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“METODOS PARA PRODUZIR UMA SOLUCAO DE ACUCAR E PARA
PRODUZIR UMA SUBSTANCIA ALVO”
Campo Técnico

A presente invengdo refere-se a técnicas para obter uma
solugdo de agucar a partir de um residuo de extragdo de caldo de cana de
aglcar por uso de uma enzima diastatica.
Fundamentos da técnica

O uso de biomassa, por exemplo, por¢des ndo comestiveis de
plantas como cana de aglicar e milho, como fontes de energia renovavel é
esperado. Por exemplo, como para biomassa, etanol produzido a partir de
biomassa, considera-se que mesmo se didxido de carbono for emitido no ar
pela combustdo do etanol da biomassa, ele se origina em diéxido de carbono
no ar fixado pela fotossintese, e assim, a quantidade total de carbono no ar
ndo muda, e possibilidades do mesmo como uma fonte de energia sdo
esperadas.

A fim de usar esta biomassa como descrito acima como um
substrato de fermentagéo, polissacérideos, como celulose, hemicelulose e
lignina, que sdo os componentes priﬁcipais de teor solido em biomassa,
precisam ser processados de modo que possam ser usados como enzimas
diastaticas de microorganismos, e varias técnicas foram descritas (patente
japonesa acessivel ao publico (Kokai) Nos. 2000-236899, 2004-321174,
2009-59, 2009-22165, 2009-155339 e acessivel no pais de uma tradugdo
japonesa do pedido PCT (Kohyo) No. 2008-535664). Além disso, uma
técnica de usar uma composi¢do de enzima contendo dois ou mais tipos de
celulases e hemicelulases como uma mistura para sacarificacdo de biomassa
lignosa foi também descrita (patente japonesa acessivel ao piblico No. 2009-
22165).

O processo de sacarificagdo enzimatica de biomassa € dividido

em uma etapa de pré-tratamento (tratamento para torna-lo fécil para as



10

15

20

25

2

enzimas diastaticas atuarem sobre a celulose e hemicelulose), e a etapa de
sacarificagdo (adicsio de enzimas diastiticas para induzir uma reagfo de
decomposi¢@o de celulose e hemicelulose em monossacarideos). Apesar de
ser tecnicamente possivel produzir sacarideos por este processo, ele nunca foi
industrializado, porque é muito caro. Porque as enzimas diastaticas sdo caras,
para obter uma solug@o de agticar com pouca enzima diastatica foi um desafio
para a industrializacdo do processo.

Bagago ¢ uma biomassa sub-produzida em uma grande
quantidade no momento do esmagamento da cana de aglcar e extra¢do de seu
caldo. Para produzir sacarideos, pasta de papel, materiais de base de utensilios
laqueados, painéis de construgdo, ra¢do animal, e outros, usando o bagaco
como uma material prima, pesquisas e desenvolvimentos, assim como
fabricagdo experimental de produtos e planejamento para industrializagdo
foram realizados. Técnicas para uso bagago como uma material prima de
fermentacdo também foram propostas (patente japonesa acessivel ao publico
No. 2007-15881, acessivel no pais de uma tradugéo japonesa do pedido 2008-
535524 etc.). No estudo de sacarificagio de bagago, pesquisas foram
conduzidas sobre vérios pré-tratamentbs para desenvolver um processo de
sacarificagdo enzimatica tendo valores suficientes bem equilibrados com o
custo pretendido, mas qualquer processo néo foi colocado em uso pratico.

Além disso, foi descrita uma técnica para separar bagago em
mesocarpo (medula de tipo de polpa de soja) e casca (estrutura dura fibrosa),
realizando a fermentagdo do acido lactico com o mesocarpo adicionado com
sacarideos e adicionando um agente espessante ao produto de fermentagio
para produzir ragdo animal (patente japonesa acessivel ao publico No. 11-
137183). No entanto, a sacarificagdo de mesocarpo néo foi relatada.

SUMARIO DA INVENCAO
Um objeto da presente invengfo consiste em prover um

método para eficientemente sacarificar um residuo de extracio de caldo de
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Os inventores da presente invengdo realizaram estudos
extensivos a fim de alcangar o objeto acima mencionado, como um resultado,
encontraram que uma solugdo de aglcar pode ser eficientemente obtida com
menos enzima diastatica por separagdo do bagago de cana de aglicar em
mesocarpo (medula de tipo pasta de soja) e casca (pele externa) e
sacarificagio das por¢des de mesocarpo, ¢ assim alcangaram a presente
invencgdo.

Isto €, a presente invengéo é como a seguir.

(1) Um método para produzir uma solugdo de aglcar
compreendendo a etapa de reagir uma enzima diastatica com mesocarpo que
foi separado da cana de aglicar em um liquido para produzir sacarideos.

(2) O método como mencionado acima, em que 0 mesocarpo
foi separado do bagago da cana de agucar.

(3) O método como mencionado acima, em que o mesocarpo
foi obtido por separa¢do do bagago da cana de aglicar em mesocarpo e casca,
e coleta do mesocarpo. |

(4) O método como mencionado acima, em que a enzima
diastatica ¢ uma celulase ou uma mistura de uma celulase e uma
hemicelulase.

(5) Um método para produzir uma substéncia alvo, que
compreende produzir uma solug@o de aglicar pelo método como mencionado
acima, e produzir a substdncia alvo por fermentagdo usando a solugdo de
acucar obtida ou um produto de fracionamento da mesma como uma fonte de
carbono.

(6) O método como mencionado acima, em que a substincia
alvo € um L-aminodcido ou um 4cido nucleico.

De acordo com a presente inven¢do, no momento de obter uma

solugdo de agticar a partir do residuo de extrago de caldo de cana de agtcar,
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se torna possivel obter a solug@o de aglicar com menos enzima diastética,isto
¢, em um custo menor. A solugdo de agucar obtida ou um produto de
fracionamento da mesma pode ser usada como uma material prima da
fermentacdo de etanol, ou fermentagdo de aminoacido, e assim a produgdo de
energia e materiais utilizaveis a partir de uma biomassa ndo comestivel se
torna possivel.
DESCRICAO DETALHADA DAS FORMAS DE REALIZACAO
EXEMPLARES

A seguir, a presente invencfo sera explicada em detalhes.
<1> Método para produzir solugio de agucar.

A presente invengo refere-se a um método para produzir uma
solugdo de agucar compreendendo a etapa de reagir uma enzima diastatica
com mesocarpo que foi separado da cana de aglcar em um liquido para
produzir um sacarideo.

“Cana de aglicar” € geralmente uma erva perene pertencendo a
familia Gramineae, subfamilia Panicoideae, tribo Andropogoneae, género
Saccharum L., e se refere a 6 espéciés, Saccharum spontaneum L., Saccharum
officinarum L., Saccharum robustum Jeswz'et, Saccharum Barberi Jeswiet,
Saccharum sinense Roxb., e Saccharum edule, assim como hibridos inter-
espécies dos mesmos, e ainda incluem hibridos intergéneros dos mesmos com
plantas de géneros intimamente relacionados (géneros Miscanthus, Sorghum,
Erianthus, Ripidium, etc.) contendo 5% em peso ou mais de aglcar
comercialmente recuperavel (sacarose) em corpo de cana de agtlcar fresco.

O mesocarpo refere-se aos componentes da parede da célula a
partir da parénquima existente nos caules da cana de agucar e contendo caldo
de cana de agtcar.

O mesocarpo inclui o bagaco de cana de agucar separado. Por
exemplo, ao separar o bagago da cana de ag¢licar em mesocarpo e casca, O

mesocarpo pode ser obtido (patente japonesa acessivel ao publico No. 11-
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137183). Bagaco é obtido como um residuo apés a extragdo do caldo deieana
de agticar. O bagago também pode ser chamado megago. Quando o caldo'dé
cana de agucar ¢ extraido, cerca de 25% do peso total geralmente permanece
como um residuo, isto é, bagaco. A cana de agucar ¢ geralmente triturada até
permanecer como um residuo, isto é, bagaco. A cana de agucar é geralmente
triturada até se tornar um material fibroso, entdo uma solugéo de aglcar €
extraida por extra¢8o do caldo com um moinho, ou efus@o usando um difusor,
e o residuo constitui bagaco. No entanto, o método para extragdo de suco néo
¢ limitado a estes. O bagago geralmente contém cerca de 45% de umidade,
cerca de 55% de teor fibroso e uma quantidade pequena de agtcar.

Por remoc¢do da casca fibrosa usando uma peneira a partir do
bagaco como tal ou como bagaco seco, o mesocarpo pode ser obtido como
uma medula de tipo pasta de soja. Como a peneira, peneiras giratorias,
peneiras vibrantes, peneiras inclinadas de 5 a 40 malhas, preferivelmente 10 a
20 malhas, e outras, podem ser usadas. A casca refere-se aos componentes da
parede da célula derivadas a partir das estruturas da pele externa da haste de
cana de agucar, e significa estruturas de planta fibrosa.

O mesocarpo também pode ser obtido separando’ a cana de
agucar (cana limpa) em uma camada de cera, casca e parénquima contendo
caldo de cana de agtcar usando um sistema de separagdo de cana (Onaha A.
et al., Journal of Okinawa Agriculture, Vol. 33 No. 1, pp.61-73), e extraindo o
uso da parénquima para obter o mesocarpo como residuo.

O “residuo de extragdo de caldo de cana de aglicar” acima
mencionado corresponde a bagago quando o bagago é usado como uma
material prima, ou corresponde ao mesocarpo quando o mesocarpo obtenivel
com um sistema de separacdo de cana ou semelhante é usado como uma
material prima. O caldo de cana de aglicar pode permanecer no residuo de
extragdo de caldo.

Uma solugdo de agucar pode ser obtida deixando uma enzima
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diastatica reagir com tal mesocarpo como descrito acima em um liquido para
produzir um sacarideo. Exemplos da enzima diastatica incluem celulase. Utha
mistura de celulase e outra enzima diastatica também pode ser usada. Os
exemplos de uma tal enzima diastatica incluem hemicelulase.

Celulase é uma enzima envolvida na hidrélise de ligagdo (1-
>4)-B-glicosidica, e inclui endoglucanase (EC3.2.1.4), que cliva celulose
amorfa dentro da molécula, exoglucanase (celobiohidrolase, EC3.2.1.91), que
cliva a ligagdo do sacarideo de extremidade de celulose cristalina para liberar
a celobiose, e exo-1,4-B-D-glucosidase (EC3.2.1.74), que gera glicose a partir
da extremidade de celobiose ou celooligosacarideo. As celulases
comercialmente disponiveis sdo vendidas como misturas de celulases tendo as
atividades acima mencionadas, e enzimas derivadas de Aspergillus niger ou
Trichoderma reesei sdo usadas com frequéncia. Cellic Ctec de Novozymes e
Accellerase de Genencor sdo enzimas diastaticas comercialmente disponiveis
mostrando um  desempenho de custo superior. Outras enzimas
comercialmente disponiveis incluem Meicelase de Meiji Seika Kaisha, Ltd., e
assim em diante. .

Hemicelulase é um termo genérico para se referir s enzimas
envolvidas na hidrélise de ligagSes glicosidicas contidas em hemicelulose.
Hemicelulose inclui polissacarideos constituindo as paredes de células de
células de plantas de terra, exceto para celulose e pectina. Os componentes de
hemicelulose abundantemente contém xilano, e os componentes principais de
hemicelulase sfo endo-1,4-B-xilanase (EC 3.2.1.8), B-1,4-xilosidase (EC
3.2.1.37), e assim em diante, mas hemicelulase também contém outras
enzimas de hidrdlise de ligagdo glicosidica. Os exemplos de hemicelulase
comercialmente disponivel incluem Cellic Htec de Novozymes. Hemicelulase
também pode ser obtida de Genencore, Amano Enzyme, etc.

Se uma tal enzima diastatica, como descrito acima é deixada

atuar sobre o mesocarpo, glicose é principalmente produzida, mas outros
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sacarideos como xilose, manose e arabinose se originando em hemicelulose.
sdo também produzidos. Estes sacarideos podem ser ainda isomerizados ou
decompostos por uma reacdo quimica ou uma reagdo enzimatica dependendo
do uso.

Exemplos do liquido usado para a reag¢do incluem solventes
aquosos como solugdes de tampdo. Dependendo da enzima a ser usada, um
volume pequeno de um solvente organico como acido acético pode estar
contido. As condi¢des de reagdo como a temperatura de reagdo e pH podem
ser determinados de modo apropriado, por exemplo, de acordo com as
descrigBes de instrugdes fixadas nas enzimas comercialmente disponiveis, ou
realizando experimentos preliminares. No caso de usar Cellic Ctec de
Novozymes, por exemplo, exemplos das condi¢Ges incluem 45 a 60°C e pH
4,5 a 6,5. Exemplos de quantidade da enzima incluem 2 a 6% (w/v).
Exemplos de tempo de reagdo comum incluem de 24 a 48 horas.

Apesar de a reagfo poder ser realizada em um estado estatico,
porque a reagdo de celulose ou hemicelulose e a enzima diastatica é uma
reago solido- liquido, ela & preferivelmente realizada com agitagéo.

Apesar do mesocarpo obtido como descrito acima poder ser
também usado como tal, ele pode ser uma vez secado e usado. Além disso, o
mesocarpo pode ser ainda pulverizado.

Além disso, antes da reag@o enzimatica, o mesocarpo pode ser
submetido a um pré-tratamento como deslignificagdo ou decomposi¢do
parcial de hemicelulose.

A solugdo de agtcar obtida pode ser também usada como tal,
ou ela pode ser usada como um produto secado apds remogido da umidade,
dependendo do uso. No entanto, os componentes na solugdo de agticar podem
ser usados apds fracionamento apropriado. Os produtos de fracionamento
incluem produtos grosseiramente purificados e purificados. Os exemplos de

produtos purificados incluem glicose.
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<2> M¢étodo para produzir substancia alvo

A solucdo de aglicar ou um produto de fracionamento da
mesma obtenivel de acordo com a presente inveng@o pode ser usada como,
por exemplo, uma fonte de carbono na produgdo de uma substdncia alvo por
fermentacdo. Exemplos da substéncia alvo incluem, por exemplo, alcoois
como metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol e butanodiol. Exemplos
da substancia alvo incluem acido acético, acido lactico, acido propidnico,
acido 3-hidroxipropidnico, acido succinico, acido citrico, aminoacidos e
acidos nucleicos.

Em particular, exemplos do L-aminoacido incluem L-lisina, L-
ornitina, L-arginina, L-histidina, L-citrulina, L-isoleucina, L-alanina, L-
valina, L-leucina, L-glicina, L-treonina, L-serina, L-prolina, L-fenilalamina.
L-tirosina, L-triptofano, L-cisteina, L-cistina, L-metionina, acido L-
glutdmico, acido L-asparatico, L-glutamina, e L- asparagina.

Além disso, o L-aminodcido referido aqui na presente
invengdo inclui derivados obtidos a partir dos aminoacidos acima
mencionados como materiais de pértida, e exemplos incluem GABA, p-
hidféxi-D-fenilglicina, DOPA, acido suécinico, acido malico e acido piravico.

Exemplos do 4cido nucleico incluem nucleosideos de purina,
nucleotideos de purina, e assim por diante. Os nucleosideos de purina incluem
inosina, xantosina, guanosina, adenosina, e assim por diante, e os
nucleotideos de purina incluem ésteres de 5'-fosfato dos nucleosideos de
purina, por exemplo, acido inosinico, (inosina-5'-fosfato, de agora em diante
também referido como “IMP”), acido xantilico (xantosina-5'-fosfato, de agora
em diante também referido como “XMP”), acido guanilico (guanosina-5'-
monofosfato, de agora em diante também referido como “GMP”), acido
adenilico (adenosina-5'-monofosfato, de agora em diante também referido
como “AMP”), e assim por diante. O acido nucleico referido na presente

invengdo inclui derivados de acidos nucleicos obtidos a partir dos 4cidos
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nucleicos mencionados acima como materiais de partida, e exemplos incluem-
Ara-U (uracil arabinosideo), ZVA (Z-valaciclovir), e assim por diante.

A substancia alvo produzida de acordo com a presente
invencdo pode consistir de um ou dois ou mais tipos de substancias.
(2-1) Microorganismos utilizdveis para a presente invencao

O microorganismo usado para a presente invengdo ndo €
particularmente limitado, desde que um microorganismo tendo uma
capacidade para produzir uma substdncia alvo, e capaz de acumular a
substancia alvo em um meio liquido ou células microbianas quando ele ¢
cultivado no meio é escolhido. A quantidade da substincia alvo a ser
acumulada nfo ¢ também particularmente limitada desde que ela possa ser
acumulada em tal quantidade que possa ser coletada a partir do meio.

Como o microorganismo usado para a presente invengdo ou
uma cepa parental que ¢é wusada para derivar o microorganismo,
microorganismos pertencendo a familia Enterobacteriaceae, exemplos tipicos
dos quais sdo Dbactérias FEscherichia e bactérias Pantoea, bactérias
corineformes, e assim por diante podem ser usados. Outros exemplos de
microorganismos pertencendo & familia Enferobacteriaceae incluem
enterobactérias pertencendo a y-proteobactérias tal como aquelas pertencendo
ao género Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Erwinia, Salmonella,
Morganella, ou os semelhantes, e exemplos de outros microorganismos
incluem bactérias Alicyclobacillus, bactérias Bacillus, leveduras pertencendo
ao género Saccharomyces, Candida ou os semelhantes, e assim por diante.

Como as bactérias Escherichia, aquelas mencionadas no
trabalho de Neidhardt et al. (Neidhardt, F.C. et al., Escherichia coli and
Salmonella Typhimurium, American Society for Microbiology, Washington
D.C., 1208, tabela 1), tal como Escherichia coli, podem ser utilizadas.
Exemplos de cepas tipo selvagem de Escherichia coli incluem, por exemplo,

a cepa K12 e derivados desta, cepa MG1655 de Escherichia coli (ATCC No.
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47076), cepa W3110 (ATCC No. 27325), e assim por diante. Elas estdo
disponiveis a partir da American Type Culture Collection (ATCC, Endereco:
P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108, Estados Unidos da América). Isto &,
numeros de registro sdo dados para cada uma das cepas, e as cepas podem ser
ordenadas usando estes niimeros de registro. Os nlimeros de registro das cepas
sfo listados no catdlogo da American Type Culture Collection (se referir a
http://www.atcc.org/).

Além disso, exemplos das bactérias Enterobacter incluem
Enterobacter agglomerans, Enterobacter aerogenes e assim por diante, e
exemplos das bactérias Pantoea incluem Pantoea ananatis. Algumas espécies
de Enterobacter agglomerans foram recentemente re-classificadas em
Pantoea agglomerans, Pantoea ananatis, Pantoea stewartii ou as
semelhantes, baseado na andlise de sequéncias de nucleotideos de 16S rRNA,
etc.. Tanto as bactérias Enterobacter como bactérias Pantoea podem ser
usadas contanto que a bactéria escolhida seja classificada na familia
Enterobacteriaceae. Quando uma cepa de Pantoea ananatis ¢ melhorada por
uma técnica de engenharia genética, Pantoea ananatis cepa AJ13355 (FERM
BP-6614), cepa AJ13356 (FERM BP-6615), cepa AJ13601 (FERM BP~7207)
e derivados destas podem ser usados. Estas cepas foram identificadas como
Enterobacter agglomerans quando elas foram isoladas, e depositadas como
Enterobacter agglomerans. Entretanto, elas foram recentemente re-
classificadas como Pantoea ananatis com base eni sequenciamento de
nucleotideos de 16S rRNA e assim por diante como descrito acima.

As bactérias corineformes sfo um grupo de microorganismos
definido em Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 8th Ed., p.599
(1974), e microorganismos classificados em tais bacilos aerdbicos, Gram-
positivos e ndo 4cido-resistentes que sdo incapazes de esporular podem ser
usados. As bactérias corineformes incluem bactérias que foram previamente

classificadas no género Brevibacterium, mas atualmente sdo unidas no género
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Corynebacterium (Int. J. Syst. Bacteriol. 41:255-260 (1991)), e bactérias

pertencendo ao género Brevibacterium ou Microbacterium, que s30°

intimamente relacionados ao género Corynebacterium.

as seguintes:

efficiens)

Exemplos especificos de tais bactérias corineformes incluem

Corynebacterium acetoacidophilum
Corynebacterium acetoglutamicum
Corynebacterium alkanolyticum
Corynebacterium callunae
Corynebacterium glutamicum
Corynebacterium lilium
Corynebacterium melassecola

Corynebacterium  thermoaminogenes

Corynebacterium herculis
Brevibacterium divaricatum

Brevibacterium flavum

Brevibacterium immariophilum

Brevibacterium lactofermentum
Brevibacterium roseum
Brevibacterium saccharolyticum
Brevibacterium thiogenitalis
Corynebacterium ammoniagenes
Brevibacterium album
Brevibacterium cerinum

Microbacterium ammoniaphilum

(Corynebacterium

Exemplos especificos de tais bactérias incluem as seguintes:

Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870

C’orynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806



10

15

20

25

12

Corynebacterium alkanolyticum ATCC 21511

Corynebacterium callunae ATCC 15991

Corynebacterium glutamicum ATCC 13020, ATCC 13032,
ATCC 13060

Corynebacterium lilium ATCC 15990

Corynebacterium melassecola ATCC 17965

Corynebacterium efficiens AJ12340 (FERM BP-1539)

Corynebacterium herculis ATCC 13868

Brevibacterium divaricatum ATCC 14020

Brevibaéterium favum ATCC 13826, ATCC 14067, Al 1‘2418
(FERM BP-2205)

Brevibacterium immariophilum ATCC 14068

Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869
(Corynebacterium glutamicum ATCC 13869)

Brevibacterium roseum ATCC 13825

Brevibacterium saccharolyticum ATCC 14066

Brevibacterium fhzogemtalzs ATCC 19240

Brevibacterium ammoniagenes ATCC 6871, ATCC 6872 |

Brevibacterium album ATCC 15111

Brevibacterium cerinum ATCC 15112

Microbacterium ammoniaphilum ATCC 15354

Estas cepas sdo disponiveis de, por exefnplo, American Type
Culture Collection (ATCC) (Enderego: P.O. Box 1549, Manassas, VA
2010812301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, Estados Unidos da
América). A cepa AJ12340 foi depositada em 27 de outubro de 1987 no
National Institute of Bioscience and Human Technology, Agency of Industrial
Science and Technology, Ministry of Economy, Trade and Industry
(atualmente agéncia administrativa independente, National Institute of

Advanced Industrial Science and Technology, International Patent Organism
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Depositary, Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-
ken, 305-8566, Japan), com um niimero de acesso de FERM BP-1539 sob as
provisdes do Tratado de Budapeste. A cepa AJ12418 foi depositada em 5 de
janeiro de 1989 no National Institute of Bioscience and Human Technology,
Agency of Industrial Science and Technology, Ministry of Economy, Trade
and Industry com o niimero de acesso de FERM BP-2205 sob as provisdes do
Tratado de Budapeste.

Quando bactérias Bacillus sdo usadas, exemplos das mesmas
incluem Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, e
assim por diante.

Exemplos de Bacillus subtilis incluem Bacillus subtilis 168
cepa Marburg (ATCC 6051), Bacillus subtilis cepa PY79 (Plasmid, 1984, 12,
1-9), e assim por diante. Exemplos de Bacillus amyloliquefaciens incluem
Bacillus amyloliquefaciens cepa T (ATCC 23842), Bacillus amyloliquefaciens
cepa N (ATCC 23845), e assim por diante. Exemplos de Bacillus pumilus
incluem Bacillus pumilus Gottheil No. 3218 (ATCC 21005)- (Patente US No.
3.616.206), e assim por diante. ~ |

A seguir, sdo descritos niétodos para conferir uma capacidade
de produzir L-aminoédcido ou écido nucleico a tais cepas parentais como
mencionado acima.

Para conferir a capacidade de produzir um IL-aminoacido,
métodos convencionalmente empregados no melhorémento de bactérias
corineformes ou bactérias do género Escherichia (veja “Amino Acid
Fermentation”, Gakkai Shuppan Center (Ltd.), 1st Edition, publicado em 30
de Maio de 1986, pp. 77-100) podem ser usados. Tais métodos incluem
métodos de adquirir um mutante auxotrofico, cepas resistentes a L-
aminodcido, ou um mutante s de regulacdo metabdlica, ou construir uma cepa
recombinante de forma que ela superexpresse uma enzima de biossintese de

L-aminoacido. Aqui, no melhoramento de uma bactéria produtora de L-
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aminoacido, uma ou mais das propriedades descritas acima tal como
auxotrofia, resisténcia a analogo, ou mutagdo de regulacdo metabdlica podem:
ser conferidas. Expressdo de uma ou mais enzimas de biossintese de L-
aminoacido pode ser aumentada. Além disso, os métodos de conferir
propriedades tal como uma mutagdo auxotrdfica, resisténcia a analogo, ou
mutagdo de regulacdo metabélica podem ser combinados com os métodos de
aumentar as enzimas de biossintese.

Uma cepa mutante auxotréfica, cepa resistente ao andlogo de
L-aminodcido ou cepa mutante de regulagdo metabdlica com a capacidade de
pro‘dhzir um L-aminoacido pode ser obtida submetendo uma cepa parental ou
tipo selvagem a mutagénese convencional, como exposi¢do aos raios-X ou
radiacdo UV, ou ao tratamento com um mutageno como N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidina, e entdo selecionar as que exibem autotrofia, resisténcia a
analogo ou mutagfio na regulacdo metabdlica e a qual também tem a
capacidade de produzir um L-amino4cido a partir das cepas mutantes obtidas.

Além disso, a capacidade de producgéo do L-aminoacido pode
ser também conferida ou melhorada jgaelo aumento da atividade enzimatica por
recombinag@o génica. Um exemplo db método para aumentar a atividade
enzimatica inclui a modificagéo da bactéria de modo que a expresséo de um
gene que codifica uma enzima envolvida na biossintese de um L-amino4acido
¢ aumentada. A expressdo génica pode ser também aumentada pela
introdugdo de um plasmideo de amplificag@o preparado pela introducdo de um
fragmento de DNA contendo o gene em um plasmideo apropriado o qual
contém, por exemplo, pelo menos um gene responsavel pela replicagdo e
proliferacdo do plasmideo no microorganismo, aumentando a quantidade de
copias do gene no cromossomo por conjugacdo, transferéncia ou semelhante,
ou introdugdo de uma mutagfio na regifio promotora do gene (referéncia a
Publicacdo Internacional W095/34672).

Quando um gene objetivo é introduzido no plasmideo de
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amplificagdo ou cromossomo anteriormente mencionado, qualquer promotor
pode ser usado para expressar o gene contanto que as fung¢des do promotor
escolhido funcionem em bactérias pertencentes as bactérias corineformes. O
promotor pode ser um promotor native para o gene, ou um promotor
modificado. A expressio de um gene pode ser também controlada pela
escolha adequada de um promotor que funciona fortemente em bactérias que
pertencem a uma bactéria corineforme, ou tornando as regides -35 e -10 do
promotor mais préximas da sequéncia de consenso. Esses métodos para
aumentar a expressdo dos genes da enzima s@o totalmente descritos na
Publicagdo Internacional WOO00/18935, na Publicagéio da Patente Européia
No. 1010755, e assim por diante.

Meétodos especificos para conferir a capacidade de produgéo
de L-aminoacido as bactérias e bactérias conferidas com capacidade de
produgéo de L-aminoécido sdo exemplificadas abaixo.

Bactérias produtoras de L-treonina

Exemplos preferidos de microorganismos com capacidade de
producdo de L-treonina incluem bactérias nas quais uma ou mais atividades
das enzimas do sistema de biossintese de L-treonina sdo intensificadas.
Exemplos de enzimas biossintéticas de L-treonina incluem aspartoquinase II1
(lysC), aspartato semialdeido desidrogenase (asd), aspartoquinase I (thrA),
homosserina quinase (¢hrB), treonina sintase (thrC) codificadas pelo operon
thr e aspartato aminotransferase (aspartato transaminase) (aspC). As
abreviaturas dos nomes dos genes sfo descritas em parénteses (0 mesmo deve
ser aplicado em todo este relatério descritivo). Dentre' essas enzimas,
aspartato semialdeido desidrogenase, aspartoquinase I, homosserina quinase,
aspartato aminotransferase e treonina sintase sdo exemplos particularmente
preferidos. Os genes que codificam as enzimas biossintéticas da L-treonina
podem ser introduzidos em uma bactéria Escherichia a qual tenha capacidade

reduzida de decompor a treonina. Um exemplo de tal bactéria Escherichia
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com capacidade reduzida de decompor treonina é a cepa TDH6, a qual €
deficiente na atividade da treonina desidrogenase (Patente Japonesa acessivel
ao publico nimero 2001-346578).

As atividades enzimaticas das enzimas biossintéticas de L-
treonina sdo inibidas pelo produto final, L-treonina. Consequentemente, para
construir cepas produtoras de L-treonina, é desejavel que os genes para as
enzimas biossintéticas de L-treonina sejam modificados de modo que as
enzimas sejam dessensibilizadas para a inibig8o por retroalimentagéo por L-
treonina nas cepas produtoras de L-treonina. Os genes thrd, thrB e thrC
anteriormente mencionados constituem o operon da treonina, o qual forma
uma estrutura atenuadora. A express@o do operon da treonina € inibido por
isoleucina e treonina no meio de cultura, e também suprimido por atenuagéo.
A modificagdo do operon de treonina pode ser atingida pela remo¢do da
sequéncia lider na regifo de atenuagfo ou do atenuador (referéncia a Lynn,
S.P. et al, J. Mol. Biol. 194:59-69 (1987); W002/26993; W0O2005/049808).

O promotor nativo do operon da treonina esti presente a
montante do operon da treonina, e péde ser substitufdo com um promotor ndo
nativo (referéncia ao W098/04715), oﬁ um operon da treonina o qual tenha
sido modificado de modo que a expressdo do gene de biossintese da treonina
seja controlada pelo repressdi‘ e promotor do A-fago possa ser construida (EP
0593792). Além disso, para modificar uma bactéria de modo que ela seja
dessensibilizada para a inibi¢do por retroalimentagﬁo‘ por L-treonina, uma
cepa resistente ao 4cido a-amino-B-hidroxiisovalérico (AHV) pode ser
selecionada.

E preferivel que o nimero de cépias do operon de treonina que
¢ modificado para dessensibilizar para a inibi¢8o por retroalimentagéo por L-
treonina seja aumentado, ou a expressdo do opero de treonina aumentada pela
ligag@o dela com um promotor potente. O nimero de copias também pode ser

aumentado, além da amplificag@o usando um plasmideo, pela transferéncia do
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operon de treonina para um genoma usando um transposon, fago Mu. ou
semelhante.

Além das enzimas biossintéticas de L-treonina, os genes
envolvidos na via glicolitica, ciclo TCA ou cadeia respiratdria, os genes que
regulam a expressdo desses genes, ou os genes envolvidos na captagdo do
agucar podem ser também preferivelmente intensificados. Exemplos de tais
genes incluem os genes que codificam a transidrogenase (pntAB, EP 733712
B), a fosfoenolpiruvato carboxilase (pepC, W095/06114), a fosfoenolpiruvato
sintase (pps, EP 877090 B) e um gene que codifica a piruvato carboxilase a
partir de bactéria corineforme ou da bactéria Bacillus (WO99/18228, EP
1092776 A).

Também é preferivel otimizar a expressdo de um gene que
confere resisténcia a L-treonina ou L-homoserina, ou confere resisténcia a L.-
treonina ou L-homoserina ao hospedeiro. Exemplos de gene que confere esta
resisténcia incluem gene ritd (Livshits, V.A. et al., 2003, Res. Microbiol.,
154:123-135), rhtB (EP 0994190 A), gene rhtC (EP 1013765 A), yfiK, e
genes yeaS (EP 1016710 A). Os métodos para conferir resisténcia a L-
treonina para um hospedeiro sdo descritos em EP’ 0994190 A’ and
W0O90/04636.

Exemplos de bactérias produtoras de L-treonina e cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar tais bactérias incluem, mas
ndo estdo limitadas, as cepas que pertencem ao gé€nero ‘Escherichz’a, como £.
coli TDH-6/pVIC40 (VKPM B-3996) (Patente US n0.5.175.107, Patente US
n0.5.705.371), E. coli 472T23/pYN7 (ATCC 98081) (Patente US
n0.5.631.157), E. coli NRRL-21593 (Patente US 1n0.5.939.307), E. coli
FERM BP-3756 (Patente US n0.5.474.918), E. coli FERM BP-3519 e FERM
BP-3520 (Patente US 1n0.5.376.538), E. coli MG442 (Gusyatiner et al.,
Genetika (em russo), 14, 947-956 (1978)), E. coli VL643 e VL2055 (EP
1149911 A) e assim por diante.
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A cepa TDH-6 ¢ deficiente do gene #rC, assim como €.
assimiladora de sacarose, e o gene ilv4d tem mutagdo avariada. Esta cepa
também tem uma muta¢do no gene rhtA, a qual confere resisténcia a alta
concentragdo de treonina e homosserina. A cepa B-3996 contém o plasmideo
pVIC40, o qual foi obtido pela inser¢do do operon thr4A*BC, incluindo um
gene thrA mutante no vetor derivado de RSFIOI0. Este gene thrd mutante
codifica a aspartoquinase homosserina desidrogenase I, a qual ¢é
substancialmente dessensibilizada para a inibigdo por retroalimentagdo por
treonina. A cepa B-3996 foi depositada no dia 19 de novembro de 1987 no
All-Union Scientific Center of Antibiotics (Nagatinskaya Street 3-A, 117105
Moscow, Russia com o numero de acesso RIA 1867. A cepa foi também
depositada np Russian National Collection of Industrial Microorganisms
(VKPM) (1 Dorozhny proezd., 1 Moscow 117545, Russia no dia 7 de abril de
1987, com o niimero de acesso VKPM B-3996,

E. coli VKPM B-5318 (EP 0593792 B) pode ser também
usada como uma bactéria produtora de L-treonina ou uma cepa parental para
deriva-la. A cepa B-5318 ¢é protoﬁ*éﬁca em relagdo & isoleucina, e um
repressor do fago lambda sensivel ét/ temperatura C1 e o promotor PR
substituem a regido regulatéria do operon de treonina no plasmideo pVIC40.
A cepa VKPM B-5318 foi depositada como um depoésito internacional no
Russian National Collection of Industrial Microorganisms (VKPM) (1
Dorozhny proezd., 1 Moscow 117545, Russia) no dia 3 de maio de 1990, com
o nimero de acesso VKPM B-5318.

O gene thr4 o qual codifica a aspartoquinase homosserina
desidrogenase 1 de Escherichia coli ¢ um gene localizado nos nimeros de
nucleotideo 337 a 2,799 na sequéncia de genoma da cepa de Escherichia coli
MG1655 registrada com o numero de acesso do GenBank U00096, e a
codificagdo para a proteina registrada com o numero de acesso do GenBank

AAC73113. O gene thrB o qual codifica a homosserina quinase de
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Escherichia coli é um gene localizado nos numeros de nucleotideo2.801 a
3.733 na sequéncia de genoma da cepa MG1655 de Escherichia eol
registrada no numero de acesso do GenBank U00096, e a codifica¢do para a
proteina registrada com o niimero de acesso do GenBank AAC AAC73114. O
gene thrC o qual codifica a treonina sintase de Escherichia coli é um gene
localizado nos numeros de nucleotideos 3.734 a 5.020 na sequéncia de
genoma da cepa de Escherichia coli MG1655 registrada com o numero de
acesso do Genbank U00096, e codificando a proteina registrada com o
nimero de acesso do Genbank AAC73115. Estes trés genes sfo codificados
como o operon de treonina consistindo de thrLABC a jusante do gene thrL
codificando o peptideo lider. Para aumentar a expressdo do operon de
treonina, a regido atenuadora a qual afeta a transcricdo ¢ desejavelmente
removida do operon (W02005/049808, W02003/097839).

Um gene thrA mutante o qual codifica a aspartoquinase
homosserina desidrogenase I resistente a inibi¢do de retroalimentagfio pela
treonina, assim como os genes thrB e thrC, pode ser obtido como um operon
do plasmideo pVIC40 bem conhecido, o qual esta presente na cepa de E. coli
produtora de treonina VKPM B—3996; pVIC40 & descrito em detalhes na
Patente U.S. No; 5.705.371.

O gene ritd é um gene obtido como um gene que confere
resisténcia & homosserina de treonina (rht; resistente a treonina/homosserina),
localizado nos numeros de nucleotideo 848.433 a 849.320 (fita
complementar) na sequéncia de genoma da cepa MG1655 de Escherichia coli
registrada com o nimero de acesso do GenBank No. U00096, e codificando a
proteina registrada com o nimero de acesso do GenBank No. AAC73900.
Também foi revelado que a mutagdo rhtA23 é uma substituigdo de A por G na
posicdo -1 em relacdo ao codon de partida ATG (Livshits, V.A. et al., 2003,
Res. Microbiol., 154:123-135, EP 1013765 A).

O gene asd de E. coli é um gene localizado nos nimeros de
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nucleotideo 3.571.798 a 3.572.901 (fita complementar) na sequéncia do
genoma da cepa MG1655 de Escherichia coli registrada com o niimero de
acesso GenBank U00096, e codificando a proteina registrada com o numero
de acesso GenBank No. AAC76458. Ela pode ser obtida por PCR (referéncia
a White, T.J. et al., Trends Genet, 5, 185 (1989)) utilizando os iniciadores
preparados com base na sequéncia de nucleotideo do gene. Os genes asd dos
outros microorganismos podem ser também obtidos de modo similar.

O gene aspC de E. coli é um gene localizado nos numeros de
nucleotideo 983.742 a 984.932 (fita complementar) na sequéncia do genoma
da cepa MG1655 de Escherichia coli registrada com o numero de acesso
GenBank U00096, e codificando a proteina registrada com o nimero de
acesso GenBank No. AAC74014, e pode ser obtido por PCR. Os genes aspC
de outros microorganismos podem ser também obtidos de maneira similar.
Bactérias produtoras de L-lisina

Bactérias produtoras de L-lisina e métodos para a construgédo
desses sdo exemplificadas abaixo.

Exemplos de cepas com capacidade de produgdo de L-lisina
incluem, por exemplo, cepas resisten“tes ao analogo da L-lisina e cepas
mutantes de regulag@o metabdlica. Exemplos de andlogos de L-lisina incluem,
porém ndo estdo limitados, a oxalisina, hidroxamato de lisina, S-(2-
aminoetil)-L-cisteina (também abreviada como “AEC” a seguir), y-metil-
lisina, a-clorocaprolactama e assim por diante. Cepas mutantes com
resisténcia a esses analogos de lisina podem ser obtidas submetendo uma
bactéria pertencente a familia FEnterobacteriaceae ou uma bactéria
corineforme a um tratamento de mutagénese artificial convencional.
Exemplos especificos de bactérias produtoras de L-lisina incluem Escherichia
coli AJ11442 (FERM BP-1543, NRRL B-12185, ver a Patente Japonesa
acessivel ao publico No. 56-18596 e a Patente U.S. No. 4.346.170),

Escherichia coli cepa VL611 (patente japonesa acessivel ao publico No.
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2000-189180), e assim por diante. Como na Escherichia coli produtora de L-
lisina, a cepa WC196 pode ser também usada (ver a Publicag@o Internacional
WO096/17930).

Além disso, uma bactéria produtora de L-lisina pode ser
também construida aumentando a atividade de uma enzima do sistema de
biossintese da L-lisina. O aumento da atividade de tal enzima pode ser
conseguido pelo aumento da quantidade de copias do gene que codifica a
enzima nas células, ou pela modificagdo de uma sequéncia de controle de
expressdo da mesma.

Um gene pode ser modificado para aumentar a expressdo, por
exemplo, pelo aumento da quantidade de cépias do gene nas células através
de técnicas de recombinagdo genética. Por exemplo, um DNA recombinante
pode ser preparado pela ligagdo de um fragmento de DNA contendo o gene
gapA com um vetor, como um vetor multicopia, o qual € capaz de funcionar
em um microorganismo hospedeiro, e introduzido em uma bactéria para
transformar a mesma.

O aumento do nimero de copias de um gene pode ser também
conseguido pela introdugfo de mﬁltiplas cépias do gene em um DNA
gendmico de uma bactéria. Para introduzir varias copias de um gene em um
DNA gendomico de uma bactéria, a recombinag¢do homoéloga é efetuada pelo
uso de uma sequéncia cujas copias multipas existem no DNA genémico como
alvos. Como sequéncias cujas multiplas copias existem no DNA gen6émico,
DNA repetitivo e repeti¢Ges invertidas existentes na extremidade de um
elemento transponivel podem ser usadas. Outro gene pode ser introduzido ao
lado do gene gapA que existe em um genoma em tandem, ou ele pode ser
introduzido em um gene néo-necessario no genoma em quantidade plural. Tal
transferéncia do gene pode ser efetuada pelo uso de um vetor sensivel a
temperatura ou um vetor de integracdo.

Alternativamente, conforme revelado na Patente Japonesa



10

15

20

25

22

acessivel ao publico No. 2-109985, também ¢ possivel incorporar o gene em
um transposon, e permitir que ele transfira para introduzir multiplas cépias
dos genes em um DNA genOmico. A transferéncia do gene para o genoma
pode ser confirmada efetuando uma hibridizagdo Southern usando uma parte
do gene como sonda.

Além disso, além do aumento acima mencionado do nimero
de copias do gene, a expressdo do gene pode ser intensificada pela
substitui¢do de uma sequéncia de controle de expressdo como um promotor
do gene em um DNA genémico ou plasmideo com um mais forte, tornando as
regides 35 ¢ -10 do gene mais préoximas da sequéncia de consenso, pela
amplificagdo de um regulador que aumente a expressdo do gene, ou pela
delecdo ou atenua¢do de um regulador que diminua a expressdo do gene de
acordo com os métodos descritos na Publicagéo Internacional WOO00/18935.
Por exemplo, o promotor lac, promotor trp, promotor trc, promotor tac,
promotor araBa, promotor PR do fago lambda e o promotor PL, promotor tet,
promotor T7, promotor ®10 e assim por diante sdo conhecidos como
promotores fortes. Um promotor ou regifo SD do gene gap4 pode ser
também modificado de modo a se tornar mais forte pela introdugdo de. uma
substituigo de nucleotideo ou semelhante. Exemplos do método para avaliar
a forca de um promotor e promotores fortes estdo descritos no trabalho de
Goldstein et al. (Prokaryotic promoters in biotechnology, Biotechnol. Annu.
Rev., 1995, 1, 105-128) e assim por diante. Além }disso, sabe-se que a
substituicdo de varios nucleotideos em um espagador entre o sitio de ligagdo
do ribossomo (RBS) e o cédon de iniciagdo de tradugdo, especialmente uma
sequéncia imediatamente a montante do cédon de iniciagdo, afeta muito a
eficiéncia da tradugdo do mRNA, e deste modo esta sequéncia pode ser
modificada. As regides de controle de expressdo, como um promotor de um
gene, podem ser também identificadas pelo uso de um vetor de busca de

promotor ou software de analise de gene como GENETYX. Por tal
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substitui¢do ou modifica¢do do promotor conforme descrito acima, a
expressdo de um gene ¢ aumentada. A substitui¢do de uma sequéncia de
controle de expressdo pode ser também atingida, por exemplo, por um método
usando um plasmideo sensivel & temperatura ou integragdo dirigida por Red
(W02005/010175).

Exemplos dos genes que codificam as enzimas biossintéticas
da L-lisina incluem genes que codificam as enzimas da via do
diaminopimelato, como o gene da diidrodipicolinato sintase (dapA), o gene da
aspartoquinase (lysC), o gene da diidrodipicolinato redutase (dapB), o gene da
diaminopimelato descarboxilase (/ys4), o gene da diaminopimelato
desidrogenase (ddh) (W096/40934 para todos os genes precedentes), gene da
fosfoenolpiruvato carboxilase (ppc) (patente japonesa acessivel ao publico
No. 60-87788), gene da aspartato aminotransferase (aspC) (publicagdo da
patente japonesa (Kokoku) No. 6-102028), gene da diaminopimelato
epimerase (dapF') (patente japonesa acessivel ao publico No. 2003-135060), e
gene da aspartato semialdeido desidrogenase (asd) (W0O00/61723), e os genes
que codificam as enzimas da via do 4cido aminoadipico como gene da
homoaconitato hidratase (patente japoﬁesa acessivel ao publico No. 2000-
157276). Além disso, a cepa de origem pode mostrar um nivel aumentado de
expressdo do gene envoivido na eficiéncia de energia (cyo) (EP 1170376 A),
o gene codificando a nicotinamida nucleotideo transidrogenase (pntAB)
(Patente U.S. No. 5.830.716), o gene ybjE codiﬁcando uma proteina com
atividade de excregdo de L-lisina (W02005/073390), o gene que codifica a
glutamato desidrogenase (gdhd) (Valle F. et al., 1983, Gene 23:199-209) ou
uma combinag8o arbitrdria desses. As abreviagdes para os genes estdo
mostradas entre parénteses.

Sabe-se que a diidrodipicolinato sintase de tipo selvagem
derivada de Escherichia coli sofre de inibi¢do por retroalimentagio pela L-

lisina, e sabe-se que a aspartoquinase tipo selvagem derivada de Escherichia
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coli sofre de supressdo e inibigdo por retroalimentago pela T-lisina.
Consequentemente, quando o gene dapA e o gene lysC sdo usados,<€stes
genes s80 preferivelmente genes que codificam enzimas mutantes
dessensibilizadas para a inibi¢8o por retroalimentagdo pela L-lisina.

Exemplos de DNA codificando uma diidrodipicolinato
sintetase mutante dessensibilizada para inibigdo por retroalimentagdo pela L-
lisina incluem um DNA codificando tal proteina com uma sequéncia de
aminoacidos na qual o residuo de histidina na posi¢do 118 ¢ substituido pelo
residuo de tirosina. Exemplos de DNA codificando uma aspartoquinase
mutante dessensibilizada para inibigdo por retroalimentagdo pela L-lisina
incluem um DNA codificando AKIII com uma sequéncia de aminoacidos na
qual o residuo de treonina na posi¢éo 352, o residuo de glicina na posi¢do 323
e o residuo e metionina na posicdo 318 sfo substituidos por residuos de
isoleucina, asparagina e isoleucina, respectivamente (para esses mutantes, ver
as Patentes U.S. Nos. 5.661.012 e 6.040.160). Tais DNAs mutantes podem ser
obtidos por mutagénese especifica de sitio usando PCR ou semelhante.

Plasmideos com faixa ampla do hospedeiro RSFD80, pCAB1
e pCABD2 sd@o conhecidos como piasmideos contendo um gene dapA
mutante codificando uma diidrodipicolinato sintase mutante e um gene [ysC
mutante codificando uma aspartoquinase mutante (Patente U.S. No.
6.040.160). A cepa de Escherichia coli IM109 transformada com o plasmideo
foi nomeada AJ12396 (Patente U.S. No. 6.040.160), e a cepa foi depositada
no National Institute of Bioscience and Human-Technology, Agency of
Industrial Science and Technology, Ministry of International Trade and
Industry (atualmente National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology, International Organism Depositary) em 28 de outubro de 1993 e
recebeu o nimero de acesso de FERM P-13936, e o depdsito foi entdo
convertido em um depdsito internacional sob as provisdes do Tratado de

Budapeste em 1o. de novembro de 1994 e recebeu o numero de acesso de
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FERM BP-4859. RSFD80 pode ser obtido a partir da cepa AJ12396 por-um
método convencional.

Exemplos de tais enzima envolvidas na produgdo de L-lisina
incluem a homosserina desidrogenase, a lisina descarboxilase (cadA, IdcC), a
enzima madlica e assim por diante, e as cepas nas quais as atividades dessas
enzimas s3o diminuidas ou deletadas sdo reveladas em WQ095/23864,
W096/17930, WO2005/010175, e assim por diante.

E preferivel que as expressdes tanto os genes cad4 quanto
ldeC codificando a lisina descarboxilase sejam reduzidas para reduzir ou
deletar a atividade da lisina descarboxilase. A expressdo de ambos os genes
pode ser reduzida, por exemplo, pelo método descrito em W0O2006/078039.

Para reduzir ou eliminar as atividades dessa enzimas, uma
mutagfo pode ser introduzida nos genes das enzimas em um genoma por um
método de mutagénese comum ou técnica de recombinagéo genética de modo
que as atividades intracelulares das enzimas sejam reduzidas ou eliminadas.
Tal introdugdo de uma mutagdo pode ser conseguida, por exemplo, usando a
recombinagdo genética para eliminar os genes que codificam as enzimas no
genoma ou para modificar uma sequénéia de controle de expressdo, tal como
um promotor ou a sequéncia Shine-Dalgarno (SD). Isto pode ser também
conseguido pela introdugdo de uma mutagfo para substituigdo de aminoacido
(mutagdo sentido errado), um codon de parada (mutagéo ndo sentido) ou uma
mutagdo de mudanga de estrutura para adicionar ou eliminar um ou dois
nucleotideos em regides que codificam as enzimas no genoma, ou
parcialmente ou totalmente deletando os genes (Wang, J.P. et al., 2006, J.
Agric. Food Chem., 54:9405-9410; Winkler W.C., 2005, Curr. Opin. Chem.
Biol., 9:594-602; Qiu Z. e Goodman M.F., 1997, J. Biol. Chem., 272:8611-
8617, Wente, S.R. e Schachman, H.K., 1991, J. Biol. Chem., 266:20833-
20839). As atividades enzimaticas podem ser também reduzidas ou

eliminadas pela construgdo de um gene que codifica uma enzima mutante, da
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qual a regifo codificadora é totalmente ou parcialmente deletada, e a
substitui¢do dela por um gene normal em um genoma por recombina¢do
homologa ou semelhante, ou pela introdugfo de um transposon ou e seu fator
IS no gene.

Por exemplo, para introduzir uma mutagdo que diminua ou
elimine as atividades das enzimas mencionadas acima por recombinagdo
genética, os seguintes métodos sdo usados. Um gene mutante é preparado pela
modifica¢do de uma sequéncia parcial de um gene objetivo de modo que ele
ndo codifique uma enzima que pode funcionar normalmente, e entdo uma
bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae pode ser transformada com
um DNA contendo o gene mutante para causar a recombinagfo de um gene
correspondente no genoma com o gene mutante para substituir o gene
mutante para o gene objetivo no genoma. Exemplos de tal substitui¢do de
gene usando a recombinag8o homologa inclui métodos de uso de um DNA
linear como o método chamado de integracdo Red impulsionada (Datsenko,
K.A, e Warmer, B.L., 2000, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 97:6640-6645) ¢ o
método utilizando a integracéo Red impulsionada em combinagéo com um
sistema “excisivo” derivado do fato A '(Cho, E.H.,, Gumport,'R,I;, Gardner,
J.F., 2002, J. Bacteriol., 184:5200-5203) referéncia ao W02005/010175), um
método de uso de um plasmideo contendo uma origem de replicagdo
termossensivel (Patente U.S. No. 6.303.383, patente japonesa acessivel ao
publico No. 05-007491), e assim por diante. Além disso, tal mutagénese
direcionada a sitio com base na substitui¢do génica usando recombinagdo
homoéloga pode ser também efetuada pelo uso de um plasmideo o qual nfo ¢
capaz de se replicar em um hospedeiro.

Exemplos preferidos da bactéria produtora de L-lisina incluem
Escherichia coli WC196AcadAAlde/pCABD2 (W02006/078039). A cepa foi
construida pela introdugdo do plasmideo pCABD2 contendo os genes da

biossintese de lisina (Patente U.S. No. 6.040.160) na cepa WC196 com genes



10

15

20

25

27

cadA e ldeC rompidos, os quais codificam a lisina descarboxilase. A ‘cepa
WC196 foi criada a partir da cepa W3110, a qual foi derivada de Escherichia
coli K-12, pela substitui¢do do gene lysC tipo selvagem no cromossomo da
cepa W3110 com um gene lysC mutante codificando uma aspartaquinase III
mutante na qual treonina na posi¢do 352 foi substituida com isoleucina,
resultando na dessensibilizagdo da sua inibi¢do por retroalimentagdo por L-
lisina (Patente U.S. No. 5.661.012), e conferindo resisténcia ao AEC para a
cepa resultante (Patente U.S. No. 5.827.698). A cepa WC196 foi designada
Escherichia coli AJ13069, depositada no National Institute of Bioscience and
Human-Technology, Agency of Industrial Science and Technology
(atualmente National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology, International Patent Organism Depositary, Tsukuba Central 6, 1-
1, Higashi 1-Chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japdo) em 6 de
dezembro de 1994, e recebeu o niimero de acesso de FERM P-14690. Entéo,
ela foi convertida em um depoésito internacional sob as provisdes do Tratado
de Budapeste em 29 de setembro de 1995, e recebeu o numero de acesso de
FERM BP-5252  (Patente Us n0.5.827.698). A  propria cepa
WC196AcadAAldc ¢ também uma bactéria de produgéo de L-lisina preferida.
O WC196AcadAAldc foi designado AJ110692, e depositado na agéncia
administrativa independente, National Institute of Advanced Industrial
Science and Technology, International Patent Organism Depositary (Tsukuba
Central 6, 1-1, Higashi 1-Chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japdo)
em 7 de outubro de 2008 com um depdsito internacional e recebeu o niimero
de acesso de FERM BP-11027.

O plasmideo pCABD2 contém um gene dapA mutante
derivado de Escherichia coli e codificando uma diidrodipicolinato sintase
(DDPS) com uma mutagdo para a dessensibilizacdo para a inibigdo por
retroalimentag¢do de L-lisina, um gene lysC mutante derivado de Escherichia

coli e codificando a aspartoquinase 1II com uma mutagdo para a
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dessensibilizag8o para a inibi¢do por retroalimentagdo por L-lisina, © gene
dapB derivado de Escherichia coli e codificando a diidrodipicolinato
redutase, e o gene ddh derivado de Brevibacterium lactofermentum e
codificando a diaminopimelato desidrogenase (Publicagdes Internacionais
WO095/16042 e WO01/53459).

Os procedimentos descritos acima para aumentar a expressio
do gene das enzimas envolvidas na biossintese de L-lisina, e os métodos para
reduzir as atividades enzimaticas podem ser similarmente aplicado aos genes
que codificam as outras enzimas da biossintese do L-aminoacido.

Exemplos de bactérias corineformes produtoras de L-lisina
incluem cepas mutantes resistentes ao AEC (cepa (Brevibacterium
lactofermentum AJ11082 (NRRL B-11470), etc., se refere as Publicagdes de
Patentes Japonesas Nos. 56-1914, 56-1915, 57-14157, 57-14158, 57-30474,
58-10075, 59-4993, 61-35840, 62-24074, 62-36673, 5-11958, 7-112437 e 7-
112438); cepas mutantes que requerem um aminoacido como L-homosserina
para o seu crescimento (se refere as Publicagdes de Patentes Japonesas Nos.
48-28078 e 56-6499); cepas mutantes apresentando resisténcia ao AEC e
ainda requerendo um aminoécido como‘ L-leucina, L-homosserina, L-prolina,
L-serina, L-arginina, L-alanina e L-valina (referéncia a Patente U.S. Nos.
3.708.395 e 3.825.472). cepas mutantes produtoras de L-lisina apresentando
resisténcia ao DL-o-amino-g-caprolactama, a-aminolauril-lactama, andlogo
do acido aspartico, farmaco sulfa, quinodide e N~1auroi1—1eucina; cepas
mutantes produtoras de L-lisina apresentando resisténcia a oxaloacetato
descarboxilase ou um inibidor da enzima do trato respiratorio (Patentes
Japonesas acessivel ao publico Nos. 50-53588, 50-31093, 52-102498, 53-
9394, 53-86089, 55-9783, 55-9759, 56-32995, 56-39778, Publicagdes de
Patentes Japonesas Nos. 53-43591 e 53-1833); cepas mutantes produtoras de
L-lisina que requerem inositol ou acido acético (Patentes Japonesas acessivel

ao publico Nos. 55-9784 e 56-8692); cepas mutantes produtoras de L-lisina
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que sdo suscetiveis ao acido fluoropirtivico ou a uma temperatura de 342C-ou
mais (Patentes Japonesas acessivel ao publico Nos. 55-9783 e 53-86090);
cepas mutantes produtoras de L-lisina de bactérias Brevibacterium ou
Corynebacterium apresentando resisténcia ao etilenoglicol (Patente U.S. No.
4.411.997), e assim por diante.

Bactérias produtoras de L-cisteina

Exemplos de bactérias produtoras de L-cisteina e cepas
parentais para deriva-las incluem, mas ndo estfio limitados, a Escherichia coli
como E. coli JM15 transformada com vérios tipo de alelos do gene cysE que
codificam a serina acetiltransferase resistente & inibig8o por retroalimentag&o
(Patente U.S. No. 6.218.168, Pedido de Patente Russa No. 2003121601), E.
coli W3110 no qual um gene codificando uma proteina adequada para
excrecdo de substancias citotdxicas € superexpressa (Patente U.S. No.
5.972.663), cepa de E. coli com atividade dessulfidrase de cisteina reduzida
(Patente Japonesa acessivel ao publico No. 11-155571), e E. coli W3110 na
qual a atividade do fator de controle de transcri¢do positivo do regulador de
cisteina codificado pelo gene cysB ¢ aumentada (WO01/27307).

Bactérias produtoras de L-leucina | -

Exemplos de bactérias produtoras de L-leucina e cepas
parentais podem ser usadas para derivar as bactérias produtoras de L-leucina
incluem, mas nédo estdo limitados, a cepas da bactéria Escherichia coli, como
cepas de E. coli resistentes & leucina (por exemplo, a cef)a 57 (VKPM B-7386,
Patente U.S. No. 6.124.121)) ou andlogo de leucina incluindo [-2-
tienilalanina, 3-hidroxileucina, 4-azaleucina, 5,5,5-trifluoroleucina e assim
por diante (Publicacdo de Patente Japonesa (Kokoku) No. 62-34397 e Patente
Japonesa acessivel ao publico No. 8-70879), cepas de E. coli obtidas pelo
método de engenharia genética descrito em W096/06926, E. coli H-9068
(Patente Japonesa acessivel ao publico No. 8-70879), e assim por diante.

As bactérias usadas para a presente invencdo podem ser
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melhoradas pela intensificaciio da expressfio de um ou mais genes envolvidos
na biossintese da L-leucina. Exemplos preferidos de tais genes incluem os
genes do operon leudBCD, um exemplo tipico do qual é o gene /eud mutante
que codifica a isopropil malato sintase a qual foi modificada para ser
dessensibilizada para a inibi¢8o por retroalimenta¢éo por L-leucina (Patente
U.S. No. 6.403.342). Além disso, as bactérias usadas para a presente invengéo
podem ser melhoradas pela expressdo aumentada de um ou mais genes que
codificam as proteinas as quais aumentam a exportagdo de L-aminoacidos das
células bacterianas. Exemplos de tais genes incluem 52682 e b2683 (os genes
vgaZH) (EP 1239041 A2).

Exemplos de cepas produtoras de L-isoleucina de bactérias
corineformes incluem as bactérias corineformes das quais o gene bruk
codificando uma proteina de excregdo de cadeia de aminodcidos ramificada é
amplificada (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 2001-169788), as
bactérias corineformes conferiram com a capacidade de produgfio de L-
isoleucina por fusdo de protoplasto com uma bactéria produtora de L-lisina
(Patente Japonesa acessivel ao publico No. 62-74293), a bactéria corineforme
da qual homosserina desidrogenase ¢ aumentada (Patente Japonesa aceésivel
ao publico No. 62-91193), a cepa resistente a hidroxameto de treoniona
(Patente Japonesa acessivel ao publico No. 62-195293), cepa resistente ao
acido a-cetomalonico (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 61-15695) e
a cepa resistente a metil lisina (Patente Japonesa acessi{zel ao publico No. 61-
15696).

Bactérias produtoras de L-histidina

Exemplos de bactérias produtoras de L-histidina e cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar bactérias produtoras de L-
histidina incluem, porém nfo estdo limitadas, as cepas de bactérias de
Escherichia, como cepa de E. coli 24 (VKPM B-5945, RU2003677), E. coli
cepa 80 (VKPM B-7270, RU2119536), E. coli NRRL B-12116 - B 12121
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(Patente US n0.4.388.405), E. coli H-9342 (FERM BP-6675), E. coli H-9343
(FERM BP-6676) (Patente US no0.6.344.347), E. coli H-9341 (FERM BP-
6674) (EP 1085087 A), E. coli AI80/pFM201 (Patente US n0.6.258.554), e
assim por diante.

Exemplos de bactérias produtoras de L-histidina e cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar bactérias produtoras de L-
histidina também incluem cepas nas quais a expressdo de um ou mais genes
codificando enzimas biossintéticas de L-histidina sdo intensificadas.
Exemplos de tais genes incluem gene ATP fosforibosiltransferase (hisG),
gene fosforibosii AMP ciclohidrolase (hisl), gene fosforibosil-ATP
pirofosfohidrolase  (hisl), gene fosforibosilformimino-5-aminoimidazol
carboxamida ribotida isomerase (hisA), gene amidotransferase (hisH), gene
histidinol fosfate aminotransferase (hisC), gene histidinol fosfatase (hisB),
gene histidinol desidrogenase (4isD), e assim por diante.

Sabe-se que as enzimas biossintéticas da L-histidina
codificadas por hisG e hisBHAFI sao inibidas pela L-histidina, e deste modo a
capacidade de produzir L-histidina pode também ser eficientemente
intensificada pela introdug@o de uma 1ﬁutagﬁo a qual confere re‘sisténéia a
inibicdo por retroalimentagdo no gene que codifica para ATP
fosforribosiltransferase (hisG) (Patentes Russas Nos. 2003677 e 2119536).

Exemplos especificos de cepas as quais sfio capazes de
produzir L-histidina incluem E. coli FERM-P 5038 e ‘5048, as quais foram
transformadas com um vetor que carrega um DNA que codifica uma enzima
biossintética da L-histidina (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 56-
005099), cepas de E. coli transformadas com um gene que codifica uma
proteina envolvida na exportagdo e aminoacidos (EP 1016710 A), cepa de E.
coli 80 a qual é resistente a sulfaguanidina, DL-1,2,4-triazol-3-alanina e
estreptomicina (VKPM B-7270, patente Russa No. 2119536), e assim por

diante.
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Bactérias produtoras do acido L-glutdmico

Exemplos de bactérias produtoras do &acido L-glutAmico e
cepas parentais as quais podem ser usadas para derivar as bactérias produtoras
do acido L-glutdmico incluem, mas nfo estdo limitadas, as cepas bacterianas
de Escherichia, como E. coli VL334thrC" (EP 1172433). E. coli VL334
(VKPM B-1641) é auxotrofica para L-isoleucina e L-treonina e contém os
genes thrC e ilvA mutantes (Patente U.S. No. 4.278.765). Um alelo tipo

selvagem do gene thrC foi transferido por transdugdo geral usando o

~ bacteridfago P1 crescido em células de E. coli K12 tipo selvagem (VKPM B-

7), resultando na cepa produtora de acido L-glutdmico auxotréfica para L-
isoleucina VL334thrC" (VKPM B-8961).

Exemplos das bactérias produtoras do acido L-glutdmico e
cepas parentais as quais podem ser usadas para derivar bactérias produtoras
do acido L-glutamico também incluem, porém néo estdo limitadas, as cepas
nas quais a expressdo de um ou mais genes codificando a enzima biossintética
do 4cido L-glutdmico ¢ aumentada. Exemplos de tais genes incluem os genes
que codificam a glutamato desidrogenase (gdhd), glutamina sintase (g/nA),
glutamato sintetase (gltAB), i.socitrafo desidrogenase  (icdA4), aconitato
hidratase (acnA, acmB), citrato sintase (glt4d), metilcitrato sintase (prpC),
fosfoenolpiruvato carboxilase (ppc), piruvato desidrogenase (aceEF, IpdA),
piruvato quinase (pykd, pykF), fosfoenolpiruvato sintase (ppsA), enolase
(eno), fosfogliceromutase (pgmd, pgml), fosfoglicérato quinase (pgk),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gapA), triose fosfato isomerase (¢pid),
frutose bifosfato aldolase (fbp), fosfofrutoquinase (pfkA4, pfkB), glicose fosfato
isomerase (pgi) e assim por diante. Dentre essas enzimas, a glutamato
desidrogenase, citrato sintase, fosfoenolpiruvato carboxilase e metil citrato
sintase sdo preferidas.

Exemplos de cepas as quais foram modificadas de modo que a

expressdo do gene da citrato sintase, do gene da fosfoenolpiruvato carboxilase
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e/ou o gene da glutamato desidrogenase é aumentada incluem dqueles
revelados em EP 1078989 A, EP 955368 A e EP 952221 A.

Exemplos de bactérias produtoras do 4cido L-glutdmico e
cepas parentais as quais podem ser usadas para derivar as bactérias produtoras
do 4cido L-glutdmico também incluem cepas nas quais a atividade de uma ou
mais enzimas que catalisam uma ou mais rea¢des as quais sintetizam
diretamente um ou mais compostos diferentes do acido L-glutdmico por
exemplo, por sintese direta fora da via biossintética do acido L-glutdmico, é
reduzida ou eliminada. Exemplos dessas enzimas incluem isocitrato liase
(aced), a-cetoglutarato desidrogenase (sucA), fosfotransacetilase (pta),
acetato quinase (ack), acetoidroxiacido sintase (ilv(), acetolactato sintase
(ivl), formato acetiltransferase (pfl), lactato desidrogenase (Idh), glutamato
descarboxilase (gadAB), e assim por diante. Bactérias Escherichia sem
atividade da a-cetoglutarato desidrogenase ou com atividade da a-
cetoglutarato desidrogenase reduzida e métodos para obter tais bactérias sio
descritos nas Patentes U.S. Nos. 5.378.616 e 5.573.945.

Especificamente, essas cepas incluem as seguintes:

E. coli W3110sucA::Km" |

E. coli AJ12624 (FERM BP-3853)

E. coli AJ12628 (FERM BP-3854)

E. coli AJ12949 (FERM BP-4881)

E. coli W3110sucA::Km'" é obtida pelo rdmpimen.to do gene da
a-cetoglutarato desidrogenase (doravante também referido como “gene
sucA”) de E. coli W3110. Esta cepa ¢ completamente deficiente de -
cetoglutarato desidrogenase.

Exemplos das bactérias coreniformes com atividade o-
cetoglutarato desidrogenase reduzida incluem, por exemplo, as seguintes
cepas:

Brevibacterium lactofermentum cepa 1.30-2 (patente japonesa
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acessivel ao publico No. 2006-340603)

Brevibacterium lactofermentum cepa AS (W095/34672)

Brevibacterium lactofermentum AJ12821 (FERM BP-4172,
patente FR No. 9401748)

Brevibacterium flavum AJ12822 (FERM BP-4173, Patente FR
No. 9401748)

Corynebacterium glutamicum AJ12823 (FERM BP-4174,
Patente FR No. 9401748)

Corynebacterium glutamicum 1.30-2 cepa (patente japonesa
acessivel ao publico No. 2006-340603)

Outros exemplos das bactérias produtoras do 4cido L-
glutdmico inclui a bactéria Escherichia a qual é resistente a um antimetaboélito
do acido aspartico. Essas cepas podem também ser deficientes na o-
cetoglutarato desidrogenase e incluem, por exemplo, E. coli AJ13199 (FERM
BP-5807) (Patente U.S. No. 5.908.768), FFRM P-12379, a qual
adicionalmente é reduzida em uma atividade para decompor o 4cido L-
glutdmico (Patente U.S. No. 5.393, 671) AJ13138 (FERM BP- 5565) (Patente
U.S. No. 6.110.714), e assim por diante.

Um exemplo de uma bactéria produtora do acido L-glutdmico
a qual pertence a Pantoea ananatis é a cepa Pantoea ananatis AJ13355. Esta
cepa foi isolada do solo em Iwata-shi, Shizuoka-ken, Japdo, e foi identificada
como sendo capaz de proliferar em um meio contendo &cido L-glutamico e
uma fonte de carbono em pH baixo. A cepa Pantoea ananatis AJ13355 foi
depositada no National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology, International Patent Organism Depositary (T'sukuba Central 6, 1-
1, Higashi 1-Chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566, Japdo) em 19 de
fevereiro de 1998 e recebeu o nimero de acesso de FERM P-16644. Ela foi
entdo convertida em um depdsito internacional sob as provisdes do Tratado de

Budapeste em 11 de janeiro de 1999 e recebeu o numero de acesso de FERM
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BP-6614. Esta cepa foi originalmente identificada como Enterobacter
agglomerans quando ela foi isolada, e depositada como Enterobacter
agglomerans AJ13355. No entanto, ela foi recentemente re-classificada como
Pantoea ananatis como base no sequenciamento de nucleotideos de 16S
rRNA e assim por diante.

Além disso, os exemplos de bactérias produtoras do acido L-
glutdmico de Pantoea ananatis também incluem bactérias Pantoea deficientes
na atividade de a-cetoglutarato desidrogenase (aKGDH) ou com atividade
oK GDH reduzida. Exemplos de tal cepa incluem AJ13356 (Patente U.S. No.
6.331.419), a qual foi derivada pela dele¢do do gene da subunidade cKGDH-
El (sucA) em AJ13355, e a cepa SC17sucA (Patente U.S. No. 6.596.517), que
¢ uma cepa deficiente em gene sucA derivada da cepa SC17, e foi selecionada
de AJ13355 para esta propriedade de baixa produgdo de flegma. A cepa
AJ13356 foi depositada no National Institute of Bioscience and Human-
Technology, Agency of Industrial Science and Technology (atualmente, a
agéncia administrativa independente, National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology, International Patent Organism Depositary
(Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1~Ch6me, Tsukuba-shi, Tbaraki-ken, J épé“to,
codigo postal: 305-8566)) em 19 de fevereiro de 1998, e recebeu o numero de
acesso de FERM P-16645. Entéo, o depdsito foi convertido em um dep6sito
internacional sob as provisdes do Tratado de Budapeste em 11 de janeiro de
1999, e recebeu o numero de acesso de FERM BP—6616. Apesar das cepas
AJ13355 e AJ13356 serem depositadas do depositario acima mencionado
como Enterobacter agglomerans, elas s@o referidas como Pantoea ananatis
neste relatorio. A cepa SC17sucA recebeu o nimero privado de AJ417, e foi
depositada no National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology, International Patent Organism Depositary em 26 de fevereiro de
2004, sob o nimero de acesso de FERM BP-08646.

Exemplos de bactérias Pantoea ananatis produtoras de acido
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L-glutdmico incluem ainda as cepas SC17sucA/RSFCPG+pSTVCB,
AJ13601, NP106 ¢ NA1l. A cepa SC17sucA/RSFCPG+pSTVCB foi obtida
pela introdugfo do plasmideo RSFCPG contendo o gene da citrato sintase
(gltd), o gene da fosfoenolpiruvato carboxilase (ppsA4) e o gene da glutamato
desidrogenase (gdhA) derivados de Escherichia coli, e o plasmideo pSTVCB
contendo o gene da citrato sintase (gltd) derivado de Brevibacterium
lactofermentum na cepa SC17sucA. A cepa AJ13601 foi selecionada da cepa
SC17sucA/RSFCPG+pSTVCB para a sua resisténcia a alta concentragdo do
acido L-glutdmico em um baixo pH. Além disso, a cepa NP106 foi derivada
da cepa AJ13601 pela eliminagdo do plasmideo RSFCPG+pSTVCB. A cepa
AJ13601 foi depositada no National Institute of Advanced Industrial Science
and Technology, International Patent Organism Depositary (Tsukuba Central
6, 1-1, Higashi 1-Chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, Japdo, cédigo postal:
305-8566) em 18 de agosto de 1999, e recebeu o nimero de acesso FERM P-
17516. Entdo, o depdsito foi convertido em um depdsito internacional sob as
provisdes do- Tratado de Budapeste em 6 de julho de 2000, e recebeu o
ntmero de acesso de FERM BP-7207.

Além disso, a capacidadé de produzir acido L-glutﬁmico.pode
ser também conferida as bactérias corineformes por um método de
amplificacdo do gene yggB para o canal mecanossensivel (W02006/070944),
e um método de introdugéo de um gene ygghB mutante no qual uma mutagdo é
introduzida na regifo codificadora. O gene yggB ¢ uni gene localizado nos
nimeros de nucleotideos 1.337.692 a 1.336.091 (fita complementar) da
sequéncia de genoma da cepa Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
registrada com o numero de acesso do Genbank NC 003450, e codificando
uma proteina de membrana também chamada de NCgl1221 e registrada com
o numero de acesso do Genbank NP 600492,

Exemplos de outros métodos para conferir ou intensificar a

capacidade de produgio do acido L-glutdmico também incluem um método de
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conferir resisténcia a um andlogo do acido organico, um inibidor da cadeia
respiratoria, etc. ¢ um método de conferir sensibilidade a um inibidor dd
sintese da parede celular. Exemplos de tais métodos incluem os métodos de
conferir resisténcia ao acido monofluoracético (Patente Japonesa acessivel ao
publico No. 50-113209), o método de conferir resisténcia a adenina ou timina
(Patente Japonesa acessivel ao publico No. 57-065198), o método de
atenuacdo de urease (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 52-038088), o
método de conferir resisténcia ao acido malonico (Patente Japonesa acessivel
ao publico No. 52-038088), o método de conferir resisténcia as benzopironas
ou naftoquinonas (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 56-1889), o
método de conferir resisténcia ao HOQNO (Patente Japonesa acessivel ao
publico No. 56-140895), o método de conferir resisténcia ao acido o-
cetomaldnico (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 57-2689), o método
de conferir resisténcia a guanidina (Patente Japonesa acessivel ao publico No.
56-35981), o método de conferir sensibilidade a penicilina (Patente Japonesa
acessivel ao publico No. 4-88994), e assim por diante.

Exemplos especificos destas cepas resistentes incluem as
seguintes cepas: | | |

Brevibacterium flavum AJ3949 (FERM BP-2632; patente
japonesa acessivel ao ptblico No. 50-113209)

Corynebacterium  glutamicum AJ11628 (FERM P-5736;
patente japonesa acessivel ao piblico No. 57-065198) |

Brevibacterium flavum AJ11355 (FERM P-5007; patente
japonesa acessivel ao publico No. 56-1889)

Corynebacterium glutamicum AJ11368 (FERM P-5020;
patente japonesa acessivel ao publico No. 56-1889)

Brevibacterium flavum AJ11217 (FERM P-4318; patente
japonesa acessivel ao ptblico No. 57-2689)

Co:ynebacterium glutamicum  AJ11218 (FERM P-4319;
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patente japonesa acessivel ao publico No. 57-2689)

Brevibacterium flavum AJ11564 (FERM BP-5472; patente
japonesa acessivel ao publico No. 56-140895)

Brevibacterium flavum AJ11439 (FERM BP-5136; patente
japonesa acessivel ao ptublico No. 56-35981)

Corynebacterium  glutamicum H7684 (FERM BP-3004;
patente japonesa acessivel ao publico No. 04-88994)

Brevibacterium lactofermentum AJ11426 (FERM P-5123;
patente japonesa acessivel ao publico No. 56-048890)

Corynebacterium glutamicum AJ11440 (FERM P-5137;
patente japonesa acessivel ao publico No. 56-048890)

Brevibacterium lactofermentum AJ11796 (FERM P-6402;
patente japonesa acessivel ao publico No. 58-158192)
Bactérias produtoras de L-fenilalanina

Exemplos de bactérias produtoras de L-fenilalanina e de cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar bactérias produtoras de L-
fenilalanina incluem, porém ndo estdo limitadas, as cepas bacterianas de
Escherichia, como E. coli AJ12739 (tyrA::TnlO, tyrR) (VKPM B-8197), a
qual ndo tem corismato mutase-prefenato desidrogenase e o repressor de
tirosina (WO03/044191), E. coli HW1089 (ATCC 55371), o qual contém o
gene pheA34 que codifica a corismato mutase-prefenato desidratase o qual foi
modificado para ser dessensibilizado para inibig¢do ‘por retroalimentagdo
(Patente U.S. No. 5.354.672), E. coli MWEC101-b (KR8903681), E. coli
NRRL B-12141, NRRL B-12145, NRRL B-12146 ¢ NRRL B-12147 (Patente
U.S. No. 4.407.952). Também as seguintes cepas podem ser usadas para
derivar  bactérias produtoras de L-fenilalanina: E. coli K-12
[W3110(tyrA)/pPHAB (FERM BP-3566), a qual contem genes que codificam
a corismato mutase-prefenato desidratase a qual foi modificada para ser

dessensibilizada para inibi¢do por retroalimentagdo, E. coli K-12
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[W3110(tyrA)/pPHAD)] (FERM BP-12659), E. coli K12
[W3110(tyrA)/pPHATerm] (FERM BP-12662) e E. coli K-12
[W3110(tyrA)/pBR-aroG4, pACMAB] (designadas como AJ12604 (FERM
BP-3579) (EP 488424 B1). Além disso, bactérias produtoras de L-fenilalanina
de Esherichia com atividade intensificada da proteina codificada pelo gene
yedA ou o gene yddG podem ser também usadas (pedidos publicados de
Patentes U.S. Nos. 2003/0148473 e 2003/0157667, W0O03/044192).

Como bactérias corineformes produtoras de fenilalanina, a as
cepas de Cornebacterium glutamicum BPS-13 (FERM BP-1777), K77
(FERM BP-2062) e K78 (FERM BP-2063) (EP 331145 A, Patente Japonesa
acessivel ao publico No. 02-303495) da qual a atividade da fosfoenolpiruvato
carboxilase ou piruvato quinase € reduzida, cepa auxotréfica para tirosina
(Patente Japonesa acessivel ao publico No. 05-049489) e assim por diante
podem ser usadas.

Uma bactéria a qual produz eficientemente fenilalanina pode
ser também obtida pela modificagdo de uma bactéria, de modo que a bactéria
incorpore subprodutos, por exemplo, pelo aumento da quantidade de
expressdo do gene de captagfo do L-tfiptofano, tnaB ou mtr, ou o geﬁe de
captacdo da L-tirosina, fyrP (EP 1484410).

Bactérias produtoras de L-triptofano

Exemplos de bactérias produtoras de L-triptofano e de cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar bactérias produtoras de L-
triptofano incluem, porém ndo estdo limitados, a cepas de bactérias
Escherichia, como E. coli JP4735/pMU3028 (DSM10122) e E. coli
JP6015/pMU91 (DSM10123), as quais nfo tém triptofanil-RNAt sintetase
codificada por um gene #pS mutante (Patente U.S. No. 5.756.345), E. coli
SV164 (pGHS) a qual contém o alelo serd que codifica a fosfoglicerato
desidrogenase e o alelo ##pE que codifica a antranilatossintase, os quais s3o

dessensibilizados para a inibigdo por retroalimentagdo por serina e triptofano,
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respectivamente (Patente U.S. No. 6.180.373), E. coli AGX17 (pGX44)
(NRRL B-12263) e E. coli AGX6(pGX50)aroP (NRRL B-12264), as quais’
ndo tém triptofanase (Patente U.S. No. 4.371.614), e E. coli
AGX17/pGX50,p,ACKG4-pps, na qual a capacidade de produgdo de
fosfoenolpiruvato ¢ aumentada (W0O97/08333, Patente U.S. No. 6.319.696).
As bactérias produtoras de L-triptofano pertencentes ao género Escherichia
com atividade aumentada da proteina codificada pelo gene yedAd ou o gene
yddG podem ser usadas também (Pedidos Publicados de Patentes U.S. Nos.
2003/0148473 e 2003/0157667).

Exemplos de bactérias produtoras de L-triptofano e cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar bactérias produtoras de L-
triptofano também incluem cepas nas quais uma ou mais atividades das
seguintes enzimas sdo intensificadas: antranilato sintase (trpE), fosfoglicerato
desidrogenase (serd), 3-desoOxi-D-arabinoeptulosonato-7-fosfato sintase
(aroG), 3-desidroquinato sintase (aroB), sikimato desidrogenase (aroE),
sikimato quinase (arol), S-enolpiruvilsikimato-3-fosfato sintase (arod),
corismato sintase (aroC), prefenato desidratase, corismato mutase e
triptofano sintase (#rpAB). Prefenato desidratase e corismato mutasé sdo
codificadas pelo gene phed como uma enzima bifuncional (corismato
mutase/prefenato  desidratase, CM/PDH). Dentre essas enzimas, a
fosfoglicerato  desidrogenase,  3-desoxi-D-arabinoeptulosonato-7-fosfato
sintase, 3-desidroquinato sintase, shikimato desidratase,‘ shikimato quinase, 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato  sintase, corismato sintase, prefenato
desidratase e corismato mutase-prefenato desidratase sfo particularmente
preferidas. Tanto antranilato sintase quanto fosfoglicerato desidrogenase
sofrem de inibigdo por retroalimentag¢do por L-triptofano e L-serina, e deste
modo uma mutagdo de dessensibilizagdo de inibigdo por retroalimentagfo
pode ser introduzida nos genes que codificam essas enzimas. Exemplos

especificos de cepas com tal mutag¢do incluem a E. coli SV164, a qual tem
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uma antranilato sintase tipo dessensibilizada e uma cepa transformante obtida
pela introdugfo de pGHS (W094/08031) contendo um gene serd mutante que
codifica a fosfoglicerato desidrogenase dessensibilizada para inibi¢do por
retroalimentacdo em E. coli SV164.

Exemplos de bactérias produtoras de L-triptofano e cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar bactérias produtoras de L-
triptofano também incluem cepas as quais foram transformadas com o operon
do triptofano, o qual contém um gene que codifica a antranilatossintase
dessensibilizada para inibigdo (Patentes Japonesas acessiveis ao publico Nos.
57-71397, 62-244382, Patente U.S. No. 4,371,614). Além disso, a capacidade
de produgdo de L-triptofano pode ser conferida pelo aumento da expressdo de
um gene o qual codifica a triptofano sintase no operon de triptofano (trpBA4).
A triptofano sintase inclui tanto subunidades a quanto [, as quais sdo
codificadas por frpA and trpB, respectivamente. Além disso, a capacidade
produtora do L-triptofano pode ser melhorada pelo aumento da expressdo do
operon da isocitrato liase-malato sintase (W02005/103275).

Como bactérias corineformes, a Corynebacterium glutamicum
AJ12118 (FERM BP-478, Patente faponesa No. 01681002), a qﬁal ¢
resistente a sulfaguanidina, a bactéria corineforme introduzida com o operon
de triptofano (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 63-240794), e a
bactéria corineforme introduzida com um gene codificando a shikimato
quinase derivada de uma bactéria corineforme (Patente Japonesa acessivel ao
publico No. 01-994749) pode ser usada.
Bactérias produtoras de L-prolina

Exemplo de bactérias produtoras de L-prolina e de cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar bactérias produtoras de L-
prolina incluem, porém ndo estdo limitadas, as cepas de bacterianas de
Esherichia, como E. coli 702ilvA (VKPM B-8012), a qual nfo tem o gene
ilvA e pode produzir L-prolina (EP 1172433).
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A bactéria usada para a presente invengéo pode ser melhorada.
pela intensificagdo da expressdo de um ou mais genes envolvidos na
biossintese da L-prolina. Exemplos dos genes preferidos para as bactérias
produtoras de L-prolina incluem o gene proB que codifica a glutamato
quinase, a qual é dessensibilizada para a inibi¢&o por retroalimentacdo pela L-
prolina (Patente DE 3127361). Além disso, a bactéria usada para a presente
inven¢do pode ser melhorada pela intensificagdo da expressdo de um ou mais
genes que codificam as proteinas responsdveis pela secre¢do de L-
aminoédcidos das células bacterianas. Exemplos de tais genes sdo os genes
b2682 ¢ b2683 (genes ygaZH) (EP 1239041 A2). |

Bactérias de Escherichia tendo uma capacidade de produzir L-
prolina incluem as seguintes cepas de E. coli: NRRL B-12403 e NRRL B-
12404 (Patente GB 2075056), VKPM B-8012 (Pedido de Patente Russa
2000124295), mutantes de plasmideos descritos na Patente DE 3127361,
mutantes de plasmideos descritos por Bloom F.R. et al (15° Simpésio de
Inverno de Miami, 1983, p. 34) e assim por diante.

Bactérias produtoras de L-arginina

Exemplos de bactérias produtoras de L-arginina e éepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar as bactérias produtoras de L-
arginina incluem, porém ndo estdo limitadas, as cepas bacterianas de
Escherichia, como a cepa de E. coli 237 (VKPM B-7925) (Pedido Publicado
de Patente U.S. No. 2002/058315 Al) e suas cepas derivadas abrigando a N-
acetilglutamato sintase mutante (Pedido de Patente Russa No. 2001112869),
cepa de E. coli 382 (VKPM B-7926) (EP 1170358 Al), e uma cepa produtora
de arginina transformada com o gene argd que codifica uma N-
acetilglutamato sintetase (EP 1170361 A1l).

Exemplos de bactérias produtoras de L-arginina e as cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar bactérias produzindo L-

arginina também incluem cepas nas quais a expressdo de um ou mais genes
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codificando uma enzima biossintética de L-arginina ¢ aumentada. Exémplos
de tais genes incluem o gene da N-acetilglutamilfosfato redutase (argC), o
gene da ornitina acetil transferase (argJ), o gene da N-acetilglutamato quinase
(argB), o gene da acetilonitina transaminase (argD), o gene da ornitina
carbamoil transferase (argF), o gene da Aacido argininossuccinico sintetase
(arg@), o gene do 4cido argininossuccinico liase (argH), e o gene da
carbamoil fosfato sintetase (car4B).
Bactérias produtoras de L-valina

Exemplos de bactérias produtoras de L-valina e de cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar bactérias produtoras de L-
valina incluem, porém nfo estdo limitados, a cepas as quais foram
modificadas para superexpressar o operon ilvVGMEDA (Patente U.S. No.
5.998.178). E desejavel remover a regifio no operon ilvGMEDA a qual é
necessaria para a atenuagdo de modo que a expressdo do operon ndo seja
atenuada pela L-valina produzida. Além disso, o gene ilvd no operon €
desejavelmente rompido de modo que a atividade da treonina desaminase é
reduzida.

Exemplos de bactérias produtoras de L-valina ¢ de cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar as bactérias produtoras de L-
valina também incluem mutantes com mutagdes de aminoacil t-RNA sintetase
(Patente U.S. No. 5.658.766). Por exemplo, E coli VL.1970, a qual tem uma
mutagdo no gene ileS codificando a isoleucina tRNA sihtetase pode ser usada.
A E. coli VL1970 foi depositada na Russian National Collection of Industrial
Microorganisms (VKPM) (1 Dorozhny proezd., 1 Moscow 117545, Russia)
no dia 24 de junho, 1988, com o nimero de acesso VKPM B-4411.

Além disso, as cepas mutantes as quais requerem acido lipdico
para o crescimento e/ou nfo tém H'-ATPase (W096/06926) também podem
ser usadas como cepas parentais para derivar as bactérias produtoras de L-

valina.
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Exemplos de bactérias produtoras de L-valina de bactérias,
corineformes incluem, por exemplo, cepas modificadas de modo qu¢ a
expressdo de um gene que codifica uma enzima biossintética de L-valina ¢
aumentada. Exemplos da enzima de biossintese de L-valina incluem enzimas
codificadas pelos genes presentes no operon i{/vBNC, isto ¢, acetoidroxidcido
sintetase codificado pelo ilvBN e a isdmero redutase codificada por ilvC
(WO00/50624). Uma vez que o operon ilvBNC ¢ submetido a regula¢do de
expressdo por L-valina e/ou L-isoleucina e/ou L-leucina, é desejavel eliminar
a atenuacgdo para evitar a supressdo da expressdo pela L-valina que ¢é
produzidfa.‘

A concessdio da capacidade de produgdo de L-valina para
bactérias corineformes pode ser efetuada pelo decréscimo ou eliminac¢do da
atividade de pelo menos um tipo de enzima a qual estd envolvida em uma via
metabdlica que diminui a produgdo de L-valina. Por exemplo, o decréscimo
da atividade da treonina desidratase envolvida na sintese da L-leucina ou
atividade de uma enzima que esta envolvida na sintese de D-pantotenato é
contemplado (W0O00/50624).

Exemplos dos métodos para conferir capacidade de produgdo
de L-valina também incluem conferir resisténcia a um analogo de aminoacido
ou semelhante.

Exemplos incluem, por exemplo, cepas mutantes as quais sdo
auxotréficas para L-isoleucina e L-metionina, e resisteﬁtes a D-ribose, purina
ribonucleosideo ou pirimidina ribonucleosideo, e¢ tém a capacidade de
produzir L-valina (FERM P-1841, FERM P-29, Publicagio de Patente
Japonesa No. 53-025034), cepas mutantes resistentes aos policetideos (FERM
P-1763, FERM P-1764, Publicagdo de Patente Japonesa No. 06-065314), e
cepas mutantes resistentes a L-valina em um meio contendo 4cido acético
como a Unica fonte de carbono e sensivel aos analogos do &cido pirtivico

(4cido fluoropiravico, etc.) em um meio contendo glicose como a Unica fonte
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de carbono (FERM BP-3006, BP-3007, Patente Japonesa No. 3006929).
Bactérias produtoras de L-isoleucina

Exemplos de bactérias produtoras de L-isoleucina e cepas
parentais as quais podem ser usadas para derivar as bactérias produtoras de L-
isoleucina incluem, porém ndo estdo limitados, aos mutantes os quais sdo
resistentes a 6-dimetilaminopurina (Patente Japonesa acessivel ao publico No.
5-304969), mutantes os quais sdo resistentes aos analogos de isoleucina como
tiaisoleucina e hidroxamato de isoleucina, e mutantes os quais sfo
adicionalmente resistentes a DL-metionina e/ou hidroxamato de arginina
(Patente Japonesa acessivel ao publico No. 5-130882). Além disso, as cepas
recombinantes transformadas com os genes que codificam as proteinas
envolvidas na biossintese de L-isoleucina, como treonina desaminase e
acetoidroxato sintase também podem ser usadas como cepas parentais para
derivar as bactérias produtoras de L-isoleucina (Patente Japonesa acessivel ao
publico No. 2-458, FR 0356739 e Patente U.S. No. 5.998.178

Exemplos de cepas produtoras de L-isoleucina das bactérias
corineformes incluem a bactéria corineforme da qual o gene bnrE que
codifica uma proteina de excregdo doA amino4cido da cadeia ramificada &
amplificada (Patente Japonesa acessivel ao plblico No. 2001-169788), a
bactéria corineforme com capacidade de produgdo de L-isoleucina por fusdo
de protoplasto com uma bactéria produtora de L-lisina (Patente Japonesa
acessivel ao publico No. 62-74293), a bactéria coﬁneforme da qual a
homosserina desidrogenase é aumentada (Patente Japonesa acessivel ao
publico No. 62-91193), a cepa resistente a hidroxameto de treonina (Patente
Japonesa acessivel ao publico No. 62-195293), a cepa resistente ao acido a-
cetomaldnico (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 61-15695), e a cepa
resistente & metil-lisina (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 61-15696).
Bactérias produtoras de L-metionina.

Exemplos de bactérias produtoras de L-metionina e cepas
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parentais para derivar bactérias produtoras de L-metionina incluem, porém
ndo estdo limitados, a cepa mutante auxotrofica de L-treonina e 4 cepa
mutante resistente a norleucina (Patente Japonesa acessivel ao publico No
2000-139471). Além disso, uma cepa deficiente de repressor de metionina e
cepas recombinantes transformadas com os genes que codificam proteinas
envolvidas na biossintese da L-metionina como homosserina trans-succinilase
e cistationina y-sintase (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 2000-
139471) podem ser também usadas como cepas parentais.

Meétodos para conferir capacidade de produzir acido nucleico a
um microorganismo e bactérias produtoras de 4acidos nucleicos serfio
exemplificados abaixo.

Uma bactéria tendo uma capacidade de produzir um acido
nucleico pode ser obtida conferindo, por exemplo, auxotrofia para
nucleosideo de purina ou resisténcia a um farmaco tal como andlogo de purina
a tais bactérias como descrito acima (Publicagdo de Patente Japonesa Nos. 38-
23099, 54-17033, 55-45199, 57-14160, 57-41915 e 59-42895). Por exemplo,
uma bactéria Bacillus tendo auxotrofia ou resisténcia a farmaco pode ser
obtida tratando a bactéria com mutagéne que é usado para tratamento de
mutagénese como tal como N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) ou
EMS (metanossulfonato de etila).

Exemplos de bactérias Bacillus que produzem um nucleosideo
de purina incluem os seguintes. |

Como um exemplo especifico de cepa produtora de inosina
pertencendo ao género Bacillus, a cepa KMBS16 de Bacillus subtilis pode ser
usada. Esta cepa € derivada da cepa trpC2 de Bacillus subtilis conhecida (168
Marburg), caracterizada pelo fato de que o gene purR codificando o repressor
de operon de purina (purR::spc), o gene purd codificando succinil-AMP
sintase (purA:ierm), e o gene deoD codificando nucleosideo de purina

fosforilase (deoD::kan) sdo rompidos (Patente Japonesa acessivel ao publico
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No. 2004-242610, Pedido Publicado de Patente U.S. No. 2004166575 AlL). A |
cepa AJ3772 de Bacillus subtilis (FERM P-2555, Patente Japonesa acessivel
ao publico No. 62-014794) e assim por diante também podem ser usadas.

Exemplos de bactérias Bacillus tendo uma capacidade de
produzir guanosina incluem a bactéria Bacillus que tem atividade aumentada
de IMP desidrogenase (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 3-58787),
bactéria Bacillus que é obtida introduzindo um vetor que inclui um gene que
confere resisténcia a andlogo de purina ou decoinina em um mutante
auxotrofico de adenina (Publicagdo de Patente Japonesa No. 4-28357), e
assim por diante.

Exemplos de bactérias Bacillus que produzem um nucleotideo
de purina incluem os seguintes.

Como bactérias Bacillus produtoras de acido inosinico, cepas
produtoras de inosina de Bacillus subtilis que tém atividade de fosfatase
atenuada foram relatadas (Uchida, K. et al., Agr. Biol. Chem., 1961, 25, 804-
805; Fujimoto, M., Uchida, K., Agr. Biol. Chem., 1965, 29, 249-259).
Exemplos de bactérias produtoras de acido guanilico incluem mutantes de
bactérias Bacillus que tém auxotrofia péra adenina, resisténcia para decéinina
ou sulféxido de metionina e uma capacidade de produzir 5'-acido guanilico
(guanosina-5'-monofosfato, a seguir referido como “GMP”) (Publicacdo de
Patente Japonesa No. 56-12438).

Além disso, uma bactéria produtora de ééido xantilico pode ser
construida pelo método usado para geracdo de bactérias corineformes cujo
exemplo tipico é Corynebacterium ammoniagenes. Por exemplo, obtendo
uma cepa melhorada com PRPP amidotransferase (Patente Japonesa acessivel
ao publico No. 8-168383), uma cepa resistente a aminoacido alifatico (Patente
Japonesa acessivel ao publico No. 4-262790), ou uma cepa resistente a
dehidroprolina (Publica¢do de Patente Sul Coreana Ndo-examinada No. 2003-

56490), uma bactéria produtora de acido xantilico pode ser construida.
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Além disso, exemplos de um método para a geragdo de
bactérias Bacillus que t€m uma capacidade de produzir uma substarcia
derivada de purina também incluem aumentar atividade de uma enzima que
estd envolvida em biossintese de purina que € comum a biossintese de
nucleosideos de purina e nucleotideos de purina, i.e., enzima de biossintese de
purina, em células bacterianas. A atividade da enzima nas células ¢
preferivelmente aumentada para um nivel maior do que aquele de uma cepa
ndo modificada de bactéria Bacillus, por exemplo, uma bactéria Bacillus tipo
selvagem. A frase “atividade é aumentada” abrange, por exemplo, quando
nuimero de moléculas de enzima por célula ¢ aumentado, e quando atividade
especifica por molécula de enzima € aumentada, e assim por diante. Por
exemplo, a atividade pode ser aumentada aumentando quantidade de
expressdo do gene da enzima. Exemplos da enzima envolvida na biossintese
de purina incluem, por exemplo, fosforibosil pirofosfato amidotransferase,
fosforibosil pirofosfato sintetase (PRPP sintetase [EC: 2.7.6.1]), e assim por
diante.

Alguns dos catabélitos produzidos por metabolismo de fontes
de aglcar tal como glicose que flui na via de pentose fosfato sdo convertidos
em ribose-5-fosfato através de ribulose-5-fosfato. A partir da ribose-5-fosfato
biossintetizada, fosforribosil pirofosfato (PRPP) ¢ produzido, o qual é um
precursor indispensavel para biossinteses de nucleosideo de purina, histidina e
triptofano. Especificamente, ribose-5-fosfato ¢ convertida em PRPP por
fosforribosil pirofosfato sintetase. Portanto, uma capacidade de produzir
substancia derivada de purina pode ser conferida a uma bactéria Bacillus ou
esta capacidade de uma bactéria Bacillus pode ser intensificada por
modificagdo da mesma, de forma que a atividade de fosforribosil pirofosfato
sintetase da mesma ¢ aumentada.

A frase “atividade de fosforribosil pirofosfato sintetase é

aumentada” significa que a atividade de fosforribosil pirofosfato sintetase



10

15

20

25

49

aumenta se comparada com aquela de uma cepa ndo modificada tal conip tima
cepa selvagem ou uma cepa parental. A atividade da fosforribosil pirofosfato
sintetase pode ser medida, por exemplo, pelo método de Switzer et al.
(Methods Enzymol., 1978, 51, 3-11) ou Roth et al. (Methods Enzymol., 1978,
51, 12-17). Uma bactéria Bacillus na qual a atividade de fosforribosil
pirofosfato sintetase ¢ aumentada pode ser produzida, por exemplo,
aumentando expressdo de um gene codificando a fosforribosil pirofosfato
sintetase em uma bactéria Bacillus de acordo com um método de usar um
plasmideo ou integrando o gene em um cromossomo, o que pode ser realizado
da mesma maneira que no método descrito em Patente Japonesa acessivel ao
publico No. 2004-242610.

Por outro lado, quando PRPP que ¢é um precursor
indispensével para Dbiossinteses de nucleosideo de purina, histidina e
triptofano ja estd produzido, parte dele é convertido em nucleotideos de
purina e nucleosideos de purina pelas enzimas envolvidas na biossintese de
purina. Exemplos de genes codificando tais enzimas incluem os genes do
operon de purina de Bacillus subtilis, especificamente, genes do operon
purEKB-purC(orf)QLF-purMNH(J)-purD (Ebbole D.J. and Zalkin I, J. Biol,
Chem., 1987, 262, 17, 8274-87) (atualmente, também chamado
purEKBCSQLFMNHD, Bacillus subtilis and Its Closest Relatives, Editor in
Chief: A.L. Sonenshein, ASM Press, Washington D.C., 2002, nimero de
acesso de GenBank NC 000964), e os genes do reguldn pur de Escherichia
coli (Escherichia and Salmonella, 2a. ed., Editor in Chief: F.C. Neidhardt,
ASM Press, Washington D.C., 1996).

Por conseguinte, intensificando expressio destes genes, uma
capacidade de produzir uma substancia derivada de purina pode ser conferida
ou intensificada. Em adig¢8o, genes do operon de purina que podem ser usados
para a presente invenc¢do nfo s@o limitados a estes, e genes derivados de

outros microorganismos, animais e plantas também podem ser usados.
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Exemplos do método para aumentar expressdo do operon de
purina incluem aumentar expressdo de genes do operon de purina eni.uma
bactéria Bacillus por um método de usar um plasmideo ou integrando os
genes em um cromossomo ou os semelhantes.

O segundo método para aumentar expressdo do operon de
purina inclui substituir um promotor nativo do operon de purina por um
promotor mais forte, e substituir a regido -35 ou -10 do promotor nativo por
uma sequéncia consenso.

Por exemplo, em Bacillus subtilis (cepa 168 Marburg de B.
subtilis, ATCC 6051), a sequéncia -35 do operon de purina ¢ uma sequéncia
consenso (TTGACA), mas a sequéncia -10 é TAAGAT, que difere da
sequéncia consenso TATAAT (Ebbole, D.J. ¢ H. Zalikn, J. Biol. Chem.,
1987, 262, 8274-8287). Portanto, substituindo a sequéncia -10 (TAAGAT)
por uma sequéncia consenso, aproximando a sequéncia -10 (TAAGAT) da
sequéncia consenso, ou mudando-a para TATAAT, TATGAT ou TAAAAT, a
atividade transcricional do operon de purina pode ser aumentada. Uma
sequéncia de promotor pode ser substituida pelo mesmo método que aquele
da substitui¢do de gene, que é descrito abaixo. |

O terceiro método para aumentar expressdo do operon de
purina inclui diminuir expressdo do repressor de operon de purina (Patente
U.S. No. 6.284.495). A frase “expressdo de um repressor de operon de
purina” inclui tanto transcrigdo de um gene de opéron de purina como
tradugdo de um produto de transcrigdo. Além disso, “diminuir expressio”
inclui diminuir a expressdo para ser menor do que aquela em uma cepa nio
modificada tal como uma bactéria Bacillus tipo selvagem, e substancialmente
eliminar a expressao.

Expressdo do repressor de operon de purina (repressor de
purina) pode ser diminuida, por exemplo, tratando uma bactéria Bacillus com

radiagdo de raio ultravioleta ou mutagénico usado em um tratamento de
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mutagénese comum tal como NTG ou EMS e selecionando um mutante:
mostrando expressdo diminuida do repressor de purina pode ser empregado.
Além disso, uma bactéria Bacillus com expressdo diminuida
do repressor de purina também pode ser obtida, por exemplo, além de um
tratamento de mutagénese, substituindo um gene codificando o repressor de
purina em um cromossomo (purR, Acesso de GenBank NC 000964, regido
de codificagdo corresponde aos nucleotideos niimero 54439 a 55293) por um

gene correspondente que ndo funciona normalmente (a seguir, também

referido como “gene tipo rompido”) por recombinagdo homologa utilizando

uma técnica de recombinagdo génica (Experiments in Molecular Genetics,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1972); Matsuyama, S. e Mizushima,
S., J. Bacteriol., 1985, 162, 1196-1202).

Além disso, uma capacidade de produzir uma substincia
derivada de purina também pode ser intensificada atenuando a captacdo de
substéncias derivadas de purina em células. Por exemplo, a captagdo de
nucleosideos de purina pelas células pode ser atenuada bloqueando uma
reagdo envolvida na captagdo de nucleosideos de purina pelas células.
Exemplos da reagdo envolvida na captéu;ﬁo de nucleosideos de purina pelas
células incluem reagdes catalisadas por nucleosideo permeases.

Além disso, quando um nucleosideo de purina é produzido,
atividade de uma enzima que decompde o nucleosideo de purina‘ pode ser
diminuida a fim de melhorar a capacidade de produzir nucleosideo de purina.
Exemplos de uma tal enzima incluem purina nucleosideo fosforilase.

Nucleotideos de purina biossintetizados a partir de PRPP por
enzimas envolvidas em biossintese de purina sdo desfosforilados e com isso
convertidos em um nucleosideo de purina. Para causar eficientemente
acumulac¢do de um nucleosideo de purina, é preferivel reduzir atividades de
purina nucleosideo fosforilases, que adicionalmente degradam nucleosideos

de purina em hipoxantina ou os semelhantes. Isto ¢, é preferivel atenuar ou
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eliminar uma atividade de uma purina nucleosideo fostorilase que emprega
nucleosideos de purina tal como inosina, como um substrato.

Especificamente, a atividade de purina nucleosideo fosforilase
pode ser diminuida rompendo os genes deoD e pupG codificando purina
nucleosideo fosforilase em bactérias Bacillus. A bactéria Bacillus da presente
invencdo pode ser modificada rompendo um ou ambos os genes deoD e
pupG. Como os genes deoD e pupG, por exemplo, aqueles genes derivados de
bactérias Bacillus (deoD; nimero de acesso de GenBank NC_000964, regifio
de codificagfo: 2134672-2135370), pupG; nimero de acesso de GenBank
NC_000964, regifio de codificagdo: 2445610-2446422) podem ser usados.

A capacidade de produzir uma substincia derivada de purina
também pode ser intensificada diminuindo a atividade de succinil-AMP
sintase. Exemplos do gene codificando succinil-AMP sintase incluem o gene
purd. Exemplos do gene purd incluem, por exemplo, aqueles tendo a
seqiiéncia de nucleotideos registrada como nimero de acesso de GenBank
NC 000964 (regido de codificagdo corresponde aos nucleotideos nimero
4153460 a 4155749 da fita complementar).

A capacidade de produzir uma substincia derivada de pﬁrina
também pode ser intensificada diminuindo uma atividade de inosina
monofosfato (IMP) desidrogenase. Exemplos do gene codificando IMP
desidrogenase incluem o gene guaB. Exemplos do gene guaB incluem, por
exemplo, aqueles tendo a seqliéncia de nucleotideos registrada como numero
de acesso de GenBank NC 000964 (regifio de codificagdo corresponde aos
numeros de nucleotideos 15913 a 17376).

Além disso, como um método para intensificar uma
capacidade de produzir substdncia derivada de purina, amplificagdo de um
gene codificando uma proteina tendo uma atividade de excretar uma
substancia derivada de purina pode ser contemplada. Um exemplo de uma

bactéria na qual um tal gene foi amplificado é uma bactéria Bacillus na qual o
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gene rhtd é amplificado (Patente Japonesa acessivel ao publico No. 2003-
219876).

Quando as bactérias produtoras de L-aminoacido mencionadas
acima s@o geradas por recombinagdo génica, os genes a serem usados ndo sdo
limitados a genes tendo a informagdo genética mencionada acima ou genes
tendo seqliéncias conhecidas, mas também incluem genes tendo mutagdes
conservativas, tal como genes homodlogos ou artificialmente modificados,
também podem ser usados contanto que as fungdes das proteinas codificadas
ndo sejam degradadas. Isto é, eles podem ser genes codificando uma
sequéncia de aminoécidos conhecida contendo uma ou mais substitui¢des,
delegdes, insergdes, adi¢Bes ou os semelhantes de um ou diversos residuos de
aminoacidos em uma ou diversas posigdes.

Embora o nimero do(s) “um ou diversos” residuos de
aminodcidos referidos aqui possam diferir dependendo da posi¢éo na estrutura
tridimensional ou dos tipos de residuos de aminoacidos da proteina,
especificamente, ele pode ser preferivelmente 1 a 20, mais preferivelmente 1
a 10, ainda mais preferivelmente 1 a 5. A mutagdo conservativa é uma
mutagfo caracterizado pelo fato de que substitui¢io ocorre mutuaimente entre
Phe, Tip, e Tyr, se o sitio de substitui¢do ¢ um aminoacido aromatico; entre
Leu, Ile e Val, se ele é um aminoacido hidrofdbico; entre Gln e Asn, se ele é
um aminodcido polar; entre Lys, Arg e His, se ele ¢ um aminoécido basico;
entre Asp e Glu, se ele é um aminoacido acido; e entre vSer e Thr, se ele é um
aminodcido tendo um grupo hidroxila. Exemplos tipicos de uma mutagfo
conservativa sdo substituicdes conservativas, e substitui¢des consideradas
substituigdes conservativas incluem, especificamente, substituigdo de Ser ou
Thr por Ala, substituicdo de Gln, His ou Lys por Arg, substituicdo de Glu,
Gln, Lys, His ou Asp por Asn, substitui¢do de Asn, Glu ou Gln por Asp,
substitui¢do de Ser ou Ala por Cys, substituicdo de Asn, Glu, Lys, His, Asp
ou Arg por Gln, substituicdo de Gly, Asn, Gln, Lys ou Asp por Glu,
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substitui¢cdo de Pro por Gly, substitui¢do de Asn, Lys, Gln, Arg ou Tyx por
His, substitui¢do de Leu, Met, Val ou Phe por Ile, substitui¢go de Ile, Met,
Val ou Phe por Leu, substituigdo de Asn, Glu, Gln, His ou Arg por Lys,
substituigdo de Ile, Leu, Val ou Phe por Met, substituigdo de Trp, Tyr, Met,
Ile ou Leu por Phe, substitui¢do de Thr ou Ala por Ser, substitui¢do de Ser ou
Ala por Thr, substitui¢do de Phe ou Tyr por Trp, substitui¢do de His, Phe ou
Trp por Tyr, e substituicdo de Met, Ile ou Leu por Val. As substituigdes,
delegdes, insergdes, adigdes, inversdes de aminoacidos mencionadas acima ou
as semelhantes podem resultar de uma mutago de ocorréncia natural ou uma
variagdo devido a uma diferenca individual ou diferenca de espécie de um
microorganismo do qual os genes sfo derivadas (mutante ou variante). Tais
genes podem ser obtidos, por exemplo, modificando uma seqiiéncia de
nucleotideos conhecida de um gene por mutagénese sitio especifica de forma
que os residuos de aminodcidos nos sitios especificos da proteina codificada
incluem substitui¢Ses, dele¢Oes, insergdes, ou adi¢bes de residuos de
aminoécidos.

Além disso, tais genes tendo uma mutagdo conservativa como
mencionado acima podem codificar uma proteina tendo uma homologia de
80% ou mais, preferivelmente 90% ou mais, mais preferivelmente 95% ou
mais, particularmente preferivelmente 97% ou mais, com a seqiiéncia de
aminoacidos codificada inteira e tendo uma fungdo equivalente aquela da
proteina tipo selvagem.

Além disso, cddons nas seqiliéncias génicas podem ser
substituidos por outros cddons que sdo facilmente usados no hospedeiro no
qual os genes sdo introduzidos.

Os genes tendo mutagdo(mutagSes) conservativa(s) podem ser
obtidos por métodos normalmente usados em tratamentos de mutagénese tal
como tratamentos com agentes de mutagénese.

Além disso, os genes podem ser um DNA que pode hibridizar
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com uma seqiiéncia complementar de uma seqiiéncia de genes conhecida -ou
uma sonda que pode ser preparada a partir da seqiiéncia complementar em
condi¢des estringentes e codifica uma proteina tendo uma fungéo equivalente
aquela do produto de gene conhecido. As “condi¢des estringentes” referidas
aqui sdo condigdes nas quais um assim chamado hibrido especifico é
formado, e um hibrido nfo especifico ndo é formado. Exemplos das condigdes
estringentes incluem aquelas nas quais DNAs altamente homologos
hibridizam uns com os outros, por exemplo, DNAs ndo menos do que 80%
homoélogos, preferivelmente nfo menos do que 90% homologos, mais
preferivelmente nfo menos do que 95% homodlogos, particularmente
preferivelmente nfio menos do que 97% homdlogos, hibridizam uns com os
outros, ¢ DNAs menos homologos do que os acima ndo hibridizam uns com
os outros, ou condi¢des de lavagem uma vez, preferivelmente 2 ou 3 vezes,
em uma concentragdo salina e temperatura correspondentes a lavagem de
hibridizagéo Southern tipica, i.e., 1 x SSC, 0,1% SDS a 60°C, preferivelmente
0,1 x SSC, 0,1% SDS a 60°C, mais preferivelmente 0,1 x SSC, 0,1% SDS a
68°C. '

Como a sonda, uma parté da seqiiéncia que é complementar ao
gene também pode ser usada. Uma tal sonda pode ser preparada por PCR
usando oligonucleotideos preparados com base em uma seqiiéncia de genes
conhecida como iniciadores e um fragmento de DNA contendo a seqiiéncia de
nucleotideos como um gabarito. Por exemplo, quando uin fragmento de DNA
tendo um comprimento de cerca de 300 bp ¢ usado como a sonda, as
condi¢Ges de lavagem de hibridizagdo podem ser 50°C, 2 x SSC e 0,1% SDS.
(2-2) Cultura de microorganismo

Usando uma solugdo de agtcar produzida pelo método da
presente invenc¢do ou um produto de fracionamento do mesmo (estes podem
ser assim também coletivamente referidos como “sacarideo”) como uma fonte

de carbono, um microorganismo tendo uma capacidade de produzir uma
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substancia alvo é cultivado, e a substancia alvo ¢ coletada a partir do meio:ou
células microbianas.

Exceto que o sacarideo acima mencionado é usado como uma
fonte de carbono, o mesmo método como para os métodos de fermentagdo
comuns podem ser usados.

Para o método da presente invengdo, cultura em batelada,
cultura em batelada alimentada ou culturas continua podem ser usadas. O
sacarideo obtido pela presente invencdo pode estar contido em meio de
partida ou meio de alimentago, ou pode estar contido em ambos.

A cultura em batelada alimentada se refere a um método de
cultura no qual o meio é continuamente ou intermitentemente alimentado no
frasco de cultura, e o meio nfo € extraido até o fim da cultura. A cultura
continua significa um método no qual o meio ¢ continuamente ou
intermitentemente alimentado ao frasco de cultura, ¢ o meio é extraido do
frasco (normalmente em um volume equivalente ao volume do meio
alimentado) ao mesmo tempo. O “meio de partida” significa o meio usado na
cultura em batelada antes de alimentar o meio de alimentagio (meio usado no
momento do inicio da cultura), e o meio de alimentagdo significa um meio
para ser fornecido a um tanque de fermentacdo na cultura em batelada
alimentada ou cultura continua. A cultura em batelada significa um método
em que meio novo ¢ preparado para cada cultura, e uma cepa é inoculada no
meio, cujo meio ndo € mudado durante a colheita. |

O sacarideo pode ser usado em qualquer concentra¢do desde
que a concentragdo seja apropriada para produzir uma substincia alvo. A
concentragdo do sacarideo no meio € preferivelmente cerca de 0 a 50 p/v %,
mais preferivelmente cerca de 0,1 a 40 peso/v %, particularmente
preferivelmente cerca de 0,2 a 20 peso/v %. O sacarideo produzido pelo
método da presente invenc¢do pode ser independentemente usado, ou também

pode ser usado em combinag@o com outras fontes de carbono obtidas por
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outros métodos como glicose, frutose, sacarose, melagcos morenos, e
hidrolisado de amido. Neste caso, o sacarideo obtido pelo método da presente
inveng@o e outras fontes de carbono podem misturados em uma relagdo
arbitraria. As preferidas como as outras fontes de carbono s&o os sacarideos
como frutose, sacarose, lactose, galactose, melagos morenos, hidrolisado de
amido, e uma solugfio de agucar obtida por hidrdlise de outra biomassa,
alcoois como etanol e glicerol e 4cidos orgénicos como acido fumadrico, acido
citrico e acido succinico.

Como o meio a ser usado, meios convencionalmente usados na
produgdo de L-aminoacidos por fermentagfo usando microorganismos podem
ser usados, desde que o sacarideo obtido pelo método da presente invencéo
seja usado como a fonte de carbono. Isto €, meios convencionais contendo,
além da fonte de carbono, uma fonte de nitrogénio, ions inorgénicos e
opcionalmente outros componentes orgdnicos como requerido, podem ser
usados. Como a fonte de nitrogénio, sais de aménio inorgénicos, como sulfato
de amonio, cloreto de amonio, fosfato de amodnio, acetato de amoénio, e uréia,
nitratos, nitrogénio organico como hidrolisado de soja, gas amonia, amdnia
aquosa, e outros, podem ser usados. Além disso, peptona, extrato de levedura,
extrato de carne, extrato de malte, 4gua de maceragdo de milho, hidrolisado
de soja, e assim por diante também podem ser utilizados. O meio pode conter
um ou mais tipos destas fontes de nitrogénio. Estas fontes de nitrogénio
também podem ser usadas tanto para o meio de partida como o meio de
alimentacdo. Além disso, a mesma fonte de nitrogénio pode ser usada tanto
para o meio de partida como o meio de alimentagfo, ou a fonte de nitrogénio
do meio de alimentagfo pode ser diferente daquela do meio de partida.

O meio preferivelmente contém uma fonte de 4cido fosférico e
uma fonte de enxofre em adi¢co a fonte de carbono e a fonte de nitrogénio.
Como a fonte de 4cido fosforico, di-hidrogenofosfato de potassio,

hidrogenofosfato dipotassico, polimeros de fosfato tal como 4cido
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pirofosforico, e assim por diante podem ser utilizados. Apesar da fonte de
enxofre poder ser qualquer substdncia contendo atomos de enxofre, sais de
acido sulfurico, como sulfatos, tiossulfatos, e sulfitos, e aminoécidos
contendo enxofre, como cisteina, cistina e glutationa sdo desejaveis, e sulfato
de amonio ¢ especialmente desejavel.

Além disso, o meio pode conter um fator promotor de
crescimento (um nutriente com um efeito promotor de crescimento), em
adi¢do aos componentes acima mencionados. Como o fator promotor de
crescimento, metais trago, aminodcidos, vitaminas, acidos nucleicos assim
como peptona, acido casamino, extrato de levedura, produto de degradagéo de
proteina de soja, e assim por diante contendo as substéncias precedentes
podem ser usados. Exemplos dos metais trago incluem ferro, manganés,
magnésio, célcio, e assim por diante. Exemplos das vitaminas incluem
vitamina Bj, vitamina B,, vitamina Bg, acido nicotinico, nicotinamida,
vitamina Bj, e assim por diante. Estes fatores promotores de crescimento
podem estar presentes no meio de partida ou no meio de alimentag@o.

Além disso, quando um mutante auxotréfico que requer um
aminoacido ou os semelhantes para seu crescimento usado, é preferivel
suplementar o nutriente requerido para o meio. Em particular, uma vez que
uma via biossintética de L-aminoacido é intensificada e uma capacidade de
degradar L-aminodcido ¢ freqlientemente atenuada em uma bactéria produtora
de L-lisina que pode ser usada para a presente in\?engﬁo como descrito
posteriormente, um ou mais tipos de substancias selecionadas dentre I.-
treonina, L-homoserina, L-isoleucina, e L-metionina sfo- preferivelmente
adicionadas. O meio de partida e o meio de alimentagdo podem ter a mesma
ou diferente composicdo de meio. Além disso, o meio de partida e o meio de
alimentacdo podem ser uma concentra¢do de enxofre igual ou diferente. Além
disso, quando o meio de alimentagdo € alimentado em multiplos estagios, as

composi¢cdes do meio de alimentagdo alimentado nos estagios podem ser
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iguais ou diferentes.

Além disso, o meio usado na presente invengdo pode ser ou
um meio natural ou um meio sintético, desde que contenha uma fonte de
carbono, uma fonte de nitrogénio, e outros componentes, como requerido.

A cultura é preferivelmente realizada durante 1 a 7 dias sob
condigdes aerdbicas. A temperatura de cultura é 20 a 45°C, preferivelmente
24 a 45°C, particularmente preferivelmente a 33 a 42°C. A cultura é
preferivelmente efetuada como cultura de aeragdio, com o controle da
concentracdo de oxigénio como sendo de cerca de 5 a 50%, desejavelmente
de cerca de 10% da concentra¢do de saturacfo. Além disso, o pH ¢
preferivelmente controlado como sendo de 5 a 9 durante o cultivo. Para
ajustar o pH, substéncias acidos ou alcalinas, inorgénicas ou orgénicas, como
carbonato de célcio, gas amonia e amonia aquosa podem ser usadas.

Se cultura for efetuada sob tais condiges como descrito
acima, preferivelmente por cerca de 10 a 120 horas, uma quantidade
acentuada de substancia alvo ¢ acumulada no meio de cultura.

Quando um aminodcido bésico, como L-lisina é produzido, a
produgdo pode ser efetuada por um método no qual a fermentagio é efetuada
pelo controle do pH do meio durante a cultura como sendo de 6,5 a 9,0, ¢ o
pH do meio no final da cultura como sendo de 7,2 a 9,0, e o controle da
pressdo no tanque de fermentagdo como sendo positivo durante o cultivo, ou
pelo fornecimento de gas didxido de carbono ou um gés misturado contendo
gas dioxido de carbono ao meio para proporcionar um periodo de cultura onde
o meio contém 2 g/I. ou mais de ions bicarbonato e/ou ions carbonato, de
modo que esses ions bicarbonato e/ou ions carbonato servem como contra-
fons de cations principalmente consistindo de um aminoacido basico, e o
aminoacido bésico objetivo é a seguir coletado (Patente Japonesa acessivel ao
publico No. 2002-65287, Pedido Publicado de Patente U.S. No.
2002/0025564, EP 1813677 A).
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Além disso, na fermentagdo com o acido L-glutamico, a
cultura pode ser efetuada com a precipitagdo do acido L-glutdmico no meio
pelo uso de um meio liquido ajustado para ter uma condi¢8o sob a qual o
acido L-glutdmico € precipitado. A condigdo sob a qual 4cido L-glutdmico &
precipitado €, por exemplo, de pH 5,0 a 4,0, preferivelmente de pH 4,5 a 4,0,
mais preferivelmente pH 4,3 a 4,0, particularmente preferivelmente pH 4,0
(EP 1078989 A).

A coleta da substancia alvo do meio de cultura pode ser
comumente alcangada por uma combinagdo de métodos conhecidos, como
método da resina de troca ib6nica e método de precipitagdo. Quando a
substdncia alvo se acumula nas células, as mesmas podem ser rompidas, por
exemplo, com ondas supersdnicas ou semelhantes, e a substincia alvo pode
ser coletada pelo método da resina de troca idnica ou semelhante do
sobrenadante obtido pela remocfo das células da suspensdo de células
rompidas por centrifugac¢do. Quando a substancia alvo é um aminodcido ou
acido nucleico, a substancia alvo a ser coletada pode ser um composto em
forma livre, ou pode ser um sal como sulfato, cloridrato, carbonato, sal de
amonio, sal de sodio e sal de potassio. | |

A substéncia alvo coletada de acordo com a presente inven¢do
pode conter células bacterianas, componentes de meio, umidade e metabolitos
de subprodutos do microorganismo além da substdncia alvo. A pureza da
substancia alvo coletada é de 50% ou maior, preferiﬁelmente de 85% ou
maior, particularmente preferivelmente 95% ou maior (Patente US numeros
5.431.933, Patente japonesa No. 1214636. Patente US 4.956.471, 4.777.051,
4.946.654, 5.840.358, 6.238.714, Pedido publicado de Patente U.S.
2005/0025878).

Exemplos
A seguir, a presente invengdo sera mais especificamente

explicada com referéncia aos exemplos. No entanto, a presente inven¢do nio
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¢ limitada por estes exemplos.
(1) Preparagdo de mesocarpo e bagago triturado

O bagaco foi obtido de uma fabrica de agucar a partir de cana
de agucar. O bagago obtido foi esterilizado e entdo secado. O bagaco pode ser
obtido por processo comum de produgéo de aguicar a partir de cana de aglcar.

O bagago seco foi tratado com uma peneira vibratéria de
malha 20 (0,85mm) para remover a casca, e a casca fibrosa foi ainda
removida da fragfo passada através da peneira para isolar o mesocarpo.

O bagago triturado foi preparado pelo seguinte procedimento
O bagago seco foi triturado usando um triturador (moinho automaético de
sistema Nara, Modelo M-4 (Nara Machinery Co., Ltd.) sob as condi¢des de
trituragdo de velocidade de revolugéo :5500/min e tela: 0,9 mm. O produto
triturado foi peneirado, e uma fragdo passando através de uma peneira tendo
uma malha de 0,35 mm, mas ndo passando através de uma peneira tendo uma
malha de 0,15 mm foi obtido como um bagago triturado. Este bagago triturado
foi obtido por pulverizagdo fina de uma mistura de mesocarpo e casca a um
tamanho equivalente ao do mesocarpo para comparagdo com o mesocarpo.
(2) Sacarificagéio por enzima diastatica | |

Como uma enzima diastatica, a enzima comercialmente
disponivel, Cellic Ctec (Novozyme) foi usada. Esta enzima continha uma
celulase derivada de um fungo Trichoderma. A 0,1 g do mesocarpo ou do
bagago triturado, 5 ml de acido acético 100 mM, 0,0286 g ou 0,00286 g de
enzima diastatica, 0,0025 g de Geneticin (antibidtico), e para o volume da
solugdo de 10 ml foram adicionados e a mistura foi agitadaa 50°C e 60 rpm
durante 4 dias para permitir rea¢des. A glicose liberada no sobrenadante de
reagdo foi medida usando um analisador Bio-tech de Asahi Chemical Industry
Co., Ltd. Os resultados sdo mostrados na tabela 1.

Quando o mesocarpo foi sacarificado, glicose pode ser

coletada em uma quantidade maior como comparado com a quantidade de
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glicose obtida a partir do bagago triturado, com uma quantidade de enzima
correspondendo a 1/10 ou mesmo da quantidade de enzima usada para a

sacarifica¢do de bagago triturado.

Tabela 1
Substrato Quantidade de Quantidade Quantidade glicose produzida por peso
enzima glicose produzida unitério de enzima (mg/mg)
Mesocarpo 0,1 g 28,6 mg 12,9 mg 0,45
2,86 mg 8,6 mg 3,0
Bagaco friturado 0,1 g 28,6 mg 7.4 mg 0,26
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REIVINDICACOES

1. Método para produzir uma solucdo de agtcar, caracterizado’

pelo fato de compreender uma etapa de reagir uma enzima diastitica com
mesocarpo que foi separado da cana de agiicar em um liquido para produzir

sacarideos.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que o mesocarpo foi separado do bagaco da cana de agucar.

3. Método de acordo com a reivindicagfo 2, caracterizado pelo

fato de que o mesocarpo foi obtido por separagdo do bagago da cana de agtcar
em mesocarpo e casca, ¢ coleta do mesocarpo.
4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a

3, caracterizado pelo fato de que a enzima diastatica é uma celulase ou uma

mistura de uma celulase e uma hemicelulase.

5. Método para produzir uma substincia alvo, caracterizado

pelo fato de compreender produzir uma solu¢éo de agucar pelo método como
definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, e produzir a substancia
alvo por fermentagfio usando a solugio de agucar obtida ou um produto de
fracionamento da mesma como uma fonte de carbono. |

6. Método de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo

fato de que a substéncia alvo ¢ um L-aminoacido ou um écido nucleico.
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RESUMO
“METODOS PARA PRODUZIR UMA SOLUCAO DE ACUCAR E PARA
PRODUZIR UMA SUBSTANCIA ALVO”

Uma solugdo de agtcar é obtida por separacdo de bagago de
cana de aglicar em mesocarpo e casca, € reagir 0 mesocarpo com uma enzima
diastatica como celulase ou uma mistura de celulase de hemicelulase em um
liquido para produzir um sacarideo. Além disso, uma substancia alvo como L-
aminodcidos e 4cidos nucleicos € produzida por fermentagdo usando a solugéo
de agticar obtida ou um produto de fracionamento da mesma como uma fonte

de carbono.
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