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(57) Resumo: MÉTODOS PARA PRODUZIR E PARA FABRICAR UM COMPOSTO ISOPRENÓIDE São aqui fornecidos métodos
para uma produção robusta de isoprenóides via um ou mais caminhos biossintéticos. Também são aqui fornecidos ácidos
nucléicos, enzimas, vetores de expressão, e células hospedeiras geneticamente modificadas para realizar os métodos objetos.
Também são aqui fornecidos métodos de fermentação para a alta produtividade de isoprenóides a partir de células hospedeiras
geneticamente modificadas.
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“MÉTODO PARA PRODUZIR UM COMPOSTO ISOPRENÓIDE” 

PEDIDOS RELACIONADOS ANTERIORES 

Este pedido reivindica o benefício do Pedido Provisório U.S. 

Nos 60/994.790, depositado em 20 de setembro de 2007 e 61/049.350, 

depositado em 30 de abril de 2008, todos os quais são aqui incorporados por 5 

referência em sua totalidade. 

CAMPO DA INVENÇÃO 

São aqui fornecidos, entre outros, composições e métodos para 

uma produção robusta de isoprenóides. Também são aqui fornecidos ácidos 

nucléicos, enzimas, vetores de expressão e células hospedeiras geneticamente 10 

modificadas para realizar os métodos. Também são aqui fornecidos métodos 

de fermentação para a alta produtividade de isoprenóides a partir de células 

hospedeiras geneticamente modificadas. 

FUNDAMENTOS DA INVENÇÃO 

Os isoprenóides são ubíquos na natureza. Eles compreendem 15 

uma família diversa de mais de 40.000 produtos individuais, muitos dos quais 

são vitais para os organismos vivos. Os isoprenóides servem para manter a 

fluidez celular, transporte de elétron e outras funções metabólicas. Um vasto 

número de isoprenóides naturais e sintéticos são úteis como produtos 

farmacêuticos, cosméticos, perfumes, pigmentos e corantes, fungicidas, anti-20 

sépticos, nutracêuticos e intermediários químicos finos. 

Um produto isoprenóide é tipicamente composto de cinco 

unidades de repetição de carbono de difosfato de isopentenila (IPP), embora 

isoprenóides e politerpenos irregulares tenham sido relatados. Na natureza, os 

isoprenóides são sintetizados pelas condensações consecutivas de seu 25 

precursor IPP e seu isômero pirofosfato de dimetilalila (DMAPP). Dois 

caminhos para estes precursores são conhecidos. Eucariotas, com a exceção 

de plantas, no geral usam o caminho dependente do mevalonato (MEV) para 
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abies) e (AJ304839; Quercus ilex).

Ocimeno

a- e (3-Ocimeno, cujas estruturas são

respectivamente,

são encontrados em uma variedade de plantas e frutas incluindo Ocimum

5 basilicum e é fabricado a partir de GPP pela ocimene sintase. Os exemplos

ilustrativos de sequências de nucleotídeo adequados incluem mas não são

limitados a: (AY195607; Antirrhinum majus), (AY195609; Antirrhinum

majus), (AY195608; Antirrhinum majus), (AK221024; Arabidopsis thaliana),

(NM_113485; Arabidopsis thaliana ATTPS-CIN), (NM_113483;

- 10 Arabidopsis thaliana ATTPS-CIN), (NM_117775; Arabidopsis thaliana

ATTPS03), (NM_001036574; Arabidopsis thaliana ATTPS03),

(NM_127982; Arabidopsis thaliana TPS10), (AB 110642; Citrus unshiu

CitMTSL4) e (AY575970; Lotus corniculatus var. japonicus).
g-Pineno

15 a-Pineno, cuja estrutura é

é encontrado nos pinheiros e eucalipto. g-Pineno é fabricado a partir de GPP

pela g-pineno sintase. Os exemplos ilustrativos de sequências de nucleotídeo

adequadas incluem mas não são limitados a: (+) g-pineno sintase (AF543530,

REGIÃO: 1..1887; Pinus taeda), (-)g-pineno sintase (AF543527, REGIÃO:

20 32..1921; Pinus taeda) e (+)/(-)g-pineno sintase (AGU87909, REGIÃO:
6111892; Abies grandis).

3-Pineno
P-Pineno, cuja estrutura é
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REIVINDICAÇÕES 

1. Método para produzir um composto isoprenóide, 

caracterizado pelo fato de que compreende: 

(a) obter células hospedeiras que são capazes de fabricar o 

composto isoprenóide, em que cada célula hospedeira compreende uma 5 

sequência de ácido nucléico heteróloga compreendendo as SEQ ID NOs: 1 a 

5; 

(b) cultivar as células hospedeiras em um meio 

compreendendo uma fonte de carbono sob condições limitadas de oxigênio, 

em que a concentração de oxigênio dissolvido no meio está entre 0% e 20%; e 10 

(c) recuperar o composto isoprenóide produzido pelas células 

hospedeiras do meio, em que as células hospedeiras são células de levedura. 

2. Método de acordo com a reivindicação 1, caracterizado pelo 

fato de que a fonte de carbono compreende uma fonte de carbono não etanol 

que é convertida pelas células hospedeiras em etanol. 15 

3. Método de acordo com a reivindicação 1, caracterizado pelo 

fato de que a fonte de carbono compreende etanol que é exogenamente 

fornecido ao meio. 

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 

3, caracterizado pelo fato de que as células hospedeiras são mantidas em 20 

condições que incluem limitação de oxigênio por entre 4 horas e 12 dias. 

5. Método de acordo com a reivindicação 1, caracterizado pelo 

fato de que as células hospedeiras são S. cerevisiae. 

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 

5, caracterizado pelo fato de que a concentração de oxigênio dissolvido no 25 

meio está entre 0% e 15%. 

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 

6, caracterizado pelo fato de que a concentração de oxigênio dissolvido no 

meio é de 0% ou não pode ser detectada. 
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8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 

7, caracterizado pelo fato de que o isoprenóide é selecionado do grupo que 

consiste de um hemiterpeno, monoterpeno, sesquiterpeno, diterpeno, 

triterpeno, tetraterpeno, e politerpeno. 

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 5 

8, caracterizado pelo fato de que o isoprenóide é um isoprenóide C5-C20. 

10. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 

a 8, caracterizado pelo fato de que o isoprenóide é selecionado do grupo que 

consiste de abietadieno, amorfadieno, careno, α-farneseno, β-farneseno, 

farnesol, geraniol, geranilgeraniol, isopreno, linalool, limoneno, mirceno, 10 

nerolidol, ocimeno, patchoulol, β-pineno, sabineno, γ-terpineno, terpinoleno e 

valenceno. 
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