3 e os exemplos

comparativos 2 e 3, pode-se ver que E. coli obtida de

acordo com a invengdo ndo produz nenhum &lcool isopropilico
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quando ndo fornece ao mesmo as atividades de tiolase e de

CoA transferase codificadas por genes para estas enzimas,

que inerentemente existem no genoma de E. coli, além das

atividades de acetoacetato descarboxilase e alcool
5 1isopropilico desidrogenase.

Exemplo 16

Construgcdo de vetor para a expressdo de gene de
tiolase derivado de Escherichia coli, gene de CoA
transferase derivado de Escherichia coli, gene de

10 acetoacetato descarboxilase derivado de bactéria do género
Clostridium e gene de desidrogenase de &lcool isopropilico
derivado de Dbactéria do género Clostridium usando o
promotor glyA e transformante com o vetor de expressdo

0 promotor para o gene de serina

15 hidréximetiltransferase (glyA) derivado de Escherichia coli
foi usado aqui em vez do promotor de GAPDH no exemplo 4.

A sequéncia de aminoacido da serina
hidréximetiltransferase de Escherichia coli e a sequéncia
de base do gene Jj& foram relatadas. Isto é, o gene

20 codificando serina hidréximetiltransferase é descrito no
numero de acesso de GenBank V00283. Os genes exigidos para
a producdo de &lcool isopropilico podem ser expressos
usando seu promotor.

Para obter o promotor de glyA, a amplificagdo por PCR

25 foi realizada com TCGACCGGCTCCAGTTCG (Id. de Seq. N°.: 25)
e CTGTCGCATGCTGACTCAGCTAACAATAAAATTTTTGG (Id. de Seq. N°.:
26) usando o DNA gendmico de cepa MG1655 de Escherichia
coli como o molde, e o fragmento de DNA obtido foi digerido
com a enzima de restrigdo SPhI para obter um fragmento de

30 DNA tendo um tamanho de aproximadamente 850 pb
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correspondendo ao promotor de glyA. O fragmento assim
obtido e os fragmentos de DNA obtidos pelo tratamento do
plasmideo pBR322 (ntmero de acesso de GenBank J01749) com a
enzima de restrigdo Ndel e cegamento subsequente com o
5 tratamento de polimerase de DNA T4 seguido pela digestédo
com SphI foram misturados e ligados usando uma ligase, e a
célula competente de cepa DH5a de Escherichia coli (nome
comercial: DNA-903, fabricados por Toyobo Co. Ltd.) foi
transformada com o produto de 1ligagdo resultante, para

10 obter os transformantes crescendo em uma placa de &gar LB
contendo 50 pg/mL de ampicilina. As coldnias assim obtidas
foram cultivadas em um meio liquido de LB contendo 50 pg/mL
de ampicilina em 37°C durante a noite, e o plasmideo
PBRglyP foi coletado das células bacterianas assim obtidas.

15 Depois disso, na mesma maneira que no exemplo 4, os
genes codificando cada tiolase, dlcool isopropilico
desidrogenase, CoA transferase e acetoacetato
descarboxilase foram introduzidos sequencialmente, e o
plasmideo pGly-Iaaa foi coletado.

20 A cepa pGly-Iaaa/B de Escherichia coli foi obtida
transformando as células competentes de cepa B de
Escherichia coli (ATCC11303) com este plasmideo pGly-Iaaa,
seqguido pelo cultivo do mesmo em uma placa de &gar de LB
Broth Miller contendo 50 upg/mL de ampicilina em 37°C

25 durante a noite.

Exemplo 17

Construgcdo de vetor para a expressdo de gene de
tiolase derivado de Escherichia <coli, gene de CoA
transferase derivado de Escherichia coli, gene de

30 acetoacetato descarboxilase derivado de bactéria do género
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Clostridium, gene de &lcool isopropilico desidrogenase
derivado de Dbactéria do género Clostridium usando o
promotor gadA e transformante com o vetor de expressdo
O promotor para o gene de glutamato descarboxilase A
5 (gadA) derivado de Escherichia coli foi usado aqui em vez
do promotor de GAPDH no exemplo 4.
A sequéncia de aminodcido de glutamato descarboxilase
A de Escherichia coli e a sequéncia de base do gene do
mesmo j& foi relatado. Isto é, o gene codificando glutamato
10 descarboxilase A é descrito no numero de acesso de GenBank
M84024. Os genes exigidos para a produgdo de 4&lcool
isopropilico podem ser expressos usando seu promotor.
Para obter o promotor de gadA, a amplificagdo por PCR
foi realizada com CGACTCGCATATGTCGTTTTTCTGCTTAGG (Id. de
15 Seq. N°.: 27) e CAGTCGCATGCTTCGAACTCCTTAAATTTATTTGAAGGC (Id.
de Seq. N°.: 28) usando o DNA gendmico de cepa MG1655 de
Escherichia coli como o molde, e o fragmento de DNA obtido
foi digerido com as enzimas de restrigdo Ndel e SphI para
obter um fragmento de DNA tendo um tamanho de
20 aproximadamente 130 pb correspondendo ao promotor de gadA.
O fragmento assim obtido e um fragmento obtido digerindo o
plasmideo pBR322 (ntmero de acesso de GenBank J01749) com
as enzimas de restrigdo Ndel e SphI foram misturados e
ligados usando uma ligase, e a célula competente de cepa
25 DH5a de Escherichia coli (nome comercial: DNA-903,
fabricados por Toyobo Co. Ltd.) foi transformada com o
produto de ligagdo resultante para obter os transformantes
crescendo em uma placa de &gar LB contendo 50 pg/mL de
ampicilina. As coldnias assim obtidas foram cultivadas em

30 um meio liquido de LB contendo 50 pg/mL de ampicilina em
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37°C durante a noite, e o plasmideo pBRgadP foi coletado
das células bacterianas assim obtidas.
Depois disso, na mesma maneira que no exemplo 4, os
genes codificando cada de tiolase, &lcool isopropilico
5 desidrogenase, CoA transferase e acetoacetato
descarboxilase foram sequencialmente introduzidos, e o
plasmideo pGad-Iaaa foi coletado.
Pela transformacdo das células competentes de cepa B
de Escherichia coli (ATCC11303) com este plasmideo pGad-
10 Taaa, seguido pelo cultivo do mesmo em uma placa de &gar de
LB Broth Miller contendo 50 upg/mL de ampicilina em 37°C

durante a noite, a cepa pGad-Iaaa/B de Escherichia coli foi

obtida.
Exemplo 18
15 Producdo de &lcool isopropilico pela cepa pGly-Iaaa/B

de Escherichia coli e pela cepa pGad-Iaaa/B usando
recipiente de cultura de 1L
A produgcdo de 4&lcool isopropilico pela cepa pGly-
Taaa/B de Escherichia coli e pela cepa pGad-Iaaa/B usando
20 um recipiente de cultura de 1L foi estudada na mesma
maneira que no exemplo 5. Como resultado, apdés 24 horas de
cultivo, a acumulacdo de 4&lcool isopropilico em uma
concentracdo de 3,1 g/l pela cepa pGly-Iaaa/B e em uma
concentragdo de 2,6 g/l pela cepa pGad-Iaaa/B foram
25 confirmadas. Cada valor medido é a soma do teor de &lcool
isopropilico no meio de cultura e o em agua de
aprisionamento (500 mL) apdés o cultivo.
Exemplo 19
Produtividade de &lcool isopropilico no cultivo de

30 cepa pGAP-Iaaa/B em um volume de aeracgdo de 1 vvm ou 2 vvm
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Neste exemplo, o &lcool isopropilico foi produzido
usando dois aparelhos, cada qual é o mesmo que o aparelho
10 usado no exemplo 5 exceto a capacidade do recipiente de
aprisionamento. Cada um dos recipientes de aprisionamento
5 40 aqui tinha uma capacidade de 2000 mL e &gua contida
(Agua de aprisionamento) como o liquido de aprisionamento

42 em um volume de 2000 mL.
Como pré-cultivo, 25 mL de meio de cultura de LB Broth
Miller contendo 0,1 g/l de ampicilina colocados em um

10 frasco de Erlenmeyer foram usados, e a cepa pGAP-Iaaa/B de
Escherichia coli foi inoculada ao mesmo, seguido pelo
cultivo por 16 horas em uma temperatura de cultivo de 35°C
com agitacdo em 120 rpm. O meio de pré-cultura inteiro foi
inoculado em um recipiente de cultura de 1L contendo 475 mL

15 de meio de cultura de LB Broth Miller contendo 50 g/1 de
glicose e uma gota de adecanol, e o cultivo foi realizado.
O cultivo foi realizado em uma taxa de agitacdo de 500 rpm
e uma temperatura de cultivo de 35°C, e o pH do meio de
cultura foi ajustado a 7,0 usando NaOH.

20 Subsequentemente, em um dos aparelhos de produgdo, a
aeragdo da cultura foi comegada injetando o ar do duto de
injecdo 16 no meio de cultura, tal que 1 vvm é alcancgado.
No outro aparelho de produgdo, dois dutos de injegdo 16
foram usados, e a aeragdo da cultura foi comegada injetando

25 o ar e gés de nitrogénio tal que 1 vvm para cada gas é
alcangado para ter para o volume de aeragdo total seja 2
vvm. A exaustdo do recipiente de cultura 12 foi borbulhada
no liquido de aprisionamento no recipiente de
aprisionamento 40.

30 Como resultado, apds 24 horas de cultivo, a acumulacgéo
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de &lcool isopropilico em uma concentracdo de 5,5 g/l pela
amostra com o volume de aeracdo de 1 vvm e a em uma
concentracdo de 3,3 g/l pela amostra com 2 vvm foram
confirmadas. Cada valor medido é a soma do teor de &lcool
5 isopropilico no meio de cultura e o em Aagua de
aprisionamento apdés o cultivo. A quantidade de &lcool
isopropilico na é&gua de aprisionamento foi calculada ao
multiplicar a concentracdo de &lcool isopropilico em &gua
por 4 para converter o valor na quantidade correspondente
10 no meio de cultura.
Exemplo 20
Produtividade de &lcool isopropilico em cultivar a
cepa pIPA/B no volume de aeracdo de 1 vvm ou 0,75 vvm
O cultivo da cepa pIPA/B foi estudado na mesma maneira
15 que no exemplo 3, exceto que a concentragdo de glicose foi
mudada a 40 g/l, e uma solugcdo aquosa de amdbnia foi usada
como o ajustador de pH. Cada recipiente de aprisionamento
40 tinha uma capacidade de 500 mL, e a &gua contida (&gqua
de aprisionamento) como o liquido de aprisionamento 42 em
20 uma quantidade de 500 mL. O ar foi usado como um gas de
aeragdo, e o volume de aeragdo do mesmo foi ajustado a 1
vvm ou 0,75 vvm. Como resultado, apbdés 54 horas de cultivo,
a acumulacgdo de &lcool isopropilico em uma concentracdo de
2,8 g/l pela amostra com o volume de aeragdo de 1 vvm e a
25 em uma concentracdo de 2,8 g/l pela amostra com o volume de
aeracdo de 0,75 vvm foram confirmadas. Cada valor medido é
a soma do teor de &lcool isopropilico no meio de cultura e
o em agua de aprisionamento apdés o cultivo.
Dos resultados nos exemplos 19 e 20, os presentes

30 inventores descobriram que um volume de aeragdo pode ser
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otimizado para a produgédo de dlcool isopropilico.
Descobrimos que o volume total de aeragdo injetado ao
recipiente de cultura pode ser preferivelmente 0,75 a 1 vvm
comparando a 2 vvm para a producdo de &lcool isopropilico.
5 Assim, de acordo com modalidades da invencdo, menos
dlcoois de subproduto sdo gerados, e o &lcool isopropilico
que é mais altamente purificado pode ser convenientemente e
eficientemente produzido somente por purificagdo simples
sem exigir uma etapa para separar alcoois de subproduto.

10 O &lcool isopropilico obtido pela invencdo pode ser
aplicado para varios usos. Por exemplo, pode
preferivelmente ser usado como um material bruto para a
produgcdo de propileno.

A divulgacdo do Pedido de Patente Japonés N°. 2007-

15 181571 é incorporada aqui por referéncia em sua totalidade.

Todas 1literaturas, pedidos de patente e padrdes
técnicos descritos no presente relatério descritivo séo
incorporados no presente relatério descritivo por
referéncia, a mesma extensdo que nos casos onde as

20 literaturas individuais, pedidos de patente e padrdes
técnicos s&o concretamente e individualmente descritos para

serem incorporados por referéncia.
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REIVINDICACOES
1. Bactéria produtora de dlcool isopropilico

recombinante do género Escherichia caracterizada pelo fato

de que uma atividade de acetoacetato descarboxilase, uma
5 atividade de 4lcool isopropilico desidrogenase, uma
atividade de CoA transferase e uma atividade de tiolase
foram proporcionadas pela introdugdo de genes codificando
uma acetoacetato descarboxilase, uma &lcool isopropilico
desidrogenase, uma CoA transferase e uma tiolase utilizando

10 a tecnologia recombinantes de genes; e

a referida bactéria produtora de &lcool isopropilico
recombinante pode produzir &lcool isopropilico a partir de
de um material derivado de planta, em que o material
derivado de planta é selecionado do grupo consistindo em um

15 o6rgédo, tal como uma raiz, caule, peciolo, ramo, folha, flor
ou semente, um corpo de planta contendo estes, um produto
de degradagcdo de cada um destes 6rgdos de planta, ou as
fontes de carbono obtidas dos corpos de planta ou érgdos de
planta ou produtos de degradagdo dos mesmos;

20 em que a atividade &lcool isopropilico desidrogenase é
obtida pela introdugdo de genes que codificam enzimas
derivadas de uma bactéria do género Clostridium.

2. Bactéria, de acordo <com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que cada uma da atividade de

25 acetoacetato descarboxilase, atividade de alcool
isopropilico desidrogenase, atividade de CoA transferase e
atividade de tiolase sd3o obtidas pela introdugdo de um gene
codificando uma enzima derivada de pelo menos uma
selecionada do grupo consistindo de uma bactéria do género

30 Clostridium e uma bactéria do género Escherichia.
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3. Bactéria, de acordo <com a reivindicagcdo 1,

caracterizada pelo fato de que a atividade de acetoacetato

descarboxilase e a atividade de &lcool isopropilico
desidrogenase sdo respectivamente obtidas pela introdugdo
5 de genes codificando as enzimas derivadas de uma bactéria
ou bactérias do género Clostridium, e a atividade de CoA
transferase e atividade de tiolase sdo respectivamente
obtidas pela introdugdo de genes codificando uma enzima
derivada de uma bactéria ou bactérias do género Escherichia.
10 4. Bactéria, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizada pelo fato de que a atividade de acetoacetato

descarboxilase ¢é obtida pela introducdo de um gene
codificando uma enzima derivada de Clostridium
acetobutylicum, a atividade de alcool isopropilico

15 desidrogenase ¢é ©obtida pela introducdo de um gene
codificando uma enzima derivada de Clostridium beijerinckii,
e a atividade de CoA transferase e a atividade de tiolase
sdo respectivamente obtidas pela introdugdo de genes
codificando enzimas derivadas da Escherichia coli.

20 5. Bactéria, de acordo <com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que cada uma da atividade de

acetoacetato descarboxilase, atividade de alcool

isopropilico desidrogenase, atividade de CoA transferase e

atividade de tiolase ¢é respectivamente obtida pela

25 introdugdo de um gene codificando uma enzima derivada de
uma bactéria do género Clostridium.

6. Bactéria, de acordo com a reivindicagédo 1,

caracterizada pelo fato de que a bactéria é Escherichia

coli.

30 7. Método para produzir dlcool isopropilico
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caracterizado pelo fato de que compreende produzir o &lcool

isopropilico de um material derivado de planta usando a
bactéria produtora de &lcool isopropilico como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6;

5 em que o material derivado de planta é selecionado do
grupo consistindo em um 6rgdo, tal como uma raiz, caule,
peciolo, ramo, folha, flor ou semente, um corpo de planta
contendo estes, um produto de degradag¢do de cada um destes
6rgdos de planta, ou as fontes de carbono obtidas dos

10 corpos de planta ou o6érgdos de planta ou produtos de
degradagdo dos mesmos.
8. Método para produzir &lcool isopropilico, de acordo

com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato de que

compreende adicionar, a uma mistura compreendendo a
15 Dbactéria produtora de &lcool isopropilico, um composto
contendo nitrogénio, em que o composto contendo nitrogénio
sdo sais de ambnio, tais como sulfato de ambébnio e nitrato
de aménio, géds de ambénia e ambnia aquosa.
9. Método para produzir &lcool isopropilico, de acordo

20 com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato de que

compreende adicionar, a uma mistura compreendendo a
bactéria produtora de &lcool isopropilico, um composto
contendo nitrogénio que pode produzir um ion de ambénio em

dgua, tal que um teor do composto contendo nitrogénio esté

o°

25 em uma faixa de 0,04% a 10,6% (peso/peso) em termos de

.

por massa dos &tomos de nitrogénio totais, com relacgdo
massa total do meio de cultura na mistura no inicio de
cultivo,

em que o composto contendo nitrogénio é selecionado do

30 grupo compreendendo sais de ambénio, tais como sulfato de

Petigdo 870180124762, de 03/09/2018, pag. 79/83



4/5

aménio e nitrato de aménio, gé&s de ambénia e ambnia aquosa.
10. Método para produzir &lcool isopropilico, de

acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato de

que compreende:

5 cultivar a bactéria produtora de &lcool isopropilico
ao fornecer um géds a mistura compreendendo a bactéria
produtora de &lcool isopropilico; e

coletar o &lcool isopropilico produzido pela cultura,
em que o gas ¢é selecionado do grupo compreendendo
10 oxigénio, o ar, e um gas misturado contendo um destes e um
gds inerte, em que o g&s inerte que pode ser usado inclui o
gds N2 e gases nobres selecionados de Ar, He, Ne, Kr, ou Xe
11. Método para produzir A&lcool isopropilico, de

acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de

15 que a quantidade de gas fornecida é 0,02 vvm a 2,0 vvm.
12. Método para produzir A&lcool isopropilico, de

acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de

que a quantidade de gas fornecida é 0,1 vvm a 1,5 vvm.
13. Método para produzir A&lcool isopropilico, de

20 acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pelo fato de

que a coleta compreende contatar, com um liquido de captura
que captura o &lcool isopropilico, o &lcool isopropilico
evaporado da cultura obtida no cultivo,
em que o liquido de captura é selecionado do grupo
25 compreendendo &gua e solventes orgdnicos selecionados de
tolueno, dimetilformamida e sulféxido de dimetila.
14. Método para produzir &lcool isopropilico, de

acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado pelo fato de

que a coleta compreende liquefazer &lcool isopropilico

30 evaporado seguido pelo contato do &lcool isopropilico
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liquefeito com um liquido de captura,
em que o liquido de captura é selecionado do grupo
compreendendo é&agua e solventes orgdnicos selecionados de

tolueno, dimetilformamida e sulféxido de dimetila.
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