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BACTERIA CAPAZ DE PRODUZIR ACIPO ORGANICO E PROCESSO PARA A
PRODUCAO DO MESMO

Area Técnica

A presente invencdo refere-se a uma bactéria produtora
de &cido orgdnico, tal como uma bactéria corineforme, e
refere-se também a produgdo de um acido orgadnico como o
acido succinico, usando a bactéria produtora de &cido
organico.

Técnica Antecedente

Para a produgédo de scidos organicos, inclusive o &cido
succinico, por fermentagdo, geralmente sdo usadas bactérias
anaerdbicas como as pertencentes ao género
Anaerobiospirillum e ao género Actinobacillus (Documentos-
Patentes 1 e 2 e Documento Nao-Patente 1). O uso >de
bactérias anaerdbicas resulta no alto rendimento dos
produtos, ao mesmo tempo em que exige muitos nutrientes
para a proliferagdo das bactérias anaerdbicas. Portanto, é
necessario acrescentar ao meio uma grande quantidade de uma
fonte de nitrogénio orgénico, tal como milhocina (CSL, do
inglés gorn' Steep Liquor). A adigdo de uma quantidade
abundante dé uma fonte de nitrogénio organico néoﬁsomente
leva a um aumento  do custo do meio, mas leva também a um

aumento do custo da purificagdo para isolar o produto, o

"que ndo é econdmico.

Além disso, também se conhece um método no qual
bactérias aerdbicas como as bactérias corineformes sédo
primeiramente cultivadas sob condicdes aerdbicas para que
as bactérias proliferem e, entdao, as bactérias sdo mantidas
sob condigdes anaerdbicas, como bactérias em descanso, para
produzirem um Aacido orgdnico (Documentos-Patentes 3 e 4).
Nesse caso, para que as células bacterianas proliferem,
acreséenta—se apenas uma pequena quantidade de nitrogénio
organico; assim, trata-se de um método econdmico, porque as

células bacterianas podem crescer suficientemente em um
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meio simples; porém, trata-se de um método que ainda
precisa ser aprimorado,-em termos da.quantidade do acido
orgadnico desejado produzida, sua concentracdo e sua taxa de
produgéo por célula bacteriana, bem como em termos de
simplificacdo do método de produgao e semelhantes. Além
disso, foi relatada a producdo fermentativa de um acido
organico usando uma bactéria na qual a atividade da
fosfoenol piruvato carboxilase aumenta (Documento-Patente
5), mas h& necessidade de um desenvolvimenté adicional da
producdo fermentativa de um acido orgadnico.

Foi relatado que a atividade da 2-oxoglutarato
desidrogenase (também chamada alfa-cetoglutarato
desidrogenase) foi detectada em uma bactéria corineforme
(Documento N&o-Patente 2), e o gene de. 2-oxoglutarato
desidrogenase foi clonado (Documento Ndo-Patente 3). Além
do mais, foi descrito um método de produgdo para um
aminodcido usando um microorganismo em que a atividade da
2-oxoglutarato desidrogenase foi reduzida (Documento-
Patente 6).

No entanto, a produgdo de um &acido organico usando uma

bactéria em que a atividade da 2-oxoglutarato desidrogenase

N

seja aumentada ndo fol relatada até o presente.
Documento-Patente 1: Patente U.S. No. 5.143.834
Patente U.S. No. 5.504.004
JP-A-11-113588
JP-A-11-196888
JP-A-11-196887

Documento-Patente
Documento-Patente

Documento-Patente

g W N

Documento—Patenté

Documento-Patente 6: WO 95/34672

Documento Nao-Patente 1: International Journal of
Systematic Bacteriology (1999), 49, 207-216

Documento Nio-Patente 2: Shiio I, Ujigawa-Takeda K.
1980. “Presence and ;egulation of alpha-ketoglutarate
dehydrogenase complex in a glutamate-producing bacterium,

Brevibacterium flavum”. Agric. Biol. Chem. 44: 1897-1904.
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Documento Nao-Patente 3: Usuda Y, Tujimoto N, Abe C,
Asakura Y, Kimura E, Kawahara Y, O, Matsui H. 1996.
“Molecular cloning of the Corynebacterium glutamicum
('"Brevibacterium lactofermentum' AJ12036) odhA gene
encoding a novel type of 2-oxoglutaratedehydrogenase.
Microbiology. 142: 3347-54.

Descricdo da Invengao

Um objetivo da presente invencdo €& prover um método

‘para a produgao de um acido orgénico como O acido succinico

com eficiéncia produtiva mais alta.

Os inventores da presente invengao estudaram
intensamente como alcangar O objetivo mencionado acima.
Como resultado, os inventores descobriram que, permitindo-
se qgue uma pactéria modificada de modo a aumentar a
atividade da 2-oxoglutarato desidrogenase, ou que uma
célula tratada da mesma bactéria aja sobre uma matéria
prima organica em uma solucdo de reagao contendo um ion
carbonato, um ion bicarbonato ou gas didxido de carbono, a
taxa>de consumo de matéria prima, a produtividade‘de um
4dcido orgénico como O 4cido succinico, ou © rendimento do
4cido orgédnico aumentam, concluindo assim a presente
invengao. ¢

Isto &, a presente invengao prové o seguinte:

(1) Uma bactéria que tem capacidade de produzir um
acido organico, caracterizada  por: a bactéria ser
modificada de tal modo que a atividade da 2-oxoglutarato
desidrogenase aumenta em comparagdo com uma cepa nao
modificada quanto a atividade da 2-oxoglutarato
desidrogenase. |

(2) Uma bactéria que tem capacidade de produzir um
dcido  organico, caracterizada  por: a bactéria  ser
modificada de tal modo que a produgdo de é&cido acético se
reduz e a atividade da 2-oxoglutarato desidrogenase'

aumenta, em comparaGgdo com uma cepa nao modificada gquanto a
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atividade da 2-oxoglutarato desidrogenase.

(3) A bactéria de acordo com o item (2) acima,
caracterizada por: a produgdo de acido acético ser reduzida
por meio da diminuig¢do de uma das atividades da acetato
quinase e fosfotransacetilase, ou de ambas.

(4) A bactéria de acordo com o item (2) acima,
caracterizada por: a produgdo de acido acético ser reduzida
por meio da diminuigdo da atividade da acetil-CoA
hidrolase.

(5) A Dbactéria de acordo com o item (2) acima,
caracterizada por: a produgdo de acido acético ser reduzida
por meio da redugdo da atividade da piruvato oxidase.

(6) A bactéria de acordo com qualquer dos itens de (1)
a (5) acima, caracterizada por: a bactéria ser
adicionalmente modificada do modo que a atividade da
lactato desidrogenase diminui.

(7) A bactéria de acordo com qualquer dos itens de (1)
a (6) acima, caracterizada por: a bactéria ser
adicionalmente modificada de modo que a atividade da
piruvato carboxilase aumenta.

(8) A bactéria de acordo com qualquer dos itens de (1)
a (7) acima, caracterizada por: a bactéria ser sele%ionada
no grupo que consiste de uma bactéria corineformé, uma
bactéria Bacillus, uma bactéria Rhizobium, uma bactéria
Escherichia, uma bactéria Lactobacillus e uma bactéria
Saccinobacillus.

(9) A bactéria de acordo com gualquer dos itens de (1)
a (8) acima, caracterizada por: o acido organico ser o
acido succinico.

(10) Um método para produzir um acido orgéanico,
caracterizado por: consistir em fazer a bactéria de acordo
com qualquer um dos itens de (1) a (9) acima, ou uma célula
tratada da mesma bactéria, agir sobre uma matéria prima

organica em uma soluc¢do contendo um ion carbonato, um ion
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bicarbonato, ou gas de didéxido de carbono, produzindo,
desse modo, um &acido orgdnico, e coletar o &cido organico.

(11) O método de acordo com o item (10) acima,
caracterizado por: consistir em fazer a bactéria ou a sua
célula tratada agir sobre uma matéria prima organica sob
atmosfera anaerdbica.

(12) O método de acordo com o item (10) ou (1l1) acima,
caracterizado por: a matéria prima orgé&nica ser glicose ou
sucrose.

(13) O método de acordo com qualquer dos itens de (10
a (l2) acima, caracterizado por: o &cido organico ser &acido
succinico.

(14) Um método para produzir um polimero contendo um
acido orgénico, caracterizado por: consistir em: produzir
um acido organico pelo método de acordo com qualquer dos
itens de (10) a (13) acima, e submeter o acido orgénico
obtido como matéria prima a uma reacdo de polimerizacao.

Breve Descricdo dos Desenhos

A Figura 1 é um diagrama que ilustra um procedimento
para a construgdo do plasmideo pC3.14.

A Figura 2 é um diagrama gue ilustra um procegimento
para a construgdo do plasmideo pODH3.2. .

Melhor Maneira para Executar a Invencado

A partir deste ponto, incorporagdes da presente
invencdo serdo descritas com detalhes.

A bactéria da presente invencdo é uma bactéria que tem
a capacidade de produzir um A&cido orgénico e que ¢é
modificada de modo que a atividade da 2-oxoglutarato
desidrogenase (doravante aqui denominada também ODH - do
inglés, Oxoglutarate DeHydrogenase) aumenta, em comparacao
com uma cepa ndo modificada.

Na presente invengdo, a expressao ‘“capacidade de
produzir acido orgdnico” refere-se a capacidade de acumular

um acido orgénico em um meio quando a bactéria da presente
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~invengao ¢€ cultivada nesse meic. Os exemplos de “acido

organico” incluem 4cidos organicos dque servem como um
intermedidrio metabdlico no ciclo TCA e seus exemplos
especificos incluem &cido succinico, acido malico, é&cido
fumarico, acido citrico, dcido isocitrico e acido cis-
aconitico. Entre esses, ©OS 4dcidos succinico, mélico e
fumdrico sao preferenciais, e o &cido succinico ¢ mais
preferencial.

A bactéria pode ser uma bactéria obtida modificando-se
uma bacterla que tenha a capacidade intrinseca de produzir
dcido organico, ou uma pactéria a qual tenha sido conferida
a capacidade de produzir acido organico por cultivo
direcionado ao aumento da atividade da ODH, ou pode ser uma
pactéria que venha a ter a capacidade de produzir acido
orgénico por meio de modificagao para aumentar a atividade
da ODH. Como método para conferir a capacidade de produ21r
4cido orgadnico pelo cultivo, pode-se citar como exemplo um
tratamento de mutagdo oOu tratamento de recombinagao
genética. Exemplos especificos incluem uma modificagéo para
diminuir a atividade da lactato desidrogenase € uma
modificagao para aumentar a atividade da piruvato
carboxilase, conforme descricdo abaixo. -

A bactéria usada na presente invengdo pode ser uma
bactéria gque tenha a capacidade de produzir dois oOu mais
tipos de acido orgdnico.

A bactéria que pode ser usada no método da presente
invencdo nao tem limitacdo, desde que tenha a capacidade de
produzir acido orgénico. Uma pactéria corineforme, uma
bactéria pertencente ao género Bacillus, uma bactéria
pertencente ao género Escherichia, uma pactéria pertencente
ao género Lactobacillus, uma bactéria pertencente ao género
Saccinobacillus, e uma pactéria pertencente ao género
Rhizobium sao preferiveis. Entre essas, uma bactéria

corineforme é mais preferivel.
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Como bactéria pertencente ao género Escherichia, pode-
se citar como exemplo Escherichia coli. Como bactéria
pertencente ao género lLactobacillus, pode-se citar como

exemplo Lactobacillus helveticus ( J Appl Microbiol, 2001,

91, p846-852). Exemplos de bactérias pertencentes ao género
Bacillus incluem Bacillus subtilis, Bacillus
anyloliquefaciens, Bacillus pumilus e Bacillus

stearothermophilus. Como exemplo de bactéria pertencente ao
género Rhizobium, pode-se citar Rhizobium etli.

A bactéria corineforme nao ¢ particularmente limitada,
desde que seja classificada como bactéria corineforme.
Exemplos incluem uma pactéria pertencente ao género
Corynebacterium, uma Dbactéria pertencente ao género
Brevibacterium, € uma pactéria pertencente ao género
Arthrobacter. Entre essas, ¢ preferivel uma bactéria
pertencente ao género Corynebacterium Ou uma bactéria

pertencente ao género Brevibacterium. Os exemplos mais

_preferiveis incluem as bactérias classificadas como

Corynebacterium glutamicum, Brevibacterium flavum,
Brevibacterium ammoniagenes e Brevibacterium
lactofermentum.

Os exemplos especialmente preferiveis de cepasfmée da
pbactéria usada na presente invencdo incluem Brevibacterium
flavum MJ-233 (FERM BP-1497), Brevibacferium flavum MJ-233
AB-41 (FERM BP-1498), Brevibacterium ammoniagenes ATCC6872,
Corynebacterium glutamicum ATCC31831, e Brevibacterium
lactofermentum ATCC13869. Como a Brevibacterium flavum é,
as vezes, classificada como Corynebacterium glutamicum
(Lielbl, W., Ehrmann, M., Ludwig, W. € Schleifer, K.H.,
Tnternational Journal of Systematic Bacteriology, 1991,
vol. 41, p255-260), na presente invengdo a cepa MJ-233 de
Brevibacterium flavum e sua mutante, cepa MJ-233 AB-41, sao
idénticas a cepa MJ-233 de Corynebacterium glutamicum e a

cepa MJ-233 AB-41 de Corynebacterium glutamicum,
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respectivamente.

Brevibacterium flavum MJ-233 foi depositada sob No. de
Acesso FERM P-3068 no National Institute of Bioscience and
Human Technology, Agency of Industrial Science and
Technology, Ministry of Internacional Trade and Ihdustry
(Instituto Nacional de Biociéncia e Tecnologia Humana,
Agéncia da Ciéncia e Tecnologia Industrial, Ministério do
Comércio e Industria Internacional) (atualmente,
International Patent AOrganism- Depositary National
Institute of Advanced Industrialecience and Technology -
Orgdo Depositdrio de Patentes Internacionais, Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia Industrial Avancada)
(Central 6, 1-1-1, Higashi, Tsukuba, Ibaraki, 305-54566,
Japdo), em 28 de abril de 1975 e, entdo, foi transferida
para um depésito internacional de acordo com as disposicdes
do Tratado de Budapeste de 1 de maio de 1981, com o Numero
de Acesso FERM BP-1497.

As bactérias mencionadas acima usadas como cepas-mde
podem ser quaisquer cepas, inclusive ndo apenas cepas do
tipo selvagem, mas também mutantes obtidas pelo tratamento
de mutacdo costumeiro, tal como irradiacdo UV e um
tratamento com NTG, e cepas recombinantes obtidasapor um
método genético, como fusdo celular e um método de
recombinagdo genética.

As Dbactérias da presente invencdo podem ser obtidas
modificando-se as bactérias mencionadas acima que tém a
capacidade de produzir um acido orgénico, de modo que a
atividade da ODH aumente. Pode-se realizar uma modificacgdo
para conferir a capacidade de produzir um acido organico
depois que a modificacdo para aumentar a atividade da ODH
tiver sido realizada.

No preéente documento, o termo “atividade da ODH”
refere-se a atividade que catalisa uma reacdo na qual 2-

oxoglutarato (alfa-cetoglutarato) é oxldativamente



10

15

20

9/40

ANY

descarboxilada para gerar succinil-CoA. O termo a
atividade da ODH aumenta” refere-se ao fato da atividade da
ODH aumentar em comparag¢do com uma cepa ndo modificada
quanto a ODH. Preferivelmente, a atividade da ODH aumenta
no minimo 1,5 vezes mais que a da cepa ndo modificada
quanto a ODH, por unidade de peso de células bacterianas e,
mais preferivelmente, no minimo 2 vezes mais do que a da
cepa nao modificada quanto a ODH. A atividade da ODH pode
ser medida de acordo com o método de Shiio e outros (Isamu
Shiio e Kyoko Ujigawa-Takeda, Agric Biol Chem, 44(8), 1897-
1904, 1980).

Uma modificacdo para aumentar a atividade da ODH
usando um gene da ODH pode ser realizada, por exemplo, por
transformacdo usando um plasmideo ou semelhante, integragdo
do gene da ODH em um Cromossomo por recombinagéo' ou
semelhante, ou uma modificagdo de uma seqgiéncia de controle
da expressao do gene de ODH.

O gene da ODH que pode ser usado para ser introduzido
em uma bactéria hospedeira por transformacgdoc usando um
plasmideo, etc., recombinacdo hombéloga ou semelhante, néo
tem limitagdo, desde que seja um gene que aumente a
atividade da ODH quando o gene for introduzido na bactéria
hospedeira, isto é, um gene que codifique uma proteina que
tenha atividade de ODH. O gene da ODH (odhA) derivado de
uma bactéria corineforme e que tem a seqliéncia de
nucleotideos mostrada em SEQ ID NO: 3 & um exemplo. O gene
da ODH pode ser um gene homdélogo, tal como um DNA que
hibridize com um DNA que tenha a seqiéncia de nucleotideos
mencionada acima sob condig¢des rigorosas, ou um DNA que
tenha uma seqiéncia de nucleotideos no minimo 90% homdloga;
preferivelmente, no minimo 95% hombéloga e, mais
preferivelmente, no minimo 99% homdéloga a seqiéncia de
nucleotideos mencionada acima, desde que codifique uma

proteina que tenha uma atividade de ODH.
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No presente documento, condig¢des rigorosas incluem
condigdes de lavagem para hibridizagdo “southern”
costumeira e, preferivelmente, incluem condic¢cdes sob as
quais a hibridizacdo é realizada a 60°C, e com uma
concentracdo de sal equivalente a 1 x SSC, e 0,1% SDS,
preferivelmente 0,1 x SSC e 0,1% SDS.

Além disso, também pode ser usado um gene da ODH
derivado de outras bactérias além da bactéria corineforme,
outros microorganismos, animais ou plantaé. Como genes da
ODH derivados de microorganismos, animais ou plantas, podém
ser usados: um gene cuja seqiéncia de nucleotideos j& tenha
sido determinada e um gene com uma seqiiéncia de
nucleotideos a ser determinada apds isolar-se o gene que
codifica wuma proteina que tem uma atividade de ODH
proveniente de um cromossomo de microorganismos, animais ou
plantas com base na homologia ou semelhante. Além disso,
apés a seqiéncia de nucleotideos de um gene ser
determinada, um gene sintetizado -com base na seqgiéncia de
nucleotideos também pode ser usado. Esses genes podem ser
obtidos amplificando-se regides que incluem um promotor e
um ORF, por um método de hibridizacdo, ou por um método de
PCR. ¢

Inserindo-se um fragmento de DNA contendo o gene de
ODH mencionado acima em um plasmideo adequado, tal como um
vetor plasmideo contendo pelo menos um gene que controle
uma fungdo de replicagdo de plasmideo em uma bactéria
corineforme, pode-se obter um plasmidec recombinante capaz
de expressar ODH em alto grau em uma bactéria corineforme.
No plasmideo recombinante mencionado acima, um promotor
para expressar o gene da ODH pode ser um promotor originado
do préprio gene da ODH, mas o promotor pode ser substituido
por outro promotor forte qgue possa funcionar em uma
bactéria hospedeira. Um promotor derivado de E. coli, tal

como um promotor tac ou um promotor trc pode ser um
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exemplo.

Quando o gene da ODH ¢é introduzidq na bactéria
corineforme, o vetor plasmideo que pode ‘ser usado ndo tem
limitagdo, desde que contenha pelo menos um gene que
controle uma funcdo de replicacgdo na bactéria corineforme.
Exemplos especificos de vetores plasmideos incluem: pCRY30,
descrito em JP-A-3-210184; os plasmideos pCRY21, pCRY2KE,
PCRY2KX, pCRY31, pCRY3KE, e pCRY3KX descritos em JP-A-2-
72876 na Patente US No. 5.185.262; os plasmideos pCRY2 e
pCRY3 descritos em JP-A-1-191686; pAM330 descrito em JP-A-
58-67679; pHM1519 descrito em . JP-A-58-77895; PAJ655,
pAJ611, e pAJl844 descritos em JP-A-58-192900; pCG1l
descrito em JP-A-57-134500; pCG2 descrito em JP-A-58-35197;
pCG4 e pCGll descritos em JP-A-57-183799; e pPK4 descrito
em WO 95/34672. Entre esses, como vetor plasmideo a ser
usado no sistema vetor-hospedeiro da bactéria corineforme,
¢ preferivel um vetor plasmideo tendo um gene que controle
uma funcdo de replicagéb de plasmideo na Dbactéria
corineforme e um gene que controle a fungdo de
estabilizagdo de plasmideo na bactéria corineforme. Por
exemplo, os plasmideos pCRY30,_ pCRY21, pCRYZ2KE, QQRYZKX,
pCRY31, pPCRY3KE, e pCRY3KX podem ser usados
preferencialmente.

Transformando?se umé bactéria corineforme como a
Brevibacterium flavum, cepa MJ—233.(FERM BP-1497) com um
vetor recombinante obtido inserindo-se o gene da ODH em um '
sitio adequado de um vetor plasmideo, obtém-se uma bactéria
corineforme na qual a expressdo do gene de ODH é aumentada.
A transformacdo pode ser realizada por um método conhecido,
tal como o método de pulso elétrico (Res Microbiol, Vol.
144, p.181-185, 1993).

A atividade da ODH também pode ser aumentada
incorporando-se multiplas cdpias do gene da ODH em um

cromossomo  por um método conhecido de recombinacao
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homéloga, de modo que O gene da ODH seja expresso em alto
grau.

Um exemplo usando a pactéria corineforme foiAdescrito
acima, mas a atividade da ODH também pode Ser aumentada de
maneira semelhante guando outras bactérias sao usadas.

Além dd mais, a atividade da ODH também pode ser
aumentada substituindo-se um promotor em um cromossomo de
um hospedeiro. Informacdes sobre a seqliéncia de uma regiao
promotora podem ser obtidas, por exemplo, Ppor meio do
GenBank, No. de Acesso ao Banco de Dados AP005276. O tipo
de promotor a ser substituido nao tem limitacdo, desde que
seja capaz de funcionar em uma pactéria hospedeira. E
preferivel um promotor cuja atividade de transcrigdo nao
seja suprimida sob condigdes anaerébicas. Exemplos incluem
um promotor tac e um promotor trc gue sao usados em E.
coli.

Como exemplo de método para substituigdo do promotor,
pode-se citar O método que usa O gene sacB mostrado nos
Exemplos descritos abaixo (Schafer, A. € outros. Gene 145
(1994) 69-73).

Na presente invengdo, a modificagdo para aumentar a
atividade da ODH pode ser realizada em uma bgctéria
produtora de dcido organico dque tenha sido modificada de
modo que a produgao de acido acético seja reduzida. Em uma
pactéria produtora de 4cido orgénico modificada para que a
produgdo de acido acético seja reduzida, 2-oxoglutarato as
vezes se forma como um produto secundario. Como a ODH
catalisa uma reagdao para descarboxilar oxidativamente o 2-
oxoglutarato para gerar succinil-CoA, o aumento da
atividade de ODH leva 5 uma reducdo da quantidade de 2-
oxoglutarato como produto secundario e a um aumento da
producdo do acido organico alvo.

Exemplos de uma nmodificacdo para que a produgao de

4cido acético seja reduzida incluem uma modificacao para
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diminuir as respectivas atividades da acetato quinase
(doravante no presente denominada também ACK),
fosfotransacetilase (doravante no presente denominada
também PTA), acetil-CoA hidrolase (doravante no presente
denominada também ACH) € piruvato oxidase (doravante no
presente denominada também POXB) .

por motivo do éacido acético ser gerado da acetil-CoA
como um produto intermedidrio em um caminho biossintético
de oxaloacetato e derivados de oxaloacetato, é preferivel
gue qualquer uma das atividades das enzimas mencionadas
acima, ou due as atividades de todas as enzimas sejam
reduzidas, de modo que a quantidade de 4dcido acético como
um produto secundario seja reduzida blogueando-se O caminho
pbiossintético do acido acético.

O termo “atividade da PTA” refere-se a uma atividade
de catalisacdo de uma reagcdo que gera acetil-fosfato
transferindo fosfato para acetil-CoA. A expressao
Ymodificado(a) de modo que a Aatividade da PTA” seja
reduzida significa que a atividade da PTA é mais baixa que
uma atividade especifica de uma cepa nao modificada, tal
como uma cepa do tipo selvagem. A atividade da PTA ¢
reduzida, preferivelmente, para 30% ou menos, ou% mais
preferivelmente, 10% ou menos por célula bacteriaha, em
comparagdo com uma cepa nao modificada. A atividade da PTA
pode ser eliminada completamente. A reducdo da atividade da
PTA pode ser confirmada por medigdo da atividade da PTa
pelo método de Klotzsch e outros (Klotzsch, H>R., Meth
Enzymol 12, 381-386 (1969)) .

O termo “atividade da ACK” refere-se a uma atividade
de catalisagao de uma reacao gque gera acido acético de
acetil-fosfato e ADP. A expressao wmodificado(a) de modo
que a atividade da ACK seja reduzida” significa que 2
atividade da ACK & mais baixa do que uma atividade

especifica de uma cepa nio modificada, como uma cepa do
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tipo selvagem. A atividade da ACK é reduzida,
preferivelmente, a 30% ou menos e, mais preferivelmente,
10% ou menos por célula bacteriana, em comparagdo com uma
cepa ndo modificada. A atividade da ACK pode ser
completamente eliminada. A reducdo na atividade da ACK pode
ser confirmada por medigdo da atividade da ACK pelo método
de Ramponi e outros (Ramponi G., Meth Enzymol 42, 409-426
(1975)) .

Na Corynebacterium glutamicum (inclusive uma bactéria
classificada como Brevibacterium flavum), ambas as enzimas
sdo codificadas pelo operon pta-ack, conforme descrigdo em
Microbiology Fev. de 1999; 145 (Pt 2):503-13, de modo que
as atividades de ambas as enzimas, PTA e ACK, podem ser
reduzidas rompendo-se o gene pta.

O rompimento do gene pta pode ser conduzido de acordo
com um método conhecido, tal como um método que usa uma
recombinagdo homdloga, ou um nétodo que usa O gene sacB
(Schafer, A. e outros. Gene 145 (1994) 69-73). Como exemplo
de gene pta, pode-se citar um DNA contendo a seqguiéncia de
nucleotideos de numeros 1 a 1383 mostrada na SEQ ID NO:7.
Além disso, como o gene a ser usado para rompimento do gene
pta pode ter homoiogia em um grau gue seja suficien%e para
causar recombinacdo homdéloga com o gene pta em um DNA
cromossémico de uma bactéria corineforme como alvo para
rompimento, um gene homdélogo a seqgliéncia tambem pode ser
usado. Nesse caso, a homologia em wum grau que seja
suficiente para causar recombinacdo homdéloga significa
homologia de, preferivelmente, no minimo 70%} mais
preferivelmente no minimo 80% e ainda mais preferivelmente,
no minimo 90% e, particularmente preferivel, no minimo 95%.
Além disso, DNAs que podem hibridizar com o gene mencionado
acima sob condic¢des rigorosas podem sofrer recombinagdo
homéloga entre si.

A bactéria usada na presente invencdo pode ser uma
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bactéria obtida por uma combinagdo de dois ou mais tipos de
modificacdo mencionados ‘acima, além da modificacdo para
aumentar a atividade da ODH. Quando sao realizadas
maltiplas modificacdes, a ordem de cada modificacdo ndo é
particularmente limitada.

O termo “atividade da ACH” refere-se a uma atividade
de catalisacdo de uma reacdo que gera &cido acético de
acetil-CoA e agua. A expressdao “modificada(o) de tal modo
que a atividade da ACH é reduzida” significa qué a
atividade da ACH ¢é mais baixa do que ‘uma atividade
especifica de uma cepa ndo modificada, tal como uma cepa do
tipo selvagem. A atividade da ACH & reduzida a 50% ou
menos, preferivelmente 30% ou menos e, mais desejavelmente, -
10% ou menos por célula bacteriana, em comparacdo com uma
cepa nao modificada. O termo “reduzida” também inclui a
eliminagdo completa da atividade. A reducdo da atividade da
ACH pode ser confirmada por medicdo da atividade da ACH
pelo método de Gergely, J. e outros (Gergely, J., Hele, P.
& Ramkrishnan, C.V. (1952) J Biol Chem 198 p323-334).
Exemplos do gene que codifica .a ACH de uma bactéria
corineforme incluem a seqliéncia de Corynebapterium
glutamicum (NCgl240, No. de Acesso NC 003450 no :benBank
(uma fita complementar aos numeros de nucleotideos de
2729376 a 2730884 em NC 003450)) depositada no GenBank (WO
2005/113744); A sequéncia do gene ach da Corynebacterium
glutamicum também é mostrada em 1037 a 2545 da SEQ ID
NO:14. Além disso, um gené que tenha homologia com a
seqiéncia em um grau que seja suficiente para causar
recombinagdo homdéloga com o gene ach em um Cromossomo
também pode ser usado. Aqui, a homologia em um grau gue
seja suficiente para causar recombinagdo homdéloga significa
homologia de, preferivelmente, no minimo 70%; mais
preferivelmente, no minimo 80%; mais preferivelmente ainda,

no minimo 90% e, particularmente preferivel, no minimo 95%.
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Além disso, DNAs que possam hibridizar com o gene acima
mencionado sob condicdes rigorosas podem sofrer
recombinacdo homéloga entre si.

0 termb “atividade da POXB” refere-se a uma atividade
de catalisagdo de uma reagdo que gera acido acético de
acido piruvico e agua. A expressdo “modificada de modo que
a atividade da POXB é reduzida” significa que a atividade
da POXB € mais baixa do que uma atividade especifica de uma
cepa ndo modificada, como uma cepa do tipo selvaéenu A
atividade da POXB diminui, preferivelmente, para 50% ou
menos; mais preferivelmente, 30% ou menos e,
particularmente preferivel, 10% ou menos por célula
bacteriana em. comparagdo com uma cepa ndo modificada. O
termo “reduzida” também inclui a completa eliminacao da
atividade. A redugdo da atividade da POXB pode ser
confirmada por medigdo da atividade da POXB pelo método de
Chang e outros (Chang Y. e Cronan J.E.JR, J Bactériol 151,
1279-1289 (1982)). Exemplos do gene poxB de uma bactéria
corineforme incluem a séqUéncia (uma fiﬁa complementar aos
numeros de nucleotideos de 2776766 a 2778505, No. de Acesso
Genbank NC 003450) depositada no GenBank (WO 2005/%13745).
A seqiéncia do gene poxB de Corynebacterium glﬁ%amicum
também ¢é mostrada em 996 a 2735 da SEQ ID NO:16. Além
disso, também bode ser usado um gene que tenha homologia
com a seqléncia em um grau que seja suficiente para causar
a recombinacdo homdéloga com o0 gene pPoxB em um Cromossomo.
Aqui, a homologia em um grau que seja suficiente para
causar recombinagdo hombéloga significa preferivelmente uma
homologia de no minimo 70%; mais preferivelmente, no minimo
80%; mais preferivelmente ainda, no minimo 90% e,
particularmente preferivel, no minimo 95%. Além disso, DNAs
que possam hibridizar com o gene mencionado acima sob
condic¢des rigorosas podem sofrer recombinacdo homdloga

entre si.
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O rompimento do gene ach e do gene poxB pode ser
realizado por um método conhecido, de maneira semelhante ao
rompimento do gene pta, conforme descrigao acima.

A bactéria da presente invencdo pode ser uma bactéria
modificada de modo que a atividade da lactato desidrogenase
(doravante aqui denominada também LDH) seja reduzida, em
acréscimo ao aumento da atividade da ODH. A referida
bactéria é particularmente efetiva quando © acido orgénico
& o acido succinico. Essa bactéria pode ser obtida, por
exemplo, por meio da preparagao de uma bactéria com O gene
da LDH rompido, seguida por modificagdo da bactéria com O
gene da ODH. Deve-se notar due gualguer uma das duas
nmodificacdes, seja a que reduz a atividade da LDH, ou a que
sumenta a atividade da ODH, pode ser realizada em primeiro
lugar.

A expressdo “a atividade da LDH €& reduzida” significa
que a atividade da LDH & mais baixa em comparagao com a de
uma cepa nao modificada quanto ao gene da LDH. A atividade
da LDH é preferivelmente reduzida para 10% ou menos por
célula bacteriana, em comparagdao com a da cepa nao
modificada. ‘além  disso, a atividade da LDH pode ser
completamente eliminada. A redugao da atividade da L%H pode
ser confirmada por medicao da atividade da LDH por um
método conhecido (L.Kanarek e R.L. Hill, J Biol Chem 239,
4202 (1964)). Como exemplos de métodos especificos para @
obtencdo de uma cepa de pactéria corineforme cuja atividade
da LDH & reduzida, pode-se citar o método gque usa &
recombinacdo homdéloga em um cromossomo, descrito em JP-A-
11-206385, o método que usa O gene sachb (Schafer, A. €
outros. Gene 145 (1994) 69-73) e semelhantes.

Além disso, a bactéria usada na presente invencdo pode
ser uma bactéria nodificada de modo que & atividade da
piruvato carboxilase (doravante aquil denominada também PC)

seja aumentada, emn acréscimo ao aumento da atividade da
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ODH. A expressdo “a atividade da PC é aumentada” significa
que a atividade da PC aumenta preferivelmente 100% ou mais
e, mais preferivelmente, 300% ou mais, em comparégéo com a
das cepas ndo modificadas, como uma cepa do tipo selvagem
ou uma cepa-mde. A atividade da PC pode ser medida, por
exemplo, por um método para medir uma reducdo de NADH (WO
2005/021770). A referida bactéria pode ser obtida, por
exemplo, 1introduzindo-se o gene da PC em uma bactéria -
corineforme na qual a expressdao do gene da ODH foi
aumentada. Deve-se notar que tanto a introdugéo do gene da
PC quénto a modificagdo para aumentar a atividade da ODH
podem ser realizadas em primeiro lugar.

A introdugdo do gene da PC 'pode ser realizada
expressando-se em um alto grau o gene da piruvafo
carboxilase (PC) em uma bactéria corineforme, de maneira
semelhante & descrita em JP-A-11-196888. Como gene da PC,
pode ser usado, por exemplo, um gene da PC derivado de
Corynebacterium glutamicum (Peters-Wendish, P.G. e outros.
Microbiology, vol. 144 (1998) p915-927 (SEQ ID NO:5)). Na
sequiéncia de nucleotideos da SEQ ID NO:5, uma ‘parte dos

nucleotideos pode ser substituida com outros nucleotideos,

ou pode ser suprimida; novos nucleotideos podem ser
inseridos, ou uma parte dos nucleotideos pode @ser
deslocada, desde que a atividade da ~ PC ndao seja

substancialmente prejudicada. Qualquer um desses derivados
pode ser wusado na presente invencdo. Além disso, os
seguintes DNAs também podem ser adequadamente usados: um
DNA que hibridize com um ‘DNA contendo a sediéncia de
nucleotideos de SEQ ID NO:5 sob condig¢des rigorosas; um DNA
que tenha homologia de, no minimo, 90%, preferivelmente no
minimo 95% e, mais preferivelmente, no minimo 99% em
relacdao a seqgiiéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:5 e que
codifique uma proteina que tenha atividade de PC.

Além do mais, um gene da PC derivado de bactérias gque
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nao sejam Corynebacterium glutamicum, ou de outras
bactérias, animais, ou plantas, também pode ser usado. Em
particular, as seqiéncias dos genes da PC derivados das
seguintes bactérias, animais e plantas j& sdo conhecidas
(0os documentos de referéncia sdo indicados abaixo), ou os
genes podem ser obtidos por hibridizacdo de maneira
semelhante a descrita acima, ou amplificando-se a ORF por
um método de PCR.

Humano ([Biochem. Biophys. Res. Comm., 202, 1009-1014,
(1994) ]

Camundongo [Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 90, 1766-
1779, (1993)]

Rato [Gene, 165, 331-332, (1995)]

Levedura Saccharomyces cerevisiae [Mol. Gen. Genefw
229, 307-315, (1991)] |

Schizosaccharomyces pombe [DDBJ No. de Acesso

No.; D78170]

Bacillus stearothermophilus [Gene, 191, 47-50, (1997)]

Rhizobium etli [J. Bacteriol., 178, 5960-5970, (1996)]

O aumento da atividade da PC dee ser realizado de
modo semelhante ao do aumento da atividade da ODH, qpnforme
descrito acima. )

Método para a Producdo de Acido Organico

O método para a produgdo de um acido organico da
presente invencdo consiste em permitir que as bactérias
mencionadas acima, ou células tratadas das mesmas, ajam
sobre uma matéria prima orgédnica em uma solucdo de reacdo
contendo um ion carbonato, um ion bicarbonato, ou gas
dioxido de carbono para produzir um &acido organico, e em
coletar o acido organico. Os &cidos organicos a serem
produzidos incluem os &cidos orgdnicos mencionados acima.
Entre esses, o A&cido succinico, acido fumarico, &cido
malico ou éacido piravico sdo preferenciais, e o acido

succinico é o mais preferencial.
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Quando as bactérias mencionadas acima sdo usadas na
produgcdao de um A&cido orgéanico, as bactérias submetidas a
cultura em um meio sbélido inclinado, tal como o agar, podem
ser usadas diretamente para a reacdo, mas as células
bacterianas preparadas cultivando-se antecipadamente as
bactérias mencionadas acima em um meio liquido (isto &,
cultura semeada) podem ser usadas preferencialmente. O meio
a ser usado para a cultura semeada pode ser qualquer um dos
que sdo usados normalmente para o cultivo de bactérias.
Pode-se usar, por exemplo, um meio comum, que é preparado
adicionando-se fontes naturais de nutrientes como extrato
de carne, extrato de levedura e peptona a uma composigdo
formada por sais inorganicos como sulfato de aménig,
fosfato de potéssio e sulfato de magnésio. Apds a cultura
semeada, as células bacterianas sdo usadas preferivelmente
para a reacdo de producdo de um acido orgénico depois de
terem sido colhidas por centrifugacdo, separacdo por

membrana, ou procedimentos semelhantes. O &cido orgénico

pode ser produzido permitindo-se que a bactéria obtida pela

cultura semeada reaja com uma matéria prima orgdnica ao
mesmo tempo em que prolifera em um meio contendo a matéria
prima organica. Alternativamente, o acido orgédnico pode ser
produzido permitindo-se que as células bacterianas obtidas
por proliferacdo antecipada reajam com a matéria prima
organica em uma solucdo de reacdo contendo a matéria prima
organica.

Na presente invencdo, também podem ser usadas células
bacterianas tratadas. Exemplos de células bacterianas
tratadas incluem células Dbacterianas 1imobilizadas com
acrilamida, carragenano, ou semelhante; restos de células
bacterianas ésmagadas, um sobrenadante de centrifugagao das
mesmas, ou fracdes obtidas purificando-se parcialmente o
sobrenadante com um tratamento de sulfato de amdnio ou

semelhante.
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A matéria prima organica a ser usada no método de
produgcdao da presente invengdo ndo é particularmente
limitada, desde que seja uma fonte de carbono que possa ser
assimilada pelas bactérias descritas no presente para gerar
um acido orgdnico como o &cido succinico. Em geral, usa-se
um carboidrato fermentdvel, inclusive: um carboidrato como
galactose, lactose, glicose, frutose, glicerol, sucrose,
sacarose, amido, ou celulose; ou polialcoois, como
glicerina, manitol, =xilitol ou ribitol. Entre esses, séo
preferiveis a glicose " ou a sucrose, e a glicose &
especialmente preferivel.

Além disso, também pode ser usado um liquido para
sacarificagdo de amido, melado ou semelhantes, gue contenha
gualquer um dos carboidratos fermentdveis mencionados
acima. Qualquer um desses carboidratos; fermentaveis pode
ser usado isoladamente ou em combinagdo com outro(s). A
concentragdo em que a matéria prima orgd&nica mencionada
acima é usada ndo é especialmente limitada, mas é vantajoso
que se aumente a concentrag¢ado tanto quanto for possivel,
dentro de uma faixa que ndo iniba a geracdo de um &cido
organico como o 4&cido succinico. A reacao geralmente ¢
realizada na faixa de 5 para 30% (Peso/Vol;me) e
preferivelmente na faixa de 10 para 20% (P/V). A matéria
prima orgé&nica mencionada acima pode ser adicionada a
medida que diminuir durante o decorrer da reacédo.

A  solugdo de reacdo contendo as matérias primas
organicas ndo ¢ especificamente limitada. A solucao de
reacaoc a ser usada pode ser um meio para cultivo de
bactérias ou um tampdo, tal como um tampido fosfato. A
solucdo de reagdo ¢é preferivelmente uma solucdo aquosa
contendo uma fonte de nitrogénio, sais 1inorgdnicos e
semelhantes. Aqui, a fonte de nitrogénio nao é
especificamente limitada, desde que possa ser assimilada

pelas bactérias descritas no presente para gerar um acido
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organico como o acido succinico. Exemplos especificos de
fontes de nitrogénio incluem varios compostos de nitrogénio
organico e inorgdnico, tais como sais de amdénio, nitrato,
uréia, um hidrolisado de soja, um catabdlito de caseina,
peptona, extrato de levedura, extrato de carne, & milhocina
(CSL) . Exemplos de sais inorgdnicos incluem varios tipos de
fosfatos, sulfatos e sais metalicos de magnésio, potéassio,
manganés, ferro, zinco e semelhantes. Além disso, quaisquer
fatores que promovam o crescimento, inclusive vitamihas
como a biotina, o &cido pantoténico, inositol e acido
nicotinico; nucleotideos, e aminoacidos, podem ser
acrescentados se necessario. Também ¢é desejavel que uma
quantidade adequada de um agente anti-espumante disponivel
no mercado seja adicionado a solugdo de cultura para
impedir a formagdo de espuma na hora da reacéio.

A solucdo de reacdo contém ions carbonato, 1ions
bicarbonato e géas de'diéxido de carbono, além das matérias
primas orgénicas, da fonte de nitrogénio, dos sais
inorgadnicos e semelhantes mencionados acima. Os 1ions
carbonato ou os ions bicarbonato podem ser fornecidos por
éarbonato de magnésio, carbonato de sdédio, biCaerpato de

<
s6édio, carbonato de potassio, ou bicarbonato de potassio,
que também pode ser usado como agente neutralizante.
Entretanto, se necessario, os ions carbonato ou 1ions
bicarbonato também podem ser fornecidos por carbonato ou
bicarbonato, ou sais desses, ou gas de didéxido de carbono.
Exemplos especificos dos sais de carbonato ou bicarbonato
incluem carbonato de magnésio, carbonato de aménio,
carbonato de sédio, carbonato de potéassio, bicarbonato de
aménio, bicarbonato de sédio e bicarbonato de potéssio. Os
ions carbonato ou ions bicarbonato sdo adicionados com uma
Concentragéo de 1 para 500 mM, preferivelmente 2 para 300
mM, e mais preferivelmente, 3 para 200 mM. Quando a solucdo

contiver gas de didxido de carbono, a guantidade de gas de
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didéxido de carbono a ser contida € de 50 mg a 25 g;
preferivelmente, de 100 mg a 15 g e, mais preferivelmente,
de 150 mg a 10 g por litro de solucédo.

O pH da solugdo de reagdo pode ser ajustado por meio
do acréscimo de carbonato de sdédio, bicarbonato de sédio,
carbonato de potéssio, bicarbonato de potassio, carbonato
de magnésio, hidréxido de sédio, hidréxido de calcio,
hidréxido de magnésio, ou semelhante. O pH para a reacdo é
geralmente de 5 a 10, preferivelmente de 6 a 9,5; assim
sendo, o pH da solugdo de reagdo € ajustado, se necessario,
dentro da faixa mencionada acima, com um material alcalino,
carbonato, uréia, ou semelhante, mesmo durante a reacdo.

A temperatura Otima para o crescimento das bactérias a
serem usadas na reagdo fica geralmente na faixa de 25°C a
35°C. A temperatura no momento da reacdo fica geralmente na
faixa de 25°C a 40°C, e preferivelmente, na faixa de 30°C a
37°C. A quantidade de células bacterianas a serem usadas na
reacdo nao é especificamente limitada, mas a quantidade é
ajustada na faixa de 1 a 700 g/L, preferivelmente de 10 a
500 g/L e, mais preferivelmente, de 20 a 400 g/L. O periodo
de tempo da reacdo € preferivelmente de 1 a 168 h?ras e,
mais preferivelmente, de 3 a 72 horas. )

| Quando se realiza a cultura semeada de bactérias, é
preciso fornecer oxigénio por aeracdo e agitacdo. Por outro
lado, uma reacdo para produzir um acido orgdnico como o
acido succinico pode ser realizada com aeracdo e agitacao,
ou pode ser realizada sob condi¢do anaerdbica, sem aeracdo
e sem fornecimento de oxigénio. Aqui, o termo “condicdo
anaerdbica” significa que uma reacdo € conduzida ao mesmo
tempo em que o nivel de oxigénio dissolvido é mantido baixo
na solugdo. Nesse caso, é desejavel que se conduza a reacio
com niveis de oxigénio dissolvido de 0 a 2 ppm,
preferivelmente de 0 a 1 ppm e, mais preferivelmente, de 0

a 0,5 ppm. Para tal fim, podem ser usados métodos gque
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incluem conduzir a reag¢do com um vaso hermeticamente selado
sem aeragdo; conduzir a reagdo ao mesmo tempo em que se
fornece um gé4s inerte, tal como gds nitrogénio, e realizar
aeragao com um gas inerte contendo gas de didxido de
carbono.

A reacdo bacteriana mencionada acima leva a geracdo e
acumulacdo, em uma solugd&o de reagdo, de acidos orgénicos
como o Aacido succinico, &acido fumérico, &acido mdlico, ou
acido piruvico. Os &cidos orgdnicos acumulados na solucdo
de reagdo (solugdo de cultura) podem ser coletados da
solugdo de reacao de acordo com procedimentos
convencionais. Especificamente, os acidos orgdnicos podem
ser coletados removendo-se a substancia sélida, como
células bacterianas, por meio de centrifugacao, filtragéb,
ou semelhante e dessalgando-se o restante com uma resina
trocadora de ions ou semelhante, seguido por cristalizacdo
ou purificacdo da solucdo por cromatografia de coluna.

Além disso, na presente invencdo, apdés a producdo dos
acidos orgdnicos pelo método da presente invencdo descrito
acima, pode-se Conduzir uma reacdo de polimerizacdo usando
os acidos orgdnicos obtidos como uma matéria prima para
produzir polimeros contendo acidos orgénicos. N

Nos uUltimos anos, ao mesmo tempo em que O numero de
produtos industriais favoraveis ao ambiente esta
aumentando, polimeros preparados usando-se matérias primas
de origem vegetal tém atraido atencdo. O &cido succinico a
ser produzido na presente invencdo pode ser processado CoOmo
polimero, tal como poliéster e poliamida, e usado como tal.
Exemplos especificos de polimeros contendo acido succinico
incluem os poliésteres de acido succinico obtidos por meio
da polimerizagdo entre um diol, tal como butanodiol ou
etileno glicol e &cido succinico, e poliamidas de acido
succinico obtidas por meio da polimerizagdo entre uma

diamina, tal como hexametilenodiamina e acido succinico.
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Além disso, o écido succinico obtido pelo método de
producdo da presente invengdo, ou uma composicdo contendo o
dcido succinico, podem ser usados em aditivos alimentares,
produtos farmacéuticos, cosméticos e semelhantes.

Exemplo 1
Preparacdo de Cepa Amplificada com Plasmideo de ODH

(A) Extracao de DNA Gendmico da Cepa MJ233

Em 10 mL de meio A [2 g de uréia” 7 g de (NH4),S04, 0,5
g de KHyPO,, 0,5 g de KpHPOs, 0,5 g de MgSOq-7H0, 6 mg de
FeS04-7H0, 6 mg de MnSO4-4-5H,0, 200 pg de biotina, 100 ug
de tiamina, 1 g de extrato de levedura, 1 g de 4&cido
éasamino, e 20 g de glicose dissolvidos em 1 L de &gua
destilada], a cepa MJ-233 de Brevibacterium flavum foi
cultivada até a ultima etapa da fase logaritmica e és
células bacterianas foram coletadas por centrifugacédo
(10.000 x g, 5 minutos). As células bacterianas obtidas
foram suspensas, a uma concentracdo de 10 mg/mL, em 0,15 mL
de uma solugdo contendo uma lisozima,. 10 mM NaCl, 20 mM
tampédo Tfis (pH 8;0) e 1 mM EDTA-2Na. Em seguida,
adicionou-se proteinase K & suspensdo, de modo a obter-se
uma concentragdo final de 100 pg/mL, e o resultido foi
mantido a 37°C por uma hora. Acrescentou-se aindaAaodecii
sulfato de sédio, de modo a obter-se uma concentfaCéo final
de 0,5% e o resultado foi mantido a 50°C por 6 horas para
bacteridlise. Ao lisato, foi adicionada uma solucido de uma
quantidade equivalente de fenol e clorofdérmio, e a mistura
foi lentamente agitada a temperatura ambiente, por 10
minutos. Subseqgientemente, a mistura toda foi centrifugada
(5.000 x g por 20 minutos a uma temperatura de 10 a 12°C) e
a fracdo sobrenadante foi coletada. Acrescentou-se acetato
de sédio de modo a alcancar 0,3 M e 2 equivalentes de
etanol foram acrescentados e misturados. A mistura foi
submetida a centrifugacdo (15.000 x g por 2 minutos) para

coletar-se o precipitado. O precipitado coletado foi lavado
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com etanol 70% e, entdo, foi secado por sopro de ar. Ao DNA
obtido, foram adicionados 5 mL de uma solugcdo de 10 mM
tampdao Tris (pH 7,5) contendo 1 mM de EDTA-2Na, e deixou-se
descansar durante a noite, a 4°C. O DNA obtido foi usado
como DNA “template” para a PCR conduzida mais tarde.

(B) Clonagem do Gene da ODH e Construgdo de um Plasmideo

para Aumento

O gene (odhA), incluindo uma regido promotora de 2-
oxoglutarato desidrogenase componente do complexo EI,
derivado da cepa MJ-233 de Brevibacterium flavum foi obtido
realizando-se PCR, usando o DNA preparado em (A) acima como

“template”, e DNAs sintetizados (SEQ ID NO:1 e SEQ 1ID

NO:2), que foram configurados com base na seqiiéncia do gene

(uma fita complementar a 1172498-1176271 do No. de Acesso
BAOOOO36 da Base de Dados do GenBank) da cepa ATCC13032 de
Corynebacterium glutamicum, cuja seqliéncia gendmica inteira
foi relatada. Uma solucdo de reacdo foi composta com 1 pL
do DNA “template”, 0,5 pL de PfxDNA polimerase (fabricada
por Invitrogen Corporation), o tampdc anexo na concentragao
1, 0,4 pL de cada um dos “primers”, 1 mM MgSOs, e 0,2 n
MdNTPs, e o volume total foi ajustado em 50 wuL. A
temperatura de reacdao e as condigdes da reacgao foram as
seguintes: foi usado o ciclador térmico para DNA PTC-200
(fabricado por MJ Research Inc.), e um ciclo de 94°C por 10
segundos e 68°C por 5 minutos foi repetido 35 vezes, sendo
a solucdo de reacdo mantida em 94°C por 2 minutos no
primeiro ciclo e mantida em 68°C por 10 minutos no ciclo
final. Apdés a conclusdo da reacdo de PCR, 0,1 uL de Takara .
Ex Taqg (TRAKARA BIO INC.) foi acrescentado, e a mistura foil
ainda mantida a 72°C por 30 minutos. O produto amplificado
foi confirmado como segue: o produto amplificado foi
separado sendo submetido a eletroforese em gel de agarose
0,75% (SeaKem GTG agarose, fabricada por FEMC Bioproducts

Inc.); entdo, foi visualizado sendo submetido a coloragiao
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com brometo de etidio e, desse modo, foi detectado um
fragmento de cerca de 4,4 kb. O fragmento de DNA-alvo foi
coletado do .gel usando-se O QIAQuick Gel Extraction Kit
(fabricado por QIAGEN GmbH) . O fragmento de DNA coletado
foi misturado com um vetor de clonagem do produto da PCR,
pT7Blue T-Vector (fabricado por Novagen Inc.) e ambos foram
ligados entre si usando-se O Ligation Kit ver. 2 (TAKARA
BIO INC.). O DNA de plasmideo obtido foi -usado para
transformar E. coli (cepa DH5alfa). A E.coli recombinante
assim obtida foi espalhada em um meio agar LB contendo 50
pug/mL ampicilina e 50 pg/mL X-Gal. O clone que formou uma
colénia branca no meio foi cultivado em um meio liquido por
um método convencional, seguido por purificacgdo do DNA de
plasmideo. O DNA de plasmideo obtido foi clivado com as
enzimas de restricdo Ssel e BamHI e, desse modo, detectou-
se um fragmento inserido de cerca de 4.4 kb. O DNA de
plasmideo obtido foi denominado pODH1.0.

(C) Construgdo de Vetor de Expressdo para Bactéria

Corineforme que Tem Compatibilidade com pTZ4

(i) - Introducdo de gene resistente a estreptomicina/
espectinomicina

Um vetor para bactéria corinefofme gue € cgﬁaz de
coexistir com pTZ4 foi construido substituindo-se o gene
resistente a canamicina do vetor plasmideo pC3 (Plasmid 36

62(1996)) que tem uma regido de replicacgao compativel com

pTZ4 com o) gene resistente a estreptomicina/

'espectinomicina. Deve-se notar due pTz4 & © plasmideo

original de um plasmideo para amplificagao da PC

introduzido na cepa MJ233/PC/ALDH descrita abaixo.

O gene resistente a estreptomicina/espectinomicina (E.
coli Tn7) foi obtido por PCR na gqual o vetor binario
pLAN4Z1 (Plant Cell Reports 10, 286 (1991)) para
transformacdo de vegetal, que carrega O geng, foi usado

como “template”.
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Uma solugdo de reacdo foi composta com 10 ng do DNA
“template”, 0,2 ubL de PfxDNA polimerase (fabricada por
Invitrogen Corporation), © tampao anexo com concentragdo 1,
0,3 uL de cada "um dos ‘“primers” (DNAs sintetizados
mostrados na SEQ ID NO:10 e SEQ 1ID NO:11), 1 mM MgSOs e
0,25 p MdMTPs, e © volume total foi ajustado em 20pL.

A temperatura da reacdo e as condicdes de reacgao foram
como segue: foi utilizado o ciclador térmico de DNA PTC-200
(fabricado por MJ Research Inc.), € um ciclo de 94°C por 20
segundos, 60°C por 20 segundos e 72°C por 60 segundos foi
repetido 20 vezes, sendo que a solugao de reacao foi
mantida em 94°C por 1 minuto € .20 segundos no primeiro
ciclo e foi mantida em 72°C por > minutos no ciclo final.

0 .produto amplificado foi confirmado como segue: o
produto amplificado foi separado sendo submetido a
eletroforese em gel de agarose 0,8% (agarose Seakem GTG:
fabricada' por FMC Bioproducts Inc.); © produto foi
visualizado sendo submetido a coloracao com brometo de
etidio, e um fragmento de 937 bp foi detectado. O fragménto
de DNA-alvo foi coletado do gel usando-se O QIAQuick Gel
Extraction Kit (fabricado por QIAGEN GmbH). O fragmento de
DNA coletado foi submetido a fosforilacao no termfhal 57
com T4 Polynucleotide Kinase (TAKARA BIO INC.) . |

Apdés o pC3 ser_clivado com as enzimas de restrigéo
HindIII e Nrul, ambas as extremidades foram cegadas com
Klenow Fragment (TAKARA BIO INC.). O fragmento de DNA foi
misturado com Os genes resistentes a estreptomicina/
espectinomicina preparados conforme descrigao acima, € ©
fragmento e O gene foram ligados um ao outro usando-se ©O
Ligation Kit ver. 2 (TAKARA BIO INC.). O DNA de plasmideo
obtido foi usado para transformar E. coli (cepa DHS5alfa) e
50 pg/mL de espectinomicina foram espalhados sobre um meio
agar LB. A coldénia obtida foi cultivada em um meio liquido

e o DNA de plasmideo foi preparado por um  método
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convencional. Como resultado da ‘andlise de PCR mencionada
acima na qual os DNAs sintetizados de SEQ ID NO:10 e SEQ ID
NO:11 foram usados COmMO “primers”, a insercdo do gene
resistente a estreptomicina/espectinomicina foi confirmada.
O DNA de plasmideo obtido foi denominado -pC3.

Em seguida, um fragmento de DNA foi preparado
clivando-se o pC3 com as enzimas de restricdo BamHI e
PvulI, e ambas as extremidades do fragmento do DNA foram
cegadas com Klenow Fragment. O . fragmento de DNA foi
misturado com pBglII Linker (TAKARA BIO INC.: CAGATCTG)
para realizar a ligacdo usando-se O Ligation Kit ver. 2
(TAKARA BIO INC.). O DNA de plasmideo obtido foi usado para
transformar E. colli (cepa DH5alfa) e a E. coli transformada
foi espalhada sobre um meio agar LB contendo 50 upg/ml de
espectinomicina. A colénia obtida foi cultivada em um meio
liquido e o DNA de plasmideo foi preparado por um método
convencional. Um DNA de plasmideo que podia ser clivado com
4 enzima de restrigdo foi selecionado e denominado pC3.1.
(ii) Introdugao de um sitio de multiclonagem

O gene de alfa-peptideo incluindo o sitio de
multiclonagem Laci foi preparado por PCR usando-se
plasmideo de E. coli, pT7Blue (Novagen Inc.ﬁ como
“template”, e os DNAS sintetizados mostrados nas SEQ ID
NO:12 e SEQ ID NO:13 como “primers”.

Uma solucdo de reagao foi composta com 10 ng do DNA
“template”, 0,2 ubL de PfxDNA polimerase (fabricada por
Invitrogen Corporation), ©O tampao anexo em concentragdo 1,
0,3 uM de cada um dos “primers”, 1 mM de Mgso4, e 0,25 u
MdNTPs, e o volume total foi ajustado em 20 pbL.

A temperatura de reacdo e as condicdes da reacao foram
como segue: foi usado © ciclador térmico de DNA pTC-200
(fabricado por MJ Research Inc.), e um ciclo de 94°C por 20
segundos, 60°C por 20 segundos e 72°C por 30 segundos foil

repetido 20 vezes, sendo a solucdo de reacao mantida em
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94°C por 1 minuto e 20 segundos.no primeiro ciclo e em 72°C
por 2 minutos no ciclo final.

O produto amplificado foi confirmado como segue: O
produto amplificado foi separado, sendo submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% (agarose SeaKem GTG:
fabricada por FMC Bioproducts 1Inc.); o produto foi
visualizado sendo submetido a coloragdo com brometo de
etidio, e um fragmento de 5,777 bp foi detectado. O
fragmento de DNA alvo foi coletado do del usando-se O
QIAQuick Gel Extraction Kit (fabricado por QIAGEN GmbH) . O
fragmento de DNA coletado passou por fosforilagdo no
terminal 5’ com T4 Polynucleotide Kinas (TAKARA BIO INC.).

Apés o pC3.1 ter sido clivado com as enzimas de
restricdo PstI e Hpal, ambas as extremidades do fragmento
de DNA foram cegadas com Klenow Fragment. (TAKARA BIO INC.).
O fragmento de DNA foi misturado com © fragmentd de gene de
alfa-peptideo preparado conforme a descrigdo acima, seguido
por ligacdo usando-se o Ligation Kit ver. 2 (TAKARA BIO
INC.). O DNA de plasmideo obtido foi usado para transformar
E. coli (cepa DH5alfa) e a E. coli transformada foi
espalhada sobre um meio agar LB contendo 50 npg/mL de X-Gal
e 50 pg/mL de espectinomicina. Entre as coldnias d%tidas,
foram selecionadas as colénias azuis. As colénias foram
cultivadas em um meio liquido e os DNAs de plasmideoc foram
entdo preparados por um método convencional. Foi confirmado
que cada um dos DNAs de plasmideo tinha um sitio de
clivagem clivado por EcoRV, sendo o sitio derivado do sitio
de multiclonagem ‘LacZ inserido. O DNA de plasmideo obtido
foi denominado pC3.14 (a Figura 1 mostra o procedimento
para a construgdo).

Em seguida, um fragmento de DNA de cerca de 4,4 kb
obtido clivando-se o pODH1.0 com as enzimas de restrigao
Ssel e BamHI foi separado por eletroforese em gel de

agarose 0,75% e coletado. O fragmento obtido foi misturado
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com um fragmento de DNA preparado clivando-se o plasmideo
pC3.14 com as enzimas de restrigdo PstI e BamHI, seguido
por ligagdo usando-se o Ligation Kit ver. 2 (TAKARA BIO
INC.). O DNA de plasmideo obtido foi usado para transformar
E. coli, cepa DHb5alfa. A E. coli transformada foi espalhada
sobre um meio agar LB contendo 50 ug/mL de espectinomicina
e 50 pg/mL de X-Gal. Uma coldénia branca que cresceu no meio
foi cultivada em um meio liquido por um método
convencional, seguido por purificagdo de um DNA de
plasmideo; O plasmideo de DNA obtido foi clivado com as
enzimas de restricdo Ssel e BamHI, selecionado-se, desse
modo, um plasmideo contendo um fragmento de cerca de 4,4
kb, que foi denominado pODH3.2 (Figura 2).
(D Preparacdo de Cepa Amplificada com Plasmideo de ODH

Um DNA de plasmideo (pODH3.2) para aumento da ODH foi
introduzido na Brevibacterium flavum, cepa MJ233/PC/ALDH
(uma cepa na qual o gene de PC foi amplificado e o gene de
LDH foi rompido: JP—A—2Q05-95169: WO 2005/21770) pelo
método de pulso elétrico (Res Microbiol, Vol. 144, p. 181-
185, 1993). O transformante obtido foi espalhado sobre um
meio agar LBG [10 g de triptona, 5 g de extrato de
levedura, 5 g de NaCl, 20 g de glicose e 15 g d; agar,
dissolvidos em 1 L de dagua destilada] contendo 10 upg/mL de
estreptomicina e 25 pug/mL de canamicina. Cada uma das cepas
que cresceu no meio foil cultivada em um meio liquido por um
método convencional. Entdo, os DNAs de plasmideo foram
extraidds e analisados por clivagem com enzimas de
restrig¢do. Como resultado, foi <confirmado que a cepa
carregava pODH3.2 e ela fol denominada Brevibacterium
flavum cepa MJ233/pODH/PC/ALDH.

(E) Medicgdo da Atividade Enzimdtica da ODH

A cepa Brevibacterium flavum  MJ233/pODH/PC/ALDH
mencionada acima foi cultivada durante a noite em 100 ml de

meio A contendo 2% de glicose. 50 ml da cultura obtida
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foram submetidos a centrifugagdo a 4000 rpm a 4°C por 10
minutos, para coleta de células. Depois disso, a cepa foi
lavada duas vezes com 30 mL de tampdo 100 mM TES-NaOH (pH
7,5). As células bacte;ianas lavadas foram suspensas em 10
mL de tampdo A (tampdo 100 mM TES-NaOH (pH 7,5), 30%
glicerol) e 1 mL da suspensdao de células bacterianas foi
transferido para um tubo Falcon de 15 ml para lise, e foi
adicionado 1 mg de gldébulos de vidro. A suspensdo de
células bacterianas foi submetida a lise ultra-sénica (um
ciclo de 1 minuto de sonicagdo em nivel Alto seguido por 2
minutos de quebra foi repetido 7 vezes) com Bioruptor
(fabricado por Cosmo Bio Co., Ltd.) na condicdo de
resfriamento a 4°C. A solugdo de 1lise das células
bacterianas foi submetida a centrifugacdo a 4°C a 18.000 x
g por 5 minutos para remogdo dos gldébulos e foi ainda
submetida a centrifugagdo a 18.000 x g por 25 minutos. O
sobrenadante obtido foi usado como uma fracdo de enzima
bruta para medir a atividade enzimatica da ODH. A
concentracdo de proteina foi medida com Protein Assay (Bio-
Rad Laboratories, Inc., #500-00006), usando-se uma
concentrag¢ao BSA como padrao.

A atividade da ODH foi medida como seg&é, com
referéncia ao método descrito em Agric Biol Chem,.44(8L
1897-1904, 1980, I Shiio e K Ujigawa-Takeda. Primeiramente,
uma solug¢do de reagdo foi preparada de modo a conter o

seguinte, na concentracdo final: 100 mM tampdo de NaOH TES

(DOJINDO LABORATORIES, #344-02653) (pH  7,7); 0,2 mM
coenzima A (Wako Pure Chemical Industries, Ltd., #306-
50481); 0,3 mM pirofosfato de ‘tiamina (Sigma-Aldrich
Corporation, #8754); 5 mM 2-oxoglutarato (Sigma-Aldrich
Corporation, #305-72-6) ; 3 mM L-cistelna (Wako  Pure
Chemical Industries, Ltd., #033-05272) 5mM MgCl,, 1 mM 3-

acetilpiridina adenina dinucleotideo (Wako Pure Chemical

Industries, Ltd., #44047000). Depois que a solucdo de
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reacdo foi transferida para uma “cuvette” para medicdo, a
solugcdo de enzima bruta foi adicionada para dar inicio a
uma reagdo. A elevacdo da absorvéncia (Ajgs) fol medida em
365 nm. 1U foi definido como quantidade de enzimas quando
Ajzes aumentou em 1 por minuto. A atividade especifica de ODH
da cepa Brevibacterium flavum MJ233/pODH/PC/ALDH foi medida
pelo método mencionado acima como 0,028 U/mg de proteina.
Por outro lado, as células bacterianas obtidas cultivando-
se a cepa Brevibacterium flavum MJ233/PC/ALDH como cepa-mie
de maneira semelhante, mostraram uma atividade especifica
de ODH de 0,009 U/mg de proteina. Como resultado, foi
confirmado que a atividade da ODH aumentou cerca de 3 vezes
na cepa amplificada pelo plasmideo da ODH.

Exemplo 2
Avaliacdo da Cepa Amplificada com o Plasmideo da ODH

(A) Condicédo Isenta de Amdnia

Em um frasco cénico de 500 mL foram adicionados 100 mL
de um meio obtido dissolvendo-se 4 g de uréia, 14 g de
sulfato de aménio, 0,5 g de fosfato monopotassico, 0,5 g de
fosfato de potassio dibésico, 0,5 g de sulfato de magnésio
heptaidrato, 20 mg de sulfato ferroso heptaidrato, %Q mg de
sﬁlfato de manganés hidrato, 200 ug de D-biotina, 266 ng de
hidrocloreto de tiamina, 5 g de extrato de levedura, e 5 g
de acido casamino em 1000 mL de &gua destilada, meio esse
que foi aquecido a 120°C por 20 minutos para esterilizacao
e depoié foi resfriado até a temperatura ambiente. Foram
entdao adicionados 4 mL de uma solucdo aquosa de glicosé a
50% previamente esterilizada, 50 uL de solucdo aquosa de
canamicina a 5% filtrada assepticamente e 50 uL de solucdo
aquosa de estreptomicina a 2% assepticamente filtrada.
Entao, a cepa Bre&ibacterium flavum MJ233/pODH/PC/ALDH
preparada em (D) do Exemplo 1 foi inoculada no meio acima
para cultura semeada a 30°C, por 24 horas.

Em um fermentador de 5 L, foli adicionado um meio



10

15

34/40

obtido dissolvendo-se 42 g de sulfato de amdénio, 1(5 g de
fosfato monopotéssico, 1,5 g de fosfato de potassio
dibasico, 1,5 g de sulfato de magnésio.heptaidrato, 60 mg
de sulfato ferroso heptaidrato, 60 mg de sulfato de
manganés hidrato, 600 pg de D-biotina, 600 ug de
hidrocloreto de tiamina, 15 g de extrato de levedura, 15 g
de é&cido casamino e 1 mL de um anti-espumante (Adekanol
LG294, fabricado por Asahi Denka Co., Ltd.) em 2.500 mL de
agua destilada. Esse meio foi entdo aquecido a 120°C por 20
minutos para esterilizagdo e, entdo, foi resfriado até
temperatura ambiente. Foram adicionados 500 mL de solucédo
aquosa de glicose a 12%, previamente esterilizada, 1,5 mL
de solucéao aguosa de canamicina a 5% filtrada
assepticamente e 1,5 mL de solugdo aquosa de estreptomicina
a 2% assepticamente filtrada. 100 mL da cultura semeada
mencionada acima foram acrescentados ao meio e mantidos a
30°C, seguido por cultura principal por 16 horas com pH
7,5, mantido usando-se 2 M carbonato de aménio, com aeracdao
de 500 mL por minuto, e agitacd&o a 500 rpm.

' Em um frasco cénico de 500 mL, foi acrescentado um
meio obtido dissolvendo-se 0,2 g de sulfato de magnésio
heptaidrato, 8 mg de sulfato ferroso heptaidrato/ 8 mg de
sulfato de manganés hidrato, 80 ng de D—biotiha, 80 upg de
hidrocloreto de tiamina, e 1 mL de um anti-espumante
(Adekanol LG294, fabricado por Asahi Denka Co., Ltd.) em
200 mL de agua destilada. O meio foi entdo aquecido a 120°C
por 20 minutos para esterilizacdo e, entdo, resfriado até
temperatura ambiente. O meio foi adicionado as células
obtidas centrifugando-se a cultura principal mencionada
acima a 8.000 rpm por 5 minutos, e as células foram
novamente suspensas de modo que O0.D. (660 nm) tornou-se 60.
200 mL da suspensdo e 200 mL de solucdo de glicose a 20%

esterilizada previamente foram carregados em uma jarra

- fermentadora de 1L e misturados, sendo a mistura resultante
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mantida em 35°C. A mistura foi submetida a uma reacdo com
pH 7,6 mantido com 2 M carbonato de amdénio, na condicdo
isenta de aeragcdo e agitacdo a 400 rpm. A reacdo foi
concluida cerca de 47 horas apds o seu inicio.

Como resultado, na cepa Brevibacterium flavum
MJ233/pODH/PC/ALDH, o rendimento de 4cido succinico
aumentou em 3,4% e a quantidade de produgdo de aminoacidos
por &acido succinico diminuiu em 47%, em comparacdo com a
cepa MJ233/PC/ALDH. Isto é, descobriu-se que o aumento da
ODH teve efeitos significativos de melhora no rendimento de
dcido succinico e de redugdo na producdo de aminoacidos.

(B) Condicdo Isenta de Sdédio

Em um frasco cénico de 500 mL, foram carregados 100 mL
de um meio obtido dissolvendo-se 4 g de uréia, 14 g de
sulfato de aménia, 0,5 g de fosfato monopotéssico, 0,5 g de
fosfato de potédssio dibadsico, 0,5 g de sulfato de magnésio
heptaidrato, 20 mg de sulfato ferroso heptaidrato, 20 mg de
sulfato de manganés hidrato, 200 pg de D-biotina, 200 ug de
hidrocloreto de tiamina, 5 g de extrato de levedura e 5 g
de acido casamino em 1000 mL de &gua destilada. O meio foi
entdo aquécido'a 120°C por 20 minutos para estérilig@géo e,
entdo, foi resfriado até temperatura ambiente. 4V mL de
solucdao aquosa de glicose a 50% previamente esterilizada,
50 pL de solugdo aquosa de canamicina filtrada
assepticamente e 50 puL de solug¢do aquosa de estreptomicina
a 2% filtrada assepticamente foram adicionados ao meio.
Entdo, a «cepa Brevibacterium flavum MJ233/pODH/PC/ALDH
preparada em (D) do Exemplo 1 foi inoculada no meio para
cultura semeada a 30°C por 24 horas.

Em um fermentador de 5 L, fol carregado um meio obtido
dissolvendo-se 42 g de sulfato de aménio, 1,5 g de sulfato
monopotassico, 1,5 g de fosfato de potassio dibasico, 1,5 g
de sulfato de magnésio heptaidrato, 60 mg de sulfato

ferroso heptaidrato, 60 mg de sulfato de manganés hidrato,
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600 up de D-biotina, 600 pg de hidrocloreto de tiamina, 15
g de extrato de levedura, 15 g de &cido casamino, e 1 mL de
um anti-espumante (Adekanol LG294, fabricado por Asahi
Denka Co., Ltd.) em 2500 mL de &gua destilada. O meio foi
entdo aquecido a 120° por 20 minutos para esterilizacdo e
entao foi resfriado até temperatura ambiente.
Acrescentaram-se entdo 500 mL de solugdo aquosa de glicose
a 12% previamente esterilizada, 1,5 mL de solucao aquosa de
canamicina a S% assepticamente filtrada e 1,5 mL de solucdo
aquosa de ‘estreptomicina a 2%, assepticamente filtrada.
Entédo, 100 mL do meio de cultura semeada mencionado acima
foram acrescentados, e o resultado foi mantido em 30°C,
seguido por cultura principal por 16 horas com pH 7,5,
mantido usando-se 2 M de carbonato de amdnio, com aeracdo
de 500 mL por minuto e agitacdo a 500 rpm.

Em um frasco cénico de 500 mL, carregou-se um meio
obtido dissolvendo-se, em 200 mL de &gua destilada, 0,2 g
de sulfato de magnésio heptaidrato, 8 mg de sulfato ferroso
heptaidrato, 8 mg de sulfato de manganés hidrato, 80 ng de
D-biotina, 80 pg de hidrocloreto de tiamina, e 1 mL de um
anti-espumante (Adekanol LG294, fabricado por Asahg Denka
Co., Ltd.). O meio foi entdo aquecido a 120°C  por 20
minutos para esterilizacdo e, depois, resfriado” a
temperatura ambiente. O meio foil acrescentado as células
bacterianas coletadas por centrifugacdo da cultura obtida
pela cultura principal mencionada acima a 8.0004rpm por 5
minutos, e as células foram suspensas novamente, de modo
que O.D. (660 nm) tornou-se 60. 200 mL da suspensdo e 200
mL de solucdo de glicose a 20% previamente esterilizada
foram carregados em uma jarra fermentadora de 1 L, foram
misturados e a mistura resultante foi mantida a 35°C. A
reacao foi realizada com pH 7,6, mantido usando-se 2 M
carbonato de amdénia, em condicdo sem aeracdo, e agitacdo a

400 rpm. A reagdo foi concluida cerca de 47 horas apdés o



10

15

37/40

seu inicip.

Como resultado, na cepa Brevibacterium flavum
MJ233/pODH/PC/ALDH o rendimento de acido succinico aumentou
em 3,8% e a quantidade da produgdo de &cido acético por
acido succinico diminuiu em 27%, em comparacdo com a cepa
MJ233/PC/ALDH. Isto é, descobriu-se que o aumento da ODH
teve efeitos significativos de melhora do rendimento do
acido succinico e de redugdo da producdo de &cido acético.

Exemplo 3

O Efeito do Aumento da ODH em uma Cepa na qual a Producdo

de Acido Acético foi Reduzida

(A) Preparacdo de uma Cépa ODH-Amplificada

Avaliou-se o efeito da 2-oxoglutarato desidrogenase
aumentada sobre uma cepa na qual a producdo de acido
acético foi reduzida. Como cepa na qual a producido de acido
acético foi reduzida, usou-se uma cepa 2256 A (ldh, pta,
ack, ach, poxB). A cepa foi obtida diminuindo-se cada uma
das atividades da lactato desidrogenase (ldh), acetil-CoA
hidrolase (ach), fosfotransacetilase (pta), écetato quinase
(ack), e piruvato oxidase (poxB) na Brevibacterium
lactofermentum 2256 (Corynebacterium glutamicum AT§C13869)
(WO 2005/113744 e WO 2005/113745). )

Como plasmideo para amplificacdo da ODH, foi usado o
pPKS-X (WO 95/34672) contendo o gene da ODH; o plasmideo
pPK4 (WO 95/34672), que é o vetor correspondente, foi usado
como’ controle. A cepa Brevibacterium lactofermentum 2256 A
(ldh, pta, ack, ach, poxB) fol transformada pelo método de
pulso elétrico. A cepa transformada foi espalhada sobre um
meio agar CM-Dex contendo 25 pg/mL de canamicina (contendo
1,5% agar em 5 g/L glicose, 10 g/L polipeptona, 10 g/L
extrato de levedura, 1 g/L K:HPO4, 0,4 g/L MgSQO4:7H.0, 0,01
g/L FeS04-7H.0, 0,01 g/L MnSO;-7H.0, 3 g/L uréia, e 1,2 g/L
hidrolisado de soja, e tendo pH 7,5 (KOH)) e foi cultivada

a 31,5°C por cerca de 24 horas. Entdo a coldnia obtida foi
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purificada e o plasmideo foi extraido por um método
convencional. Como resultado, confirmou-se que o plasmideo-
alvo havia sido introduzido. Uma cepa obtida introduzindo-
se o plasmideo com ODH amplificada na cepa em que a
producdo de &cido acético foi reduzida foi denominada 2256
A (ldh, pta. ack, ach, poxB)/pPKS-X. Uma cepa obtida
introduzindo-se o vetor foi.denominada 2256 A (ldh, pta.
ack, ach, poxB)/pPK4. |
(B) Produgdo de Acido Succinico pela Cepa ODH-Amplificada

A cepa na qual o plasmideo ODH-amplificado descrito
acima foi introduzido (2256 A (ldh, pta. ack, ach,
poxB) /pPKS-X) e a cepa na qual o vetor descrito aéima‘foi
introduzido (2256 A (l1dh, pta. ack, ach, poxB)/pPK4) foram
cultivadas em meio agar CM-DEX. As célﬁlas bacterianas
obtidas foram inoculadas em 3 ml de meio semeado (20 g/L
glicose, 14 g/L (NHg),SOq, 0,5 g/L KH;PO,, 0,5 g/L KyHPO,,
0,5 g/L MgSO4-7H;0, 4 g/L uréia, 0,02 g/L FeSO,-7H,0, 0,02
g/L MnSO4-7H,0, 200 pg/L biotina, 200 ug/L VB1-HCl, 1 g/L
extrato de levedura e 1 g/L &cido casamino). As células
bacterianas foram cultivadas em tubos de teste a 31,5°C por
cerca de 8 horas sob condig¢do aerdbica com agitacédo.

Em seguida, em cada tubo de teste foram acresé%ntados
3 ml &o meio principal (200 g/L de glicose foram filtrados
e carbonato de magnésio esterilizado com calor seco foi
misturado a glicose filtrada de modo a se obter uma
concentracao final de 143 g/L);>Os tubos de teste foram
selados com rolhas de silicone para impedir aeracdo, e
foram submetidos a cultivo para producido de acido succinico
a 31,5°C por cerca de 48 horas com agitacdo. A guantidade
de acido succinico produzida foi analisada por
cromatografia liquida. Como coluna,- foram usados duas pecas
de Rezex ROA-Organic Acid H+ (Phenomex Inc.) ligadas entre
sl em tandem, e as amostras foram eluldas com 5 mM de acido

toluenosulfénico a 50°C. O eluato foi neutralizado com 20
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mM de solugdo aquosa Bis-Tris contendo 5 mM de 4&cido p-
toluenosulfénico e 100 uM de EDTA. A condutividade elétrica
da mistura foi medida por CDD-10AD (Shimadzu Corporation)
para medir o acido succinico. Varios espécimes de cada cepa
bacteriana foram submetidos a avaliacdo e os resultados
médios estdo na Tabela 1. A coluna “Rendimento(%)” mdstra o)
rendimento de 4&cido succinico em relacdo & glicose e a
coluna “a-KG/AS(%)” mostra a proporcado da concentracao de
a-cetoglutarato (o-KG) em relacdo ao écido_succinico (AS)
no meio de cultura.

Tabela 1. Producdo de Acido Succinico pela cepa

ODH-Aumentada

Nome da Cepa Bacteriana | Rendimento (%) oa~-KG/AS (%)

22560 (ldh, pta, ack, poxB,

ach) / (pPK4) 48,7 3,0
22560 (1dh, pta, ack, poxB,
ach) / (pPKS-X) 51,4 1,6

No caso da cepa 225064 (1dh, pta, ack, poxB,
ach)/(bPKS—X) usada como cepa ODH-amplificada, o rendimento
aumentou em cerca de 3% na média e a quantidade de o-KG
como produto secundario dimingiu para cerca da n@%ade em
comparagcdo com a cepa 2256A (ldh, pta, ack, poxB,
ach)/(pPK4) como controle. Com base nesses reéultados,
descobriu-se que, em uma bactéria produtora de 4acido
succinico que foi modificada de modo que a producdo de
dcido acético diminuisse, o aumento da atividade da ODH
contribuiu para uma diminuicdo da producdo de «o-KG como
produto secundario e para um aumento da produgao de acido
succinico.

Aplicabilidade Industrial

De acordo com o método de produgdo da presente

inveng¢ao, um acido orgénico como o acido succinico pode ser

.produzido rapidamente, com alto grau de eficiéncia. O acido
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organico obtido, tal como o acido succinico, pode ser usado
como aditivo alimentar, ou em produtos farmacéuticos,
cosméticos, e semelhantes. Além disso, um polimero contendo
acido orgénico também pode ser produzido por meio de uma
reagao de polimerizagéo, usando-se o acido orgénico obtido

como matéria prima.

@
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REIVINDICACOES

. Uma bactéria capaz de produzir acido organico, caracterizada por:

a dita bactéria ser modificada de modo que a atividade de 2-
oxoglutarato dehidrogenizagéo seja aumentada se comparada com a
atividade de 2-oxoglutarato dehidrogenizagéo a partir de material néo

modificado.

. Uma bactéria capaz de produzir acido orgénico, caracterizada por:

a dita bactéria ser modificada de modo que a atividade de produgao
de acido acético decresca, e a atividade de 2-oxoglutarato
dehidrogenizagdo seja aumentada se comparada com a atividade de

2-oxoglutarato dehidrogenizagao a partir de material nao modificado.

A bactéria de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada por:

a produgdo de acido acético ser diminuida pelo decréscimo da

atividade acetato quinilica e/ou da atividade fosfotransacetilica.

A bactéria de acordo com a reivindicagéo 2, caracterizada por:

a producdo de acido acético ser diminuida pelo decréscimo da

atividade acetil-CoA hidroxilica.

. A bactéria de acordo com a reivindicagao 2, caracterizada por:

a producdo de acido acético ser diminuida pelo decréscimo da

atividade piruvato oxidilica.

_ A bactéria de acordo com qualquer das reivindicagdes de 1 a 3,

caracterizada por:
a dita bactéria ser posteriormente modificada de modo que a atividade

lactato hidrogeneizadora seja diminuida.

_ A bactéria de acordo com qualquer das reivindicagbes de 1 a 6,

caracterizada por:
a dita bactéria ser posteriormente modificada de modo que a atividade

piruvato carboxilica seja aumentada.

A bactéria de acordo com qualquer das reivindicagdes de 1 a 7,

caracterizada por:
a dita bactéria ser selecionada dentre o grupo cujos nomes cientificos
s30: bactéria corineforme, Bacillus bacterium, Rhizobium bacterium,
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Escherichia bacterium, Lactobacillus bacterium e Saccinobacillus
bacterium.

9. A bactéria de acordo com qualquer das reivindicagbes de 1 a 8,
caracterizada por:
o acido organico ser o acido succinico.

10. Um processo para produgéo de acido organico, caracterizado por:
compreender as etapas de:
permitir & bactéria de acordo com qualquer das reivindicagbes de 1 a
9 ou a uma célula tratada dela derivada a agir como matéria prima
numa reacdo de solugdo contendo um ion carbonato, ou um ion
bicarbonato, ou gas diéxido de carbono para dai produzir um acido
organico; e
coletar o acido organico.

11.0 processo de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado por:
a bactéria ou a célula tratada dela derivada ser permitida agir como
matéria prima organica sob uma atmosfera anaerébica.

12.0 processo de acordo com uma das reivindicagcbes 10 ou 11,
caracterizado por:
a matéria prima organica ser glucose ou sucrose.

13.0 processo de acordo com qualquer das reivindicagbes de 10 a 12,
caracterizado por:
o acido organico ser o acido succinico.

14.Um processo para produzir um acido organico contendo polimero,
caracterizado por:
compreender as etapas de:
produzir um acido orgénico pelo processo de acordo com qualquer
das reivindicacoes de 10 a 13; e
sujeitar o acido orgénico obtido com a matéria prima a uma reagao de

polimerizagao.
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' RESUMO
BACTERIA CAPAZ DE PRODUZIR ACIDO ORGANICO E PROCESSO PARA A
PRODUCAO DO MESMO - Prové-se uma bactéria que é capaz de
produzir um acido orgadnico e que é modificada de modo a ter
a atividade da 2-oxoglutarato desidrogenase aumentada em
comparagdo com a de uma cepa nio modificada. Um acido

orgédnico como o &cido succinico pode ser produzido

cultivando-se a bactéria.
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