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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "METODO
PARA CONVERTER ACIDO D-GALACTURONICO EM ACIDO
MESOGALACTARICO, METODO PARA TRATAR BIOMATERIAL
COMPREENDENDO ACIDO D-GALACTURONICO E CEPA
HOSPEDEIRA MICROBIANA EUCARIOTICA".

Campo da Invencao

[001] A presente invencdo refere-se a um método e cepa
hospedeira microbiana para converter um acido hexenurénico em um
acido hexarico. Em particular, a invencéo refere-se a conversao de
acido D-galacturdénico em acido meso-galactarico (acido mucico).

Descricao da Técnica Relacionada

[002] O material de residuo biolégico da industria como a
indUstria de agricultura e polpa e celulose contém aclcares e seus
derivados tais como acucares acidos. A conversdo de tal residuo em
produtos Uteis foi de interesse e um desafio no campo da biotecnologia
por um longo tempo. O &cido D-galacturbnico € o componente
principal de pectina, um material bruto de baixo preco enriquecido, por
exemplo, em polpa de beterraba e casca de frutas citricas, e uma fonte
de carbono para micro-organismos que vivem em material de planta em
decomposicdo. O acido D-glucurbnico e o &cido D-manurdnico séo
componentes, por exemplo, em materiais de madeira e algas.

[003] Ha ao menos trés vias diferentes conhecidas para o
catabolismo de acido D-galacturdnico (D-galacturonato):

1) A via de isomerase que esta presente, por exemplo, em
Escherichia coli: Essa via consiste em cinco enzimas que convertem
D-galacturonato em piruvato e D-gliceraldeido-3-fosfato.

2) A via oxidativa que esta presente, por exemplo, em
Agrobacterium tumefaciens: Nessa via bacteriana, o acido D-
galacturdnico é primeiro oxidado em &cido meso-galactarico (acido

mucico). Isso foi descrito para Pseudomonas e para Agrobacterium
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tumefaciens (figura 1). Uma desidrogenase dependente de NAD é
induzida em células de A. tumefaciens cultivadas em acido D-
galacturénico. A enzima foi parcialmente purificada e mostrou atividade
com acido D-galacturénico e D-glucurénico (Chang e Feingold 1969).
3) A via eucaridtica que esta presente em Aspergillus niger
e Hypocrea jecorina (figura 2) (anteriormente Trichoderma reesei): Na
primeira etapa dessa via, 0 acido D-galacturénico € reduzido para
acido L-galacténico por um NADPH utilizando redutase em Hypocrea
jecorina, GAR1 (Kuorelahti e outros, 2005 e WO 2006/128965). A
enzima é reversivel e especifica para NADPH. Em Aspergillus niger,
uma redutase de acido D-galacturbnico, GAAA, foi identificado que
poderia usar NADPH e NADH, entretanto, NADPH teve uma afinidade
mais alta (Martens-Uzonova 2008). Um ortélogo do gene do A. niger,
gaaA, existe também em H. jecorina, gar2, entretanto, de acordo com
Martens-Uzonova (2008) nédo se sabe se € funcional.
[004] A polpa de beterraba e as cascas de frutas citricas sdo
atualmente secas e usadas como alimentacao de gado. Entretanto,
como a secagem consome muita energia, usos alternativos para o
biomaterial compreendendo acidos hexurdnicos, em particular, acido
D-galacturbnico, seriam desejaveis. Também na industria de polpa e
celulose, novos métodos de tratamento para fluxos adicionais
compreendendo acucares e acucares acidos Sao necessarios.
[005] Como descrito acima, na via oxidativa, o acido D-
galacturénico é oxidado em &cido mucico em algumas bactérias.
Entretanto, ndo h& relatos de que essas bactérias poderiam ser
usadas para a fermentacéo de acido D-galacturénico em acido mucico.
A razdo mais provavel para isso € que o0 acido mducico é
imediatamente metabolizado.
[006] O acido mucico é atualmente uma especialidade quimica.

Ele é produzido a partir da galactose por oxidagdo com acido nitrico.
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Se produzido em baixo preco, ele tem o potencial de uso mais amplo.
Ele é listado como um dos 30 produtos mais potenciais produzidos a
partir de biomassa listados em um estudo da American NREL.

[007] Como o acido D-galacturénico é um material bruto barato,
gue € enriguecido em polpa de beterraba e casca de frutas citricas, um
método para catabolizar acido D-galacturénico (D-galacturonato) é
necessario. Em particular, um método barato para produzir &cido
mucico é necessario.

[008] Ademais, novos métodos para catabolizar outros acidos
hexaricos, tal como acido D-glucurénico e acido manurdnico, Ssao
necessarios.

Sumario da Invencao

[009] E um objetivo da presente invencdo fornecer novos
métodos e dispositivos para a utilizacdo de biomateriais
compreendendo acucares, acucares acidos e seus derivados.

[0010] Outro objetivo da invencdo € fornecer métodos e
dispositivos para degradar e utilizar biomateriais compreendendo
acidos hexuronicos.

[0011] Um objetivo adicional da presente invencéo é fornecer um
método para catabolizar acido D-galacturénico. Em particular, um
objetivo da presente invencdo € fornecer um método para degradar
biomaterial compreendendo acido D-galacturénico, tal como pectina.
[0012] Ainda um objetivo adicional da presente invencdo é
fornecer um método para converter acido D-galacturénico em acido
mucico.

[0013] Um outro objetivo da invencédo é fornecer um método para
degradar e utilizar biomaterial compreendendo acido D-glucurdnico.
[0014] Um objetivo adicional da invencéo é fornecer um meétodo
para degradar e utlizar biomaterial compreendendo &cido D-

manuronico.
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[0015] Ainda um objetivo adicional da presente invengdo €
fornecer um método para converter acido D-glucurénico em acido D-
glucarico e/ou acido D-manurdnico em acido D-manarico.

[0016] A presente invencdo é baseada na ideia de que um
hospedeiro microbiano pode ser geneticamente modificado para
converter acido hexenurénico em acido hexarico. Isso pode ser
alcangado introduzindo-se uma sequéncia de nucleotideo codificando
a enzima uronato desidrogenase (EC 1.1.1.203) na cepa hospedeira e
expressando a dita sequéncia de nucleotideo na cepa hospedeira.
Uma cepa microbiana recombinante pode ser usada para degradar e
utilizar biomateriais compreendendo acidos hexurénicos.

[0017] De acordo com uma modalidade preferencial da invencéo,
o hospedeiro € um hospedeiro eucariotico. Preferencialmente, o
hospedeiro € um hospedeiro fungo, mais preferencialmente, um
hospedeiro fungo filamentoso.

[0018] Ademais, de acordo com outra modalidade preferencial da
invencdo, um hospedeiro fungo naturalmente consumindo &acido
hexenurdnico, € geneticamente modificado tal que ele ndo possa mais
consumi-lo. O hospedeiro fungo € geneticamente modificado para
produzir a enzima uronato desidrogenase (EC 1.1.1.203) e o
hospedeiro é capaz de oxidar acido hexenurdnico em acido hexarico.
Mais especificamente, o hospedeiro fungo é capaz de converter acido
D-galacturbnico em &cido mucico. O hospedeiro fungo € também
capaz de converter acido D-glucurénico em acido D-glucérico e &cido
D-manurénico em acido D-manarico.

[0019] Atualmente, o &cido mdcico € produzido a partir de
galactose por oxidacdo com acido nitrico. O novo processo seria uma
fermentacdo na qual somente ar é utlizado para a oxidagdo. O
processo seria menos dispendioso, uma vez que nenhum produto

quimico é usado. O acido galacturdénico € menos dispendioso do que a

Petica0 870190124433, de 28/11/2019, pég. 14/53



5/31

galactose. Com esse meétodo, o acido mucico pode se tornar um
produto barato em escala industrial.

[0020] Usando os micro-organismos recombinantes da presente
invencdo, é possivel tratar biomateriais compreendendo &cidos
hexurbnicos e desse modo diminuir a quantidade de acidos
hexurénicos liberados ao ambiente.

[0021] Outros objetivos,detalnes e vantagens da presente
invencdo se tornardo aparentes a partir dos seguintes
desenhos,descricéo detalhada e exemplos.

Breve Descricdo dos Desenhos

[0022] A figura 1 mostra a via bacteriana para o catabolismo de
acido D-galacturénico. Os primeiros trés metabdlitos séo
representados na projecdo de Fischer. O Cl1 do meso-galactarato
(acido mucico) nesta representacdo € o C6 do 3-deoxi-2-ceto-L-treo-
hexarato. Nessa via, a D-galacturonato desidrogenase e a 2,5-
dioxovalerato desidrogenase estdo usando NAD como um cofator.
[0023] A figura 2 mostra a via fungica para o catabolismo de acido
D-galacturénico. Os metabdlitos sdo representados na projecdo de
Fischer, o que significa que o C1 do D-galacturonato se torna o C6 do
L-galactonato. A D-galacturonato redutase pode ser especifica para
sua exigéncia NADPH ou aceitacdo ndo especifica NADH de NADPH
dependente do organismo.

[0024] A figura 3 mostra o quadro de leitura aberta do gene urol
de Agrobacterium tumefaciens.

[0025] A figura 4 mostra a sequéncia de aminoacido codificada
pelo gene urol.

[0026] A figura 5 mostra o plasmideo pRSET-A-53-pyrG_A.

[0027] A figura 6 mostra o ATCC1015-pyrG (cepa parental) e
cepas mutantes (dois clones obtidos) foram cultivados em um meio na

presenca de acido D-galacturbnico a 2% como uma unica fonte de
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carbono. As cepas mutantes ndo foram capazes de se desenvolver
sob essas condigodes.

[0028] A figura 7 mostra o plasmideo GUDH_A-tum.

[0029] A figura 8 mostra o plasmideo pCL2-Amf ds+GU-DH.
[0030] A figura 9 mostra a sequéncia de nucleotideo codificando
uronato desidrogenase de Pseudomonas.

[0031] A figura 10 mostra a sequéncia de aminoacido codificada.
[0032] A figura 11 mostra o plasmideo URO-DH.

[0033] A figura 12 mostra o plasmideo pCL2-AMDS+URO-DH.
Descricao Detalhada das Modalidades Preferenciais

Definicdes

[0034] Em conjunto com a presente invencdo, a expressao

"enzima uronato desidrogenase" designa uma enzima classificada
como EC 1.1.1.203 pela classificagéo de enzimas.

[0035] O éacido D-galacturénico (D-galacturonato) € conhecido por
ser catabolizado através das seguintes vias:

1) Via bacteriana para o catabolismo de acido D-galacturénico:

[0036] A via de isomerase que estd presente, por exemplo, em
Escherichia coli: Essa via consiste em cinco enzimas convertendo D-
galacturonato em piruvato e D-gliceraldeido-3-fosfato. Os metabdlitos
intermediarios sao D-tagaturonato, D-altronato, 3-deoxi-D-eritro-hex-2-
ulosonato e 3-deodxi-D-eritro -hex-2-ulosonato-6-fosfato. As enzimas
sao uronato isomerase (EC 5.3.1.12), D-tagaturonato redutase
utilizando NADH (EC 1.1.1.5), altronato desidratase (EC 4.2.1.7), 3-
deodxi-D-eritro-hex-2-ulosonato quinase (EC 2.7.1.45) e 3-deoxi-D-
eritro-hex-2-ulosonato-6-fosfato aldolase (EC 4.1.2.14).

2) Via oxidativa para o catabolismo de &cido D-galacturdénico em
bactérias:

[0037] A via oxidativa que esta presente, por exemplo, em

Agrobacterium tumefaciens: Nesta via bacteriana, o &cido D-
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galacturdnico é primeiro oxidado em &acido meso-galactarico (acido
mducico). Isso foi descrito para Pseudomonas e para Agrobacterium
tumefaciens (figura 1). Uma desidrogenase dependente de NAD é
induzida em células de A. tumefaciens cultivadas em acido D-
galacturdénico. A enzima parcialmente purificada mostrou atividade
com acido D-galacturénico e acido D-glucurénico (Chang e Feingold
1969). O produto reacional imediato é provavelmente uma lactona de
acido galactarico (ou lactona de &acido D-glucarico), que hidrolisa
espontaneamente. O produto reacional hidrolisado é, em geral, a
forma mais estavel;, a reacdo reversa da D-galacturonato
desidrogenase é consequentemente ndo observada. A reacdo reversa
€ somente observada em pH acido onde a lactona de acido galactarico
estad presente (Wagner e Hollman, 1976). O acido meso-galactarico
(acido mucico) passa por uma desidratacdo na proxima etapa, € 0
produto reacional € acido 3-deoxi-2-ceto-L-treo-hexarico (Chang e
Feingold, 1970).

[0038] As seguintes etapas envolvem uma desidratacédo e
descarboxilacdo e o produto reacional é 2-cetoglutarato semialdeido
(2,5-dioxovalerato) (Chang e Feingold, 1970). A desidratacdo e a
descarboxilacdo sdo executadas por uma Unica enzima (EC 4.2.1.41)
que foi descrita em mais detalhes em Pseudomonas acidovorans
(Jeffcoat 1975). 2-cetoglutarato semialdeido é subsequentemente
oxidado em 2-cetoglutarato que é um metabodlito em numerosas vias.
Somente as atividades enzimaticas dessas enzimas foram descritas.
Os genes correspondentes ndo foram identificados nem em A.
tumefaciens nem em P. acidovorans ou em qualquer outro micro-
organismo.

3) Via eucariotica para o catabolismo de acido D-galacturénico em
fungos:

[0039] A via eucariotica que esta presente em Aspergillus niger e

Peticai0 870190124433, de 28/11/2019, pég. 17/53



8/31

em Hypocrea jecorina (figura 2): Na primeira etapa dessa via, o acido
D-galacturbénico é reduzido em acido L-galacténico por um NADPH
utilizando redutase em Hypocrea jecoria, GAR1 (Kuorelahti e outros,
2005 e WO 2006/128965). A enzima é reversivel e especifica para
NADPH. Em Aspergillus niger, uma redutase de acido D-galacturénico,
GAAA, que foi identificada poderia usar NADPH e NADH, entretanto,
NADPH teve uma afinidade mais alta (Martens-Uzonova 2008). Um
ortdlogo de gene do A. niger gaaA existe também em H. jecorina, gar2,
entretanto, ndo se sabe se ele é funcional (Martens-Uzonova 2008). A
segunda enzima nessa via, uma desidratase, divide uma molécula de
agua de acido L-galacténico para gerar 3-deoxi-L-treo-hex-2-ulosonato
(acido 2-ceto-3-deoxi-L-galacténico) (Kuorelahti e outros, 2006). Essa
reacdo enzimatica ndo € reversivel. Uma delecdo do gene
correspondente, Igdl, no fungo filamentoso H. jecorina impediu o
fungo filamentoso de se desenvolver em acido D-galacturdnico,
entretanto, quando cultivado em uma fonte de carbono diferente, a
cepa de delecdo converteu D-galacturonato em L-galactonato
(Kuorelahti e outros, 2006). A terceira enzima na via de &cido D-
galacturdénico € a 3-deOxi-L-treo-hex-2-ulosonato aldolase que esta
dividindo o substrato 3-dedxi-L-treo-hex-2-ulosonato em piruvato e L-
gliceraldeido (Hilditch e outros, 2007). A delecdo do gene para
aldolase, Igd1l, em Hypocrea jecorina resultou em uma cepa incapaz
de se desenvolver em acido D-galacturénico como uma fonte de
carbono (Hilditch e outros, 2007), entretanto, quando cultivado em uma
fonte de carbono diferente, o 4cido D-galacturdnico foi convertido em
3-dedxi-L-treo-hexulosonato (Hilditch e outros, 2007). O acido L-
galactbnico ndo se acumulou provavelmente devido a atividade da L-
galactonato desidratase. O piruvato pode ser metabolizado através de
diferentes vias onde L-gliceraldeido ndo € um metabdlito de qualquer

via conhecida.
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[0040] O L-gliceraldeido € convertido em glicerol pela quarta
enzima da via, uma redutase dependente de NADPH. Uma codificagao
de gene para uma enzima com essa atividade foi identificada em H.
jecorina (Liepins e outros, 2006). Essa enzima, GLD1 em H. jecorina,
nao foi reversivel, isto €, a enzima purificada néo exibiu atividade com
glicerol e NADP. Martens-Uzonova analisaram o transcriptoma (a
transcricdo de todos os genes) no fungo filamentoso A. niger. Neste
documento, diferentes fontes de carbono foram comparadas, incluindo
o acido D-galacturdnico, acido poli-galacturénico e polpa de beterraba.
Notou-se que 0s quatro genes dessa via catabdlica, aqui chamados
gaaA, gaaB, gaaC e gaaD, foram induzidos durante o desenvolvimento
em pectina e acido D-galacturénico (Martens-Uzonova 2008). Além
dos genes exigidos para o catabolismo e dos genes codificando para
enzimas pectinoliticas, também 3 genes codificando para potenciais
proteinas de transporte foram identificados como sendo induzidos.
Sugeriu-se que essas proteinas transportadoras desempenhem uma
funcdo na ingestdo de acido D-galacturdénico (Martens-Uzonova,
2008).

[0041] Por "uma sequéncia de nucleotideo codificando uma
desidrogenase de acido urdnico" entende-se que um gene codificando
a dita enzima, ou uma forma encurtada ou modificada do dito gene
sendo um equivalente funcional do dito gene.

[0042] Os termos "sequéncia de nucleotideo", "sequéncia de acido
nucleico", e "molécula de DNA" incluem tanto genoma quanto cDNA.
[0043] Uma sequéncia de nucleotideo codificando a enzima
uronato desidrogenase EC 1.1.1.203 da presente invencao pode ser
isolada de qualquer organismo produzindo essa enzima que
compreende eucariotos incluindo animais (e homem), plantas, fungos,
leveduras ou procariotos incluindo bactérias. Preferencialmente, uma

sequéncia de nucleotideo codificando a enzima uronato desidrogenase
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da presente invencéo é isolada de uma fonte microbiana, tal como de
bactérias ou fungos, em particular, de bactérias.

[0044] De acordo com uma modalidade preferencial da invencéo,
uma sequéncia de nucleotideo codificando a enzima uronato
desidrogenase da presente invencdo € obtida a partir do género
Agrobacterium, mais preferencialmente, de A. tumefaciens. De acordo
com uma modalidade mais preferencial da invengcdo, uma sequéncia
de nucleotideo codificando a enzima é obtida a partir de uma cepa da
colecdo de cultura comercial C 58, ATCC, American Type Culture
Collection. De acordo com outra modalidade preferencial da invencéo,
uma sequéncia de nucleotideo codificando a enzima uronato
desidrogenase € obtida a partir do género Pseudomonas. De acordo
com uma modalidade mais preferencial da invencdo, uma sequéncia
de nucleotideo codificando a enzima esta disponivel como namero de
acesso ao GenBank EU377538.

[0045] A origem de uma sequéncia de nucleotideo codificando a
enzima uronato desidrogenase da presente invencdo nao esta restrita
ao género Agrobacterium ou a espécie A. tumefaciens nem esta
restrita ao género ou espécie de Pseudomonas. Usando a descri¢ao
fornecida aqui, uma pessoa versada na técnica pode encontrar e isolar
uma sequéncia de nucleotideo codificando a enzima uronato
desidrogenase da presente invencdo a partir de outros géneros de
bactérias ou fungos ou a partir de outros organismos.

[0046] Os organismos capazes de produzir a enzima uronato
desidrogenase podem ser examinados, a atividade em Vvarios
substratos pode ser determinada, e a enzima caracterizada. As
sequéncias de nucleotideo codificando a enzima uronato
desidrogenase em varios organismos podem ser isoladas e as
sequéncias de aminoacido codificadas pelas sequéncias de

nucleotideo podem ser comparadas com a sequéncia de aminoacido
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da enzima uronato desidrogenase isolada e caracterizada nos
Exemplos aqui fornecidos. Uma pessoa versada na técnica pode
também identificar uma regido conservada nha sequéncia de
nucleotideo ou de aminoacido e clonar um fragmento de gene usando
técnicas PCR. ApOs sequenciar o fragmento, o gene completo pode
ser obtido, por exemplo, usando biblioteca de cDNA em um vetor
como descrito por Richard e outros (2001). Uma sequéncia de
nucleotideo codificando a enzima uronato desidrogenase pode ser
identificada também por hibridizacao de acido nucleico.

[0047] Os meétodos de biologia molecular padrdo podem ser
usados na clonagem da enzima uronato desidrogenase, isto é, no
isolamento e tratamentos com enzima de DNA, em transformacgdes de
E. coli, no isolamento de um fragmento compreendendo o gene de
uronato desidrogenase pela amplificagcdo em uma reacdo PCR (Coen
D M, 2001) e nas técnicas por mudanca de cédon. Os métodos
basicos usados sdo descritos nos manuais de biologia molecular
padréo, por exemplo, Sambrook e outros (1989) e Sambrook e Russel
(2001). A insercéo da sequéncia de nucleotideo sob um forte promotor
em um vetor de expressdo, a transferéncia do vetor para células
hospedeiras adequadas e o cultivo das células hospedeiras em
condi¢cdes provocam a producdo da dita enzima. Os métodos para a
producdo de proteina por tecnologia recombinante em diferentes
sistemas hospedeiros sdo bem-conhecidos na técnica (Gellissen,
2005).

[0048] Por "uma sequéncia de nucleotideo homdloga" entende-se
uma sequéncia de nucleotideo que se origina da mesma espécie do
hospedeiro. Por "sequéncia de nucleotideo heterdloga" entende-se
uma sequéncia de nucleotideo de outra espécie diferente do
hospedeiro e de outro género diferente do hospedeiro. Se o organismo

hospedeiro é um hospedeiro procariético, por exemplo, um hospedeiro
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bacteriano, tal como E. coli, Agrobacterium ou Pseudomonas, a
sequéncia de nucleotideo codificando uronato desidrogenase pode ser
homologa. Se o organismo hospedeiro € um organismo eucariético,
por exemplo, um fungo, a sequéncia de nucleotideo heterdloga pode
significar uma sequéncia de nucleotideo de um procarioto, tal como de
bactérias.

[0049] E evidente que pequenas variacbes na sequéncia de
nucleotideo de um gene ndo mudam significativamente as
propriedades cataliticas da proteina codificada. Por exemplo, muitas
mudancas na sequéncia de nucleotideo ndo mudam a sequéncia de
aminoacido da proteina codificada. Também, uma sequéncia de
aminoacido pode ter variacfes, que ndo mudam as propriedades
funcionais de uma proteina, em particular, elas ndo impedem uma
enzima de executar sua funcdo catalitica. Tais variagcdes na sequéncia
de nucleotideo ou nas moléculas de DNA ou na sequéncia de
aminoacido sdo conhecidas como "equivalentes funcionais", porque
elas ndo mudam significativamente a funcdo do gene para codificar
uma proteina com uma funcdo particular, por exemplo, catalisar uma
reacao particular ou, respectivamente, mudar a funcéo particular da
proteina. Assim, tais equivalentes funcionais, incluindo fragmentos, da
sequéncia de nucleotideo SEQ ID NO: 3 ou 19, e da sequéncia de
aminoacido SEQ ID NO: 4 ou 20, respectivamente, sdo abrangidos
dentro do escopo da invencgéao.

[0050] Dentro do escopo da presente invencdo estdo também
sequéncias de nucleotideo que sdo capazes de hibridizar com as
sequéncias identificadas sob condi¢cdes de estringéncia intermediaria
ou alta. Por exemplo, as condicOes de hibridizacdo de estringéncia
intermediaria podem ser executadas em uma mistura de hibridizacao
contendo 6 x SSC (0,9 M de NaCl em 0,09 M de citrato de sodio, pH
7), 0,5% de dodecil sulfato de sddio (SDS), 5 x solugao de Denhardt e
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100 u/ml de DNA de esperma de arenque a 50° C. A hibridizacdo sob
alta estringéncia pode ser executada, por exemplo, ha mesma mistura
de hibridizacéo a 68° C.

[0051] Pelo termo "identidade" entende-se a identidade entre duas
sequéncias de aminoacido comparadas entre si a partir do primeiro
aminoacido codificado pelo gene correspondente ao Ultimo
aminoacido. A identidade das sequéncias de comprimento integral é
medida usando o programa de alinhamento global Needleman-
Wunsch no pacote de programa EMBOSS (European Molecular
Biology Open Software Suite; Rice e outros, 2000), versdo 2.9.0, com
0S seguintes parametros: EMBLOSUMG62, Gap penalty 10,0, Extend
penalty 0,5.

[0052] Dentro do escopo da presente invencao estdo enzimas ou
polipeptideos que compreendem sequéncias de aminoacido que tém
atividade de uronato desidrogenase e que mostram ao menos 65% de
identidade com a sequéncia de aminoacido SEQ ID NO: 4 ou SEQ ID
NO: 20. As enzimas preferenciais compreendem sequéncias de
aminoacido que mostram ao menos 70%, mais preferencialmente ao
menos 75%, ainda mais preferencialmente ao menos 80% de
identidade. Ainda mais preferencialmente, as sequéncias de
aminoacido mostram ao menos 85%, mais preferencialmente ao
menos 90%, ainda mais preferencialmente ao menos 95%, mais
preferencialmente ao menos 98% de identidade com a sequéncia de
aminoacido SEQ ID NO: 4 ou SEQ ID NO: 20.

[0053] De acordo com uma modalidade preferencial da presente
invencdo, uma sequéncia de nucleotideo codificando uronato
desidrogenase € identificada e expressa em um micro-organismo
hospedeiro. O hospedeiro pode ser um hospedeiro procaridtico ou
eucariotico. Preferencialmente, o hospedeiro é eucaridtico, mais

preferencialmente, um hospedeiro fangico, mais preferencialmente um
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hospedeiro fungico filamentoso. A sequéncia de nucleotideo
codificando uronato desidrogenase codifica preferencialmente uronato
desidrogenase da via oxidativa para o catabolismo de acido urbnico de
bactérias.

[0054] A invencdo ndo esta restrita a fungos filamentosos ou
leveduras geneticamente modificados. A sequéncia de acido nucleico
codificando a enzima uronato desidrogenase pode ser expressa em
qualquer organismo, tal como bactérias, plantas ou eucariotos maiores
aplicando as ferramentas genéticas adequadas e conhecidas na
técnica para esse organismo particular.O micro-organismo poderia
portanto ser interpretado amplamente para incluir também células de
organismos maiores.

[0055] A presente invencao foi exemplificada identificando e
expressando uma sequéncia de nucleotideo codificando
desidrogenase de acido urdénico em um micro-organismo fangico. O
organismo recombinante se mostrou capaz de converter acido D-
galacturénico em acido mucico (acido meso-galactarico) e acido D-
glucurénico em &cido sacarico (acido D-glucarico). A sequéncia de
nucleotideo codificando desidrogenase de acido urénico era de origem
bacteriana.

[0056] A expresséo de uronato desidrogenase em um hospedeiro
fangico é de vantagem, como muitos hospedeiros fungicos, em
particular, fungos filamentosos, produzem enzimas pectinoliticas. Os
hospedeiros fungicos adequados sao cepas hospedeiras, por exemplo,
dos géneros Fusarium, Aspergillus e Hypocrea (anteriormente
Trichoderma), preferencialmente Aspergillus e Hypocrea. Mais
especificamente, as cepas hospedeiras adequadas pertencem a
espécie H. jecorina ou A. niger. A producdo de enzimas pectinoliticas
facilitariam a producéo de acido D-galacturdnico a partir de pectina.

[0057] Os sistemas hospedeiros de producdo e expressao
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adequados séo, por exemplo, o sistema de producdo desenvolvido
para o hospedeiro fungo Trichoderma (EP 244 234) (espécie de
Hypocrea anteriormente classificado como Trichoderma), ou sistema
de producdo de Aspergillus, tal como A. oryzae ou A. niger (WO
9708325 e WO 9533836, US 5.843.745, US 5.770.418), ou o sistema
de producdo desenvolvido por Fusarium, tal como F. oxysporum
(Malardier e outros, 1989).

[0058] A clonagem de genes codificando para a uronato
desidrogenase em duas espécies diferentes de fungos filamentosos e
uma levedura foi exemplificada nos exemplos. A mesma abordagem
pode ser usada com outros fungos filamentosos, leveduras ou
gualguer micro-organismo.

[0059] O organismo hospedeiro da presente invengao precisa
estar naturalmente utilizando acidos hexurénicos. Para impedir a via
natural de competir por acido hexenurénico, as vias conflitantes podem
ser nocauteadas. A sequéncia de nucleotideo codificando a enzima
pode ser inativada, por exemplo, impedindo-se sua expressao ou por
mutacdo ou delecdo da sequéncia de codificacdo. Essas técnicas
tipicamente fazem uso da sequéncia de nucleotideo da sequéncia de
codificacdo ou da sequéncia de nucleotideo adjacente a sequéncia de
codificacdo. A sequéncia de codificacdo da enzima pode ser inativada
em qualgquer micro-organismo tendo a dita sequéncia de nucleotideo.
[0060] O nocaute de uma via natural para utilizacdo de acido D-
galacturdnico pode ser feito, por exemplo, deletando-se a redutase de
acido D-galacturénico.

[0061] E, portanto, ainda outra modalidade desta invencdo que em
adicdo a expressdo heteréloga de uronato desidrogenase, a via
endogena para catabolismo de hexuronato seja interrompida. A
interrupcdo dessa via catabodlica foi exemplificada deletando-se

redutase de acido D-galacturdnico, mais especificamente o gene garl
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em H. jecorina e o gene gaaA em Aspergillus niger. Esses dois genes
tém uma baixa homologia de sequéncia e diferentes propriedades
cinéticas. O gene gaaA tem um homoélogo proximo chamado gar2 em
H. jecorina (Martens-Uzonova 2008). Por causa da redundancia de
sequéncias homoélogas, foi inesperado que a Unica delecéo de garl ou
gaaA fosse suficiente para interromper o catabolismo. Outro resultado
inesperado foi que mutantes da delecdo de garl e gaaA sobrevivem
na presenca de acido D-galacturbnico. Poder-se-ia esperar que tal
delecéo levasse o acido D-galacturbénico a ser toxico, similar a uma
delecao de pgil em S. cerevisiae. Na levedura S. cerevisiae, 0 gene
pgil codifica a fosfofructo isomerase, cuja delecdo resulta em
toxicidade de glicose. O produto reacional imediato da desidrogenase
de acido urbnico é provavelmente a galactarato lactona (Wagner e
Hollman, 1976). A lactona € hidrolisada em galactarato
espontaneamente; entretanto, deve ser vantajoso coexpressar a
lactonase que facilitaria a hidrélise da lactona.

[0062] Se a uronato desidrogenase € expressa em um hospedeiro,
que ndo estd naturalmente utilizando acidos hexurbnicos, ndo ha
necessidade de nocaute das vias conflitantes. Entretanto, aqui o
transporte de acido hexenurdnico para a célula precisa desacelerar a
conversdo de acidos hexurénicos em &cidos hexaricos. Se, por
exemplo, a desidrogenase de acido D-galacturdnico é expressa em um
hospedeiro, que ndo esta naturalmente utlizando &cido D-
galacturdnico, ndo ha necessidade de nocaute das vias conflitantes.
Aqui, o transporte de &cido D-galacturdnico para a célula precisa
desacelerar a conversdo de acido D-galacturénico em acido mucico.
Nesse caso, a expressdo de genes codificando as moléculas de
transporte de acido D-galacturonico pode facilitar a conversdo de
acidos urénicos.

[0063] Por exemplo, se o hospedeiro é levedura, tal como S.
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cerevisiae, recomenda-se a introducdo de um transportador para
facilitar o transporte de &cido D-galacturbnico, acido D-glucurénico
e/ou acido D-manurénico ou para a célula.

[0064] A atividade enzimatica do uronato desidrogenase foi
descrita anteriormente por Chang e Feingold (1969) e referéncias
citadas aqui. Chang e Feingold (1969) descreveram uma
desidrogenase dependente de NAD parcialmente purificada, que tinha
atividade com acido D-galacturdnico e acido D-glucurénico.

[0065] Na presente descricdo, identificou-se um procedimento
diferente para a purificacdo da enzima. Nessa descricdo, usou-se a
técnica de digestdo triptica da proteina purificada e a subsequente
analise MALDI-ToF para identificar os tamanhos dos fragmentos de
proteina. Como a sequéncia gendmica desse organismo era conhecida,
o conhecimento dos fragmentos de proteina possibilitou a identificacéo
do gene correspondente. Acredita-se que uma sequéncia de gene
codificando uma uronato desidrogenase foi descrita aqui pela primeira
vez. H4 uma entrada no banco de dados de sequéncia NCBI (National

Center for Biotechnology Information, USA, www.nchbi.nlm.nih.gov) com

0 numero de acesso ao GenBank EU377538 que descreve uma
uronato desidrogenase a partir de Pseudomonas syringae pv. tomato
str. DC3000 com o numero EC 1.1.1.203. Essa entrada no banco de
dados nao continha quaisquer detalhes adicionais para substanciar
gue o gene era de fato uma uronato desidrogenase.

[0066] Dentro do escopo da presente invencdo estdo também
construcdes genéticas compreendendo um vetor adequado que pode
ser usado quando a sequéncia de acido nucleico codificando a enzima
uronato desidrogenase € introduzida em um hospedeiro. Na
construcéo, a sequéncia de nucleotideo € tipicamente operavel ligada
a regides reguladoras que facilitam a expressdo da sequéncia de

nucleotideo, tal como uma sequéncia promotora e uma sequéncia
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sinal. O vetor pode ser, por exemplo, um virus, tal como um
bacteridfago ou um plasmideo.

[0067] Nos exemplos, promotores fortes e constitutivos foram
usados para a expressdao da uronato desidrogenase. Outros
promotores mais ou menos fortes ou promotores regulados podem ser
usados.

[0068] O biomaterial adequado para a invencdo é biomassa
compreendendo acucar, acucares acidos ou derivados desses, em
particular, compreendendo acidos hexurdnicos. O biomaterial
adequado é, por exemplo, polpa de beterraba, que compreende
pectina. Também outros materiais compreendendo pectina podem ser
usados. Outros biomateriais adequados sao efluentes e fluxos
adicionais da industria de polpa e celulose ou biomaterial
compreendendo algas.

[0069] De acordo com uma modalidade da invencédo, no método
de converter acido hexenurdnico em acido hexarico, uma cepa
hospedeira microbiana geneticamente modificada para expressar a
enzima uronato desidrogenase (EC 1.1.1.203) é contatada com um
biomaterial compreendendo acido hexenurdénico de modo a converter
ao menos uma parte do acido hexenurénico em acido hexarico. Os
produtos da converséo séo recuperados.

[0070] Assim, de acordo com essa modalidade, a biomassa
compreendendo um acucar acido ou um derivado dele é fermentada
por um micro-organismo capaz de converter acido hexenurénico em
acido hexarico e os compostos desejados produzidos séao
recuperados.

[0071] Em outra modalidade, a presente invencao é direcionada a
um método, que compreende cultivar um micro-organismo
geneticamente modificado sob condigcdes que permitem a expressao

da proteina na presenca de acidos hexurdnicos.
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[0072] A presente invencdo também compreende métodos para
recuperacdo da proteina de enzima ou recuperacdo dos produtos da
conversao.

[0073] A invencdo ndo esta restrita a oxidacdo de acido D-
galacturénico em acido mucico. O &cido D-glucurénico, bem como o
acido D-manurénico, que é o componente principal de alginato, pode ser
oxidado em acido D-glucérico e acido D-manarico respectivamente.
[0074] A enzima uronato desidrogenase pode ser usada
cultivando-se o0 organismo hospedeiro em um  substrato
compreendendo acidos hexurénicos, tal como acido D-galacturénico,
acido D-glucurdnico ou &cido D-manurdnico. As condi¢des de cultura
podem ser feitas adequadas para o desenvolvimento e proliferacéo do
organismo hospedeiro.

[0075] A invencdo € ainda direcionada a uma preparacdo
enzimatica compreendendo a enzima uronato desidrogenase. Tal
preparacdo pode ser um extrato celular bruto do organismo
geneticamente modificado, um meio de cultura gasto ou a enzima
pode ser ainda purificada a partir do extrato celular ou do meio de
cultura, sendo que a preparacdo compreende ao menos a enzima na
forma purificada. A preparacdo pode também compreender outras
enzimas que tomam parte no catabolismo de acucares, ou agucares
acidos ou seus derivados.

[0076] A enzima uronato desidrogenase pode ser usada como
uma preparacdo enzimatica. O termo "preparacdo enzimatica" denota
aqui qualquer produto enzimatico, que contém ao menos a enzima
uronato desidrogenase. Assim, tal preparacdo enzimatica pode ser um
meio de cultura gasto ou filtrado contendo um ou mais uronato
desidrogenase opcionalmente com outras enzimas, uma enzima
uronato desidrogenase isolada ou uma mistura de uma ou mais

enzimas uronato desidrogenase. Em adicdo a atividade de uronato
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desidrogenase, tal preparacdo pode conter aditivos, tal como
componentes mediadores, estabilizadores, tampdes, conservantes,
tensoativos e/ou meio de cultura. Os aditivos preferenciais séo tais que
sdo geralmente usados em preparacdes enzimaticas destinadas para
a aplicacdo, onde a preparacdo enzimatica é usada. A preparagao
enzimatica pode estar na forma de liquido, p6é ou granulado.

[0077] A preparacdo enzimatica pode compreender em adicdo ao
uronato desidrogenase, uma ou mais outras enzimas, que podem ser,
por exemplo, enzimas pectinoliticas, amilases e/ou celulases.
Alternativamente, antes, durante ou apdés o tratamento com uronato
desidrogenase da presente invencgdo, outro tratamento enzimatico
pode ser executado.

[0078] A invencdo é ilustrada pelos seguintes exemplos néo
limitantes. Dever-se-ia entender, entretanto, que as modalidades
dadas na descricdo acima e no exemplo sdo para propositos
ilustrativos somente, e que varias mudancas e modificacbes sao
possiveis dentro do escopo das reivindicagdes.

Exemplo 1

[0079] Clonagem e expressdo da desidrogenase de &acido D-
galacturénico em um hospedeiro heterdlogo.

[0080] Uma cepa de colecdo de cultura comercial CS58 de
Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter) foi cultivada em
um meio minimo contendo &cido D-galacturénico. As células foram
lisadas por sonicacdo e o extrato de proteina foi entédo ligado a uma
coluna DEAE e eluidas com um gradiente linear de sal. As fracdes
foram testadas quanto a atividade de desidrogenase de &cido D-
galacturdnico usando acido D-galacturbnico e reacdo NAD como 0s
substratos pela medicdo da producdo de NADH pela seguinte
absorcado a 340 nm. As fracdes ativas foram concentradas e aplicadas

a um PAGE né&o desnaturado. Apés a separacao, a fracdo ativa foi
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identificada usando a técnica de zimograma.

[0081] As fragOes ativas foram identificadas e separadas em um
SDS-PAGE. Uma proteina na faixa de 32 kDa foi identificada como a
desidrogenase de &cido D-galacturénico. A faixa de proteina foi cortada a
partir do gel, digerida com tripsina e 0s peptideos resultantes foram
analisados usando MALDI TOF. As seguintes massas de peptideo foram
obtidas: 665.4160, 966.4224, 1020.4779, 1029.5153, 1407.4625,
1720.6669, 1740.7902 e 2082.9321. Essas massas de peptideo foram
entdo usadas para identificar o gene correspondente no genoma de A.
tumefaciens. O quadro de leitura aberto foi entdo amplificado por PCR
introduzindo sitios de restricbes EcoRl e BamHI. Os seguintes
iniciadores foram usados 5'-
CACAGCAAAGACGCAGAATTCGCTTGGAAG-3’ (SEQID NO: 1) e 5'-
GGCTTGGGATCCCGCTGATCATTCAGCTC-3' (SEQ ID NO: 2). O
gene foi chamado urol e a sequéncia do quadro de leitura aberto é
SEQ ID NO: 3 na listagem de sequéncia. A sequéncia SEQ ID NO: 3
codifica a sequéncia de aminoacido SEQ ID NO: 4.

[0082] O produto de PCR foi entdo ligado a um vetor TOPO
(Invitrogen). O fragmento EcoRI-BamHI foi liberado do vetor TOPO e
ligado a um vetor de expressao de levedura. O vetor de expressao era
um vetor de expressao de multicopias para S. cerevisiae contendo o
URAS para a selecdo e o promotor TPI constitutivo. O plasmideo foi
derivado do plasmideo pYX212 (R&D Systems); ele foi modificado
para ter um sitio de restricdo BamHI nos mudltiplos sitios de clonagem.
O vetor derivado foi transfectado para a cepa de Saccharomyces
cerevisiae CEN.PK.

Exemplo 2
Caracterizacao da atividade enzimatica

[0083] A cepa de S. cerevisiae resultante do Exemplo 1 foi entédo

desintegrada por agitacdo em vortice com esferas de vidro e 0 extrato

Peticao 870190124433, de 28/11/2019, pég. 31/53



22/31

de levedura analisado quanto a atividade de acido D-galacturénico.
Em um experimento de controle, uma cepa similar, mas com um
plasmideo vazio foi usada. Para realizar o ensaio da atividade de
desidrogenase de acido D-galacturénico, o extrato celular bruto foi
misturado com 0,5 mM de NAD e 4 mM de acido D-galacturénico em
um tampao de 50 mM de Tris pH 7,5 contendo 0,5 mM de MgCl.. A
atividade foi 0,12 unidade por mg de proteina extraida. Uma unidade é
a atividade que forma 1 pmol de produto por minuto. Na cepa de
controle, nenhuma atividade poderia ser detectada.

Exemplo 3
Caracterizacdo da desidrogenase de acido D-galacturbnico marcada

com histidina purificada

[0084] A desidrogenase de acido D-galacturbnico com uma
etiqueta de histidina na extremidade N-terminal foi produzida de uma
maneira similar ao Exemplo 1, exceto que a etiqueta de histidina foi
introduzida por PCR. Para introduzir a etiqueta de histidina, os
seguintes iniciadores foram usados

5'-
CCGGAATTCACCATGCACCACCATCACCATCACATGGCGATGAAA
CGGCTTCTTG- 3' (SEQ ID NO:5) na direcao senso e

5'- GGCTTGGGATCCCGCTGATCATTCAGCTC- 3' (SEQ ID NO:6) na
direcéo antissenso.

[0085] Apéds a expressédo da proteina marcada com histidina em S.
cerevisiae como descrito no Exemplo 1, a atividade foi medida como
descrito no Exemplo 2. A proteina marcada com histidina exibiu a
mesma atividade da proteina ndo marcada no extrato de levedura. A
desidrogenase de acido D-galacturénico marcada com histidina foi
entdo purificada usando um Ni-NTA-agarose (Qiagen) de acordo com
as instrucdes do fabricante. A enzima purificada forneceu uma Unica
faixa em um SDS PAGE.
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[0086] A proteina estava ativa com acido D-galacturbnico e com
acido D-glucurénico (GICUA).

[0087] A proteina purificada foi entdo usada para estimar as
constantes Michaelis-Menten. Para acido D-galacturdnico, um Km de
0,5 mM e um Vmax de 124 unidades por mg de proteina (Km (GIcUA)
= 1,1 mM Vmax (GIcUA 221 unidades por mg de proteina) e para NAD
um Km de 0,9 mM e um Vmax de 145 unidades por mg de proteina
foram estimados.

Exemplo 4
Delecdo da redutase de acido D-galacturdnico em H. jecorina.

[0088] Para a delecdo do gene garl, um cassete de delecao foi
construido. Para obter o cassete de delecédo, areas de DNA genémico
de 1,5 kb de ambos os lados do gene de redutase de &acido D-
galacturénico foram clonadas por PCR a partir de DNA gendmico de
H. jecorina. Os seguintes iniciadores foram usados:

garl 5f:
GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGAAGCTTATATCCACCG
TGTCCCAG (SEQ ID NO: 7)

garl 5r:
ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACGACGCAGTTGTTTGAGC
AAC (SEQ ID NO: 8)

garl 3f:
CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACTTGCATTGGTCAGAGCG
GTA (SEQ ID NO: 9)

garl 3r:
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCAAGCTTAAGCAGTGGA
TGACTTGCTG (SEQ ID NO: 10)

[0089] Os outros elementos para a construcdo do cassete de
delecao foram o gene hph (higromicina B fosfotransferase) sob o

promotor Aspergillus trpC e os elementos para replicacdo e selecéo
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em levedura e E. coli. O fragmento contendo hph foi obtido por PCR
usando o pCSN44 como um modelo e usando o0s seguintes
iniciadores:

hphF GTCGGAGACAGAAGATGATATTGAAGGAGC (SEQ ID NO: 11)
hphR GTTGGAGATTTCAGTAACGTTAAGTGGAT (SEQ ID NO: 12)
para produzir um fragmento de PCR de 1,447 bp.

[0090] O fragmento para replicacao e selecdo em S. cerevisiae e
E. coli foi obtido digerindo-se 0 pRS426 com as enzimas de restricdo
EcoRI e Xhol para liberar um fragmento de 5,7 kb. Os dois fragmentos
obtidos por PCR que continham as regibes de flanqueamento para
recombinag¢do homodloga foram combinados com os outros fragmentos.
Todos os quatro fragmentos de DNA foram entdo transformados na
cepa de S. cerevisiae FY834. O unico plasmideo obtido através da
recombinacdo de homodlogos foi isolado a partir da cepa de S.
cerevisiae e amplificado em E. coli. pPCSN44, pRS426 e FY834 foram
obtidos a partir de Jay C. Dunlap. O cassete de delecdo, 4520 bp
contendo as regides de flanqueamento garl e a resisténcia a
higromicina B, foi entdo Iliberado por digestdo de Hindlll e
transformado na cepa de H. jecorina QM6a. Os transformantes foram
selecionados quanto a resisténcia a higromicina. As cepas com uma
delecdo bem-sucedida foram identificadas por PCR de col6nia. Para
testar se as cepas mutantes foram ainda capazes de catabolizar acido
D-galacturénico, um experimento de cultivo foi executado. A cepa
QM6a e a cepa mutante foram cultivadas em um meio na presenca e
auséncia de acido D-galacturbénico a 1% como descrito anteriormente
(Kuorelahti e outros, 2006). Apos inocular 107 esporos por 50 ml, a
cepa QM6a produziu uma massa seca de aproximadamente 3 g/l na
presenca e aproximadamente 0,24 g/l na auséncia de acido D-
galacturénico apés 5 dias de incubacdo. As cepas mutantes

produziram 0,4 a 0,6 g/l na presenca de acido D-galacturdnico e
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aproximadamente 0,24 g/l na auséncia de acido D-galacturénico sob
condi¢cdes similares.

Exemplo 5

Expressdo da desidrogenase de acido D-galacturdnico de A.
tumefaciens na cepa de delecdo de redutase de acido D-galacturénico
de H. jecorina.

[0091] Uma cepa de delegcéo garl do exemplo 4 foi usada para
expressar a desidrogenase de acido D-galacturénico urol de A.
tumefaciens do exemplo 1. O fragmento BamHI contendo o urol foi
liberado do vetor TOPO descrito no Exemplo 1 e o gene urol foi ligado
ao sitio BamHI do vetor pAN53-1Notl modificado descrito por
Kuorelahti e outros, 2006. Verificou-se que a orientacdo do urol foi
adequada para a transcricdo. O plasmideo resultante foi entdo
cotransformado na cepa de delecdo garl com um plasmideo de
selecdo pTOC202 que tem o gene amdS de A. nidulans codificando
para a acetamidase como um marcador. Os transformantes foram
selecionados quanto ao desenvolvimento na presenca de acetamida.
Os transformantes foram também verificados por PCR e por teste do
extrato bruto do micélio para a atividade de desidrogenase de acido D-
galacturdnico. A atividade nos transformantes foi 1,3 a 1,5 nKat por mg
de proteina extraida. Na cepa de controle, nenhuma atividade foi
detectada. Os transformantes foram também usados para um
experimento de fermentacdo para converter 4cido D-galacturbnico em
acido mdacico. Para esse propoésito, cepas mutantes e de controle
foram testadas como descrito no Exemplo 4, exceto que o meio
continha D-xilose a 1% em adicdo ao acido D-galacturdnico a 1%. D-
xilose foi adicionado para permitir que as cepas se desenvolvessem
uma vez que a cepa mutante era incapaz de se desenvolver em acido D-
galacturénico. Apdés 3 dias, as cepas mutantes expressando o urol

produziram entre 1 e 1,3 g/l de acido mucico, enquanto a cepa de
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controle, que somente continha a cepa de delecdo garl, ndo produziu
guantidades detectaveis de acido mucico.

Exemplo 6
Delecdo da desidrogenase de acido D-galacturbnico de Asperqillus

niger
[0092] Para a delecdo do gene GaaA em Aspergillus niger, um

cassete de delecdo foi construido. Para obter o cassete de delecao,
areas de 1,5 kb de DNA gendmico de ambos os lados do gene de
desidrogenase de acido D-galacturénico foram clonadas por PCR a

partir de DNA gendmico de A. niger. Os seguintes iniciadores foram

usados:

gaaA-5-F: TATACTCGAGTGAATTGCACTCTTCGTACCG (SEQ ID
NO: 13)

gaaA-5-R: TATACCATGGTGTGATTGCTGTGGTGTAAAT (SEQ ID
NO: 14)

gaaA-3-F: TATACCATGGCCGTTTATGATTCTGGTCCATC (SEQ ID NO:
15)

gaaA-3-R: TATAGAATTCTCGAGTTAATTCCCTTAGCG (SEQ ID NO:
16)

[0093] O outro elemento para a construcéo do cassete de delecao

foi o gene pyrG (orotidina-5’-fosfato descarboxilase) de Aspergillus
niger. O fragmento pyrG contendo seu préprio promotor e terminador foi
obtido por PCR a partir de DNA gendmico de A. niger. Os seguintes
iniciadores foram usados:

pyrG-del-F_n: TATACCCGGGTGATTGAGGTGATTGGCGAT (SEQ ID
NO: 17)

pyrG-del-R_n: TATACCCGGGTTATCACGCGACGGACAT (SEQ ID
NO: 18)

[0094] Os fragmentos de delecdo GaaA (regibes de

flanqueamento gaaA) foram primeiro inseridos no vetor pRSET (sitios
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Xhol-EcoRI) por abordagem de clonagem de restricio e ligacdo
convencional. O fragmento de DNA pyrG foi inserido no sitio Ncol
(Klenow polimerase e fosfatase antértica tratada) criado entre os dois
fragmentos de delecdo gaaA. O construto resultante (figura 3) foi
confirmado por digestdo de restricdo e sequenciamento. O cassete de
delecdo, 4854 bp contendo as regibes de flanqueamento gaaA e o
gene pyrG, foi entédo liberado pela digestdo com Nhel e transformado
em uma cepa de A. niger onde o gene pyrG foi deletado.

[0095] Os transformantes foram selecionados quanto ao
desenvolvimento na auséncia de uracila. As cepas com uma delecéo
bem-sucedida foram identificadas por PCR. Para testar se as cepas
mutantes foram ainda capazes de catabolizar acido D-galacturdnico,
um experimento de cultivo foi executado. As cepas ATCC1015-pyrG
(cepa parental) e as cepas mutantes (dois clones obtidos) foram
cultivadas em um meio na presenca de acido D-galacturdnico a 2%
como uma Uunica fonte de carbono. As cepas mutantes nao foram
capazes de se desenvolver sob essas condicdes (figura 4).

Exemplo 7

[0096] Expressdo da desidrogenase de acido D-galacturénico de
A. tumefaciens na cepa de delecdo de redutase de acido D-
galacturdnico de A. niger.

[0097] A cepa de delecdo gaaA do exemplo 6 foi usada para
expressar a desidrogenase de acido D-galacturbnico de A.
tumefaciens urol. O gene urol foi cédon otimizado para a expressao
em A. niger. O fragmento Apal-Ecl136l1l do plasmideo p-GU-DH (figura
6) contendo o gene urol foi ligado aos sitios Apal-Spel (preenchido
com Klenow) do vetor pCL2 modificado contendo o gene amdS de A.
nidulans como um marcador de selecdo. O plasmideo resultante
(figura 7) foi entdo transformado na cepa de delecdo gaaA. Os

transformantes foram selecionados quanto ao desenvolvimento na

Peticao 870190124433, de 28/11/2019, pég. 37/53



28/31

presenca de acetamida como uma Uunica fonte de nitrogénio. Os
transformantes foram também verificados por PCR e por teste do
extrato bruto do micélio quanto a atividade de desidrogenase de acido
D-galacturdnico. O extrato bruto dos transformantes mostrou atividade
de desidrogenase de &acido D-galacturbénico, enquanto na cepa de
controle nenhuma atividade foi detectada. Os transformantes foram
também usados para um experimento de fermentacdo para converter
acido D-galacturénico em acido mucico. Para esse propdsito, cepas
mutantes e de controle foram testadas como descrito no exemplo 5.
Apos 3 dias, as cepas mutantes expressando o urol produziram acido
mducico, enquanto a cepa de controle, que somente continha a cepa de
delecdo gaaA, ndo produziu quantidades detectaveis de acido mucico.

Exemplo 8
Expressdo de uronato desidrogenase de Pseudomonas

[0098] A codificacdo de DNA para uronato desidrogenase foi
sintetizada por GE-NEART. Os cddigos para o mesmo aminoacido
como o0 gene com o0 numero de acesso ao GenBank EU377538. A
sequéncia de DNA est4 na Listagem de Sequéncia SEQ ID NO: 19.
Ela codifica para a sequéncia de aminoacido SEQ ID NO: 20.

[0099] O quadro de leitura aberto foi liberado por digestdo com
Ncol e Spel. O fragmento resultante foi entdo ligado aos sitios Ncol e
Nhel do pYX212 (R&D Systems), que € um vetor de expressao de
levedura multicépias com o promotor PGK1 e o marcador de selecao
URA3. O vetor resultante foi entdo transfectado para a cepa de S.
cerevisiae CEN.PK como no exemplo 1. A atividade enzimatica foi
entdo testada como no Exemplo 2. A uronato desidrogenase mostrou
atividade com NAD e &cido D-galacturénico e com NAD e acido D-
glucurdnico.

Exemplo 9
[00100] Expressdo de um gene transportador para acido D-
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galacturénico em S. cerevisiae em combinacdo com a expressao de
uronato desidrogenase.

[00101] Para a expressdo de um transportador de acido D-
galacturénico em S. cerevisiae, um gene codificando para um
transportador de acido D-galacturénico de Aspergillus niger (Martens-
Uzonova, 2008) foi sintetizado e um vetor para a expressao em S.
cerevisiae foi construido. O plasmideo resultante foi transformado na
cepa de levedura ja contendo o wuronato desidrogenase de
Agrobacterium tumefaciens ou de Pseudomonas. A fermentacdo na
presenca de acido D-galacturénico resultou na producdo de &acido
mucico.

Exemplo 10

[00102] Expresséo de uronato desidrogenase de Pseudomonas na
cepa de delecédo de redutase de 4cido D-galacturénico de A. niger.
[00103] A cepa de delecao gaaA do exemplo 6 foi usada para
expressar o uronato desidrogenase de Pseudomonas (do exemplo 8).
O gene foi cdédon otimizado para a expressdao em A. niger. O
fragmento Apal-Spel do plasmideo p-URO-DH (figura 7) contendo o
gene de uronato desidrogenase foi ligado aos sitios Apal-Spel do vetor
pCL2 modificado contendo o gene amdS de A. nidulans como um
marcador de selecdo. O plasmideo resultante (figura 8) foi entdo
transformado na cepa de delecdao gaaA. Os transformantes foram
selecionados quanto ao desenvolvimento na presenca de acetamida
como uma unica fonte de nitrogénio. Os transformantes foram também
verificados por PCR e testando o extrato bruto do micélio quanto a
atividade de desidrogenase de acido D-galacturdnico. O extrato bruto
dos transformantes mostrou atividade de desidrogenase de acido D-
galacturdnico, enquanto na cepa de controle nenhuma atividade foi
detectada. Os transformantes foram também usados para um

experimento de fermentac&o para converter acido D-galacturénico em
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acido macico. Para esse propoésito, as cepas mutantes e de controle
foram testadas como descrito no Exemplo 5. Ap6s 3 dias, as cepas
mutantes expressando o uronato desidrogenase produziram acido
mucico enquanto a cepa de controle, que somente continha a cepa de
delecdo gaaA, ndo produziu quantidades detectaveis de acido mdcico.
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REIVINDICACOES

1. Método para converter acido D-galacturénico em acido
mesogalactarico, caracterizado pelo fato de que compreende as
etapas de:

- contatar uma cepa hospedeira microbiana eucariotica
geneticamente modificada para expressar a enzima uronato
desidrogenase apresentando sequéncia de aminoacido de SEQ ID
NO: 4 ou 20, em que a cepa apresenta o0 gene enddgeno da acido D-
galacturonico redutase deletado; e

- recuperar os produtos de conversdao compreendendo
acido mesogalactarico.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o hospedeiro € um hospedeiro fungico naturalmente
capaz de degradar pectina.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que o hospedeiro pertence ao género
Aspergillus ou Hypocrea.

4. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que o hospedeiro é uma levedura
hospedeira, preferencialmente pertencente ao género Saccharomyces.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicaces
1 a 4, caracterizado pelo fato de que o hospedeiro expressa uma
sequéncia heterbloga, preferencialmente uma sequéncia de
nucleotideo bacteriana codificando a enzima uronato desidrogenase
apresentando sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 4 ou 20.

6. Método, de acordo com a reivindicacéo 5, caracterizado
pelo fato de que a sequéncia de nucleotideo codificando a enzima
uronato desidrogenase apresentando sequéncia de aminoacido de
SEQ ID NO: 4 ou 20 se origina do género Pseudomonas ou

Agrobacterium.

Peticao 870200060099, de 15/05/2020, pag. 4/10



2/2

7. Método para tratar biomaterial compreendendo acido D-
galacturdnico, caracterizado pelo fato de que uma etapa onde a cepa
hospedeira microbiana eucariética geneticamente modificada para
expressar a enzima uronato desidrogenase apresentando sequéncia
de aminoacido de SEQ ID NO: 4 ou 20 e apresentando o0 gene
endoégeno do acido D-galactouronico redutase deletado, é contatada
com o dito biomaterial sob condi¢des de cultura adequadas.

8. Cepa hospedeira microbiana eucariotica, caracterizada
pelo fato de que a cepa hospedeira foi geneticamente modificada para
expressar a enzima uronato desidrogenase apresentando sequéncia
de aminoacido de SEQ ID NO: 4 ou 20 e apresentando 0 gene
endoégeno do acido D-galactouronico redutase deletado, a dita cepa
hospedeira € capaz de converter acido D-galacturbnico em &acido
mesogalactarico.

9. Cepa hospedeira microbiana eucaridtica, de acordo com
a reivindicacdo 8, caracterizado pelo fato de que o hospedeiro é um
hospedeiro fungico, preferencialmente um hospedeiro fungico sendo
naturalmente capaz de degradar pectina.

10. Cepa hospedeira microbiana eucarittica, de acordo
com a reivindicagdo 8 ou 9, caracterizado pelo fato de que o
hospedeiro pertence ao género Aspergillus ou Hypocrea.

11. Cepa hospedeira microbiana eucariotica, de acordo
com a reivindicagdo 8 ou 9, caracterizado pelo fato de que o
hospedeiro é uma levedura hospedeira, preferencialmente pertencente
ao género Saccharomyces.

12. Cepa hospedeira microbiana eucarittica, de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 8 a 11, caracterizado pelo fato
de que o hospedeiro foi geneticamente modificado para expressar uma
sequéncia de nucleotideo compreendendo a sequéncia de codificacdo
da sequéncia de nucleotideo SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 19.

Peticao 870200060099, de 15/05/2020, pag. 5/10



1/8

101821 opjep|esao)f-] Jﬁhwﬂw“mww.ww@: ojeuojoejes-
Iofn_v Iow_._”_u HOZHD _,_of“_u
——— —
HOHO H=0-OH H—3—0H H-0-OH
asejnpal
HOHO opioplessag  OHO Ioun_vl_._ _._OIn_T_._
— HO-O-H
Ojennild asejople NIO_ I asenpal
ojeuosojn-z-xay O=O mwmumh_u_womn H-0-OH ojeuoinoees-g
€HO -08.)-7-1X03p-€ | OleuojelEb=] |
1 ’ HOOD HOOD
OHw
HOQOO
1314
opiapjeIwas ojelexay-0ai

ojelein|f-0100-7 ojesen|b-0}a3-g

3 T ARAL _._38 W1LZPO3  HO-O-H ZWITYO3 H-O-OH £0Z1'1'LO3
_
) —— o ——

o
(oede|Ix0qIEIs3p)
asejeipisap ojeseonp 0=0  CICIEEED _._Olﬂ_ul_._

mwmcmmo._u_wmu
0}eId|eAOXOIP-G'Z

73

-0}82-Z-1X03p-¢ ojelejoe|eb-osapy

.OOn_u .OOn_u
In_leI IOlu_ulI

4
In_v asejelpisap |

-IX08p-p-0IPIRP-S 00 009

ojeuoinioejeb-q
000

IOIW!I
IluwlOI
Ilu_ulOI

HO-O—H
oHd

ojeuoinjpejef-q

002

_

HO—-9-H
H—0-OH
H—0-OH

aseusaboupisap HO-~-D—-H
ojeuoinjoejeb-q |

OHO



2/8

ATGGCGATGAAACGGCTTCTTGTTACCGGTGCGGCGGGCCAGCTTGGCCGCGTCATGCGC
GAGCGTCTCGCACCGATGGCGGAGATACTGCGCCTTGCCGATCTCTCCCCGCTCGACCCG
GCAGGGCCGAACGAAGAATGCGTGCAATGCGACCTTGCCGATGCCAATGCCGTGAATGCC
ATGGTCGCCGGTTGCGACGGTATTGTTCATCTCGGCGGCATCTCGGTGGAGAAGCCCTTC
GAACAAATCCTTCAGGGCAATATCATCGGGCTTTATAATCTCTACGAGGCCGCCCGCGCC
CATGGACAGCCACGCATCGTCTTTGCCAGCTCCAACCACACGATCGGCTATTATCCGCAG
ACCGAACGGCTCGGTCCGGATGTTCCGGCGCGGCCGGACGGTCTTTACGGCGTCTCCAAA
TGTTTCGGCGAAAACCTCGCCCGCATGTATTTCGATAAATTCGGGCAGGAGACGGCGCTG
GTGCGCATCGGCTCCTGTACGCCGGAACCCAACAATTACCGCATGCTGTCCACCTGGTTT
TCGCACGATGATTTCGTGTCGCTGATCGAGGCGGTGTTTCGCGCGCCGGTGCTCGGCTGC
CCGGTCGTCTGGGGGGCATCGGCCAATGATGCGGGCTGGTGGGACAATTCGCATCTTGGC
TTTCTGGGCTGGAAACCGAAGGATAATGCCGAGGCCTTCCGGCGGCATATAACCGAGACG
ACACCGCCACCGGACCCGAATGACGCGTTGGTGCGGTTCCAGGGCGGTACGTTTGTCGAC
AACCCGATCTTCAAACAGAGC

Fig.3

MAMKRLLVTGAAGQLGRVMRERLAPMAEILRLADLSPLDPAGPNEECVQCDLADANAVNAMVAGCDGIVHLGGISVEKPFEQIL
QGNIIGLYNLYEAARAHGQPRIVFASSNHTIGYYPQTERLGPDVPARPDGLYGVSKCFGENLARMYFDKFGQETALVRIGSCTPE
PNNYRMLSTWFSHDDFVSLIEAVFRAPVLGCPVVWGASANDAGWWDNSHLGFLGWKPKDNAEAFRRHITETTPPPDPNDALV
RFQGGTFVDNPIFKQS

Fig. 4
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CAAGGCCTAGGCGCGCCATGAGCTCGGATCCGGGCCCATGGCCTCCGCCCACACCACCCA
GACCCCCTTCAACCGCCTCCTCCTCACCGGCGCTGCTGGCGGCCTCGGCAAGGTCCTCCG
CGAAACCCTCCGCCCCTACTCCCACATCCTCCGCCTCTCCGATATCGCCGAGATGGCCCC
TGCCGTCGGCGATCACGAGGAAGTCCAGGTCTGCGATCTCGCCGATAAGGATGCCGTCCA
CCGCCTCGTCGAGGGCGTCGATGCCATCCTCCACTTCGGCGGTGTTAGCGTCGAGCGCCC
CTTCGAGGAAATCCTCGGCGCCAACATCTGCGGCGTGTTCCACATCTACGAGGCCGCTCG
CCGTCATGGTGTCAAGCGCGTCATCTTCGCCTCCAGCAACCACGTCATCGGCTTCTACAA
GCAGAACGAAACCATCGATGCCCACTCCCCACGCCGCCCTGATTCCTACTACGGCCTCTC
CAAGTCCTACGGCGAGGATATGGCCTCCTTCTACTTCGATCGCTACGGCATCGAAACCGT
GTCCATCCGCATCGGCTCCAGCTTCCCCGAGCCCCAGAACCGCCGCATGATGTCCACCTG
GCTGTCCTTCGATGATCTCACCCGCCTGCTCGAGCGCGCCCTCTACACCCCCGATGTCGG
CCACACCGTCGTCTACGGCGTGTCCGATAACAAGACCGTCTGGTGGGATAACCGATTCGC
TTCTAAGCTCGATTACGCCCCCAAGGATTCCTCCGAGGTGTTCCGCGCCAAGGTGGACGC
TCAGCCCATGCCTGCTGATGATGATCCTGCTATGGTCTACCAGGGTGGTGCCTTCGTCGC
CTCCGGCCCCTTCGGCGATAAGTAAACTAGTGGATCCGGTACCTCTTAATTAACTGGCCT
C

Fig. 9

MASAHTTQTPFNRLLLTGAAGGLGKVLRETLRPYSHILRLSDIAEMAPAVGDHEEVQ
VCDLADKDAVHRLVEGVDAILHFGGVSVERPFEEILGANICGVFHIYEAARRHGVKR
VIFASSNHVIGFYKQNETIDAHSPRRPDSYYGLSKSYGEDMASFYFDRYGIETVSIRIGS
SFPEPQNRRMMSTWLSFDDLTRLLERALYTPDVGHTVVYGVSDNKTVWWDNRFAS
KLDYAPKDSSEVFRAKVDAQPMPADDDPAMVYQGGAFVASGPFGDK

Fig. 10
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