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DESCRICAO

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE RIBOFLAVINA POR MEIO DE
MICROORGANISMOS COM ACTIVIDADE DE ISOCITRATOLIASE
MODIFICADA"

A presente invencao refere-se a um processo para a preparacao de
riboflavina por meio de microorganismos com actividade de

isocitratoliase modificada.

A vitamina B2, também designada por riboflavina, é essencial

para o homem e para os animais. Nos casos de caréncia de vitamina B>
surgem inflamag¢des das mucosas da boca e da faringe, gretas nos
cantos da boca, prurido e inflamacdes nas pregas da pele, entre outras
lesdes da pele, inflamagées da conjuntiva, capacidade de visao reduzida
e turvacdo da coérnea. No caso de crias de mamiferos e de criancgas
podem surgir paragens de crescimento e perda de peso. Por
conseguinte, a vitamina B2 tem importancia econémica, em especial
como preparado de vitamina para caréncias vitaminicas, bem como
como aditivo para racgdes. Além disso, é igualmente empregue como
corante de produtos alimentares, por exemplo, em maionese, gelados,

pudins, etc.

A preparagao da riboflavina € realizada ou quimicamente, ou por
via microbiana. No processo quimico de preparacido a riboflavina é
obtida, regra geral, como produto final puro, em processos em varios
passos nos quais tém que ser utilizados produtos de partida

relativamente onerosos — como por exemplo, a D-ribose.




\_____ﬁ-«\\’)‘; N

f
A preparacdo desta substancia por meio de microorganismos

oferece uma alternativa a preparacdo da riboflavina por via quimica.
Como produtos de partida para a sintese microbiana podem ser
utilizadas matérias primas renovaveis, como por exemplo, Oleos

vegetais.

E conhecida a preparagdao da riboflavina por fermentagdo de
fungos, como Ashbya gossypii ou Eremothecium ashbyii (The Merck
Index, Windholz et al., eds. Merck & Co., pag. 1183, 1983); todavia,
para a produgdo da riboflavina também s&o apropriadas leveduras,
como por exemplo, Candida ou Saccharomyces, e bactérias, como
Clostridium. Estdo descritas, por exemplo, na Patente EP 405370,
estirpes de bactérias superprodutoras de riboflavina, tendo as estirpes
sido obtidas a partir de Bacillus subtilis, por transformac¢éo do gene da
biossintese de riboflavina. Estes genes procariontes nao s&o, no
entanto, apropriados para um processo recombinante de preparacéao da

riboflavina com eucariontes, como Saccharomyces cerevisiae ou Ashbya

gossypii.

No documento WO 93/03183 é descrita a clonagem dos genes
especificos para a biossintese da riboflavina, a partir do organismo
eucariontico Saccharomyces cerevisiae. Por meio deste gene podem ser
construidos microorganismos eucarionticos recombinantes, que

conseguem alcangar uma producéo eficiente de riboflavina.

Frequentemente, no entanto, os produtos de partida e o substrato
do enzima da biossintese da riboflavina ocorrem no microorganismo em
quantidade limitada, de modo que, apesar do aumento da actividade da
biossintese da riboflavina, ndo se consegue alcancar qualquer aumento

da producéo de riboflavina.




Punha-se, pois, o problema de se desenvolver um processo
microbiano aperfeicoado para a producéo de riboflavina, que utilizasse
microorganismos que ndo possuam qualquer limitacdo do substrato,
ou, quando muito, uma reduzida limitacdo, € que permita, por

conseguinte, uma produg¢ao maior de riboflavina.

O problema foi solucionado de acordo com a invencgdo de forma
que os microorganismos utilizados possuam uma modifica¢do na sua
actividade endégena de isocitratoliase. A modificacdo € definida em
relacdo a estirpe inicial ndo modificada. Existe uma série de
possibilidades de se obterem microorganismos desta natureza com

actividade ICL modificada.

Uma dessas possibilidades consiste no facto de se modificar o
gene endégeno de ICL de tal modo que este codifique para um enzima
com actividade ICL mais intensa em relagdo ao enzima de partida. Pode
ser alcancado um aumento da actividade enzimatica, por exemplo,
realizando-se uma maior reac¢cdo de substrato por alteracdo do centro
catalitico, ou fortalecendo-se a acc¢ao de inibidores de enzimas. Também
se pode promover uma actividade enzimatica mais intensa por aumento
da sintese do enzima, por exemplo, por amplificagdo do gene, ou por
eliminacdo de factores que reprimem a biossintese do enzima. A
actividade ICL endégena € elevada, de preferéncia, por mutagao do gene
endégeno de ICL. As mutagdes desta natureza podem ser produzidas,
de forma nao dirigida, quer por métodos classicos, como por exemplo,
por meio de radiacdo UV, quer por meio de agentes quimicos que
desencadeiam a mutacdo, ou de forma precisa por meio de métodos da

técnica genética, tais como eliminagdes, inser¢oes ou substituigoes.




A expressao do gene de ICL é aumentada através do aumento do
numero de copias do gene de ICL e/ou através do reforco de factores de
regulagdo que influenciam positivamente a expressao do gene de ICL.
Assim, pode ser realizado um refor¢co de elementos reguladores de
preferéncia no plano da transcricdo, sendo utilizados sinais de
transcricdo fortes, como promotores e intensificadores. Além disso,
porém, é igualmente possivel um refor¢co da translagéo, por exemplo,
melhorando-se a estabilidade do m-RNA. Para o aumento do numero de
copias do gene, o gene de ICL é inserido num constructo de gene ou
num vector, que de preferéncia contém a sequéncia genética reguladora
que corresponde ao gene de ICL, em especial as que reforcam a
expressdo do gene. Em seguida um microorganismo que produz
riboflavina é transformado com o constructo de gene que contém o gene

de ICL.

O gene de ICL é de preferéncia isolado de microorganismos, em
especial do fungo Ashbya gossypii. No entanto, para o isolamento do
gene interessam também todos os outros organismos cujas cé€lulas
contém a sequéncia anaplerética do ciclo do glioxilato e, por
consequéncia, a isocitratoliase, e, por conseguinte, também plantas. O
isolamento do gene pode ser realizado por complementa¢do homologa
ou heteréloga de um mutante defeituoso no gene de ICL, ou também
por sondagem heterdloga, ou PCR com "primers" heterdlogos. Para a
subclonagem, o inserto do plasmideo complementante pode em seguida
ser minimizado no tamanho, por cortes apropriados com enzimas de
restricdo. Depois da sequenciacédo e identificacdo do gene suposto €
realizada uma subclonagem exactamente adaptada por fusdo-PCR.
Plasmideos que transportam como inserto os fragmentos assim obtidos
sao introduzidos no mutante de gene de ICL-defeito, que é ensaiado

quanto a funcionalidade do gene de ICL. Os constructos funcionais sdo




em seguida utilizados para a transformacdo de um organismo produtor

de riboflavina.

Depois do isolamento e sequenciacdo sao susceptiveis de
obtencdo genes de isocitratoliase com sequéncias de nucleétidos que
codificam para as sequéncias de aminoacidos indicadas em SEQ ID
NO:2 ou para as suas variagdes alélicas. As variagoes alélicas
compreendem em especial derivados funcionais que sdo susceptiveis de
obtencdo por eliminagdo, inser¢do ou substituicdo de nucledtidos da
sequéncia representada em SEQ ID NO:1, mantendo-se, no entanto, a

actividade de ICL.

A preceder os genes de isocitratoliase é ligado em especial um
promotor da sequéncia nucleotidica dos nucledtidos 176 até 550, de
acordo com a SEQ ID NO:1, ou uma sequéncia de ADN de acgao
essencialmente idéntica. Assim, por exemplo, o gene pode ser
antecedido de um promotor, que se distingue do promotor com a
sequéncia de nucledtidos indicada por uma ou varias permutas de
nucleétidos, por insergdo(inser¢des) e/ou eliminagao(eliminagoes), sem
que, no entanto, a funcionalidade ou a eficacia do promotor seja
prejudicada. Além disso, o promotor pode também ser aumentado na
sua eficicia por modificagdo da sua sequéncia, ou ser permutado

completamente com promotores mais eficazes.

Para além disso, podem ainda ser colocadas a seguir ao gene de
ICL sequéncias genéticas reguladoras, ou genes reguladores, que
aumentam em especial a actividade do gene de ICL. Assim, podem ser
colocadas a seguir ao gene de ICL, por exemplo, os chamados

"intensificadores", que, através de uma accao reciproca melhorada entre




a RNA-polimerase € o ADN, originam uma maior expressao do gene de

ICL.

Podem anteceder ou seguir-se ao gene de isocitratoliase, com ou
sem o promotor colocado antes, ou com ou sem reguladores, uma ou
mais sequéncias de ADN, de modo que o gene esteja contido numa

estrutura genética.

Por clonagem do gene de ICL podem ser obtidos plasmideos ou
vectores que contém o gene de ICL e que — como ja foi citado
anteriormente — sdo apropriados para a transformacao de um
organismo produtor de riboflavina. As células obtidas por
transformacdo, em cujo caso se trata de preferéncia de células
transformadas de Ashbya gossypii, contém o gene numa forma
replicavel, isto €, em copias adicionais sobre o cromossoma, sendo as
copias do gene integradas em qualquer posicdo do genoma e/ou sobre

um plasmideo ou vector, por recombinag¢éo homodloga.

Uma outra possibilidade de se produzirem microorganismos com
actividade de ICL modificada consiste no facto de se produzirem micro-
organismos com uma resisténcia em relagdo a substancias com acgéo
de inibicdo de ICL, e seleccionarem-se estes. As substancias inibidoras
da isocitratoliase (ICL) sdo conhecidas dos peritos na técnica e estdo
indicadas, por exemplo, no Handbook of Enzyme Inhibitors, Editor:
Hellmut Zollner, Verlag Chemie, Weinheim, 1993, na pagina 291. As
substancias  inibidoras -especialmente apropriadas sao o
fosfoenolpiruvato (PEP), 6-P—gluéonato, maleato, mas em especial o

itaconato e o oxalato.




Surpreendentemente, prova-se que, se forem agora cultivadas, na
presenca destas substancias inibidoras, estirpes de microorganismos
que produzem riboflavina, a formacao da riboflavina é inibida. Isto
manifesta-se, nas placas de cultura, na formacdo de colénias que nao
sao amarelas, mas que permanecem antes brancas. Com este sistema
podem, por conseguinte, ser facilmente reconhecidas estirpes que sio
resistentes contra uma inibicdo de isocitratoliase, visto que estas
estirpes também formam riboflavina na presenca de inibidores e, por
conseguinte, formam colénias coradas de amarelo. As estirpes desta
natureza podem aparecer ou por mutagdo espontanea, ou induzindo-se
as correspondentes mutacoes étravés de métodos correntes, como por
exemplo, métodos quimicos, ou por radicacdo UV. Por conseguinte,
podem ser obtidas estirpes de micro-organismos que segregam uma
quantidade mais elevada de riboflavina no meio de cultura. Como
estirpe mais resistente, com maior formacio de riboflavina, foi obtida
em especial a estirpe de Ashbya gossypii depositada no DSM sob o n.°
10067.

Sao utilizados como microorganismo, no processo de acordo com
a invencdo, de preferéncia fungos. Os fungos apropriados s&o, por
exemplo, os que sdo indicados em Indian Chem. Engr. Section B, Vol.

37, n.° 1,2 (1995), na pag. 15, quadro 6.

Sdo apropriados, em especial, os das espécies Pichia,

Eremothetium e Ashbya, em especial Ashbya gossypii.

No entanto, podem igualmente ser utilizados outros
microorganismos em vez de fungos, por exemplo, bactérias, em especial
as que sao indicadas em Indian Chem. Engr. Section B, Vol. 37 , n.°1,2

(1995), na pag. 16, quadro 6.




Exemplo 1:

Preparacdo de um banco genémico de genes de Ashbya gossypii

Para a preparagao de um banco de ADN genémico foi isolado ADN
de cromossomas, de acordo com o método de Wright e Philippsen (1991,
Gene 109: 99-105). O ADN foi digerido parcialmente com Sau 3A e
fraccionado com um gradiente de densidade de sacarose. Os fragmentos
maiores (figura 4) foram ligados com o vector "vaivém' de E. coli, S.
cerevisiae YEp 352, cortado com Bam HI (J.E. Hill et al., 1993, Yeast 2:
163-167). Com este preparado de ligacdo foi transformado E. coli DH5
a. A partir de placas com ampicilina e X-Gal foram isoladas 3600
colénias que, pela sua cor branca, podiam ser reconhecidas como
clones com plasmideos que transportam insertos. A pesquisa de trinta
destes clones escolhidos aleatoriamente revelou que, de facto, todos
transportavam um plasmideo, que estes tinham insertos numa gama de
tamanho de 7 a 18 kb, € que todos os insertos eram diferentes, o que
podia ser reconhecido com base na amostra de restricido. Em virtude de
um tamanho do genoma de 7x10° kb para a Ashbya gossypii, a
probabilidade de cada gene estar contido neste banco de genes situa-se
em 97% a 99,99%. Fraccoes de 100 clones cada foram cultivadas numa
placa de agar, em grande extensao, e em seguida os plasmideos foram
preparados como "pool'. Em conformidade, o banco genético consistia

em 36 "pools" de plasmideo.

Exemplo 2:

Selecgéo do fragmento do banco genético que transporta icll

Com as preparagoes de plasmideo do banco genético foi
transformada a levedura Saccharomyces cerevisiae ICL1d ura3(fs) (E.

Fernandez et al., 1992, Eur. J. Biochem. 204: 983-990). Este mutante ¢é




disrupto no gene ICL1 e possui no gene ura3 uma mutacio nos campos
de leitura. Este genoétipo conduz a que a estirpe nao possa ser cultivada
em etanol como fonte de carbono e apresente uma auxotrofia de uracilo.
No primeiro passo as cé€lulas da levedura, transformadas com o banco
genético, foram selec-cionadas em meio minimo, com glucose como
Unica fonte de carbono. Em virtude do gene ura3, existente no
plasmideo, s6 puderam ser cultivadas as células que tinham absorvido
um plasmideo, uma vez que o meio minimo nao continha uracilo. Neste
passo foram obtidos 1900 clones. Estes foram transferidos, por
replicacdo em placa, para um meio minimo com etanol como TUnica
fonte de carbono. Como, para a cultura em etanol, é absolutamente
necessaria a isocitratoliase como enzima anaplerético, s6 puderam ser
cultivados os clones que transportavam no plasmideo o gene ICL. Foi

possivel isolar dois clones que foram cultivados em etanol.

Exemplo 3:

Verificacdo da funcionalidade do fragmento do banco genético isolado

Para se verificar se a complementagcdo do defeito de ICL do
cromossoma era codificado pelo plasmideo, os clones de Saccharomyces
seleccionados foram cultivados duas vezes com uracilo em meio
completo e as células obtidas foram isoladas sobre placas. A partir de
16, ou de 13, clones escolhidos ao acaso 7, ou 5, respectivamente, ja
néo cresceram em meio minimo com glucose. Precisamente estes clones
também ja nado cresceram em meio minimo com etanol. A cura do
plasmideo estava, pois, correlacionada com a perda da complementacao

de ICL1d.

A partir de um dos dois clones foi de novo isolado o plasmideo.

Este continha um inserto de cerca de 8 kb. Uma nova transformacéo do
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mutante de Saccharomyces conduziu a complementacdo de todos os
clones encontrados. O fragmento de 8 kb pdde ser encurtado por Sph I

para 2,9 kb, que era totalmente funcional.

No extracto bruto dos transformandos cultivados em etanol a iso-
citratoliase podia ser medida com uma actividade especifica de 0,3
U/mg de proteina. Além disso, a calda Western com anticorpos

policlonais apresentava um sinal nitido contra o ICL de Ashbya.

PCR com primers provenientes de peptideos tripticos de ICL
produziu sinais fortes de grandeza esperada. A partir de um gel de
electroforese bidimensional foi isolada uma proteina, foi decomposta em
peptideos com tripsina e foi sequenciada por degradacao de Edmann. A
comparacdo da sequéncia peptidica com os bancos de dados forneceu
uma identidade de mais de 70% com a isocitratoliase de Saccharomyces
cerevisiae. Os primers dela derivados foram utilizados para PCR. Do
fragmento de gene complementar com cerca de 8 kb de tamanho foram
sequenciados 3,3 kb (Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977)
5463-5467). Na sequéncia determinada, por comparac¢ao de dados, foi
possivel encontrar duas regides codificantes. Um campo de leitura de
1680 bases (SEQ ID NO:1) apresenta uma identidade de 65% com o
gene ICL1 de Saccharomyces cerevisiae. O gene de ICL situava-se 375
bases a montante de uma sequéncia que apresenta 84% de identidade

com um Ser-tRNA de Saccharomyces cerevisiae (SEQ ID NO:1).

Exemplo 4:

Funcionalidade de ICL subclonado num vector "vaivém' E.coli/-

levedura/Ashbya
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Dois fragmentos obtidos por digestdo de restrigio e um produto
PCR do fragmento isolado do banco genético (figura 5) foram clonados
no plasmideo pAG 100 (figura 6) construido por Steiner e Philippsen
(1994, Mol. Gen. Genet 242: 263-271). Quanto aos fragmentos, trata-se
de um fragmento Sph I de 2,9 kb (pAG 100 icl.4) e de um fragmento Bgl
1/Eco RV de 2,2 kb (pAG 100 icl.6). Ambos os fragmentos continham o
Ser-tRNA. Foi realizada, por isso, adicionalmente, uma amplificacdo
PCR do gene suposto com pontos de corte Bam HI nele fundidos (pAG
100 icl.8). Os trés ADNs foram clonados no sitio Bam HI do plasmideo
pAG 100. Com os plasmideos obtidos foi transformado o mutante de
levedura Saccharomyces cerevisiae ICL1d ura3 (fs). Os trés constructos
conduziram a complementacdo completa da disrupcao ICL1d, isto é,

transportavam genes funcionais.

Exemplo 5:

Accao dos plasmideos que transportam ICL sobre a formacdo de

riboflavina por Ashbya gossypii

A transformacédo de Ashbya gossypii (método: Wright e Philippsen,
1991, Gene 109: 99-105) com os plasmideos apresentados acima
conduziu a aumentos significativos da formacao de riboflavina. Foram
cultivados em balbées com agitacéo, de 500 ml, com duas chicanas, que
continham 50 ml de um meio composto por 10 g/I de éleo de soja, 10
g/1 de extracto de levedura e 200 pg/ml de geneticina. A estirpe de
controle, A. gossypii pAG 100, que continha um plasmideo sem inserto,
produziu em dois dias 18,7 ‘i- 0,1 mg/1 de riboflavina. As estirpes A.
gossypii pAG 100.4 € A. gossypii pAG 100.6 produziram 31,2 + 6,1 mg/I
e 31,0 £ 2,0 mg/I, respectivamente, de riboflavina (figura 7). Nao foi
mensuravel uma modificagdo significativa da actividade especifica da

isocitratoliase, devido a forte dispersao. A estirpe A. gossypii pAG 100.8

~

//
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produziu, num meio que foi ainda suplementado por 3 g/I de glicina, no
decurso de trés dias, 65 = 5,6 mg/l de riboflavina. Pelo contrario, a
estirpe de controle A. gossypii pAG 100 formou, em comparagao directa,
apenas 29,9 + 1,8 mg/l de riboflavina (figura 8). Nem na actividade
espéciﬁca de isocitratoliase, nem no peso em seco de micélio, foram

medidas diferencas significativas.

Exemplo 6:
Purificagdo de uma isocitratoliase (ICL)

Para a identificacdo de substancias com acc¢éo de inibi¢cdo de ICL
foi primeiro purificado o ICL de Ashbya gossypii. O isolamento e a
purificagdo do enzima foram realizados depois do crescimento do
micélio do fungo em 6leo vegetal. Os passos individuais da purificacéo
estdo resumidos no quadro 1: em conformidade, um extracto bruto
tipico, preparado a partir de cerca de 25 g de micélio, que foi obtido por
desagregacdo das células com uma prensa "French', contém 220
unidades de actividade de ICL. Apos a centrifugacao a cerca de 40 000
g, sdo ainda detectadas dissolvidas no sobrenadante cerca de 78% das
mesmas. Uma precipitacdo fraccionada subsequente com sulfato de
amoénio conduz a uma acumulagio tripla do enzima. Depois de uma
filtracao por gel com uma coluna de Sephacryl S-300 o TCL ¢ ligado ao
permutador de catides mono-S-Sepharose e € eluido com NaCl. O
preparado assim obtido ¢ homogéneo na electroforese por gel de SDS-

poliacrilamida e tem uma actividade especifica de 18,4 U/mg.

Exemplo 7:
Identificacdo de inibidores de ICL
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Com o enzima purificado podem-se medir, num ensaio
colorimétrico (Dixon, H. e Kornberg, H.L. (1959), Biochem. J. 72, 3:
Assay Methods for Key Enzymes of the Glyoxylate Cycle), as influéncias
de substancias sobre a actividade. No quadro 3 e na figura 1 sdo
apresentados € representados, respectivamente, os efeitos das
substancias ensaiadas sobre o enzima. Foram ensaiadas, por um lado,
substancias que, como metabolitos nas células do fungo, poderiam ter
um efeito inibidor sobre o enzima. Entre estas o 6-P-gluconato e o
fosfoenolpiruvato exibiram as accgées inibidoras mais nitidas, com mais
de 50%, para uma concentra¢do de 10 mM. No entanto, o itaconato e o
oxalato, que provavelmente ndo ocorrem no metabolismo do fungo,
actuaram ainda consideravelmente melhor. Uma concentracdo de 1

mmol conduziu ja a 78% e a 95%, respectivamente, de inibicao.

Exemplo 8:

Caracterizagdo de um mutante seleccionado com itaconato

Através da accao de radiagdo UV sobre esporos isolados do fungo
conseguiram-se produzir mutagdes no patriménio genético. Com uma
dose de radiacéo a qual sobreviveram 10 a 20% dos esporos utilizados,
obtém-se mutantes que sdo resistentes contra uma inibi¢do, por
itaconato, da formacao de riboflavina. Um mutante assim isolado exibe,
na cultura em o6leo de soja, uma formacido de riboflavina 25 vezes
superior, em comparagdo com a estirpe de partida (figura 2). A
actividade especifica de ICL cresce até 15% (figura 2) durante a fase de
formacédo da riboflavina. Pode-se mostrar, com anticorpos, que a
quantidade de proteina aumenta. O ICL do mutante exibe o mesmo

comportamento de inibi¢do por itaconato que a estirpe de partida.
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Exemplo 9:
Correlacdo da formacgao de riboflavina com a actividade especifica de

ICL

A observacdao de que o fungo, se for oferecida glucose como
substrato, s6 comega a producdo depois do consumo da glucose,
fornece uma prova surpreendente sobre uma dependéncia causal entre
a ICL e a formacdo da riboflavina. A ICL, que anteriormente era
reprimida pela glucose, pode também, precisamente entdo, ser medida
no extracto bruto e cresce até actividades como as que sédo encontradas

em culturas em 6leo (figura 3).
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RUA: Leo-Brandt-Strasse

LOCALIDADE: Juelich

PAIS: Alemanha

CODIGO POSTAL: D-52425

TELEFONE: 02461-61 3004

g <]

TITULO DO PEDIDO: Processo para a preparacdao de
riboflavina por meio de microorganismos com actividade de
isocitratoliase modificada

NUMERO DAS SEQUENCIAS: 2

FORMA A LER PELO COMPUTADOR:

(A)
(B)
©)

SUPORTE DE DADOS: "disquete"
COMPUTADOR: PC compativel com IBM
SISTEMA DE TRABALHO: PC-DOS/MS-DOS
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(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0; versdo #1.25 (EPA)
(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 1:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 2364 pares base
(B) NATUREZA: acidos nucleicos
(C) FORMA DE ESPIRAL: dupla
(D) TOPOLOGIA: linear

()  NATUREZA DA MOLECULA: cADN a mRNA
(i) ~ HIPOTETICA: NAO
(i)  SENTIDO INVERSO: NAO
(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOME/CHAVE: 5'UTR
(B) POSICAO: 1...550
(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOME/CHAVE: CDS
(B) POSICAO: 551...2233
(ix)y ~ CARACTERISTICAS:
(A) NOME/CHAVE: 3'UTR

(B) POSICAO: 2234...2364

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 1:




CGAAAGCGCC
TTTGGAAGTT
TCTGCCCGCG
AAACTCAGGG
GGTTGAGCCG
TCCCCCTCGG
CGTTCAAGTG
GTGCGCCCGT
GCGGTAACAT

CCCAGTGAAC

17

AAATACCGGA AACGGCACAG GCGCAGCTCT
ATGGCACTAT GGCCGAGTGG TTAAGGCGAC
CTGGTTCAAA TCCTGCTGGT GTCGTTATTT
GCCTTTAGTC CGCCCTTTTG CCCGCTGATT
ATCAGCGCAA GAACGCGCAA AGTCACGTAT
CTCCTTCCGG GCGCGGAAAA GCCTGCGTCA
TACTTGGTCC GGGCCAATGT GGTTGCCTCA
CGAGTCACCA TTAGGAGTAG AGCATCTGAT

AGACTGATAG CTCCAGCTCC AGCACTAGCT

AATAGCCGTT CCA&GATAAC
AGACTTGAAA TCTGTTGGGC
TTGCCGTTTC TTTTTAGATG
CATCGCCCGC CAGCAACACC
GGCCCCTAAG AGTTGAGCTC
CfCCATTAAG TCCGAAACCG
TCCGAGTCAC CGATACGCAG
TATATATAGG CCTAGTTACA

TGTAGGACAT CTGCGCGACA

ATG TCC CCT TCC GTC AGA GAC GCC CGC AAC GAC CTT GCC
Met Ser Pro Ser Val Arg Asp Ala Arg Asn Asp Leu Ala

1 5

AGC CTG CAA CAG CAG GCA GCC GCC GAA GCC GAG
Ser Leu Gln Gln Gln Ala Ala Ala Glu Ala Giu

15

20

TGG AGC CAG CCA CGG TGG GCG GGC ACC G CGC
Trp Ser Gln Pro Arg Trp Ala Gly Thr Lys Arg

30

35 | 4c

GAC ATC GTC AAG CGC CGC GGC ACG TTC CCT GTC

Asp Ile Vval

Lys Arg Arg Gly Thr Phe Pro val va.

50 55

TCC GTA ATG GCG GAC AAG CTC GTG GAG ACA TTG
Ser Val Met Ala Asp Lys Leu Val Glu Thr Leu

65 70

AAC GGC ACG GTT TCA CAG ACG TTC GGA GTG CTC
Asn Gly Thr val Ser Gln Thr Phe Gly Val Leu
80 85

ACG CAA ATG GTG AAG TAT CTG GAC ACG ATT TAC
Thr Gln Met Val Lys Tyr Leu Asp Thr Ile Tyr

95

100

TGC AGC GCC ACG GCT TCG ACC TCG AAC GAG CCT

110

Cys Ser Ala Thr Ala Ser Thr Ser Asn Glu Pro

115 120

GAC TAT CCG ATG GAC ACC GTG‘CCA AAC AAG GTC
Asp Tyr Pro Met Asp Thr Val Pro Asn Lys Val

10

T ATT AGG AGA TGG
Ile Arg Arg Trp

~

K2
~

r~

STz TACT ACG GCC GAG
“al Tyr Thr Ala Glu
' 45

GTC GAA TAC CCA TCT
Glu Tyr Pro Ser
60

T3 CGG CAC TCG CGC
Ala Arg His Ser Arg
73

GAC CCA GTG CAA ATG
£3Dp Pre val Gln Met

GTG TCT GGC TGG CAA
val Ser Gly Trp Gln

GGG CCC GAT CTC GCG
Gly Prc Asp Leu Ala
125

GAG CAC CTG TTC ATG
Glu His Leu Phe Met

60

120
180
240
300
360
420
480
540

589

637

685

733

781

829

877

925

973




GCG
Ala

ACT
Thr

AGG

GTC
val

CaG
Gln

ACC
Thr

CCG
Pro
175

TTT
Phe

190 -

His

GGC
Gly

GTG
val

AGA
Arg

CGC
Arg
270

CCG
Pro

GAC
Asp

AGG
Arg

ATC
Ile

cca
Pro
350

ATG
Met

CGC
Arg

CGC
Arg

ACA
Thr
255

GAT
Asp

CTG
Leu

AGA
Arg

CTC
Leu

Lys
335

CAG
Gln

CTG
Leu

CAG
Gln
160

ATT
Ile

Lys

GAG
Glu

TGC
Cys

ATG
Met

240

GAC
Asp

CAT
His

ATC
Ile

TTG
Leu

TTC
Phe
320

GAC
Asp

ACA
Thr

TTC
Phe
145

CGC
Arg

GTC
val

CTC
Leu

GAC
Asp

GTG
val
225

TGT
Cys

TCG
Ser

TAC

-

GA~
Glu

Falaal
~ -

Ale
30z

CAC
His

GGC
G l'_z

130

CAC

His

GAG
Glu

GCT
Ala

ACG
Thr

CAG
Gln
210

ATC
Ile

GCG
Ala

GAG
Glu

TAC
Tyr

~
2

val
290

CAG
Gln

GAG
Glu

G GCG

Ala

GCG
Ala

GAC
Asp

CTC
Leu

GAC
Asp

AAG
Lys
195

TCC
Ser

ccT
Pro

GAC
Asp

GCC
Ala

ATT
Ile
275

TTG
Leu

CTA
Leu

GCA

Ala’

GGC
Gly

TCG
Ser
355

CGG
Arg

GAC
Asp

GCA
Ala
180

ATG
Met

TCC
Ser

GTT
vVal

GTG
val

GCC
Ala
260

GTC
val

GAC
Asp

GAG
Glu

TTT
Phe

GTT
val
340

ATC
Ile

AAA
Lys

CAA
Gln

165

GAC
Asp

TTC
Phe

AGC
Ser

CaG
Gln

ATG
Met
245

ACC
Thr

GGG
Gly

GCC
Ala

GAG
Glu

GCC
Ala
325

ATT
Ile

AGA
Arg

CAG
Gln
150

TTG
Leu

ACC
Thr

ATC
Ile

AAC
Asn

GAG
Glu
230

CAC
His

TTA
Leu

Gee.

Ala

GCG
Ala

GAC
Asp
310

GAC
Asp

GCC
Ala

GAG
Glu

18

135
cGC

GGG
Gly

GGC
Gly

GAG
Glu

Lys
215

CAC

His

TCG
Ser

CTT
Leu

TCG
Ser

CAG
Gln
295

TGG
Trp

CAG

Gln

Lys

ATG
Met

GAG GCC cGC

Glu

cCT
Pro

CAC
His

CGC
Arg
200

AAG
Lys

ATT
Ile

AAC
Asn

GTG
vVal

7T

Phe

CGC
Ar
360

Ala

GAG
Glu

GGC
Gly
185

GGT
Gly

TGC
Cys

AGT
Ser

CTG
Leu

TCG
Ser
265

ccT
Pro

GCC
Ala

AAG

vs Lys

AAT
Asn

AAC
Asn
345

Lys

Arg

ATT
Ile
170

GGG
Gly

GCA
Ala

GGG
Gly

CGT
Arg

GTG
val
250

Asn

GAG
Glu

GGC
Gly

Lys

GCC
Ala
330

TCA
Ser

CTG
Leu

CTG
Leu
155

GAC
Asp

CTA
Leu

GCC
Ala

CAC
His

TTA
Leu
235

CTT
Leu

ATT
Ile

GTA
vVal

GCC
Ala

GCC
Ala
315

AGC
Ser

CAG
Gln

GGC
Gly

140

TCG TGC
Ser Cys

TAC TTG
Tyr Leu

ACA GCC
Thr Ala

GGT ATC
Gly Ile
205

ATG GCG
Met Ala
220

GTG ACT
val Thr

GTC GCG
val Ala

GAC GCG
Asp Ala

ACT GTA
Thr val
285

TCA GGT
Ser Gly
300

AAG TTG
Lys Leu

CCT TCG
Pro Ser

ATC GGG
Ile Gly

CGC GAG
Arg Glu
365

1022

1069

1117

1165

1262

1309

1405

1453~

1501

154¢

1567

1645




»

CTG
Leu

Glu

GCa
Ala

TTC
Phe

Lys
430

TGG
Trp

CTG
Leu

CAT
His

TTC
Phe

GAG
Glu
i 510

GTT
Val

TCG
Ser

GCC
Ala

GCCAGACTTC TGGAATATAT ATAACATCGG GTACCCCGAC ATCCCTGCCT TCCGCAACGT

CTC
Leu

GGC
Gly

CGC
Arg

ccT
Pro
415

TTC
Phe

CCG
Pro

GGC
Gly

ACC
Thr

GGA
Gly
495

GGC
Gly

GAC
Asp

ATG
Met

AAR
Lys

GGG
Gly

TTG
Leu

GCG
Ala
400

GAC
Asp

ccc
Pro

AAG
Lys

GAG
Glu

AAT
Asn
480

ATG
Met

GTC
Val

AGC
Ser

GGT
Gly

CTA
Leu
560

CAG
Gln

TAC

Tyr
385

TTC
Phe

TTC
Phe

AAC
Asn

GCC
Ala

ATC
Ile
465

GCC
Ala

CGT

Arg

GAT
Asp

ATT
Ile

AAG
Lys
545

GAC
Asp
370

CGC
Arg

GCG
Ala

CAG
Gln

AAG
Lys

ATG
Met
450

GGA
Gly

TTG
Leu

GCG
Ala

GTC
val

cTC
Leu
530

GGT
Gly

GTC
vVal

TAC
Tyr

CCG
Pro

CAG
Gln

TGG

Trp
435

CccT
Pro

TAT
Tyr

GCC
Ala

TAT
Tyr

CTa
Leu
515

AAG
Lys

GTA
Val

TAC

,'I‘yr

AAG
Lys

TAC
Tyr

GCT
Ala
420

ATG
Met

ccc
Pro

GTG
Val

ATC
Ile

GCca
Ala
500

ADAA
Lys

CTT
Leu

ACC
Thr

TTC
Phe

GGC
Gly

GCC
Ala
405

AAG
Lys

GCC
Ala

AAG
Lys

TGG
Trp

GAC
Asp
485

CAA
Gln

CAC
His

GCC
Ala

Gaa
Glu

GAC
Asp

GGC
Gly
390

GAC
Asp

GAG
Glu

TAC
Tyr

GAG
Glu

CAG
Gln
470

AAC
Asn

GGC
Gly

CAG
Gln

CAG
Gln

GAG
Glu
550

19

TGG
Trp
375

ACC

Thr

CTG
Leu

TTT
Phe

AAC
Asn

CAG
Gln
455

TTC
Phe

TTC
Phe

ATC
Ile

AAG
Lys

GGC
Gly
535

CAG
Gln

GAC
Asp

CAG
Gln

GTC
val

GCG
Ala

TTG
Leu
440

GAG
Glu

ATC
Ile

TCG
Ser

CAG
Gln

TGG
Trp
520

GGT
Gly

TTC
Phe

CTG
Leu

TGC
Cys

TGG
Trp

Gln
425

TCG
Ser

AAC
Asn

ACG
Thr

CGC
Arg

CAG
Gln
505

GCC
Ala

GTG
Val

GGC
Gly

ccT
Pro

GCG
Ala

TTC
Phe
410

GGC
Gly

Ccc
Pro

TAC
Tyr

CTA
Leu

GAaA
Glu
490

AGG
Arg

GGC
Gly

TCT
Ser

TCC
Ser

CGC GCT aGa

Arg

ATC
Ile
395

GAA
Glu

GTG
val

AGC
Ser

ATC
Ile

GCC
Ala
475

TTC
Phe

GAG
Glu

GCA
Ala

TCG
Ser

TCA
Ser
555

TGATATCATC TCTGAGTCAT TTCTCTCGAC AAGATCCTCG

GCGAAGCAGC TGATACGTAT ACTTTAAACG CACA

Ala
380

ATG
Met

TCC
Ser

CGC
Arg

TTC
Phe

CAA
Gln
460
GGC
Gly

AGC
Ser

ATG
Met

GAG
Glu

ACA
Thr
540

AAC
Asn

Arg

CGC
Arg

AAC
Asn

GAG
Glu

AAC
Asn
445

CGG
Arg

CTG
Leu

AGG
Arg

GAC
Asp

TAT
Tyr
525

GCC
Ala

1693

1741

1789

1837

1885

1933

1981

2029

2077

2125

2173

2221

2364




(2)

Met

Gln

Pro

Lys

Ala

65

vVal

vVal

Thr

Met

Phe
145

vVal

(@)

(i)

(xi)

20

INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 2:

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)

(B)
(D) TOPOLOGIA: linear

COMPRIMENTO: 560 aminoacidos

NATUREZA: aminoacidos

NATUREZA DA MOLECULA: proteina

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 2:

Ser Pro Ser Val Arg Asp Ala Arg Asn Asp Leu Ala Ser Leu Gln

Gln

Arg

Arg

50

AsSD

Ser

Lys

Ala

Asp

130

His

Glu

Ala

Ala
Trp

35
Arg
Lys
Gln
Tyr
Ser
115
Thr
Asp

Leu

Asp

Ala

20

Ala

Gly

Leu

Thr

Leu

100

Thr

val

Arg

Asp

Ala
180

5

Ala

Gly

Thr

val

Phe

85

Asp

Ser

Pro

vLys

Gln
165

Asp

Glu

Thr

Phe

Glu

70

Gly

Asn
Asn
Gln
150

Leu

Thr

Ala
Lys
Pro

S5
Thr
val
Ile
Glu
Lys
135
Arg

Gly

Gly

10

Glu Asp Ile Arg Arg Trp Trp

Arg
40
Val

Leu

Leu

Pro

120

Val

Glu

Pro

His

25

Val

val

Ala

Asp

Val

105

Gly

Glu

Ala

Glu

Gly
185

Tyr

Glu

Arg

Pro

90

Ser
Pro
His
Arg
Ile

170

Gly

Thr
Tyr
His

75
Val.
Gly
Asp
Leu
Leu
155

Asp

Leu

Ala

Pro

60

Ser

Gln

Trp

Leu

Phe

140

Ser

Tyr

Thr

Glu

45
Ser
Arg
Met
Gln
Ala

125

Met

Cys

Leu

Ala

30

Asp

Ser

Asn

Thr

Cvs

110

AsD

Ala

Thr

Arg

val
190

15

Ser Gln

Ile val

Val Met

Gly Thr
80

Gln Met
95

Ser Ala

Tyr Pro

Gln Leu

Thr Gln
160

Pro Ile
175

Phe Lys




Leu Thr Lys
195

Asp Gln Ser
210

val Ile Pro

225

Cys Ala Asp

Ser Glu Ala

Tyr
Glu
Ala
305
His
Lys
Gly

Gln

Tyr
385
Phe
Phe

Asn

Ala

Tyr

Val

290

Gln

Glu

Ala

Ala

Asp

370

Arg

Ala

Gln

Lys

Met

. 450

Ile
465

Gly

260

Ile Val
275

Leu Asp-

Leu Glu
Ala Phe
Gly val

340

Ser Ile
355

val Tyr
Tyr Lys
Pro Tyr
Gln Ala

420

Trp Met
435

Pro Pro

Tyr Val

245

Gly
Ala
Glu
Ala
325
Ile
Arg
Phe
Gly
Ala
405
Lys
'Ala

Lys

Trp

Met Phe Ile
Ser Ser Asn

val Gln Glu

230

Val Met His

Ala

Ala

Asp

310

Asp

Ala

Glu

Asp

Gly

390

Asp

Glu

Tyr

Glu

Gln
470

21

Glu Arg Gly Ala Ala Gly
200

Lys Lys Cys Gly His Met

220

His Ile Ser Arg Leu Val

235

Ser Asn Leu Val Leu val

Ser

Gln
295

Trp
Gln
Lys
Met
Trp
375
Thr
Leu
Phe
Asn
Gln

455

Phe

Asn Pro Glu Vval Thr val

280
Gln

ovs

val

Phe

Arg

360

Asp

Gln

vVal

Ala

Leu

440

Glu

Ile

265

Ala

Lys

Asn

Asn

345

Lys

Leu

Cys

Trp

Gln

425

Ser

Asn

Thr

250

Gly
Lys
Ala
330

Ser

Leu

Phe
410
Gly

Pro

Leu

Ala
Ala
315

Ser

Gln

Arg A

Iie
395

Glu

vai

Ser T

Ile

Aia
47%

Ser

300

Lys

Pro

Ile

Arg

N mm—————}

Ile His
205
Ala Gly

Thr val

Ala Arg

Ala Thr Leu Leu Ser Ser Asn Ile Asp Ala Arg

270

285

Met

Arg

Arg

Thr

-

255

Asp

Glu

Cys

Met

240

Asp

His

Pro Leu Ile

Gly Asp Arg Leu

Leu Arg Leu

Ser Ile

Gly Pro
350

Glu Leu

a Arg Glu

Arg Ala

Asn Phe

Glu Lys
430

e Asn Trp

445

o Arg Leu

Leu His

Lys

335

Gln

Leu

Gly

Arg

Pro

415

Phe

Pro

Gly

Thr

Phe
320
Asp
Thr
Gly
Leu
Ala
400
Asp
Pro
Lys

Glu

Asn
480

S

~




Ala Leu Ala Ile

Arg Ala Tyr Ala
500

Asp Val Leu Lys
515

Ile Leu Lys Leu
530

Lys Gly Vval Thr
545

Asp Asn Phe
485

Gln Gly Ile

His Gln Lys

Ala Gin Gly
535

Glu Glu Gln
550

Lisboa, 2 4 jyi. 2001

ixvxr‘\ (e (:;4L~,,Q,Q/\xb

ANA SiLva o4
Adluntq

22

Ser Arg Glu Phe
490

Gln Gln Arg Glu
505

Trp Ala Gly Ale
520

Gly val Ser Ser

Phe Gly Ser Ser
555

RVALHQ

Ser

Giu

Thr
540

Asn

Arg Phe

ASp Glu
510

Tyr Val
525

Ala Ser

Gly Ala

T — Ty %o A
‘\‘V‘L%v{j

Gly Met
495

Gly val
Asp Ser

Met Gly

Lys Leu
560

Dra. Maria Silvina Ferreira
Agente Oficial Je ™ -+ '3da Industrial
R.Castif, 30 - 22 - o3 - 153 LISBOA
Telefs. 213851339 - 2138150 50




REIVINDICACOES

Processo para a prepara¢ao microbiana de riboflavina, por cultura
de microorganismos que produzem riboflavina num meio nutriente
e em seguida o isolamento da riboflavina produzida, caracterizado
por serem utilizados microorganismos nos quais a actividade

endogena de isocitratoliase (ICL) foi modificada.

Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por os
microorganismos, por mutacdo do gene de ICL endégeno,

possuirem um enzima com alta actividade de ICL.

Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por os
microorganismos, através de um aumento do niimero de cépias do

gene de ICL, possuirem uma elevada expressido do gene de ICL.

Processo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado por o gene
de ICL ter sido acoplado funcionalmente com sequéncias
reguladoras de ADN, que permitem uma expressdo genética

refor¢cada do gene de ICL.

Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por serem
utilizados microorganismos com resisténcia em relacdo a

substancias com acg¢do de inibicédo de ICL.

Processo de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado por os
microorganismos serem resistentes em relacdo as substancias

itaconato ou oxalato.




’ KaUCg“\

i

7. Processo de acordo com uma das reivindicacbes 1 a 6,

caracterizado por ser utilizado um fungo como microorganismo.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado por ser

utilizado o fungo da espécie Ashbya.

9. Gene de ICL que codifica para a sequéncia de aminoacidos

representada em SEQ ID NO: 2.

10. Constructo genético contendo um gene de ICL de acordo com a

reivindicacao 9.

11. Constructo genético de acordo com a reivindicacdao 10,

caracterizado por o gene de ICL ter sido acoplado funcionalmente
com um ou mais sinais de regulacao, para o aumento da expressio

do gene.

Lisboa, 2 &4 jyi. 200

Dra. Maria Silvina Ferreira

?}’\—o\ S \‘C\rp\ @Vv‘/‘"Q/Q’L/Q
| Agente Oficia! 1= ~r2: * 'vie industrial

Eihs. 50 - 2t - L) - B3 LISBOA
CARVALHO R. Castiihe, 50 = SCARR)
A s“;\\lgumo Telefs. 213851339 - 2138150 50
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1444414

Fracg¢oes da digestao com Sau 3A
apos a ultra centrifugacéo

Figur 4




Sequenciado

Sph | Sph |
2.9 kb L§J PAG 100 icl.4
Bal | Eco RV |
2.2 kb L_§J PAG 100 icl.6
-357 1680
2 kb PAG 100 icl.8
Bam H| Bam HI

Figur 5




£coRIl
Hindlll

Hindlll
BamHI

Sall

Hindlll
‘EcoRI

Hindlll

Figur 6
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