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pathway, to genetic expression cartridges, to a method for obtaining ethanol 2G and to the use of the yeast LVY127.

O (57) Resumo: A presente invengdo refere-se a levedura industrial geneticamente modificada LVY 127 com a via oxi-redutiva de con-
versdo de xilose, cassetes de expressdo génica, processo de obtencéo de etanol 2G e uso da levedura LVY127.

(Continua na pagina seguinte)



WO 2018/018111 AT { I INDE A0 U 000N 00

GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, ST, SZ, TZ,
UG, ZM, ZW), Eurasiatico (AM, AZ, BY, KG, KZ, RU, TJ,
TM), Europeu (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IF, IS, IT, LT, LU, LV,
MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, RS, SE, SI, SK, SM,
TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CL, CM, GA, GN, GQ, GW,
KM, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Publicado:
—  com relatério de pesquisa internacional (Art. 21(3))
— com listagem de sequéncias, parte da descrigdo (Regra

5.2(a)



WO 2018/018111 PCT/BR2017/000064

IEVEDURA INDUSTRIAL GENETICAMENTE MODIFICADA LVYI27 COM A
VIA OXI-REDUTIVA DE CONVERSAOC DE XILOSE, CASSETES DE
EXPRESSAO GENICA, PROCESSO DE OBTENCAO DE ETANOL 26 E USCO DA
LEVEDURA LVI127

CAMPO DA INVENCAQ

483

(11 A pr

sente invencdo refere-gse a lavedura industrisl
geneticamente modificada LVYLZ7 com a via oxi-redutiva dp
conversdo de xilose, cassetes de expressdo génica, processo
de obtencdo de etanol 26 e uso da levedura VY127,

(27 A invencdo tem aplicacdc no setor de producdo de etancl
2.

FUNDAMENTOS DA INVENCAQ

[31 Estados Unideos e Brasil sf8o os dols principais
crodutores mundiais de etanol, resporisédvals,
respectivamente, por 40 e 27 bilhdes de litros de etanol
produzidos em 2009 (Perrone et al., 2010). O etanol pode sex
produzide @ partir de diferentes fontes de matérias-primas,
como wmilho, beterraba, trigo, cana-de~aclhcar, entre outros

0 processo de producdo de etanol wo Brasil utiliza
essencialmente a cana-de-~agucar come matéris-prima. A alts

capacidads produtiva dessa cultura e as condigbes climatio

‘}J

’\d

3 S
apropriadas para o seu plantic no pals permitiram & obtencan
de um modele de producio de balzo custo, tornande o Brasil
uma referéncila mundial na producio de etanol.

(41 A obtencdo de etancl se da pela via fermentativs no
interior de dornas onds sic adicionados © mosto (caldo e

melago de cana-de-agicar) & uma alta concentracdo e células

£
®

levedura (10-17% m/v). O caldo e melago sdo usados como
substratos e concentragdes de etancl de §-11% (v/v) sao

alcancadas em um pericdo de 6-1llhs & 32- 35°C. Apds

o]

fermentacdo, tode o conteddo & centrifugade e o mosto

=

fermentade (vinho) segue para as torres de destilagac. As

células coletadas por centrifugagido sdce tratadas com dcido
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wente  ar novas  glelos

fermentativoes, com pele menos 2 fermentacdes por dia, em um
periodo 200-250 dias. O reciclo celulay carvacteristico dao
processe hrasileiro de produgdo de etanol utiliza uma alta
concentragdo de celulas no inicic da fermentacio

contribuln um reduzido

em etanol do rendimento

iy

-t

S

cregeimento

&

fock

Ledr

i1co de conversdo)

{51 As condigdes estressantes do processo de produgdo, coma
alta neentragdo de e=tanocl, altas Lempsraturas, estresse

ids

osmdtice, & z ¢ contaminacdo bacteriasna, resultaram no
igolanente de leveduras selvagens nals adaptadas € gus
substitulan as linhagens inlciadoras da fermentagio en
curtos pericdos de 20-30 dias de reciclio gelular (ISilva-
Filhe et al., 2005). Basso 2008 analisou 350 i1soladaes
guante a caracteristicas de interesse industrial desejavels

como floculagdo, rendimento, velocidade de fermentagde, taxa
de crescimento, capacidade de reciclo, producdo de egpuma e

lmplantagdo

destilarias.

linhagens selecionadas, destacaram-ss PE-Z, CAT~1 e BG=1 por
apresentarem um desenpenho eficiente = & habi
compatliy com as leveduras nativas, sobrevivendo e
o processo de fermentacdo industrial. Em 2008, PE-2 e CAT-I

foram usadas au aproximadamente 150 destilarias,
representando 60% do etancl produzideo no Brasil (Basso el
al., 2008). Tende em vista seu alhte desempenho fzrmentativa,

as linhagsns ¢ CAT~1

profundamente a £im de se compreender

as CLEm

al.

diferen em relagds Aas

Arguesd et {2009y,

comercialmente disponiveils

a5

demais

studadas is

an

fi'

zendo ma

30

A% caracteristicas dque

em escalsa industrial.

antavan

variedade de caridtipos, sslecliondrdam e caracterizaram uma
colénia  unilca, Jencminada  JRYZTO. nalise moleculiares
mostraram gue © genoma de PE~2 é altaments héterozigoto (2
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ANPs/kb), tante  estruturalmente guanto a nivel de

ecotidecs, apresentando polimerfismos estruturals antre
cromossomos homdlogoes. A alta capacidade de adaptscdo ds PE~
2 as condigdes estressantes Ilmpostas em uma dorna  de
fermentacdo estd diretamente ligada a sua arguitetura
gendnmica heterogéneaa, tornande tals cepas ideais para a
ariggidc de uma nova geragdo de organismes industriais,
idealizados para as novas tecgnologil de producdo de etanol

g oultros processos biotecnolégicos (Argueso & Pereira,

[6] Cofatores desempenham um papsl essencial em um grands
numers de reacdes bloguimicas & na producido de diferentes
compostos (Liuw ot al., 2006). Eles participam de uma sgérie
da funcdes fizioldgicas, inaluindo a regulagdo dea
metabolismo snergético, ajuste do estado redox intracelular,
controle do fluxo de carbong, atividade mitocondrial,
regulacdo do eciclo celular ¢ modulacidc da virulénois.

ganismoes, ©s cofatores NADH/NAD+ e NADPH/NADP+ egtio

envelvidos em 740 e 887 reacghes bilogquinmicas € interagsem com
433 & 462 enzimas, respectivamsnte (Chen et al., 2014}, ©

NAD+ atua em cxidagdes, geralmente assocladas a processos
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catabdlicos, enguants o N
geralmente assocladas a processos anabdlicos. As reagdes
onde ocorre a incorporacdo de um ion hidreto pelo NWADR+S (ou
NADP+) 4 partir de um substrato reduzido, ou NADPH (ou NADH)
doa um ion hidreto para um substrato oxidade sido conhecldasg
como  oxirredutases, também  denominadas  desidrogendiasz
(Nelson & Cox, Z2011L).

[7

oxidada) & o seu andlogo nicotinamida adenina nucleotideo

10

A nicotinamida adenina dinuclectidecs (NAD+ em sua forma
fosfato [(NADP+) s&o formados por dols nucleotideos ligados
per  seus grupos fosfato por meioc de  uma  Ligagdo
Fosfoanidrido. Ambas as «coenzimas sofrem redugdo reversivel

do anel nicotinamida. A medida gue uma molécula de substrato
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sofre oxidacdc (desidrogenacdo), libkerando dois dtomos de
hidrogénio, a forma oxidada do nucleotideo (NAD+ ou NADD+)
recebie um fon hidreto {:H-, ¢ equivalente a um préton e doisz
elétrons), sendo transformada na sua forma reduzida (NADH oo
NADPH) . O segundo prdton removido do substrate é liberado no
solvente agquoso (Nelson & Cox, 2011).

I8 Em §. cerevisias hd um aumento de complexidade em termos
dg balango entyre a formagdo e consumo de cofatores, J&4 que
nao hé atividade de uma transidrogenase gue possa converten
NADH diretamente am NADEH. Aldm dissoe, come o metaboliszmo &
compartinmentalizado, ndo havendo fluxo de cofatores entre
mitocodHndria e citosel, a formacdo & consumo dos cofatores
NADH o NADPH deve ser bdlanceada en cadsa compartimente, o
que inpde restrig¢des no fluxo de carbono. Assim sendo, devem
exlstiy mecanismos distintos para re~oxidar os cofatores no

cltosol e mitocdndria (Santeos et al., Z004; Vemuri

'L

st al.,

[9] NADH & gerado primariamente no citosol pela glicdlise

e na mitocdndria pelo cicle do delds ciclico (TCA) (Vemuri

et al., 20068). Ne citoscl, a glicose & oxidada usando NAD+
1

como cof & simultansamente convertide na sua

33}
ot
18
=
-
[9;
e
2t

forma reduzida, WADH, em gquantidade sgulivalente. Ssndo o
NADH um cofater altamente utilizade em dJdiversas reagdes

metabdlicas, qualguer alteracdo na taza NWARH/NAD+ leva &
grandes alterag¢des rno metabolismo. O balanco NADH/NAD® & um
fator importante na manutencdo do fluxo glicolitico. Asszim
sendo, a deplecdo de NADY pode forgear o fluxe a ¢esgsar. A
fim de aumsntar a atividade glicolitica, © KADH produzido na

glicélise, oxidacg&o de acidos graxos e ¢ clcle de aoido

6

o

citrico deve ser oxidado a NAD' para alcangar um equilibri

redox {(Liu et al., 200

{10] Existem, pelo menos, cince mecanismos para reoxidagdo

{

¢

5

2.

44,

adt NADH em 8. cerevisige: feprmentaddd aleodlica:r producdo

ot

glicercols oxidagdo de NADH intramitccondriasl wvia NADH
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desidrogenase mitecondrial interna; s regeneracido citosdlica
de NADH desidrogenases mitocondriaiz externas ou via

&
glicerol-3~fosfate, durants a respiracdo (Bakker et al.,

] A regeneracdo de NADY a partir des NADH pela lsvedurs

pods  cocorrer em asroblose, na cadeis de transporte de

et

elétrons, com oxigénioc como acsptor final de elétrons & com

a produgdo de grande guantidade de ATP., O NADH mitocondrial
& ovzildado por uma NADH desidrogenase mitocondrial interna
ligadd a menmbrana e codificada pelo gene NDII. OGu pods
aconteger sob condicdes anaerchbicas, na fTermentagio
alcodlica, primariamente com ¢ acetaldeldo como agepter de
=létrons, €M unad reagdo onde a Alcool desidrogenase catalisa
a oxidagdo da NADH a NADY, com & producdo de etanol s didxide
de carbono a partir de piruveto. O NADH citosdlice & oxidade
por duas NADH desidrogsnases mitogondriali gxternas

N

{citosdlicas) ligadas a menbrana, codificadas pelos Jgenes

-.__»

y

NDEI & NDEZ com gitios catalitices em contato com ¢ gitosol.

{rodificadas por GRPDI e GPD2) oxidam ¢ NADH citesdlicoe com
concomitants formacdo de glicerol. Sab aondiobes
anaerdbicas, o NADH originado da preducgdo de dcides
arganicos, biomassza, entre oubtros, & re-oxidado a NADY pela
formacgdco de glicercl, J& que a vespiragdc unido & possivel =
a formacio de etancl & um procssse redox-neutyro (Bro et al.,
2006; Liun et al., 2006; Vemuri et al., 2006).

1121 Em S. cerevisiae, NALPH pode seyr garado,

Drincipalmente, nas reagdes catalisadas por duas

glicmse~6~? desldrogenase

desidrogenase), na reagido

N

desidrogenase NADP+ dependente

pela acetaldelido desidrodgenass NADPY dependente {(ALIJE) & na

du catalisada pela enzima médlica (MAEL). De todas citadas
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acima, a via das pentoses fosfato repressenta a principal via
de producgio de NAUPH na levedura (Santos et al., 2004; Wang
et al., 2013).

(13] A wia das pentoses fosfato é controlada principalmente
em nivel gngzimético, com NADPH & TP irdibingo

N

competitivamente a glicose-6-P desidrogenase (ZWFI) e o-

fosfogluconato desidrogenase (GNDI) . A regulagdo coordenada
dos genes envolvidos com o metabolismo de NADPH, incluinde

PEP, fol reportado sob condi¢dess de

a maioria dos genes da P
xidative. A ativagdo de genes dependentes de NADPH

{

envolive 8TB5, responsavel também por reprimir a expreéessdo de
PGI, gue codifica a fosfoglicoss isomerase na jungdo entre

a wvia glicolitica e a3 da pentose fosfato. Esss fator de

0.

transcrigd szenpenha ur papel fundamental no
redirecionamente do fluxo de carbono para fornecsr NADPH
adicional em resposta a astresse oxidative, por exemplo,
além de ser responsavel por manter o fluxo basal da FPP sob

al., 2012b).
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[14] Celton (2012) demcnstrou gue «¢élulas de levedura

respondem ao aumsnto da demanda de NADPH gom o aumehto dao

fluxo através das vias da pentoss fosfato e de formacdo de
acetato, o gue corresponde a 80 2 20% da demanda de NADPH,

respectivamente. Alguns genes da pentosse fosfato 580
regulados positivamente com o aumento da demanda por NADER.
GNDL e 80L3 s8¢ induzidos guando uma concentracdo moderada

de NADPH ¢ necessdria pela adigdo de acetoina. Quando

@33

demanda aumsenta, dols genes da fase ndo ozidativa da pentoss

fosfato, TALI e TKLI tanmbém sdo regulados positivamente

(Celton et al., 2012&).

(151 O balango redox ocorre guando a producdo e o consumo de

ki

™~
1

cofatores sdo aproximadamente  lguails.

potencial oxi-redutive pode causar preijulzos
de energia e Sarbong e prejudicar todo o metabolisme celular.

A guantidade & disponibilidade de cofatores na céluls pode
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s$& tornar um passo limitante, =sendo ss

metabdélicas = de

0]

na produgdo
Assim s
de

nde, manipulagdes no balango

cofatores produzidos pela célula

pode
ferramenta

o melhoramento da

2006;

performance

Al., Chen et al.,

regulade por dJdiferentes

etabdlica pelo aj
1

engenharia de proteinas

restruturacis do

e gque utilizam cofatores

pela restruturacdo das rotas metabdlicas,

et al., 2014
[18] Além as  alternativas descritas acima,

de gerar avangos na produgdo

£ . g pe

cerevisias e que ndo envolve ma

a aplicagdo de uma corrente

da asvedura em fermentadores

dencminados reatores bhicelétricos

Nesse reator modifi

cultivades em uma camara contendo um el

corrente elétrica de um circduito acoplado a

transferindo elétrons as cédlulas. Os

elas células podem, entdo, ser wtilizados em

3

metabolisme envolvende reducdo de substratos,

redutor diminuindo & geracdo

avmentando a producdo

segunda dJeragdo ou  etanold

conversdo de polimeros gue

nees

redox & na

tcade, microrganismos

etrodo gue rscebeé

slétrons

de subp

formam a
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0
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. 3 g ng e
S QLverse

L

compoestos.

guantidade

ser uma poderosa

dog

wm métoda

A
uma  fonte,

regablidaz
reagdes do
fornecsndo

ST os

de etancol.

ceiuldsics

pareds

celular wvegetal em etancl. Estes polimeros constituem a
celiunlose, hemiceluloze e lignina, & sud  hidrdlise
disponibliliza aclcares fermentescivels, rapresentados gor
hexoses e pentuses, oue podem sey convertidds a stanel por

nermalmente whilili

Za

das
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cerevisiae. Porém, linhagens selvagens dessas leveduras nic

£

conseguem  metabolizar ag  pentoses xilase o  arabinose
presentes na biomassa. Tendo em vista sua significativa

» R R ,:' 4 o
parcela na constitulgdo da biomassa,

desses compostos aumentaria o rendimento e a viabilizacdo do

srocesso de producgdo de etanol de segunda geragdo.

4’.)
;.J..

tabdlica de lev

),, A
20
151
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(T)

para introducido

das vias metabdlicas de consumo de =ilose tem come Foco duas

viad  principais: a via Xileose  Redutase -~ Hilitol

Desidrogenass (XR-KDH) & a2 via Xilose Iscmerase (XIy. A via
XR-~XDH, presente em micro~-organismos eucariotos, consiszte em
duas reagdes de ozi-reducdo, onde a zilose & reduzida a
xilitol pela acgido da enzima xilose redutass (XR], em uma
reagdo mediada por NADPH/NADH e em seguida, o xilitol £

oxidado a zilulose por meilo da enzima xilitol desidrogenase

(¥DH}, mediada exclusivamente por NADY. A diferenca de

sspecificidade pel cofatores gera o degbalange redox. Para

gerar NADPH para a reagdo da xilose redutase, parte do
arbono da xilose deve ger direcicnado através da fase
oxidativa da pentoses fosfat envolivendo as reazgdes de
glicose—6-fosfato desidrogenase & §6-~fosfogluconato. Apesar
de permitir uma eficlente regeneracio de NADFPR, ocorre perda

de carbono na forma de C0: o gue impacts o rendimento de

wJ

etanol a partir de xilose {van Maris et al., 2007

[iB] Em aerobiose, o) NAD® & regenarado na gadela
respiratoria, com o oxigénio come aceptor final de elétrons.

Sob limitadas concentracdes de oxigénic, a reoxidacis do

excesso de NADH, gerade atraves da reacgédo da xilitol

esidrogenase, & vrealizada através de compostos mals

reduzidos gue a xilose, como xilitol e glicercl, subprodutos

da fermentagdo. A produgdc do xilitol ocorre wvia xilose

edutase, gue devido a dupla especificidade pela coenzina,

ém NADH. Comg 288e mlecanismo @nNVoLYs o COnsumo

de uma xllose para cada NADH gerado, tem um alto impacto
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ﬁ
4]
Q

gativo noe rendimerito de etanol aobtido a partir de xilose
(Hahn~Higerdal =t al., 2001; Aguiar et al., 2002:; Kuyper st
al., 2004; van Maris et al., 2007).

[20] Apesar de §. gerevisiae possuir os ge
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una aldoss redutase dependente da NADH [(GRE3) ¢ uma xilitol

desidrogenase (Xyl2), elss ndo permitem seu crescimento

< ™
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eficiente em xilose. A& superexpressio de .
promotores enddgencs pérnitin ¢ crescimsnto em shakers, won
taxa de crescimente de 0.01 h~1 am D=xilose e rendimente de
xilivel de 55%. Scb condighes anaerdbicas, =£s5854% linhagens
foram incapazes de crescer (van Maris et al., 2007).
(217 A MR e XDH mais comumentes usada em estudos senvolvendo
a via oxi-redutiva de conversdo de xilose pertence a levedura
Scheffersomyces stipitis. Devido a preferéncia da XR dg 5.
stipitis por NADPH, enguanto que a ADH
o actmulo de xilitol resultante e o balxe rendimento de
etanol tem sido atribuide a esse deshalango de cofatores.

Diversoes estudos focaram em estratéglas para resclver esse

e

problema. Sitics de ligagdo aos cofatores em xiloses
redutases sdo alve de téonicas de engenharia de proteinas,
visands aumentar a afinidade por NADH =m relacgido a NADE

Porém, o aumento da taxa de NADH/NWADPH nesses estudos se

deve a uma diminuicdo na eficiéncia catalitica de ligagd
NADPH pela ¥R, =anguante gue o real aumento na alfinidade de
ligacdo ac NADH ¢ bem baixo (Liang et al., 2007; Watanabs af

al., 2007:; Bengtsson et al., Z002; Runguist et al., 2018;

T
fe3)
ot
-
N
[
15
AN

Cal ¢
221 Bm uma abordagem similar, Watanabe (2005 alterou

completamente a afinidade da enzima xilitol desidrogenase de

”l)

S. stipitis de NAD* para NADF' através de mutagénese sitio

207A7/1208R &

D

dirigida. As enzimas com duplas mutagdes
D2O7A/FZ098) tiveram aumento na afinidade por HNADEY, mas a
preferénaia por NADY ainds se mantinhs supericr. Ag anzimas

com  mutacdes triplas (DROTA/TZ08R/F2088) e guadruplas
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(DZOTA/T20BR/F2098/N211IR) mostraram valores malores que 4500
vezes em keat/Km com NADP+ em relagdo a enzima selvagen,
atinginde valores comparavelis ao kcath/Rm com NAD+ em relagdo
a enzima selvagem. Em estudo posterior, & enzima com 3 tripla
mutacdo fol introduzida em uma linhagem de $S. cerevisiasg,

substituindo a XDH selvagem de 3. stipitis. A linhagem Y-

AJ‘

ARSAR produziu 6% menocos xilitol e conseguentemente 413 mais
i

etanel em relagado a nhagem parental (Watanabe et al.,
2007y . A linhagem MA-NS com a XDH mutante NADP+ dependente

apresentoll alto rendimento de O

oS
X0’
‘-Q
\’\
194
O
ko]
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-
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H
ol
187
e
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=
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N

totais presentes hidrolisado lignocelulésice (Matsushika et
al,, 2009). Com a fimalidade de welhorar o halango de
cofatores nessas lirhagens, Khattab (201.3) ytilizou
estratégias de mutagénese sitie dirigida para produzir uma
série de ¥R gue utllizam unicemsnte NADFH, gue ao ser
oxidado, fornece NADP+ paras a XDH NADP+ dependente. As
linhagens vesultantes apresentaram reducao de xilitel de
34.4 & 54.7% em relacdo a linhagem controle, além de aumsntos
de 10 e 20% na producio de etancl em duas das linhagsns
construidas com as novas xXiloses redutasges.

[23] Diferente das abordagens descritas acima, gque modificam
racional ou aleatoriamente as enzimas da via de conversdo de

critas na literatiura

623

xilose, outras estratégias foram des
onde ocorre alteracdo nas vias centrals de oonsumo  de

actcares visando alteragdo e ajuste no balange de safatores.

5})

A diminuicdo da produgdo de NADPH pela inativacao dos genes
da fase oxidativa da via das pentoses fosfato, GNRI, que
godifica a &~ ogluconato desidrogenass  ou EWFI, que
codifica a gl ge 6~fosfato desidrogenase, resultou em
Linhagens com reducdo na produgde de xilitol e ammento do
rendimento de etancl obtide a partir de zilose. Porém, €

linhagens tiveram uma diminuicdo significativa na veloclidade

v
-

de consumo de xilose, esplicads pela redugdo desse aguear

estar acontecende mediada principalmente através de NWADH,
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pela agio da enzima xilese redutase (XR), com especificidade
por ambos 0% atores. Qutro fato obgervado fol o sumants
da quantidade de acetgto produzide, © gque sugsre gue 2
roducde de acetato a partir de acetaldelido se tornou a nova
fonte de fornecimento de NADPH para a XR (Jeppsson et al.,
2002 Cai et al., 2012).

1241 para facilitar a regeneracgdc de NADPH, a expressdo de

wma gliceraldeido-3-fosfateo desidrogenase de Kluyveromycsas

ot

lactis NARDPY dependente (GDF}, sociada com 4 delecdo ds
JWFL resultou em uma linhagem com maior rendimento de etanol
a partir de xzilose. A rasgeneracdo de NADPH através desse
gene nio estd associada a producido de COz, oomo acontecs na
via das pentoses fosfato, justificande a melhor par formanae

o

em relacdc a linhagem que ndo possul o GDP expresso. Tal

b

abordagem vermite a criacdo de um sistema de regeneracin de

¢t
&
|3
®
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3
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[25] Outra estratégia visando a introducida de uma Via
alternativa de re-oxidacdo de NADH fol através da introducde
da rotra alternativa da fosfotetolase, comumente engontrada
&m progariotos. A SEXRDYEESE0 heterdlogd da
setaldelido

3 & oa a

fosfotransacetilase de BRacililu
desidrogenase de Entamoeba histolytica visa um desvio na via
das pentoses fosfate, pela conversdo de xilulose~5-P em
gliceraldeido~3-P, dque entra na via giicolitica, e acetll~
r, gue pode ser ocenvertido pela fosfotransacetilase em
acetil-Cod, o gue é reduzido a acetaldeldo pela acetaldelida

desidrogenase, com a utilizacgdo de NADH come colator. A

o

4

introducdc desses genes em S, gerevisiae resultown em uma
linhagem com aumentc de 25% na produgdc de etanol, devido a

s

uma wenor formacdo do subproduto ziliitol (Sonderegger st
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[26] Apesar dos esforcoes em stratégl

(ﬁ
m
931
o3
Q)
%
5
3]
e}
s
—
%
!
6]

ajustar o balancgo redex em lirhagens contendo a via oxi-
redutiva de oconversio de xilose, outras razdes
desconhecidas, além do deshalango redox, Sdo respongavels

pel alta quantidacde de xilitel produzinde & baixe

hes

55

produtividade de etanol em condlicdes anserdhicas de consamo
de xilose. Outros esforcos come o desenvolivimento de wuma
rede metabdlica e regulatdria, lewvando sm conta todo o
metabolisme redox da ¢élula deve ser considerado pava
resclver esse problema (Cal et al., 2012).
[27] Xiong, M. et al. O documento refere-se & alteragds d4
vlose reductass para aumentar a produgdo ds etancl ew
Saccharomyces cerevisige, mails sspecificamente na alteracio
ior afinidade por NADH ao invés de NADPH.

(287 HKhathaab, &.M.R. et al. 0O dogumento refere-se a

JSUN

da XR para ter ma

produgdo de blostancel usande combinagdes de Saccharomyoes
cerevisise, Xilose redutase e Xilitol desidrogenase, mails
easpecificamente na alteragio sitlo gspecifica da XR para Ler
afinidade apenas por NADPH.

(237 O deocumerito US20130040353 refere-se a pProg¢ fugdo  de
ctanol no meic de Saccharomycss cerevisise g a alteragdo da
¥R para ter maior afinidade por NADH aco invés de NADPH.

[30] A presente invengdc difere dos docunentos apresentados

acima, pois nido faz alteracas da seguinpcia de ¥R. Feid

3

J

ilizado uma XR gue naturalmente $4 tem maior afinidads wor

T
NADH ac invés de NADPH, diminuivde o desbalanco regax &

combinacds de microorganismos para & produgéo de etanol 2
dquscreve a criacdo de uma linbagenm utilizando a via oxi-

redutiva de §. stipitis. Ndo fol utilizado nenhuma aniratégia

sy

mara  reculsr o balanco redox da linhagem. Na pressents
L
invenoio foi utilizads em uma Iinhagem industrial, mals

, . ) i e B e v
tolerants a inibidores pressntes no proc2sse L6 8 Con
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caractaristicas de intervesse industrial. Além dissce, foram
empregadas diversas estratéglds para regular o balaugo redax
da linhagem e melhorar a producio de etancl. Os casssates
utilizados também apresentanm diferengas em relagdo ao
promotor e terminador, reglio de insgsercdo e marcador
utilizado.

[{32] Diante do exposto, seria util se a técnica dispusesse

de cassete de sexpressidc e leved

(.O
,g
l._l
pon}
ST
e
¢}
pls
ot
e
23
bt e
53
’D
0f
b
f‘)‘
ko
S5
o
I
283
jAT3
453
<

balango redox de uma linhager
amplamente utilizada no setor de etanol 26, contendo a via
ozi=redutiva de consumc de xilose.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAQ

[33] A presente invengdo refere-ss a levedura industyial
geneticamente modificada LVYLI27 com a via oxi-redutiva de

conversde de xilose, cassetes de expressio génlica, Processo

~ a xilese redutase (XR) de &, stipitis sob a acido do promobor
r do gene que codifica 3-fosfoglicerato Quinase
- o gene URAZ de 8. cerevigiae, juntamente com S&U Promotar
e terminador, flangueade por dols sitios loxP am cada
extremidade = na mesma orientagdo;

- geneg xilitel desidrogenase (XDH) de 5. stipitis sob & agac
do promotor e terminador do gene gque codifica a Gliveraldeido
3-Fosfato  Desidrogenase, isosnzima 1 {TDH1) em 5.

carevisiae, clonados no wvetor pRS304; e

- promotor (4DHI) e terminador (ADHI] do gens gue codificw

a enzima xiluloguinase em 5. cerevisiae;

- gene URAZ de §. cerevisise, Jjuntamente com seu promoton &
terminador, flangueads por dois  sitics  loxP  en  cada
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- geguéencla de nucleotidecs representada pela SEQ ID NO: 2.

[38] O cassate de

'T‘

=

L653
€3]

expressio génlca 3 comprsende:
= gene xilitel desidrogenase [(XDH] de 5. gtipitis scb & agdo
do promotor & terminader do gene gue codifica e Gliceraldeido

3-Fosfato Desidrogenase, isoenzima 1 CTDHL) =l &,

- gene URASZ de 3. cderevisiae, ‘untamente com 88U pronotor e
terminador, flanqueado por dols sitios loxP enm  cada
extremidade e na mesma orientagio; e

- sequéncia de nucleotideos & representada pela SEQ ID WO:13.
1371 A levedura geneticamente modificada € a Sasccharomyoss
cerevisiae DEMI2L20.

(387 O processo de obtengio de etancl 26 & realizado gom a

leveduras geneticamente modificada & 3 Gaccharomyees

i
397 A leavedurs LVY127 (DSM32120) possul aplilcagdc em
gualguer progesso gue envolva o consumo de xZilose.

BREVE DESCRICAC DOS DESENHOS

1407 A Figura 1 representa o [luxograma do desenvelvimento
da linhagem LVY127 {DSM32120) .

[41] A Figura 2 representa o grafico gque demonsgtra o Sonsumo
de xilose pela linhagem LVY1Z7 (DSM32120) comparada com &
lirhagenm selvagem derivada de PE-Z.

(427 A Figura 3 represasnta o grafico de deszenpenho
fermentative global da linhagem LVY1Z7 (DSM32120) em melo
contendoe uma mistura de glicose e xllose come fontes ds
carbono. Qs aglcares & principais produtos da fermentagio

estio discriminados na legsnda.

(437 A Figura 4 representa o grafico gue demonstra a via
metabdlica representande o consumo de aglcares pela linhagem
LVYLZ27 {(DSM32120), contendo as XR e XDH de 5. stipilis.

(447 A Figura & representa o easgquenma represeuntative do
plasmides pPSsSXRXDH, contends ag XR e XDH de §. stipitiz. O

esquema f

o

constriide wutilizandos o software SnapGene
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Viewsr. O fragmento contendo os genes ¥R e XDH de 3. stipifis

fol amplificado do vetor pSsXEXDH e utilizade para a
transformagdo de S. cerevisi

DESCRICAC DETALHADA DA INVEN@

ot

(45} A presente invencdo refers-se a levedura industrial
geneticamente modificada LVY127 com & via oxi~redutiva da
srsdo de zilose, cassebes de exprassidc génica, processc
de obtencdo de etancol 2G & uso da levedura LVY127.

O cassete de expressido génica 1 compresnde:

- a xilose redutase (XR) de §. stipitis sob a agdo do promotor
2 terminader do gene gue codifica 3-fosfoglicerato Quinase
(PGK1) em $. gerevisiae;

- o gene URAZ de 3. cerevigiae, juntamente com seu promotoy

e terminador, flangueadoe ypor deis sitiocs lozpP sm cada

extremidads & na mesma orientacdor

gens xilitol desidrogenase (XDH) de §. stipitis sob a
do promotor e terminador do gene gue codifica a Gliceraldeld

3-Fosfato Dasidrogenase, izoansima 1 {TDHT) anm g,

r

3

perevisiase, clonados no vetor pRE304; e
~ sequéncia de nucleoctideos € representada pels SEQ ID NO:l.

& flangueado por ragides gue apresentam

=
N
~3
3
¢!
3
i
[95)
D
t
M
&M

da centrémero oinco de §. cerevisiae.

2
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(487 O cassete de expressio génica 2 compreande:
- promotor {(ADHI) e terminador (ADHI) do gene que codifica
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-~ gene URAY de 5. cerevigise, juntamente CoOm SeU Promotor &
terminador, flangueado por dois  sitlos  loxP em  <cada
extremidade & na mesna
~segquénoia de nucleotideos & reprezentada pela SEQ ID RO: 2.
[49] Para a <oustrucdo do micro-organismo DM 321720 &
primeira insercdo do cassets 2 ocorreu a 288 pb do centrimerc
& segunda cGpia estd a 728 pb do centrdmerc olto.

=
(507 O cassete de expradsio ganloa 3 gompreands:

“(3
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]
8]

19t * \ o ot 5
gene xilitol idrogenase (XDH) de 8. stipitis sob a ardo
te

S0 promotor & rvinedor do gene gue codifica a Gliceraldeide

3-Fosfato Desidrogenase, igoenzina 1 (TDHIDY em &,

terminador, flamgueado por dois sgitios loxP em cadas

extremidade ¢ na wesma orientac Ja0; &

s

- sequéncia de nuclectideos € representada pela SBQ ID NO:3.

51] C cassete 3 refere-

“©

& a segunda copla do gene gum

codifica a zilitel desidrogenase inserido a 4%4 gpbh do

=

gvedura geneticamente modificada & a Saccharomyces

e
8
™o

Gt
e
fot

ceravisiae DSM32120.

[53] As etapas da construcgdo da LVY127 (DSM32120) envolveram
a insergdce de 1 cdpia do gene gue codifica a xilose redutase
(XB) de §. stipitis, 2 cdplas do getie que codifica a xilitol
desidrogenase (XDH) de delecdo da aldose

LYY 127 (DSM32120)

esporo da linhagen

ndustrial BFE~2, amplamente utilizads na indldstria de etaneol

de primsira gepagdo. & linhagem PE-Z apresenta alta

performance fermentativa =2 & altamente tolerapte a diversos
A

estresses 4o preocesso indnstrial, se tornande uma plataforma
a intreoducido da via de conversdc de xilose.

[55] Os genes gus expregsam as enzimas XR e ¥DH ds &,

stipitis foram clonados, respectivamente, sob & agio dos

promotores PGKL e TRHI, e inseridos a 516 pb do centrzdmers

cinco, resultandc na linhagem LVY103. A linhagem era capasz
de consumiy teda a zilose presente em meile de gunltive,

15

J
m

produzindoe etanocl. Porém, utilizande APENAS eES
modificagdes, & maioy parte da xilese fol convertida em

sdn Jdo gene XKSI1 sab agdo do promot

ﬂ

xiliteol. A superexpre

ADHI deu origem a linhagem LVY1I23 e permitiu uma melhora
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significativa de desempenho, alcangando rendimento de etano
de 34% s partir dos acgucares totals (sendo 51% o rendimento

tedrico), e rendimento de xilitol de 19% ¢ glicerol de 5,5

O cassefe gontendo o gene XKSI fol inseride priximo ac

Per apresentar um rendimento ainda distante do tedrico,
o préximo passo desenvolvido fol o aumento do fluxe ziloge
& wxiilulose-5~P, com a duplicacio do numero ds  adpil

integradas dos genes XDH e XKSI {inseridaos prézimo aos
centrbmeros trés & oito, respectivamente), além da delegdo
do gene que codifica uma aldose redutase, GREI. Esss gene

tem a mesma funcdo que a xilose redutase (¥R}, realizando a

reducio da xilose a wilitol, utilizands exclusivamente NADPH
come oofator. © gene XR de &, stipitis utilizado na

k42

transformacdo utiliza tanto NADPH comoe NADH, smphora Tennt
uma maior afinidade pele primeiro. A delegdo do GREI & una
estratégla descrita gue visa a diminuicdo de xilitel, visto
que sua producdo seria exclusivamente via XR de §. stipitlis,
o cual realiza a cxidacgic de NADH a NAD® permitinde o sumento
do fluxo pela ¥DH NAD' dependente, proxime gene da via. A
delecdo do gene GREI (LVY134) & O aumento do numero de coplas
do XDH (LVY125) e XKSI resultou na linhagem LYYLZ2Y?, chisto
da presente invencdo, que apresentou rendimento de etanol de
36% e diminuicdo nos rendimentos dos subprodubos Zzilitol e
glicerol, com 8% e 8%, respectivamente.

Exemplo de concretizacaoc

Linhagens uwtilizadas
[57] Para os experimentos de clonsggem e multi plicacdo dos

piasmideos foi utilizada & linhagem Dbacteriana de

Bscherichia coli DHS¢ {(Stratagene®). Quando necessdrin, 4
linhagem foi ativada & 37 “C por =sgotamento em meio de

culturs LB (Luriz-Bertaini). Para a construglo das linhagens

o - OGO B 3 = 3 e e - ey o e THYY Y
foi utilizada a cepa industrial de &§. ocerevisigs FhEed,
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Construcdo do cassete de expressio

rER N

[58] Para a construgio dos cassetes fol utilizada
(2009

deserita por Gibson et al. (2009), que consiste

fragmentes de DNA com um miz das enzimas T5 exonuclegse, Tag

. .
4

ligase e DNA polimerase em uma Gnica reacdo. Para o progesan
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de selecdo, foil uti
al., 2002). O gene URAY fol amplificado por PCR, Juntamente
&0 seu promotor g terminador, ¢ foram adiclenadas seqguéncia
loxP na nesnma orlentagio, nas duas extremidades, permitinds
gue  esse marcador seja ubilizado em  os  cassetes de
vransformagao. Seqguéncias de homoelogia ac lecal de insergdo
foram adiclonadas nas extremidades dos casssates.

Transformagido de levedura e processo de selegdo

527 A transformacido de levedura for feita utilizando o
do de acetato de litio descrito por Gletz e Schiestl

o
g7y . A l..A_g@m utilizada para a transformacac € wm esporo
1

.'
s
S

URAZ yemovido

transiormantes foram selecionados em melo YNB (sem urapiizd.

-

™y

A retirada do marcador pode entdc ser realizada com
vlasmides pSHES (Gueldener et al., 2002), gue contém o gene
qug codifica a recombinase Cre sob a agdo do promotor
induzivel por galactcse.

Ensaic fermentativo

Caultiveo em erleénmeyer

redl ¢ ensaic fermentabivo fol realizade enm mailo YPDX (20
g/L de glicose e 50 g/L de xilose) em erlenmeyvers de 125 mi
e volume de trabalhe de 830 ml, iniciando a cultura com OD de
aproximadamente 1,0. A temperatura & velocidade de agitagdo
foram mantidas constantes, respsctivdmente, am 30 °C = 8O
rpm. Amostras foram retiradas pare medirp QD e pars posterior
andlise por cromatogradia licuida de alte eficiénels (HPLO) .

Cultivo am biorreator
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(€1] O ensalo fermentativo foi realizado em meio YROX {20

jied
o

4

de wvolume Atil, Labfors

o

Infors HI) . O veolume d& trabalho
utilizado fol de 1 L, com pH mantido constante durants o

o sa de

[®]

crescoimento gelular am 5,5 pela adigio de solugio a
NaOH &6 mels/L, iniciando a cultura com 0D de aproximadaments
1,0. A temperatura e veloclidade de agitagidc foram mantidas
constantes em 30 °C e 150 rpm respectivamente. Para garantirx
o egtado de anderoblose, antes da inoculacdo, o melo de
cultive & a atmosfera do piorrestor foram saturades com fluxe
dae nitrogénio gasoso de 3 LN/min (litros normals por minuto)

durante 10 minutos

O’l
o
261
Y
553
@
=
(853
=3
ot
ey
P
o
Q
0
3]
#23
6
o3
to
37
=
B
o
) 03
=
]
o
i

para posterior andlise por cromatografia liguida de alta

Quantificagdo dos produtos da fermentagio

(€21 A guantificagido de glicose, xiloss, zilitel, glicsrel,
dcido acético e etanol fol realizada por Cromatografila
Liguida de Alta Bficidncia (HPLC) utilizando o© cromatégralo

Alliance HT {(Waters) com detector de indice de refragio

(Waters 2414). As amostras foram analisadas por HPLC-RI

i

urilizando a coluna de exclusdo iéniga HEX-8TH {30 0mm x

45

7,8mm, BioRad®), aquecida em forno a 35 °C, HiS0s 2 mM (pH
2,3) como fase modvel a ume vazio de 0,85 mbl/min. Uma curva
padrio com as concentracdes conhecldas com Compostos de

et

interesse também foram analisadas pelo mesmo procedimento.

As oncentragdes des compostas nasg amostras fordm

determinadas  por comparagic das Areas dos piaos

A

cromatograficos obtides com as  cuIvas de calibragio., O
crescimento daz linhagem LVY127, wmodificada com as vias da
conversiac de wxilose, objeto da presente InNVeNgao, fol
comparade com & linhagem selvagem pE~Z, identificada na

figura 2 comco WI (Mwild-type ). O ensalo fermentativoe foi

'J:

& Xil

(’J

conduzido em maio contendo uma mistura de glloose

oncentracdss de 10 e 30 ¢/L, respectivamente. & Tigura

o
g
[€2]
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Z cemonstra que a linhagem LVY127 agora é capar de consumir
toda a xilose presente no meio, ernguanto que a linhagen
selvagem ndo fol capaz de consumir esge aclcar. O experimenta

fol conduzido em triplicata. A levedura LVY127 (DSM32120)
possul aplicacgdo em gualguer processo gue envelva o Consume

de zilose.

T3] A performance fermentativa da Linhagem LVY127

(DSM32120) foi avaliada em condigdes semi-anasrdbilcas am

Q)

melo contendo xilose e g¢glicose como fontes de carbono,
iniciando c¢om  baixo volume de  células  com ODisonn  On
aproximadamente 1.0 (0.25 g DW/L). A& Iinhagem aprasentou um
rendimento de etanol de 36%, além de uma diminuicio nos

rendimentos dos subprodutoes xilitel e glicerol gm relagdo as
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REIVINDICACOES

i. Cassete de expressdo génica 1 caracterizado pox
compreendear:

- xilose redutase{XR) de 5. stipitis scb & acdo do prometor

{~1

e terminador do gene que codifica 3-fosfoglicerato Quinase

x
- gene URA3 de 8. cerevisiae, juntamente com seu promotor e

g
5
=
i
o]
2
Q
O
[a]

-
H

langueade  por dols  sities  loxP em  cada

extremidade e na mesma srientacdo;

(.__)
o
®
24
s
(o8
b
€
i
>
2
@0
e

~ gene xi de S, stipitis sobh & agdo do

premotor e terminador do gene gue codifilica a Gliceraldsido
3-Fosfato Desidrogenase, lgoenzima 1 {(TRHT) am B,
carevisiaze, clenades no wetor pRI304; e

=~ sequéncia de nuclectideos representada pela SEQ ID NO: 1.
2. Cassete de expresgsdoe génica £ caracterizado poxr
compreender:

= promotor {(ADH1) e terminadeor [(ADHIY do gene gque codifica

. %

a enzima xiluloguinase em S. cerevisiae;

b3}

- gene URA3 de &. cerevisias, juntamente com ssu promotor e

S
terminador, flangueado por dols sitieos lozP en  cada

extremidade ¢ na mesma orientacidor e

5

- seguéncia de lectideos repressentada pela SEQ ID NO:2.

g
oy

U
3. Cassete de expressdo génica 3 caracterizado pox

compraender:

- gene zilitel desidrogenase (XDH) de 5. stipitis scob a3 agio

do promotor e terminador do genes que codifice a Gliceraldelidao
=Foasfato Desidrogenase; iscenzina 1 (TRHEL B0 3.

cerevisiasy

('r

- gene URAZ de 5. cersvisiae, juntamentse com ssu promobor 2
terminador, flangueado por dois sitios  loxl em  cada
exiremidade e na mesma orientacior e

~ seqguénclia de nucleotideos rvepressntada pela SEQ ID WO:3.
4. Levedura ygesneticamente rmodificade caracterizada por sar

Saocharomyces cerevisiae DSM3Z2120.
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-

. Levedura, de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizada

831

¥

por ser construlda com a inssrcdo de 1 cdpia do gene gue
codifica a xilese redutase (XR) de 3. stipitis,

geng gue codifica & xilitel desidrogenase (XDH) de 8.

stipitis, delegdo da aldose redutase GREZ e inssrcin de 2
cOpiasy de XKESI.

5. Processce de obtencio de etancl 26 garacterizado por s=y
realizado com a levedura Saccharomyces ceravigiase DSM3Z1E0.
7. Uso da lsvedura conforme descrita nas relvindicagdes 4 e
5 caracterizado pox ser para aplicacio sm qualguer pronesgo

gue envolva o consumo de xilose.
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Box Neo. I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. lj Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. [:I Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. Il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

The present international application does not relate to a single invention or to a group of inventions so linked as to
form a single inventive concept, and thus contravenes PCT Rule 13.

The claimed subject matter can be grouped into four inventions:

1) a gene expression cassette (SEQ ID No. 1) comprising, inter alia, a sequence coding for xylose reductace (XR)
of S. stipitis and for xylitol dehydrogenase (XDH) of S. stipitis, besides the gene URA3 (claim 1);

2) a gene expression cassette (SEQ ID No. 2) comprising, inter alia, a sequence coding for xylulokinase (XKS) of
S. cerevisiae and the gene URAZ3 (claim 2);

3) a gene expression cassette (SEQ ID No. 3) comprising, inter alia, a sequence coding for XDH of S. stipitis and
the gene URAS (claim 3); (see supplemental sheet)

L. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. As all searchable claims could be searched without effort justifving additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which tees were paid, specifically claims Nos.:

4. EI No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest I:I The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.
D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

I:I No protest accompanied the payvment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2015)
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4) a genetically modified yeast, DSM32120, a method for producing ethanol 2G using this yeast, and the use
thereof in any method involving xylose consumption (claims 4-7).

The reason why the above-mentioned inventions are not considered to be linked so as to form a single general
inventive concept (PCT Rule 13) are discussed hereinafter.

The expression cassettes defined in claims 1, 2 and 3 have different constructions. The yeast DSM32120
(LVY127) was in turn obtained by the transformation, using the claimed constructions, of the S. cerevisiae PE-2
line from which the gene GRE3 was deleted (paragraphs [53], [59] and figure 1). The only element shared by the
claimed expression cassettes is the presence of the marker gene URA3, together with its promoter and
terminator flanked by the loxP loci. However, this feature is not a special technical feature since the use of such a
construction is common in the prior art for selecting colonies after transformation (using the gene URA3 as the
marker), as well as the use of the same selection marker for multiple gene insertions, as illustrated in the article by
Johansson, B. & Hahn-Hagerdal, B. (Overproduction of pentose phosphate pathway enzymes using a new CRE-
loxP expression vector for repeated genomic integration in Saccharomyces cerevisiae. Yeast. 2002. Vol. 19, No.
3, pages: 225-231.doi: 10.1002/yea.833: abstract, section “Materials and Methods” , section “Discussion”
first paragraph of section “Introduction” , figure 1).

Although it is taught in the description that the expression cassettes defined by claims 1-3 were used to generate
the DSM32120 line, which is the subject matter of claims 4 and 5, it would also be possible to use these
expression cassettes separately for other purposes (generating other yeast lines, for example). Consequently, it is
not possible to determine a single special technical feature linking the above-mentioned inventions, that is to say,
a common technical feature that defines a contribution which the inventions, considered as a whole, make over
the prior art.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (January 20135)
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A TRAFF, K. L. et al. Deletion of the GRE3 aldose reductase gene and le3
Y its influence on xylose metabolism in recombinant strains of 2,4a7

Saccharomyces cerevisiae expressing the xylA and XKS1 genes.
Appl Environ Microbiol. 2001. Vol. 67, paginas: 5668-5674.
Resumo, secdes “Materiais e Métodos” e “Discussio”.
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Quadro II Observacdes quando certas reivindicacdes néio puderam ser objeto de pesquisa (Continuacéio do ponto 2 da
primeira pagina)

Este relatdrio de pesquisa internacional néo foi formulado em relaggio a certas reivindicagdes, sob Artigo 17.2).a), pelas seguintes
razdes:

1. [] Reivindicagdes:

porque estas se referem a matéria na qual esta Autoridade nfo estd obrigada a realizar a pesquisa, a saber:

2. Reivindicaces:

porque estas se referem a partes do pedido internacional que nfo estdo de acordo com os requisitos estabelecidos, de tal
forma que nfio foi possivel realizar uma pesquisa significativa, especificamente:

3.4 Reivindicagdes:

porque estas sfio reivindicacdes dependentes e nfio estfio redigidas de acordo com a segunda e terceira frase da Regra
6.4.2).

QuadroIll Observagdes por falta de unidade de invengao (Continuagéio do ponto 3 da primeira pigina)

Esta Autoridade de pesquisa internacional encontrou miltiplas invengdes neste depésito internacional, a saber:

O presente deposito internacional ndo se refere a uma lnica invengdo ou a um grupo de invengdes
interligadas de modo a constituir um Gnico conceito inventivo, estando, desse modo, em desacordo com a Regra 13
do PCT.

A matéria reivindicada pode ser agrupada em quatro invencgdes:

1- cassete de expresséo génica (SEQ ID n° 1), compreendendo, dentre outros, sequéncia codificadora para xilose
redutase (XR) de S. stipitis, para xilitol desidrogenase (XDH) de S. stipitis, além de gene URA3 (reivindicagéo 1);

2- cassete de expressd@o génica (SEQ ID n° 2), compreendendo, dentre outros, sequéncia codificadora para
xiluloquinase (XKS) de S. cerevisiae e gene URAS3 (reivindicagéo 2);

3- cassete de expressdo génica (SEQ ID n° 3), compreendendo, dentre outros, sequéncia codificadora para XDH de
S. stipitis, além de gene URAS (reivindicagéo 3); (continua em folha suplementar)

1. [] como todas as taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este relatério de
pesquisa cobre todas as reivindicagGes pesquiséveis.

2. como a pesquisa em todas as reivindicagdes pesquisdveis pode ser feita sem esforgo que justifique pagamento adicional,
esta Autoridade néo solicitou o pagamento de taxas adicionais.

3. [] como somente algumas das taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este
relatério de pesquisa internacional cobre somente aquelas reivindicagdes cujas taxas foram pagas, especificamente as
reivindicages:

4. [7] as taxas de pesquisas adicionais requeridas ndo foram pagas dentro do prazo pelo depositante. Consequentemente, este
relatério de pesquisa internacional se limita & invengfio mencionada primeiramente nas reivindica¢des, na qual é coberta
pelas reivindicagdes:

Observagdes da reclamacéo [] as taxas adicionais para pesquisas foram acompanhadas pela reclamagdo do
depositante e, se for o caso, pelo pagamento da taxa de reclamago.

as taxas adicionais para pesquisa foram acompanhadas pela reclamagiio do
depositante mas a taxa de reclamagfo nfo foi paga dentro do prazo especificado
pela solicitagdo.

[] opagamento de pesquisas adicionais ndo acompanha nenhuma reclamagio.
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Quadro Suplementar

No caso do espaco em qualquer quadro precedente néo for suficiente.
Continuagio de: Quadro III

4- levedura geneticamente modificada DSM32120, processo de obtengdo de etanol 2G empregando tal levedura e
seu uso em qualquer processo que envolva o consumo de xilose (reivindicagdes 4 a 7).

O motivo pelo qual se considerou que as invengdes acima mencionadas ndo estdo conectadas por um
Unico conceito inventivo geral, conforme requerido pela Regra 13 do PCT, sdo abaixo discutidos.

Os cassetes de expressdo pleiteados pelas reivindicagbes 1, 2 e 3 apresentam construgbes distintas. Por
sua vez, a levedura DSM32120 (LVY127) foi obtida a partir da transformagéo, com as construgdes ensinadas, da
linhagem de S. cerevisiae PE-2 com o gene GRE3 removido (paragrafos [53], [59] e Figura 1). O dnico elemento em
comum entre os cassetes de expressdo pleiteados é a presenca do gene marcador URA3, juntamente com seu
promotor e terminador, flanqueado pelos sitios /loxP. Entretanto, tal caracteristica ndo configura uma caracteristica
técnica especial, tendo em vista que é usual do estado da técnica a adogéo de tal construgdo de modo a permitir a
selegédo de coldnias apés transformagéo (através do gene URA3 como marcador) e uso do mesmo marcador de
selegdo para mdaltiplas insergbes génicas, conforme pode ser ilustrado por Johansson, B. & Hahn-Hagerdal, B.
(Overproduction of pentose phosphate pathway enzymes using a new CRE-loxP expression vector for repeated
genomic integration in Saccharomyces cerevisiae. Yeast. 2002. Vol. 19, No. 3, paginas :225-231. doi:
10.1002/yea.833: Resumo, secdo “Materiais e Métodos”, secdo “Discussd@o”, primeiro paragrafo da segéo
“Introdu¢éo”, Figura 1.)

Embora o relatério descritivo ensine que os cassetes de expresséo pleiteados pelas reivindicagdes 1 a 3
tenham sido empregados para a geragdo da linhagem DSM32120, objeto das reivindica¢des 4 e 5, os referidos
cassetes de expressdo também poderiam ser utilizados isoladamente para fins distintos desse (geracédo de outras
linhagens de levedura, por exemplo).

Conclui-se, portanto, que néo é possivel determinar, para as invengdes acima definidas, uma caracteristica
técnica especial, ou seja, uma caracteristica técnica comum que defina uma contribuigdo que as invengdes,
consideradas como um todo, trazem ao estado da técnica.
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Quadro Suplementar

No caso do espaco em qualquer quadro precedente néo for suficiente.
Continuagdo de: Base de dados eletronica consultada durante a pesquisa internacional

DERWENT, TXPEA, TXPEB, TXPEC, TXPEE, TXPEF, TXPEH, TXPEI, TXPEP, TXPEPEA, TXPEPEB, TXPES,

TXPEU, TXPEY, TXPUSEOQA, TXPUSE1A, TXPUSEA, TXPUSEB, TXPWOEA, NPL, MEDLINE, XP3GPP, XPIETF,
XPIPCOM, XPJPEG, XPMISC, XPOAC, XPTK, PUBCOMP, PUBSUBS, TDB.
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