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“CELULA HOSPEDEIRA RECOMBINANTE, METODO PARA PRODUZIR
ISOBUTANOL E POLIPEPTIDEO”

DIREITOS DE LICENCA DO GOVERNO

[001] Esta invengédo foi feita com o apoio do governo sob
Contrato DE-AR0000006 outorgado pelo Departamento de Energia dos
Estados Unidos. O Governo tem determinados direitos sobre esta invengao.

CAMPO DA INVENCAO

[002] A invencéao se refere a células hospedeiras recombinantes
e métodos para produgao fermentativa de isobutanol.

REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS

[003] Este pedido reivindica prioridade sob 35 U.S.C. § 119(e) ao
Pedido de n® U.S. 61/472.484 (depositado em 6 de abril de 2011), U.S.
61/467.261 (depositado em 24 de marco de 2011), U.S. 61/472.487
(depositado em 6 de abril de 2011), U.S. 61/467.271 (depositado em 24 de
marco de 2011), U.S. 61/570.513 (depositado em 14 de dezembro de 2011),
U.S. 61/467.249 (depositado em 24 de margo de 2011), U.S. 61/472.497
(depositado em 6 de abril de 2011) e U.S. 61/472.474 (depositado em 6 de abril
de 2011), sendo cada um dos quais incorporado ao presente documento a
titulo de referéncia em sua integridade.

REFERENCIA A LISTAGEM DE SEQUENCIA SUBMETIDA ELETRONICAMENTE POR MEIO

DE EFS-REDE
[004] O teor da listagem de sequéncia eletronicamente
submetida (Nome: 20120323 _CL5367USNA_SEQLIST.txt; Tamanho 2.003.893
bytes; Data de Criagdo 23 de marco de 2012) estd incorporado ao presente
documento a titulo de referéncia em sua integridade.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[005] O butanol € um importante produto quimico industrial, util

como um aditivo de combustivel, como um produto quimico de matéria-prima
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na industria de plastico e como um agente de extracdo de grau alimenticio na
industria de alimentos e sabor. A cada ano, 4,5 a 5,4 bilhées de quilos (10 a 12
bilhdes de libras) de butanol sdo produzidos por meios petroquimicos, e a
necessidade desse produto quimico provavelmente aumentara no futuro.

[006] Os métodos para a sintese quimica de isobutanol sdo
conhecidos, tais como oxo-sintese, hidrogenacdo catalitica de mondxido de
carbono (Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 6° Edicao, 2003, Wiley-
VCH Verlag GmbH e Co., Weinheim, Alemanha, Vol. 5, pp. 716-719) e
condensacao Guerbet de metanol com n-propanol (Carlini et al., J. Molec. Catal. A.
Chem. 220:215-220, 2004). Esses processos usam materiais de iniciagdo derivados
de produtos petroquimicos, sdo geralmente caros e ndo sao ecoldgicos. A producao
de isobutanol dos materiais brutos derivados de planta minimizariam emissdes de
gas de efeito estufa e representariam um avanco na técnica.

[007] O isobutanol é produzido biologicamente como um
subproduto de fermentacédo de levedura. O mesmo é um componente de "6leo
fusel" que se forma como um resultado do metabolismo incompleto de
aminoacidos por fungos. O isobutanol é especificamente produzido a partir do
catabolismo de L-valina. Depois que o grupo de amina de L-valina é revestido
como uma fonte de nitrogénio, o acido a-queto resultante é decarboxilado e
reduzido a isobutanol por meio de enzimas da denominada Via Ehrlich
(Dickinson et al., J. Biol. Chem. 273:25752-25756, 1998).

[008] Os aprimoramentos e alternativas para a biossintese de
butanol diretamente a partir de aglcares aprimoraria a viabilidade econémica e
representaria um avango na técnica.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

[009] Sédo fornecidas no presente documento células
hospedeiras recombinantes de levedura e métodos para a producdo de

isobutanol.
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[010] Em algumas realizagbes, uma célula hospedeira
recombinante compreende uma via projetada de produgéo de isobutanol e (a)
pelo menos um dentre (i) um polipeptideo heterélogo com atividade de cetol-
acido redutoisomerase (KARI) selecionada dentre o grupo que consistem em
(1) um polipeptideo que tem pelo menos cerca de 90% de identidade com uma
enzima KARI derivada de Bifidobacterium angulatum, Bifidobacterium dentium,
Zymomonas mobilis, Clostridium beijerinckii ou Anaerostipes caccae ou um
fragmento ativo do mesmo (2) um polipeptideo que tem pelo menos cerca de
90% de identidade ou pelo menos cerca de 95% de identidade com SEQ ID
NO: 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63 ou
65; ou (i) um polinucleotideo heterélogo que codifica o polipeptideo heterélogo
com atividade de KARI DE (a); e (b) pelo menos uma modificagédo de célula
hospedeira que intensifica o desempenho da via projetada de producdo de
isobutanol. Em algumas realizagdes, a combinacao de resultados de (a) e (b) é
um aumento sinérgico no desempenho de via de produgao de isobutanol.

[011] Em algumas realizagbes, uma célula hospedeira
recombinante compreende uma via biossintética de isobutanol e (a) um
polipeptideo heterélogo com atividade de cetol-acido redutoisomerase (KARI)
selecionado dentre o grupo que consiste em (i) um polipeptideo que tem pelo
menos cerca de 90% de identidade com uma enzima KARI derivada dentre
Bifidobacterium angulatum, Bifidobacterium dentium, Zymomonas mobilis,
Clostridium beijerinckii ou Anaerostipes caccae ou um fragmento ativo dos
mesmos, (ii) um polipeptideo que tem pelo menos cerca de 90% de identidade
ou pelo menos cerca de 95% de identidade com SEQ ID NO: 27, 29, 31, 33,
35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63 ou 65, (i) um
polipeptideo que tem pelo menos cerca de 90% de identidade ou pelo menos
cerca de 95% de identidade com uma enzima KARI derivada de

Bifidobacterium angulatum, Bifidobacterium dentium, Enterococcus gallinarum,
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Streptococcus thermophiles, Zymomonas mobilis, Clostridium beijerinckii,
Anaerostipes caccae ou Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363 ou um
fragmento ativo dos mesmos, em que o polipeptideo tem um Ky para NADH de
menos do que cerca de 50, (iv) um polipeptideo que tem pelo menos cerca de
90% de identidade ou pelo menos cerca de 95% de identidade com uma
enzima KARI derivada de Staphylococcus capitis SK14, Staphylococcus
epidermidis M23864-W1, Staphylococcus horminis SK119, Staphylococcus
aureus subsp. aureus TCH130, Staphylococcus warneri L37603,
Staphylococcus epidermidis W23144, Staphylococcus saprophytics subsp.
Saprophytics ATCC15305, Staphylococcus carnosus subsp. Carnosus TM300,
Listeria monocytogenes EGD-e, Listeria grayi DSM 20601, Enterococcus
casseliflavus EC30, Enterococcus gallinarum EG2, Macrococcus caseolyticus
JCSC5402, Streptococcus vestibularis, Streptococcus mutans UA159,
Streptococcus gordonii str, cgakkus sybstr. CH1, Streptococcus suis 89/1591,
Streptococcus infantarius subsp. infantarius ATCCBAA-102, Lactococcus lactis
subsp cremoris MG1363, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides
subsp mesenteroides ATCC8293, LactoBacillus buchneh ATCC11577,
Staphylococcus  haemolyticus JCSC1435, Staphylococcus epidermidis
ATCC12228, Streptococcus pneumoniae CGSP14, Streptococcus pneumoniae
TIGR4, Streptococcus sanguinis SK36, Streptococcus salivarius SK126,
Streptococcus thermophilus LMD-9, Streptococcus pneumoniae CCRI 1974M2,
Lactococcus lactis subsp. lactis 111403, Leuconostoc mesenteroides subsp
cremoris ATCC19254, Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris,
LactoBacillus brevis subsp. gravesensis ATCC27305 ou Lactococcus lactis
subsp lactis NCD02118 ou um fragmento ativo dos mesmos, em que o
polipeptideo heterdlogo tem um Ky para NADH de menos do que cerca de 50,
(v) um polipeptideo heter6logo com atividade de KARI que tem pelo menos

cerca de 90% de identidade ou pelo menos cerca de 95% de identidade com
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SEQ ID NO: 67, 69, 71, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 97, 99,
101, 103, 105, 107, 109, 11 1, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 129,
131, 133 ou 135 ou um fragmento ativo dos mesmos, em que o polipeptideo
heter6logo tem um Ky para NADH de menos do que cerca de 50; (b) um
polinucleotideo heterdlogo que codifica o polipeptideo heterdlogo com atividade
de KARI de (a); (c) atividade de desidrogenase de aldeido reduzida ou
eliminada; (d) atividade de aldeido oxidase reduzida ou eliminada; (e) atividade
de acetolactato redutase reduzida ou eliminada; ou (f) uma combinacdo dos
mesmos.

[012] Em uma realizacdo, a célula hospedeira recombinante
compreende atividade de expressédo de desidrogenase de aldeido reduzida ou
eliminada e expressdo ou atividade de acetolactato redutase reduzida ou
eliminada.

[013] Em outra realizacdo, a célula hospedeira recombinante
compreende (i) expressao ou atividade de desidrogenase de aldeido reduzida
ou eliminada ou expressao ou atividade de acetolactato redutase reduzida ou
eliminada e (ii) um polinucleotideo heterdlogo que codifica um polipeptideo que
tem atividade de KARI e Ky para NADH de menos do que 300 puM.

[014] Em outra realizagdo, o hospedeiro recombinante
compreende um polipeptideo heterdlogo com atividade de KARI que tem pelo
menos cerca de 90% ou pelo menos cerca de 95% de identidade com SEQ ID
NO: 27, 29, 141, 143, 275 ou 277.

[015] Em algumas realizacdes, a célula hospedeira recombinante
compreende um polipeptideo heterdlogo com atividade de KARI que
compreende substituicdes em aminodcidos que correspondem a S56 e S58 de
SEQ ID NO: 27. Em algumas realizagcbes, o polipeptideo com atividade de
KARI compreende adicionalmente uma substituicdo de um ou mais dentre os

aminoacidos que correspondem a 186, N87, T131 ou T191 de SEQ ID NO: 27.
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Em algumas realizagdes, o polipeptideo com atividade de KARI que tem pelo
menos 90% de identidade ou pelo menos 95% de identidade com SEQ ID NO:
31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63 ou 65.

[016] Em algumas realizacbes, a célula hospedeira recombinante
tem uma produtividade eficaz de isobutanol de pelo menos cerca de 3, pelo
menos cerca de 4 ou pelo menos cerca de 5 gramas por grama de células
depois de cerca de 48 horas, em que pelo menos as ultimas cerca de 24 das
48 horas estdo sob condicbes anaerdbicas.

[017] Em algumas realizacdes, a célula hospedeira recombinante
compreende um polipeptideo heterélogo com atividade de KARI que tem um
Kuv para NADH de menos do que cerca de 350, menos do que cerca de 100,
menos do que cerca de 50 ou menos do que cerca de 10 uM em pH 6,8.

[018] Em algumas realizacées, a célula hospedeira recombinante
compreende um polipeptideo heterdélogo com atividade de KARI que tem pelo
menos cerca de 90% de identidade ou pelo menos cerca de 95% de identidade
com SEQ ID NO: 376, 382, 378 ou 275.

[019] Em algumas realizagbes, a célula hospedeira recombinante
compreende um polipeptideo heterélogo com atividade de KARI compreende
uma substituicdo de amino &cido em um ou mais das posicbes que
correspondem aos aminoacidos A41, S56, S58, 187, T131, T191, R227 ou
Q246 de uma enzima KARI derivada de Anaerostipes caccae (SEQ ID NO:27).

[020] Em algumas realizacdes, a célula hospedeira recombinante
compreende um polipeptideo heter6logo com atividade de KARI que
compreende SEQ ID NO: 33 ou SEQ ID NO: 35 ou um fragmento ativo dos
mesmos.

[021] Em outra realizacdo, a célula hospedeira recombinante
compreende uma delecdo, mutacdo, e/ou substituicio em um polinucleotideo

endogeno que codifica um polipeptideo que tem atividade de desidrogenase de
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aldeido. Em algumas realizagbes, o polipeptideo que tem atividade de
desidrogenase de aldeido catalisa a conversdo de isobutiraldeido para &cido
isobutirico. Em algumas realizagdes, o polipeptideo que tem atividade de
desidrogenase de aldeido corresponde ao Numero de Comissao de Enzima EC
1.21.3, EC 1.2.1.4, e/ou EC1.2.1 .5. Em algumas realizacées, a célula
hospedeira €& S. cerevisiae e o0 polipeptideo que tem atividade de
desidrogenase de aldeido é ALD2, ALD3, ALD4, ALD5, ALD6 ou um homélogo
dos mesmos. Em algumas realizagbes, a célula hospedeira é K. lactis e o
polipeptideo que tem a atividade de desidrogenase de aldeido é KLLAOF00440,
KLLAOE23057, KLL.A0OD10021 ou KLLAOD09999G. Em algumas realizagbes, a
célula hospedeira € P. stipitis e o polipeptideo que tem atividade de
desidrogenase de aldeido € ALD2, ALD3, ALD4, ALD5 ou ALD7. Em algumas
realizacdes, a célula hospedeira é LactoBacillus plantarum e o dito polipeptideo
que tem atividade de desidrogenase de aldeido é AldH. Em algumas
realizacdes, a célula hospedeira é E. coli e o polipeptideo que tem atividade de
desidrogenase de aldeido é aldA, aldB ou aldH.

[022] Em outra realizacdo, a célula hospedeira compreende uma
delecdo, mutacdo, e/ou substituicio em um polinucleotideo enddgeno que
codifica um polipeptideo que tem atividade de aldeido oxidase. Em algumas
realizacdes, o polipeptideo que tem atividade de aldeido oxidase catalisa a
conversao de isobutiraldeido para acido isobutirico. Em algumas realizacées, o
polipeptideo que tem atividade de aldeido oxidase corresponde ao Numero de
Comissao de Enzima EC 1.2.3.1. Em algumas realizagdes, o polipeptideo que
tem atividade de aldeido oxidase € AOX1 e/ou AOX2.

[023] Em outra realizacdo, a célula hospedeira compreende uma
delecdo, mutacdo, e/ou substituicio em um polinucleotideo enddégeno que
codifica um polipeptideo que tem atividade de acetolactato redutase. Em

algumas realizagdes, o polipeptideo que tem atividade de acetolactato redutase
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compreende um polipeptideo codificado por um polinucleotideo selecionado
dentre o grupo que consiste em SEQ ID NO: 676, SEQ ID NO: 678, SEQ ID
NO. 680, SEQ ID NO: 682, SEQ ID NO: 684, SEQ ID NO: 686, SEQ ID NO:
688, SEQ ID NO: 690, SEQ ID NO: 692, SEQ ID NO: 694, SEQ ID NO: 696,
SEQ ID NO:702, SEQ ID NO: 704, SEQ ID NO: 706, SEQ ID NO. 708, SEQ ID
NO: 710, SEQ ID NO: 712, SEQ ID NO: 714, SEQ ID NO: 716, SEQ ID NO:
718, SEQ ID NO: 720, SEQ ID NO: 722, SEQ ID NO: 724, SEQ ID NO:726,
SEQ ID NO:728 e SEQ ID NO: 730. Em algumas realizagdes, o polipeptideo
que tem atividade de acetolactato redutase é YMR226C.

[024] Em outra realizacdo, a célula hospedeira recombinante é
uma célula hospedeira de levedura. Em algumas realizagdes, a levedura é
selecionada dentre o grupo que consiste em  Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Hansenula, Candida, Kluyveromyces, Yarrowia,
Issatchenkia ou Pichia. Em algumas realizacbes, a célula hospedeira é
Saccharomyces cerevisiae.

[025] Em outra realizagdo, a célula hospedeira € uma célula
bacteriana. Em algumas realizagbes, a célula bacteriana € uma célula
Clostridium, Zymomonas, Escherichia, Salmonella, Rhodococcus,
Pseudomonas, Bacillus, LactoBacillus,  Enterococcus,  Pediococcus,
Alcaligenes, Klebsiella, PaeniBacillus, Arthrobacter, = Corynebacterium,
Brevibacterium, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus ou
Streptococcus. Em alguma realizacao, a célula bacteriana nao é E. coli.

[026] Em algumas realizagbes, a via projetada de producéo de
isobutanol da célula hospedeira recombinante compreende as seguintes
conversbes de substrato para produto: (a) piruvato a acetolactato, (b)
acetolactato a 2,3-diidroxiisovalerato, (c) 2,3-diidroxiisovalerato a 2-
cetoisovalerato, (d) 2-cetoisovalerato a isobutiraldeido e (e) isobutiraldeido a

isobutanol e mais de uma das conversdes de substrato para produto é
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catalisada por uma enzima que é heter6loga a célula hospedeira. Em algumas
realizagdes, todas as conversdes de substrato para produto sdo catalisadas por
enzimas heterélogas a célula hospedeira. Em algumas realizagées, pelo menos
um polinucleotideo heterdlogo que codifica uma enzima heteréloga a célula
hospedeira é cromossomicamente integrada a célula hospedeira. Em algumas
realizacdes, as conversdes de substrato para produto sédo catalisadas por
enzimas substancialmente localizadas no citosol. Em algumas realizacées, a
conversdao de substrato para produto para isobutiraldeido a isobutanol é
catalisada por uma enzima de desidrogenase de alcool que utiliza NADH como
um cofator. Em algumas realizagbes, a conversdo de acetolactato para 2,3-
diidroxiisovalerato € catalisada por uma KARI que pode usar NADH como um
cofator.

[027] Em algumas realizag¢des, a célula hospedeira compreende
o plasmideo pLH702 ou pLH701 ou um plasmideo que tem as mesmas regides
de codificagdo. Em algumas realizagdes, a célula hospedeira compreende o
plasmideo pBP915 ou um plasmideo que tem as mesmas regides de
codificacdo. Em algumas realizagdes, a célula hospedeira compreende o
plasmideo pYZ067AkivDAhRADH ou um plasmideo que tem as mesmas regides
de codificagao.

[028] Em algumas realizag¢des, a célula hospedeira compreende
capacidade reduzida, interrompida ou eliminada para converter acetolactato
para 2,3-dihidroxi-2-metilbutirato.

[029] Em algumas realizac¢des, a célula hospedeira é levedura e
tem expressdo ou atividade de decarboxilase de piruvato reduzida ou
eliminada. Em algumas realizagdes, a célula hospedeira tem atividade de
PDC1, PDC5 ou PDC6 reduzida ou eliminada ou uma combinagdo dos

mesmos.
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[030] Em algumas realizagbes, a célula hospedeira tem
expressao ou atividade de desidrogenase de glicerol-3-fosfato dependente de
NAD reduzida ou eliminada. Em algumas realizac¢des, a célula hospedeira tem
atividade de GPD2 reduzida.

[031] Em algumas realizacbes, a célula hospedeira tem
expressao ou atividade de FRA2 reduzida ou eliminada.

[032] Em algumas realizacées, a célula hospedeira produz
isobutanol sob condigbes anaerdbicas e a relagdo molar de isobutanol para
glicerol é maior do que 1.

[033] Em algumas realizagbes, o polipeptideo que tem atividade
de cetol-acido redutoisomerase é compativel com o perfil HMM dado fornecido
na Tabela Z com um valor HMM E de perfil de <10,

[034] Em algumas realizacées, a célula hospedeira produz
isobutanol em um rendimento maior do que cerca de 25%, cerca de 50%, cerca
de 75% ou cerca de 90% em rendimento teorico.

[035] Em algumas realizagbes, isobutanol e etanol sao
produzidos.

[036] Os métodos para produzir isobutanol incluem métodos que
compreendem fornecer uma célula hospedeira recombinante conforme descrito
acima e colocar em contato a célula hospedeira com um substrato de carbono
sob condicées nas quais o isobutanol é produzido. Em algumas realizacoes,
pelo menos uma porcdo do contato ocorre sob condi¢cdes anaerdbicas. Em
algumas realizagfes, o contato ocorre na presenca de um agente de extragao.
Em algumas realizagbes, o contato ocorre na presenca de uma quantidade
suficiente de agente de extracdo organico para formar um sistema de duas
fases que compreende uma fase aquosa e uma fase organica. Em algumas
realizacdes, um ou mais dentre a taxa eficaz, titulacdo eficaz ou rendimento

eficaz de isobutanol é aumentada conforme comparado aos métodos que usam
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uma célula hospedeira recombinante que ndo compreende um polipeptideo
heterdlogo com atividade de KARI, um polinucleotideo heterélogo que codifica
um polipeptideo com atividade de KARI, atividade de desidrogenase de aldeido
reduzida ou eliminada, atividade de aldeido oxidase reduzida ou eliminada,
atividade de acetolactato redutase reduzida ou eliminada ou uma combinacéo
dos mesmos. Em algumas realizacbes, uma ou mais dentre a taxa eficaz, a
titulacdo eficaz ou rendimento eficaz de isobutanol € aumentada conforme
comparado aos métodos com uso de uma célula hospedeira recombinante que
nao compreende (i) um polipeptideo heterdlogo com atividade de KARI ou um
polinucleotideo heterdlogo que codifica um polipeptideo com atividade de KARI
e (i) pelo menos uma modificagdo que intensifica o desempenho da via
projetada de producédo de isobutanol. Em algumas realizacbées, producdo de
DHMB, produgcdo de 4&cido isobutirico ou ambas é reduzida conforme
comparado aos métodos que usam uma célula hospedeira recombinante que
ndao compreende um polipeptideo heterélogo com atividade de KARI, um
polinucleotideo heterélogo que codifica um polipeptideo com atividade de
KARI, atividade de desidrogenase de aldeido reduzida ou eliminada, atividade
de aldeido oxidase reduzida ou eliminada, atividade de acetolactato redutase
reduzida ou eliminada ou uma combinagdo das mesmas. Em algumas
realizacdes, a producado de DHMB, a producéo de &cido isobutirico ou ambas é
reduzida conforme comparado aos métodos que usam uma célula hospedeira
recombinante que ndo compreende (i) um polipeptideo heterélogo com
atividade de KARI ou um polinucleotideo heterdlogo que codifica um
polipeptideo com atividade de KARI e (ii) pelo menos uma modificagdo que
intensifica o desempenho da via projetada de producdo de isobutanol. Em
algumas realizacdes, a relagcdo molar de isobutanol pra glicerol é maior do que

1.
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[037] Os métodos para produzir isobutanol também
compreendem fornecer uma célula hospedeira recombinante que produz
isobutanol e colocar em contato a célula hospedeira com um substrato de
carbono sob condi¢des nas quais o isobutanol € produzido, em que pelo menos
uma porcao do contato ocorre sob condi¢cdes anaerdbicas e em que a relacédo
de isobutanol para glicerol produzido é maior do que 1.

[038] Os métodos para produzir isobutanol também
compreendem cultivar uma levedura recombinante que compreende uma via
biossintética com capacidade de converter piruvato para acetolactato sob
condi¢des nas quais o butanol é produzido e remover o DHMB da cultura.

[039] As composicbes produzidas por tais métodos também sao
fornecidas no presente documento. Em algumas realizacbes, a composicao
compreende isobutanol e uma célula hospedeira recombinante fornecida
acima. Em algumas realizacdes, a composicdo compreende butanol e ndo mais
do que cerca de DHMB de 0,5 mM.

[040] As composicdes fermentativas também sdo fornecidas no
presente documento. Em algumas realizagbes, uma composicao fermentativa
compreende a célula hospedeira e o isobutanol produzido de acordo com o0s
métodos fornecidos acima.

[041] As composicdes que compreendem i) uma levedura
recombinante com capacidade de produzir butanol, ii) butanol e iii) ndo mais do
que cerca de DHMB de 0,5 mM também sao fornecidas.

[042] Os métodos para produzir uma célula hospedeira
recombinante também sao fornecidos. Tais métodos podem compreender (a)
fornecer uma célula hospedeira recombinante que compreende uma
modificacdo em um polinucleotideo que codifica um polipeptideo que tem

atividade de desidrogenase de aldeido ou atividade de aldeido oxidase; e (b)
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transformar a célula hospedeira com um polinucleotideo que codifica um
polipeptideo de uma via biossintética de isobutanol.

[043] Os métodos para reduzir ou eliminar a conversdo de
isbutiraldeido para acido isobutirico também s&o fornecidos. Tais métodos
podem compreender (a) fornecer a célula hospedeira recombinante de
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 52; e (b) submeter a célula hospedeira as
condicbes em que a conversdo de isbutiraldeido para acido isobutirico é
reduzida ou eliminada em comparacdo aos métodos que usam uma célula
hospedeira recombinante que ndo compreende atividade de desidrogenase de
aldeido e/ou aldeido oxidase reduzida ou eliminada.

[044] Determinados polipeptideos também sédo fornecidos no
presente documento. Em algumas realizagdes, os polipeptideos compreendem
pelo menos cerca de 90% de identidade ou pelo menos cerca de 95% de
identidade ou pelo menos cerca de 99% de identidade com SEQ ID NO: 29, 31,
33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 417, 419, 421,
423, 425, 427, 429, 431, 433, 434, 435, 436, 437, 438, 439, 440, 441, 442, 443,
444, 445, 446, 447, 448, 449, 450, 451, 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 459,
460, 461, 462, 463, 464, 465, 466, 467, 468, 469, 470, 471, 472, 473, 474, 475,
476, 477, 478, 479, 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491,
492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500, 501, 502, 503, 504, 505, 506, 507,
508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516, 517, 518, 519, 520, 521, 522, 523,
524, 525, 526, 527, 528, 529, 530, 531, 532, 533, 534, 535, 536, 537, 624, 626,
628, 630, 632 ou um fragmento ativo dos mesmos e tém atividade de cetol-
acido redutoisomerase. Em algumas realizagdes, o0s polipeptideos
compreendem pelo menos cerca de 90% de identidade ou pelo menos cerca
de 95% de identidade ou pelo menos cerca de 99% de identidade com SEQ ID
NO: 417, 419, 421, 423, 425 ou 427 ou um fragmento ativo dos mesmos e tém

atividade de cetol-acido redutoisomerase. Em algumas realizagdes, um
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polipeptideo compreende uma sequéncia com pelo menos cerca de 90% de
identidade, pelo menos cerca de 95% de identidade ou pelo menos cerca de
99% de identidade com SEQ ID NO: 927, 928, 196, 266, 267, 389, 405, 637,
781, 782, 783, 835, 853, 854, 855, 856, 857 ou 859.

[045] Os polinucleotideos que codificam tais polipeptideos e
células hospedeiras que compreendem tais polinucleotideos e polipeptideos
também séo fornecidos.

[046] Os métodos de conversdo de acetolactato para 2,3-
diidroxiisovalerato também séo fornecidos. Por exemplo, tais métodos podem
compreender (a) fornecer um polipeptideo descrito acima e (b) colocar em
contato o polipeptideo com acetolactato sob condicbes em que o 2,3-
diidroxiisovalerato € produzido.

[047] As células de levedura recombinantes também sao
fornecidas no presente documento. Em algumas realizacées, uma levedura
recombinante compreende uma via biossintética com capacidade de converter
piruvato para acetolactato e a levedura produz menos do que 0,01 mols de 2,3-
dihidroxi-2-metil butirato (DHMB) por mol de agucar consumido. Em algumas
realizagdes, uma levedura recombinante compreende capacidade de converter
piruvato para acetolactato e a levedura produz DHMB em uma taxa de menos
do que cerca de 1,0 mM/hora. Em algumas realizacbes, uma levedura
recombinante compreende uma via biossintética com capacidade de converter
piruvato para acetolactato e a levedura produz uma quantidade de 2,3-
dihidroxi-3-isovalerato (DHIV) que é pelo menos cerca de 1,5 vezes a
quantidade de DHMB produzido.

[048] Os métodos de identificacdo de um gene envolvido na
producdo de DHMB também s&o fornecidos. Em algumas realizacbes, os
métodos compreendem (i) fornecer uma coleta de cepas de levedura que

compreendem pelo menos dois ou mais delecbes de gene; (i) medir a
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quantidade de DHMB produzido por cepas individuais de levedura; (iii)
selecionar uma cepa de levedura que produz n&o mais do que cerca de 1,0 mM
DHMB/hora; e (iv) identificar o gene que é apagado na cepa de levedura
selecionada. Em algumas realizagdes, os métodos compreendem (i) fornecer
uma coleta de cepas de levedura que aumentam a expressao de pelo menos
dois ou mais genes; (i) medir a quantidade de DHMB produzido por cepas
individuais de levedura; (iii) selecionar uma cepa de levedura que produz pelo
menos cerca de 1,0 mM DHMB; e (iv) identificar o gene que é superexpresso
na cepa de levedura selecionada.

[049] Os meétodos para a producdo de butanol também sao
fornecidos. Em algumas realizagbes, os métodos compreendem (a) cultivar
uma levedura recombinante que compreende uma via biossintética com
capacidade de converter piruvato para acetolactato sob condicées nas quais o
butanol é produzido; e b) medir concentracdo de DHIV e/ou DHMB. Em
algumas realizagbes, o cultivo e medigdo podem ser realizados
simultaneamente ou de forma sequencial e em qualquer ordem. Em algumas
realizagdes, a medigcdo compreende espectrometria de massa de cromatografia
liquida.

[050] Os métodos para aumentar a atividade de cetol-acido
redutoisomerase (KARI) também sao fornecidos. Em algumas realizacdes, os
métodos compreendem (a) fornecer uma composicdo que compreende
acetolactato, uma enzima KARI e uma enzima de acetolactato redutase e (b)
diminuir os niveis de DHMB. Em algumas realiza¢des, a diminuicdo de niveis
de DHMB é alcangada diminuindo-se a atividade de enzima de acetolactato
redutase. Em algumas realizagbes, a diminuicdo dos niveis de DHMB é
alcangada removendo-se DHMB da composigéo.

[051] Em algumas realizacbes, o0 aumento da produtividade da

enzima KARI em uma célula hospedeira pode compreender cultivar uma célula
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hospedeira, em que a célula hospedeira compreende uma enzima KARI
heterdloga e pelo menos uma modificacdo genética que reduz, interrompe ou
elimina a expresséo ou atividade de acetolactato redutase e em que a enzima
de atividade de KARI é diminuida na presengca de DHMB. Em algumas
realizacdes, o KARI tem pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95%
ou pelo menos cerca de 99% de identidade com E. coli ou L. lactis KARI. Em
algumas realizagdes, a expressdo ou atividade de acetolactato redutase
reduzida, interrompida ou eliminada reduz substancialmente a presenga de
DHMB.

[052] Os métodos para aumentar a atividade de didroxiacido
deidratase (DHAD) também s&o fornecidos. Em algumas realizagbes, os
métodos compreendem (a) fornecer uma composicdo que compreende
diidroxiisovalerato (DHIV) e uma enzima de DHAD e (b) diminuir os niveis de
DHMB.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS E INCORPORACAO A TiTULO DE REFERENCIA DA

TABELA PREENCHIDA ELETRONICAMENTE COM A MESMA

[053] A invencéo pode ser mais completamente compreendida a
partir da descricdo detalhada a seguir, as Figuras e as descricdes de sequéncia
anexa, das quais formam parte deste pedido.

[054] A Figura 1 mostra quatro diferentes vias biossintéticas de
isobutanol. As etapas rotuladas "a", "b", "c", "d", "e", "f ', "g", "h", "i", "|" e "k"
representam as conversdes de substrato para produto descritas abaixo.

[055] A Figura 2 retrata um alinhamento das sequéncias de
amino &cido do KARI de Pseudomonas fluorescens ("PF5"; SEQ ID NO: 5) e
KARI de Anaerostipes caccae ("K9"; SEQ ID NO: 27). As posi¢cdes em
destaque sao direcionadas para mutagénese, conforme descrito no presente

documento.
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[056] As Figuras 3A, 3B e 3C retratam um alinhamento das
sequéncias de amino acido de enzimas de KARI de Bifidobacterium angulatum
DSM 20098 ("K1"; SEQ ID NO: 141), Bifidobacterium dentium ATCC27678
("K2"; SEQ ID NO: 143), Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 ("K7"; SEQ ID
NO: 275), Anaerostipes caccae DSM 14662 ("K9"; SEQ ID NO: 27),
Enterococcus gallinarum EG2 ("K25"SEQ ID NO: 376), Streptococcus
thermophilus LMD-9 ("K26" SEQ ID NO: 121), Lactococcus lactis subsp.
cremoris MG1363 ("K29"; SEQ ID NO: 382), Zymomonas mobilis ("S2"; SEQ ID
NO: 277) e Lactococcus lactis ("LTS"; SEQ ID NO: 380). As posicoes em
destaque séo direcionadas para mutagénese, conforme descrito no presente
documento.

[057] A Figura 4 é um mapa de plasmideo de vetor pLH556
(PHR81-PlIv5-Pf5.KARI) (SEQ ID NO: 138).

[058] A Figura 5 mostra a taxa especifica de produgcdo de
isobutanol, Qp, das duas cepas, PNY1910 e PNY2242.

[059] A Figura 6 mostra o acumulo de DHIV + DHMB no
sobrenadante de cultura durante o curso de tempo de fermentagdo com
PNY1910 (tridngulos) e PNY2242 (diamantes). (DHMB e DHIV n&o séao
distinguidos pelo método de HPLC usado).

[060] A Figura 7 mostra o rendimento de glicerol, acido piravico,
2,3-butanediol (BDO), DHIV/DHMB, a-cetoisovalerato (aKlIV) e &cido isobutirico
(iBuAc). DHIV e DHMB s&o mostrados em conjunto a medida que esses nao
séo distinguidos pelo método de HPLC usado.

[061] A Figura 8 mostra uma descricdo resumida de valores
VmaxKm para variantes K9G9, conforme descrito no Exemplo 16.

[062] As Figuras 9A, B e C mostram relagées de rendimento molar
de isobutanol para glicerol, rendimentos molares de isobutanol e titulagcdes de

isobutanol para variantes de K9, conforme descrito no exemplo 19.
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[063] A Figura 10 mostra uma via biossintética de isobutanol. A
etapa "a" representa a conversdo de piruvato para acetolactato. A etapa "b"
representa a conversdo de acetolactato para DHIV. A etapa "c" representa a
conversao de DHIV para KIV. A etapa "d" representa a conversdo de KIV para
isobutiraldeido. A etapa "e" representa a conversdo de isobutiraldeido para
isobutanol. A etapa "f" representa a conversao de acetolactato para DHMB.

[064] A Figura 11 mostra uma éarvore filogenética de YMR226¢
homdlogos de espécies de levedura de ascomiceto. Uma sequéncia de fungo
filamentoso (Neurospora crassa) esta incluida como um grupo externo.

[065] A Figura 12 mostra um alinhamento de sequéncia multipla
(MSF Format) de sequéncias de nucleotideo de ORFs com homologia a
YMR226C. Os nomes de gene mostrados correspondem aos numeros de
acessao e SEQ ID NOs. Os dados na Tabela 7. O alinhamento foi produzido por
AlignX (Vetor NTI).

[066] A Figura 13 mostra um grafico do rendimento molar of
DHMB ao longo do tempo.

[067] A Figura 14 retrata a producdo de isobutanol e &acido
isobutirico na cepa de levedura NYLA84.

[068] A Tabela Z- é uma tabela (depositada eletronicamente com
a mesma e incorporada a titulo de referéncia) do perfii HMM de enzimas
experimentalmente verificadas de KARI listadas na Tabela 1 e conforme descrito
nos Publicacées de Pedido de n® U.S. 2010/0197519 e 2009/0163376, que sao
incorporadas ao presente documento a titulo de referéncia em suas integridades.

TABELA 1. ENZIMAS DE KARI EXPERIMENTALMENTE VERIFICADAS.

Numero de Gl Acessao SEQ ID NO Micro-organismo
70732562 YP_262325.1 5 ggfg‘iﬁ‘;’ﬁ%
15897495 NP_342100.1 1 f&g’tlgggjs po
18313972 NP_560639.1 2 aP y Zﬁ’,fﬁ?ﬁ%”i M2
76801743 YP_326751.1 7 Natronomonas




Numero de Gl Acesséo SEQ ID NO Micro-organismo
pharaonis DSM 2160
Bacillus subtilis
16079881 NP_390707.1 8 subsp subtilis str 168
Corynebacterium
19552493 NP_600495.1 9 glutamicum ATCC
13032
Phaeospririlum
6225553 032414 10 molischianum
Ralstonia
17546794 NP_520196.1 3 solanacearum
GMI1000
Zymomonas mobilis
56552037 YP_162876.1 1 subsp. Mobilis ZM4
Alkalilimnicola
114319705 YP_741388.1 12 ehrlichei MLHE-1
Campylobacter lari
57240359 ZP_00368308.1 13 RM2100
Marinobacter
120553816 YP_958167.1 14 aquaeolei VT8
Psychrobacter
71065099 YP_263826.1 15 arcticus 273-4
Hahella chejuensis
83648555 YP_436990.1 16 KCTC 2396
Thiobacillus
74318007 YP_315747.1 17 danitrificans ATCC
25259
Azotobacter
67159493 ZP_00420011.1 18 vinelandii AvOP
Pseudomas syringae
66044103 YP_233944.1 19 pv. syringae B728a
Pseudomas syringae
28868203 NP_790822.1 20 pv. Tomato astr
DC3000
Pseudomas putida
26991362 NP_746787.1 21 KT2440
Pseudomas
104783656 YP_610154.1 22 entomophila L48
Pseudomonas
146306044 YP_001186509.1 23 mendocina ymp
Pseudomas
15599888 NP_253382.1 4 aeruginosa PAO1
Bacillus cereus
42780593 NP_977840.1 24 ATCC10987
Bacillus cereus
42781005 NP_978252.1 25 ATCC10987
266346 Q01292 6 6 Spinacia oleracea

[069] As onze posicdes no perfl HMM que representam as
colunas no alinhamento que corresponde as onze posi¢cdes de troca de cofator
no KARI de Pseudomonas fluoresceins Pf-5 sdo identificadas as posicdes 24,

33, 47, 50, 52, 53, 61, 80, 115, 156 e 170.A Tabela Z é submetida com a
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mesma eletronicamente e é incorporada no presente documento a titulo de
referéncia.

[070] As sequéncias fornecidas na listagem de sequéncia
depositada com a mesma (Nome: 20120323_CL5367USNA_SEQLIST.txt;
tamanho 2,003,893 bytes; Data de Criacdo 23 de marco de 2012), esta
incorporada ao presente documento a titulo de referéncia.

[071] Consistentes com o Padrdao ST.25 (2009) de Organizacao
Mundial de Propriedade Intelectual (WIPQO), determinados Iniciadores dados na
listagem de sequéncia e no presente documento usam N para representar
nucleotideos a ou g ou ¢ ou t. K é usado para representar g ou t. M é usado
para representar um ou C.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[072] A menos que definido de outro modo, todos os termos
técnicos e cientificos usados no presente documento tém os mesmos
significados conforme comumente compreendida por alguém de habilidade
comum na técnica ao qual esta invengdo pertence. Em caso de conflito, o
presente pedido inclui as definicdes tomardo controle. Além disso, a menos que
exigido de outro modo por contexto, os termos singulares devem incluir
pluralidades e termos plurais devem incluir o singular. Todas as publicacdes,
patentes e outras referéncias mencionadas no presente documento séo
incorporadas a titulo de referéncia em suas integridades para todos os fins
como se cada publicacdo ou pedido de patente individual fosse especifica e
individualmente indicado para ser incorporado a titulo de referéncia, a menos
que somente secbes especificas de patentes ou publicacbes de patente séo
indicadas para serem incorporadas a titulo de referéncia.

[073] Embora métodos e materiais similares ou equivalentes
aqueles revelados no presente documento possam ser usados na pratica ou

teste da presente invencdo, métodos e materiais adequados sao revelados
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abaixo. Os materiais, métodos e exemplos sdo somente ilustrativos e ndo séo
destinados a serem limitativos. Outros atributos e vantagens da invengéo seréao
evidentes a partir da descricdo detalhada e das reivindicagdes.

[074] A ultima etapa na biossintese de isobutanol por meio de
uma via biossintética que utiliza piruvato € a converséo de isobutiraldeido para
isobutanol (Figura 1). Uma reacdo lateral nessa via é a conversdo de
isobutiraldeido para acido isobutirico que resulta em quantidades reduzidas de
isobutiraldeido disponivel para conversdo em isobutanol e rendimento reduzido
de isobutanol. Para um processo biossintético eficiente, h4 uma necessidade
de evitar a conversao de isobutiraldeido para acido isobutirico de modo que as
guantidades elevadas de isobutiraldeido estejam disponiveis para conversédo
para isobutanol e os rendimentos de isobutanol sdo aumentados.

[075] As aldeido desidrogenases sdo uma familia de enzimas
que catalisam a oxidagdo (deidrogenacdo) de aldeidos (Wang et al., J.
Bacteriol. 180:822-30, 1998; Navarro-Avino et al., Yeast 15:829-42, 1999; e
Saint- Prix et al., Microbiology 150:2209-20, 2004). Ha uma necessidade de
identificar aldeido desidrogenases adequadas que possam ser modificadas
para reduzir ou eliminar a atividade de desidrogenase de aldeido e possam
reduzir ou eliminar a conversdo de isobutiraldeido para acido isobutirico, de
modo que as quantidades elevadas de isobutiraldeido estejam disponiveis para
conversao para isobutanol e rendimentos de isobutanol sejam aumentados.

[076] As aldeido oxidases sdo uma familia de enzimas que
catalisam a producéo de acidos carboxilicos a partir de aldeidos (Nomura et al.,
Biosci. Biotechnol. Biochem. 62: 1134-7, 1998; e Johnson et al., Genetics 151
:1379-1391, 1999). Ha uma necessidade de identificar aldeido oxidases
adequadas que possam ser modificadas para reduzir ou eliminar a atividade de
aldeido oxidase e possam reduzir ou eliminar a conversdo de isobutiraldeido

para acido isobutirico, de modo que quantidades elevadas de isobutiraldeido
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estejam disponiveis para conversdo para isobutanol e rendimentos de
isobutanol sejam aumentados.

[077] A via de biossintese para a producdo de butanol na
levedura geneticamente projetada inclui a conversado de acetolactato para 2,3-
dihidroxi-3-isovalerato (DHIV), que é subsequentemente convertido para
butanol. Consulte a Figura 10. No entanto, uma reacéao lateral nessa via, que
diminui a producéo geral de butanol, é a conversao de acetolactato para 2,3-
dihidroxi-2-metilbutirato (DHMB). De fato, as requerentes constataram que
DHMB tem efeitos inibitérios em enzimas (didroxiacido deidratase e cetol-acido
redutoisomerase) em uma via de produgédo de isobutanol. Para um processo
biossintético eficiente, ha uma necessidade de evitar a conversdo de
acetolactato para DHMB.

[078] As requerentes resolveram os problemas apontados
fornecendo células hospedeiras recombinantes de levedura que compreendem
uma via biossintética de isobutanol; e pelo menos um dentre: i) atividade de
aldeido desidrogenase reduzida ou eliminada ii) atividade de aldeido oxidase
reduzida ou eliminada iii) atividade de acetolactato redutase reduzida ou
eliminada; iv) um polinucleotideo heterélogo que codifica um polipeptideo que
tem atividade de cetol-acido redutoisomerase; e v) um polipeptideo heterdlogo
que tem atividade de cetol-acido redutoisomerase. Ainda, as requerentes
fornecem métodos de producao de butanol que utiliza tais células hospedeiras.
Tais células hospedeiras recombinantes podem ser usadas para aumentar a
producdo de um produto de uma via biossintética (por exemplo, isobutanol, 1-
butanol ou 2-butanol) e/ou reduzir ou eliminar a conversdo de via intermedia
para subprodutos indesejaveis. As requerentes também forneceram uma
estratégia de triagem adequada para avaliar varias enzimas candidatas. As
enzimas identificadas podem ser alteradas para intensificar a producdo de um

produto de uma via biossintética (por exemplo, isobutanol, 1 -butanol ou 2-
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butanol) e/ou reduzir ou eliminar a converséo de via intermedia a subprodutos
indesejaveis.

[079] De modo a definir adicionalmente esta invengéo, os termos,
abreviacodes e definicdes sao fornecidas.

[080] Sera compreendido que "derivado de" em referéncia aos
polipeptideos revelados no presente documento abrangem sequéncias
sintetizadas com base nas sequéncias de amino acido das KARIs presentes
nos organismos indicados assim como aqueles clonados diretamente do
material genético do organismo.

[081] Conforme usado no presente documento, o0s termos
‘compreende”, “compreender”, ‘“inclui”, “incluir’, “tem”, “ter’, “contém” ou
‘conter”, ou qualquer outra variacdo dos mesmos sera compreendida para
implicar a inclusdo de um numero inteiro indicado ou grupo de numeros inteiros
mas nao a exclusdo de nenhum outro ndmero inteiro ou grupo de numeros
inteiros e sdo destinados a serem nao-exclusivos ou de terminacéo aberta. Por
exemplo, uma composigdo, uma mistura, um processo, um método, um artigo
ou um aparelho que compreende uma lista de elementos ndo ¢é
necessariamente limitada somente aqueles elementos, mas podem incluir
outros elementos nédo expressamente listados ou inerentes a tal composigao,
mistura, processo, método, artigo ou aparelho. Ainda, a menos que
expressamente indicado o contrario, "ou" se refere a uma ou inclusivo e ndo a
um ou exclusivo. Por exemplo, uma condicdo A ou B é satisfeita por qualquer
um dentre os seguintes: A é verdadeiro (ou presente) e B é também (ou néo
presente), A é também (ou ndo presente) e B € verdadeiro (ou presente) e
ambos A e B sdo verdade (ou presentes).

[082] Conforme usado no presente documento, o termo "consiste
em”, ou variagdes tais como "consistem em ou "consistir em”, conforme usado

em todo o relat6rio descritivo e reivindicacdes, indicam a inclusdo de qualquer
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numero inteiro citado ou grupo de numeros inteiros citados, mas que nenhum
numero inteiro ou grupo de numeros inteiros adicionais pode ser adicionado ao
método, estrutura ou composicéo especificada.

[083] Conforme usado no presente documento, o termo "consiste
essencialmente em”, ou variaces tais como "consistem essencialmente em”
ou "consistir essencialmente em”, conforme usado por todo o relatério
descritivo e reivindicagdes, indicam a inclusdo de qualquer numero inteiro ou
grupo de numeros inteiros citados e a inclusdo opcional de qualquer niumero
inteiro ou grupo de numeros inteiros citados que ndo mudam materialmente as
propriedades basicas ou novas do método, estrutura ou composigéo
especificada. consultar M.P.E.P. § 2111.03.

[084] Além disso, os artigos indefinidos "um" e "uma" que
precedem um elemento ou componente da invencdo sao destinados a serem
nao restritivos em relacdo ao numero de instancias, isto é, ocorréncias do
elemento ou componente. Portanto, "um" ou "uma" deve ser lido de modo a
incluir um ou pelo menos uma e a forma de palavra em singular do elemento ou
componente também inclui o plural a menos que o numero seja obviamente
destinado a ser singular.

[085] O termo "invengdo" ou "presente invencdo", conforme
usado no presente documento, € um termo nao limitativo e ndo € destinado a
se referir a nenhuma realizagdo Unica da invengdo particular, mas abrangem
todas as possiveis realizacoes, conforme descrito nas reivindicacées conforme
apresentado ou conforme emendado e suplementado posteriormente ou no
relatorio descritivo.

[086] Conforme usado no presente documento, o termo "cerca
de" que modifica a quantidade de um ingrediente ou reagente da invengao
empregada se refere a variacdo na quantia numérica que pode ocorrer, por

exemplo, através de medicdo tipica e procedimentos de manuseamento de
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liquido usados para criar concentrados ou solu¢gdes no mundo real; através de
erro inadvertente nesses procedimentos; através de diferengas na fabricagao,
fonte ou pureza dos ingredientes empregados para criar as composi¢cdes ou
para executar os meétodos; e similares. O termo "cerca de" também abrange
quantidades que diferem devido as diferentes condi¢des de equilibrio para uma
composi¢do que resulta de uma mistura inicial particular. Se modificadas pelo
termo "cerca de" ou nao, as reivindicacdes incluem equivalentes as quantias.
Em uma realizagcdo, o termo "cerca de" significa estar dentro de 10% do valor
numérico reportado ou dentro de 5% do valor numérico reportado.

[087] Conforme usado no presente documento, "sinérgico" se
refere a um efeito maior do que aditivo produzido por uma combinacgao (isto é,
um efeito que é maior do que a soma de efeitos individuais) ou um efeito aditivo
guando os efeitos individuais ndo sdo esperados para serem aditivos. O termo
também se refere a adicdo de um composto que resulta em menos de outro
composto que é exigido.

[088] O termo "via biossintética de butanol", conforme usado no
presente documento, se refere a via enzimatica para produzir 1 -butanol, 2-
butanol ou isobutanol. Por exemplo, as vias biossintéticas de isobutanol séo
reveladas no Publicacdo de Pedido de Patente de n® U.S. 2007/0092957, que é
incorporado a titulo de referéncia ao presente documento.

[089] O termo "via biossintética de isobutanol" se refere a via
enzimatica para produzir isobutanol. Determinadas vias biossintéticas de
isobutanol sdo ilustradas na Figura 1 e descritas no presente documento.
Periodicamente "via biossintética de isobutanol" é usado de forma sinbnima
com "via de produc¢éo de isobutanol".

[090] O termo "butanol", conforme usado no presente
documento, se refere a 2-butanol, 1 -butanol, isobutanol ou misturas dos

mesmos. O isobutanol também é conhecido como 2-metil-1- propanol.
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[091] Uma célula hospedeira recombinante que compreende um
"via projetada de producéo de alcool" (tal como uma via projetada de producéo
de butanol ou isobutanol) se refere a uma célula hospedeira que contém uma
via modificada que produz alcool de maneira diferente daquela normalmente
presente na célula hospedeira. Tais diferencas incluem producao de um élcool
nao tipicamente produzido pela célula hospedeira ou aumentada ou producéo
mais eficiente.

[092] O termo "via biossintética heter6loga”, conforme usado no
presente documento, se refere a uma enzima via para produzir um produto no
qual pelo menos uma das enzimas ndo é endogena a célula hospedeira que
contém a via biossintética.

[093] O termo "agente de extragao", conforme usado no presente
documento, se refere a um ou mais solventes organicos que podem ser usados
para extrair butanol de um caldo de fermentagao.

[094] O termo "produtividade eficaz de isobutanol", conforme
usado no presente documento, se refere a quantidade total em gramas de
isobutanol produzido por grama de células.

[095] O termo 'titulacdo eficaz" conforme usado no presente
documento, se refere a quantidade total de um alcool particular (por exemplo,
butanol) produzido por fermentacdo por litro de meio de fermentagcdo. A
quantidade total de butanol inclui: (i) a quantidade de butanol no meio de
fermentacéo; (ii) a quantidade de butanol recuperado do agente organico de
extracdo; e (iii) a quantidade de butanol recuperado a partir da fase de gas, se
esgotamento de gas for usado.

[096] O termo "taxa eficaz" conforme usado no presente
documento, se refere a quantidade total de butanol produzido por fermentacéo

por litro de meio de fermentagao por hora de fermentacéo.
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[097] O termo "rendimento eficaz" conforme usado no presente
documento, se refere a quantidade de butanol produzido por unidade de
substrato de carbono fermentavel consumido pelo biocatalisador.

[098] O termo "separagdo", conforme usado no presente
documento, € sinbnimo de "recuperacao” e se refere a remogdo um composto
quimico de uma mistura inicial para obter o composto em maior pureza ou em
uma concentracdo maior do que a pureza ou concentragdo do composto na
mistura inicial.

[099] O termo "fase aquosa”, conforme usado no presente
documento, se refere a fase aquosa de uma mistura bifasica obtida colocando-
se em contato um caldo de fermentacdo com um agente organico de extracédo
imiscivel em agua. Em uma realizacdo de um processo descrito no presente
documento que inclui extragdo fermentativa, o termo "caldo de fermentacéao"
entdo se refere especificamente a fase aquosa em extragdo fermentativa
bifasica.

[0100] O termo "fase organica”, conforme usado no presente
documento, se refere a fase ndo aquosa de uma mistura bifasica obtida
colocando-se em contato um caldo de fermentacdo com um agente organico de
extragdo imiscivel em agua.

[0101] Os termos "PDC-”, "nocaute de PDC”, ou "PDC-KQO",
conforme usado no presente documento, se referem a uma célula que tem uma
modificacdo genética para inativar ou reduzir a expressao de um gene que
codifica piruvato decarboxilase (PDC) de modo que a célula substancial ou
completamente carece de atividade de enzima de piruvato decarboxilase. Se a
célula tem mais de um gene de PDC expresso(ativo), entdo cada um dos
genes de PDC ativos pode ser inativado ou ter producdo minima produzindo

desse modo uma célula de PDC.
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[0102] O termo "polinucleotideo" é destinado a abranger um
singular &cido nucleico assim como acidos nucleicos plurais e se refere a uma
molécula de &acido nucleico ou construgdo, por exemplo, RNA (mRNA)
mensageiro ou DNA (pDNA) de plasmideo. Um polinucleotideo pode conter a
sequéncia de nucleotideo da sequéncia de cDNA de comprimento total ou um
fragmento da mesma, incluindo as sequéncias 5’ e 3’ nado transladadas e. as
sequéncias de codificacdo. O polinucleotideo pode ser composto de qualquer
poliribonucleotideo ou polideoxiribonucleotideo, que podem ser ndo RNA ou
DNA modificados ou RNA ou DNA modificados. Por exemplo, o0s
polinucleotideos podem ser compostos de DNA unico ou de duplo filamento,
DNA que é uma mistura de regiées unicas e de duplo filamento, RNA Unico e
de duplo filamento e RNA que é mistura de regides unicas e de duplo filamento,
moléculas hibridas que compreendem DNA e RNA que podem ser de filamento
Unico ou, mais tipicamente, de filamento duplo ou uma mistura de regides
Unicas e de duplo filamento. "polinucleotideo" abrange formas quimica,
enzimatica ou metabolicamente modificadas.

[0103] Uma sequéncia de polinucleotideo pode ser referida como
"isolada”, na qual a mesma foi removida de seu ambiente nativo. Por exemplo,
um polinucleotideo heterdlogo que codifica um polipeptideo ou fragmento de
polipeptideo que tem atividade de diidroxi-acido deidratase contida em um
vetor é considerada isolada para os fins da presente invencdo. Exemplos
adicionais de um polinucleotideo isolado incluem polinucleotideos
recombinantes mantidos em células hospedeiras heterélogas ou
polinucleotideos (parcial ou substancialmente) purificados em solugdo. Os
polinucleotideos isolados ou &acidos nucleicos de acordo com a presente
invencao incluem adicionalmente tais moléculas produzidas sinteticamente. Um

fragmento de polinucleotideo isolado na forma de um polimero de DNA pode
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ser compreendido de um ou mais segmentos de cDNA, DNA gendmico ou DNA
sintético.

[0104] O termo "ensaio de consumo de NAD(P)H" se refere a um
ensaio de enzima para a determinacdo da atividade especifica da enzima
KARI, que envolve medir o desaparecimento do cofator de KARI, NAD(P)H, da
reacdo de enzima. Tais ensaios sdo descritos em Aulabaugh e Schloss,
Biochemistry 29: 2824-2830, 1990, que estd incorporado ao presente
documento a titulo de referéncia em sua integridade.

[0105] O termo "NAD(P)H" se refere tanto a NADH como a
NADPH.

[0106] "KARI" é a abreviagcdo para a enzima cetol-acido
redutoisomerase.

[0107] O termo "em grande proximidade" ao se referir a posicao
de varios residuos de aminodcidos de uma enzima KARI em relacdo ao
adenosil 2'- fosfato de NADPH representa os aminoacidos no modelo
tridimensional para a estrutura da enzima que estdo dentro de cerca de 4,5 A
do atomo fosforoso do adenosil 2'-fosfato de NADPH ligado a enzima.

[0108] O termo "cetol-acido redutoisomerase" (abreviado "KARI")
e "acido hidroxiacético isomeroredutase" sera usado de forma intercambiavel e
se referir as enzimas com capacidade de catalisar a reacédo de (S)-acetolactato
para 2,3-diidroxiisovalerato, classificado como numero EC de EC 1.1.1.86
(Enzima Nomenclature 1992, Academic Press, San Diego). Conforme usado no
presente documento, o termo "Classe | enzima de cetol-acido redutoisomerase”
significa a forma curta que tem tipicamente entre 330 e 340 residuos de
aminoacidos e é distinta da forma longa, denominada classe Il, que tem
tipicamente aproximadamente 490 residuos. Essas enzimas estdo disponiveis
a partir de um numero de fontes, que incluem, porém, sem limitacdo, E. coli

<1> (aminoacido de SEQ ID NO: 942; Acessao GenBank de Numero
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NC_000913 REGION: 3955993.3957468), Vibrio cholerae (Acessdao GenBank
de Numero NC_002505 REGION: 157441.158925), Pseudomonas aeruginosa,
(Acessdo GenBank de Numero NC_002516, REGION: 5272455.5273471 ) e
Pseudomonas fluorescens (aminoacido de SEQ ID NO: 943; Acessado GenBank
de Numero NC_004129 REGION: 6017379.6018395). As enzimas de KARI séo
descritas, por exemplo, nos documentos de patente n® U.S. 7.910.342 e
8.129.162 e Pedido de publicacdo de patente de n® U.S.2010/0197519, dos
quais todos estdo incorporados ao presente documento a titulo de referéncia
em suas integridades.

[0109] A KARI é constatada em uma variedade de organismos e
comparacdo de sequéncia de aminoacido através de espécies revelaram que
h& 2 tipos dessa enzima: uma forma curta (classe 1) constatada em fungos e na
maioria das bactérias e uma forma longa (classe ll) tipica de plantas. As KARIs
de Classe | tipicamente tém entre 330 a 340 residuos de aminoacidos. As
enzimas de KARI de forma longa tém cerca de 490 residuos de aminoacidos.
No entanto, algumas bactérias tais como Escherichia coli tém uma forma longa,
em que a sequéncia de aminoacido difere de forma apreciavel daquela
constatada nas plantas. A KARI é codificada pelo gene ilvC e € uma enzima
essencial para cultivo de E. coli e outras bactérias em um meio minimo. As
KARIs de Classe Il consistem geralmente em um dominio N-terminal de 225
residuos e um dominio C-terminal de 287 residuos. O dominio N-terminal, que
contém o Sitio de ligacdo NADPH, tem uma estrutura ap e remete a dominios
constatados em outras oxidoredutases dependentes de nucleotideo de piridina.
O dominio C terminal consiste quase inteiramente de a- hélices.

[0110] As enzimas de cetol-acido redutoisomerase (KARI) séo
Uteis em vias para a produgéo de isobutanol com o0 uso de micro-organismos
projetados (documentos de patente n® U.S. 7,851,188 e n® U.S. 7,993,889,

incorporados a titulo de referéncia no presente documento).
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[0111] Uma KARI que pode utilizar NADH pode capitalizar no
NADH produzido pelo glicolitico existente e outras vias metabdlicas nas células
microbianas mais comumente usadas e pode resultar em produgédo aprimorada
de isobutanol. Rane et al. (Arch. Biochem. Biophys., 338: 83-89, 1997) discute
a troca de cofator de uma cetol-4cido redutoisomerase isolada de E. coli. As
publicagdes de pedido n* U.S. 2009/0163376 e 2010/0197519 (cada uma das
quais esta incorporada ao presente documento a titulo de referéncia em sua
integridade) descrevem a geragdo de enzimas de KARI que podem usar
NADH. A Publicagéo de pedido n? U.S. 2010/0143997 (que esta incorporada ao
presente documento a titulo de referéncia em sua integridade) descreve
variantes de E. coli com valores aprimorados de Ky para NADH.

[0112] Os termos "atividade de cetol-acido redutoisomerase" e
"atividade de KARI" se referem a capacidade de catalisar a conversao (S) de
substrato para produto - acetolactato para 2,3-diidroxiisovalerato.

[0113] O termo "acetolactato sintase" se refere a uma enzima que
catalisa a conversdo de piruvato para acetolactato e CO,. O acetolactato tem
dois estereoisébmeros ((R) e (S)); a enzima prefere o isbmero (S), que é feito
por sistemas biolégicos. determinadas acetolactato sintases sdo conhecidas
pelo numero EC 2.2.1.6 (Enzima Nomenclature 1992, Academic Press, San
Diego). Essas enzimas estdo disponiveis a partir de um numero de fontes,
incluindo, porém, sem limitacdo, sequéncia de aminoacido de Bacillus subtilis
(GenBank N%: CAB15618, 299122, NCBI (Centro Nacional de Informagdes de
Biotecnologia), sequéncia de nucleotideo NCBI, respectivamente), Klebsiella
pneumoniae (GenBank N%: AAA25079, M73842 e Lactococcus lactis
(GenBank N%: AAA25161, L16975).

[0114] O termo "acido hidroxiacético deidratase" se refere a uma
enzima que catalisa a conversdo de 2,3-diidroxiisovalerato para a-cetoiso-

valerato. Determinadas acido hidroxiacético deidratases sdo conhecidas pelo



32/323

namero EC 4.2.1.9. Essas enzimas estdo disponiveis a partir de uma vasta
ordem de micro-organismos, incluindo, porém, sem limitacao, E. coli (GenBank
N%: YP_026248, NC_000913, S. cerevisiae (GenBank N%: NP_012550,
NC_001142), M. maripaludis (GenBank N°: CAF29874, BX957219), B. subtilis
(GenBank N%: CAB14105, Z99115), Lactococcus lactis (SEQ ID NO: 926) e
Streptococcus mutans (SEQ ID NO: 939).

[0115] O termo "a-cetoacido decarboxilase de cadeia ramificada"
se refere a uma enzima que catalisa a conversdo de a-cetoisovalerato para
isobutiraldeido e CO0, Determinadas a-cetoacido decarboxilases de cadeia
ramificada s&o conhecidas pelo numero EC 4.1.1.72 e estdo disponiveis a
partir de um numero de fontes, incluindo, porém, sem limitagdo, Lactococcus
lactis (GenBank N%: AAS49166, AY548760; CAG34226, AJ746364, Salmonella
typhimurium  (GenBank  N%: NP-461346, NC-003197), Clostridium
acetobutylicum (GenBank N%: NP-149189, NC-001988), Macrococcus
caseolyticus (SEQ ID NO: 940) e Listeria grayi (SEQ ID NO: 941).

[0116] O termo "alcool desidrogenase de cadeia ramificada" se
refere a uma enzima que catalisa a conversdo de isobutiraldeido para
isobutanol. Determinadas alcool desidrogenases de cadeia ramificada séo
conhecidas pelo nimero EC 1.1.1.265, mas também podem ser classificadas
sob outras alcool desidrogenases (especificamente, EC 1.1.1.1 ou 1.1.1.2).
Essas enzimas utilizam NADH (dinucleotideo reduzido de adenina de
nicotinamida) e/ou NADPH como doador de elétrons e estdo disponiveis a
partir de um namero de fontes, incluindo, porém, sem limitagdo, S. cerevisiae
(GenBank N®: NP_010656, NC_001136; NP_014051, NC_001145), E. coli
(GenBank No: NP_417484), C. acetobutylicum (GenBank N%: NP_349892,
NC_003030), B. indica (aminoacido de SEQ ID NO: 945), A. xylosoxidans
(aminoacido de SEQ ID NO: 944).
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[0117] O termo "cetoacido desidrogenase de cadeia ramificada"
se refere a uma enzima que catalisa a conversdo de a-cetoisovalerato para
isobutiril-CoA (isobutiril-cofator A), que usa NAD* (dinucleotideo de adenina de
nicotinamida) como receptor de elétrons. Determinadas cetoacido
desidrogenases de cadeia ramificada sdo conhecidas pelo numero EC 1.2.4.4.
Essas cetoacido desidrogenases de cadeia ramificada compreendem quatro
subunidades e sequéncias de todas as subunidades estao disponiveis a partir
de uma vasta ordem micro-organismos, incluindo, porém, sem limitagcdo, B.
subtilis (GenBank N°: CAB 14336, Z99116; CAB14335, Z99116; CAB14334,
799116; e CAB14337, Z99116) e Pseudomonas putida (GenBank N:
AAA65614, M57613; AAA65615, M57613; AAA65617, M57613; e AAA65618,
M57613).

[0118] Conforme usado no presente documento, "atividade de
desidrogenase de aldeido" se refere a qualquer polipeptideo que tenha uma
funcdo biol6gica de uma desidrogenase de aldeido, incluindo os exemplos
fornecidos no presente documento. Tais polipeptideos incluem um polipeptideo
que catalisa a oxidagdo (deidrogenacao) de aldeidos. Tais polipeptideos
include um polipeptideo que catalisa a converséo de isobutiraldeido para acido
isobutirico. Tais polipeptideos também incluem um polipeptideo que
corresponde ao Numero de Comissao de Enzimas EC 1.2.1.3, EC 1.2.1.4 ou
EC 1.2.1.5. Tais polipeptideos podem ser determinados por métodos
conhecidos na técnica e revelados no presente documento.

[0119] Conforme usado no presente documento, "atividade de
aldeido oxidase" se refere a qualquer polipeptideo que tenha uma funcéo
bioldgica de um aldeido oxidase, incluindo os exemplos fornecidos no presente
documento. Tais polipeptideos incluem um polipeptideo que catalisa acidos
carboxilicos de aldeidos. Tais polipeptideos incluem um polipeptideo que

catalisa a conversdo de isobutiraldeido para acido isobutirico. Tais
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polipeptideos também incluem um polipeptideo que corresponde ao Numero de
Comissao de Enzima EC 1.2.3.1. Tais polipeptideos podem ser determinados
por métodos conhecidos na técnica e revelados no presente documento.

[0120] Conforme usado no presente documento, "atividade de
piruvato decarboxilase" se refere a atividade de qualquer polipeptideo que tem
uma fungéo biologica de uma enzima de piruvato decarboxilase, incluindo os
exemplos fornecidos no presente documento. Tais polipeptideos incluem um
polipeptideo que catalisa a conversdo de piruvato para acetaldeido. Tais
polipeptideos também incluem um polipeptideo que corresponde ao Numero de
Comissao de Enzima 4.1.1.1. Tais polipeptideos podem ser determinados por
métodos conhecidos na técnica e revelados no presente documento. Um
polipeptideo que tem atividade de decarboxilato de piruvato pode ser, por meio
de exemplo, PDC1, PDC5, PDC6 ou qualquer combinacdo dos mesmos.

[0121] Conforme usado no presente documento, "atividade de
acetolactato redutase" se refere a atividade de qualquer polipeptideo que tem a
capacidade de catalisar a conversdo de acetolactato para DHMB. Tais
polipeptideos podem ser determinados por métodos conhecidos na técnica e
revelados no presente documento.

[0122] Conforme usado no presente documento, "DHMB" se
refere a 2,3-dihidroxi-2-metil butirato. DHMB inclui "DHMB rapido”, que tem a
configuragéo 2S, 3S e "DHMB lento”, que tem a configuracdo. Consulte Kaneko
et al., Phytochemistry 39: 115-120 (1995), que esta incorporado ao presente
documento a titulo de referéncia em sua integridade e se refere ao DHMB
rapido como &cido anglicérico e DHMB lento como &cido tiglicérico.

[0123] Conforme usado no presente documento, "atividade
reduzida" se refere a qualquer diminuicAo mensuravel em uma atividade
biolégica conhecida de um polipeptideo quando comparada a mesma atividade

biolégica do polipeptideo antes da mudanca que resulta na atividade reduzida.
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Tal uma mudanca pode incluir uma modificagdo de um polipeptideo ou um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo conforme descrito no presente
documento. Uma atividade reduzida de um polipeptideo revelado no presente
documento pode ser determinada por métodos conhecidos na técnica e
revelados no presente documento.

[0124] Conforme usado no presente documento, "atividade
eliminada" se refere a abolicdo completa de uma atividade biolégica conhecida
de um polipeptideo quando comparado a mesma atividade biolégica do
polipeptideo antes da mudanca que resulta na atividade eliminada. Tal uma
mudanca pode incluir uma modificacdo de um polipeptideo ou um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo conforme descrito no presente
documento. Uma atividade eliminada inclui uma atividade biolégica de um
polipeptideo que ndo € mensuravel quando comparado a mesma atividade
biolégica do polipeptideo antes da mudancga que resulta na atividade eliminada.
Uma atividade eliminada de um polipeptideo revelado no presente documento
pode ser determinada por métodos conhecidos na técnica e revelados no
presente documento.

[0125] O termo "substrato de carbono" ou "substrato de carbono
fermentavel" se refere a uma fonte de carbono com capacidade de ser
metabolizada por organismos hospedeiros da presente invengcao e,
particularmente, fontes de carbono selecionadas dentre o grupo que consiste
em monossacarideos, oligossacarideos, polissacarideos e substratos de um
carbono ou misturas dos mesmos. Os exemplos ndo limitativos de substratos
de carbono s&o fornecidos no presente documento e incluem, porém, sem
limitacdo, monossacarideos, oligossacarideos, polissacarideos, etanol, lactato,
succinato, glicerol, diéxido de carbono, metanol, glucose, frutose, sacarose,
xilose, arabinose, dextrose ou misturas dos mesmos. Outros substratos de

carbono podem incluir etanol, lactato, succinato ou glicerol.
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[0126] "Caldo de fermentagdo", conforme usado no presente
documento, significa a mistura de &gua, agucares (fontes de carbono
fermentavel), solidos dissolvidos (se presentes), micro-organismos que
produzem &lcool, alcool de produto e todos os outros constituintes de material
mantido no vaso de fermentacéo no qual o alcool de produto é feito pela reacéo
de acucares para alcool, adgua e didéxido de carbono (C02) pelos micro-
organismos presentes. Periodicamente, conforme usado no presente
documento, o termo "meio de fermentagao" e "mistura fermentada" pode ser
usado de forma sinénima com "caldo de fermentagao".

[0127] "Biomassa", conforme usado no presente documento, se
refere a um produto natural que contém um amido hidrolisavel que fornece um
acucar fermentavel, que inclui qualquer material e materiais celulésicos ou
lignocelulésicos que compreendem celulose e compreendem opcional e
adicionalmente hemicelulose, lignina, amido, oligossacarideos, dissacarideos,
e/ou monossacarideos. A biomassa também pode compreender componentes
adicionais, tais como proteina e/ou lipidios. A biomassa pode ser derivada de
uma unica fonte ou a biomassa pode compreender uma mistura derivada de
mais de uma fonte. Por exemplo, a biomassa pode compreender uma mistura
de espigas de milho e palhas de milho ou uma mistura de grama e folhas. A
biomassa inclui, porém, sem limitacdo, cultivos de bioenergia, residuos
agriculturais, restos soélidos municipais, restos sélidos industriais, lama de
fabricacao de papel, restos culturais, madeira e restos florestais. Os exemplos
de biomassa incluem, porém, sem limitacdo, grdo de milho, espigas de milho,
residuos de cultivo tais como casca de milho, palhas de milho, gramas, trigo,
centeio, palha de trigo, cevada, palha de cevada, feno, palha de arroz, grama
do tipo switchgrass, papel residual, bagago de cana de acucar, sorgo, soja,

componentes obtidos a partir de trituracdo de graos, arvores, ramos, raizes,
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folhas, lascas de madeira, serragem, arbustos e moitas, vegetais, fruitas, flores,
adubo animal e misturas dos mesmos.

[0128] "Matéria-prima", conforme usado no presente documento,
significa um produto que contém uma fonte de carbono fermentéavel. A matéria-
prima adequada inclui, porém, sem limitacdo, centeio, trigo, com, cana de
acucar e misturas dos mesmos.

[0129] O termo "condicbes aerdbicas", conforme usado no
presente documento, significa condigdes de cultivo na presenga de oxigénio.

[0130] O termo "condigdes microaerdbicas”, conforme usado no
presente documento, significa condigcbes de cultivo com baixos niveis de
oxigénio (isto é, abaixo dos niveis normais de oxigénio atmosférico).

[0131] O termo "condicbes anaerdbicas", conforme usado no
presente documento, significa condi¢des de cultivo na auséncia de oxigénio.

[0132] O termo "atividade especifica", conforme usado no
presente documento, é definido como unidades de atividade em uma dada
quantidade de proteina. Desse modo, a atividade especifica ndo é diretamente
medida mas é calculada dividindo-se 1) a atividade em unidades/ml da amostra
de enzima pela 2) concentracdo de proteina na amostra, de modo que a
atividade especifica seja expressa como unidades/mg, em que uma unidade de
enzima € definida como mols de produto formado/minuto. A atividade
especifica de uma amostra de enzima pura completamente ativa é uma
caracteristica dessa enzima. A atividade especifica de uma amostra de uma
mistura de proteinas € uma medida da fragdo relativa de proteina na amostra
que € composta da enzima ativa de interesse.

[0133] Os termos "keat' € "Ku" s@o conhecidos por aqueles
versados na técnica e sdo descritos em Enzyme Structure and Mechanism, 2™
ed. (Ferst; W.H. Freeman Press, NY, 1985; pp 98 a 120). Ky, a constante de

Michaelis, é a concentracdo de substrato que resulta na velocidade meio-
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maxima. O termo "kca" frequentemente denominado "ndmero de renovagao”, é
definido como o numero maximo de moléculas de substrato convertidas para
produtos por sitio ativo por tempo de unidade ou o numero de vezes que a
enzima se renova por tempo de unidade. keat = Vmax /[E], em que [E] é a
concentracdo de enzima (Ferst, supra). Os termos "renovacao total" e "numero
total de renovacdo" sdo usados no presente documento para se referir a
quantidade de produto formado pela reacdo de uma enzima KARI com
substrato.

[0134] O termo "eficiéncia catalitica" € definido como o kqa/Km de
uma enzima. A eficiéncia catalitica € usada para quantificar a especificacdo de
uma enzima para um substrato.

[0135] O termo "molécula de acido nucleico isolado", "fragmento
de acido nucleico isolado" e "construcdo genética" sera usado de forma
intercambiavel e significara um polimero de RNA ou DNA que é uUnico ou de
filamento duplo, contendo opcionalmente bases de nucleotideo sintético, nao
naturais ou alternadas. Um fragmento de acido nucleico isolado na forma de
um polimero de DNA pode ser compreendido de um ou mais segmentos de
cDNA, DNA genémico ou DNA sintético.

[0136] O termo "aminoacido" se refere a unidade estrutural
quimica basica de uma proteina ou polipeptideo. As seguintes abreviagdes sdo

usadas no presente documento para identificar aminoacidos especificos:

Amino&cido Abreviacéo de trés letras Abreviacéo de uma letra

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido Aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gin Q
Acido Glutdmico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M

Fenilalanina Phe F
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Aminoécido Abreviacao de trés letras Abreviacdo de uma letra
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val V

[0137] O termo "gene" se refere a um fragmento de &cido
nucleico que tem capacidade de ser expressa como uma proteina especifica,
que inclui opcionalmente sequéncias reguladoras que precedem (sequéncias 5’
de néo codificagdo) e seguem (sequéncias 3’ de ndo codificagdo) a sequéncia
de codificacdo. "Gene nativo" se refere a um gene conforme constatado na
natureza com suas proprias sequéncias reguladoras. "Gene quimérico" se
refere a qualquer gene que ndo é um gene nativo, que compreende sequéncias
reguladoras e de codificacdo que ndo sejam constatadas em conjunto na
natureza. Consequentemente, um gene quimérico pode compreender
sequéncias reguladoras e sequéncias de codificacdo que sao derivadas de
fontes diferentes ou sequéncias reguladoras e sequéncias de codificagcao
derivadas da mesma fonte, mas dispostas de maneira diferente do que aquela
constatada na natureza. "Gene enddgeno" se refere a um gene nativo em sua
localizagdo natural no genoma de um micro-organismo. Um gene “estrangeiro”
se refere a um gene ndo normalmente constatado no micro-organismo
hospedeiro, mas que € introduzido no micro-organismo hospedeiro por
transferéncia de gene. Os genes estrangeiros podem compreender genes
nativos inseridos em um micro-organismo n&o nativo ou genes quimeéricos. Um
"transgene" é um gene que foi introduzido no genoma por um procedimento de
transformacao.

[0138] Conforme usado no presente documento, "nativo" se
refere a forma de um polinucleotideo, gene ou polipeptideo conforme
constatado na natureza com suas proprias sequéncias reguladoras, se

presentes.
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[0139] Conforme wusado no presente documento o termo
"sequéncia de codificagdo" ou "regido de codificacdo" se refere a uma
sequéncia de DNA que codifica uma sequéncia de aminodcido especifica.
"Sequéncias reguladoras adequadas" se referem as sequéncias de nucleotideo
localizadas a montante (sequéncias 5’ de ndo codificacdo), dentro ou a jusante
(sequéncias 3’ de nao codificacdo) de uma sequéncia de codificacdo e que
influencia a transcriptacdo, processamento de RNA ou estabilidade ou
translacédo da sequéncia de codificacdo associada. As sequéncias reguladoras
podem incluir promotores, sequéncias indutoras de translagdo, introns,
sequéncias de reconhecimento de poliadenilagéo, sitios de processamento de
RNA, sitios efetores de ligacao e estruturas de haste-alca.

[0140] Conforme usado no presente documento, "endbgeno" se
refere a forma nativa de um polinucleotideo, gene ou polipeptideo em sua
localizacdo natural no organismo ou no genoma de um organismo.
"Polinucleotideo endégeno” inclui um polinucleotideo nativo em sua localizacéo
natural no genoma de um organismo. "Gene enddgeno" inclui um gene nativo
em sua localizagdo natural no genoma de um organismo. "Polipeptideo
endogeno" inclui um polipeptideo nativo em sua localizagdo natural no
organismo transcrito e transladado de um polinucleotideo nativo ou gene em
sua localizacédo natural no genoma de um organismo.

[0141] O termo "heterbélogo" quando usado em referéncia a um
polinucleotideo, um gene ou um polipeptideo, se refere a um polinucleotideo,
gene ou polipeptideo ndo normalmente constatado no organismo hospedeiro.
"Heterdlogo" também inclui uma regido nativa de codificacdo ou porgdo da
mesma, que é reintroduzida no organismo de fonte em uma forma que é
diferente do gene nativo correspondente, por exemplo, ndo em sua localizagéo
natural no genoma do organismo. O polinucleotideo heter6logo ou gene pode

ser introduzido no organismo hospedeiro, por exemplo, por meio de
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transferéncia de gene. Um gene heterélogo pode incluir uma regido nativa de
codificagdo com regides reguladoras ndo nativas que séo reintroduzidas ao
hospedeiro nativo. Por exemplo, um gene heterdlogo pode incluir uma regido
nativa de codificagdo que é uma porcdo de um gene quimérico que inclui
regides reguladoras nao nativas que séo reintroduzidas no hospedeiro nativo.
"Polipeptideo heterélogo” inclui um polipeptideo nativo que é reintroduzido no
organismo de fonte em uma forma que é diferente do polipeptideo nativo
correspondente.

[0142] Um "transgene" € um gene que foi introduzido no genoma
por um procedimento de transformacao.

[0143] Conforme wusado no presente documento, o termo
"modificado" se refere a uma mudanga em um polinucleotideo revelado no
presente documento que resulta em atividade reduzida ou eliminada de um
polipeptideo codificado pelo polinucleotideo, assim como uma mudanca em um
polipeptideo revelado no presente documento que resulta na atividade reduzida
ou eliminada do polipeptideo. Tais mudangas podem ser feitas por métodos
conhecidos na técnica, incluindo, porém, sem limitagdo, deletar, mutar (por
exemplo, mutagénese espontdnea, mutagénese aleatéria, mutagénese
causada por genes mutadores ou mutagénese de transposon), substituir,
inserir, regular para baixo, alterar a localizagdo celular, alterar o estado do
polinucleotideo ou polipeptideo (por exemplo, metilagdo, fosforilacdo ou
ubiquitinacdo), remover um cofator, introdugcdo de um RNA/DNA antissenso,
introducdo de um RNA/DNA de interferéncia, modificado quimico, modificado
covalente, irradiagio com UV ou raios-X, recombinagdo homdloga,
recombinacdo mitética, método de troca de promotor, e/ou combina¢des dos
mesmos. A orientacdo ao determinar quais nucleotideos ou residuos de
aminoacidos podem ser modificados pode ser constatada comparando a

sequéncia do polinucleotideo ou polipeptideo particular com aquela dos
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polinucleotideos homélogos ou polipeptideos, por exemplo, de levedura ou
bacteriana e maximizar o numero de modificados feito em regides de alta
homologia (regides conservadas) ou sequéncias de consenso.

[0144] O termo "elemento de expressdo genética recombinante"
se refere a um fragmento de acido nucleico que expressa um ou mais proteina
especificas, incluindo sequéncias reguladoras que precedem (sequéncias 5’ de
ndo codificacdo) e seguem (sequéncias de terminacdo 3’) sequéncias de
codificacdo para as proteinas. Um gene quimérico € um elemento de
expressao genética recombinante. As regides de codificacdo de um operon
podem formar um elemento de expressao genética recombinante, junto a um
promotor ligado de forma operavel e regido de terminacao.

[0145] "Sequéncias reguladoras" se refere as sequéncias de
nucleotideo localizados a montante (sequéncias 5’ de ndo codificacdo), dentro
ou a jusante (sequéncias 3’ de nao codificacdo) de uma sequéncia de
codificacdo e que influencia a transcriptacdo, processamento de RNA ou
estabilidade ou translagcdo da sequéncia de codificagdo associada. As
sequéncias reguladoras podem incluir promotores, intensificadores,
operadores, repressores, sinais de terminagédo de transcriptagdo, sequéncias
indutoras de translagdo, introns, sequéncias de reconhecimento de
poliadenilagédo, sitio de processamento de RNA, sitio de ligacdo efetor e
estrutura de haste-alca.

[0146] O termo "promotor" se refere a uma sequéncia de acido
nucleico com capacidade de controlar a expressdo de uma sequéncia de
codificacdo ou RNA funcional. Em geral, uma sequéncia de codificacdo esta
localizada 3' a uma sequéncia de promotor. Os promotores podem ser
derivados em sua integridade de um gene nativo ou ser compostos de
diferentes elementos derivados de diferentes promotores constatados na

z

natureza ou mesmo compreender segmentos de acido nucleico sintético. E
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compreendido por aqueles versados na técnica que diferentes promotores
podem direcionar a expressdo de um gene em diferentes tecidos ou tipos de
célula ou em diferentes estagios de desenvolvimento ou em resposta a
diferentes condigdes ambientais ou fisiolégicas. Os promotores que fazem com
gue um gene seja expresso na maioria dos tipos de célula na maioria das
vezes sdo comumente referidos como "promotores constitutivos". "Promotores
induziveis”, por outro lado, fazem com que um gene seja expresso quando o
promotor for induzido ou acionado por um sinal especifico de promotor ou
molécula. Também é reconhecido que, visto que na maioria dos casos, 0s
limites exatos de sequéncias reguladoras nao foram completamente definidos,
Os fragmentos de DNA de diferentes comprimentos podem ter atividade de
promotor idéntica. Por exemplo, sera compreendido que "promotor de FBA1"
pode ser usado para se referir a um fragmento derivado da regido promotora
do gene FBA1.

[0147] O termo "terminador", conforme usado no presente
documento, se refere as sequéncias de DNA localizadas a jusante de uma
sequéncia de codificagdo. Isso inclui sequéncias de reconhecimento de
poliadenilagdo e outros sinais reguladores de codificacdo de sequéncias com
capacidade de afetar o processamento de mRNA ou expressdo de gene. O
sinal de poliadenilacdo € geralmente caracterizado por afetar a adigéo de tratos
de acido poliadenilico a terminacédo 3’ do precursor de mRNA. A regido 3’ pode
influenciar a transcriptacdo, processamento de RNA ou estabilidade ou
translacdo da sequéncia de codificagdo associada. E reconhecido que visto na
maioria dos casos os limites exatos de sequéncias reguladoras nao foram
completamente definidos, os fragmentos de DNA de diferentes comprimentos
podem ter atividade idéntica de terminador. Por exemplo, sera compreendido
que o "terminador CYC1" pode ser usado para se referir a um fragmento

derivado da regido de terminador do gene CYC1.
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[0148] O termo "ligado de forma operavel" se refere a associagéo
de sequéncias de acido nucleico em um unico fragmento de acido nucleico de
modo que a funcdo de um é afetada pelo outro. Por exemplo, um promotor é
ligado de forma operavel a uma sequéncia de codificacdo quando o0 mesmo
tem capacidade de efetuar a expressao dessa sequéncia de codificagéo (isto €,
que a sequéncia de codificagcdo esta sob o controle transcriptacional do
promotor). As sequéncias de codificacdo podem ser ligadas de forma operavel
as sequéncias reguladoras em orientagcdo senso ou antissenso.

[0149] O termo ‘"expressdo", conforme usado no presente
documento, se refere a transcriptacdo e acumulo estavel de RNA senso
(mRNA) ou antissenso derivado do fragmento de acido nucleico da invengéo. A
expressao também pode se referir a translagdo de mRNA em um polipeptideo.

[0150] O termo "superexpressao”, conforme usado no presente
documento, se refere a expressdo que € maior do que a expressao endogena
do mesmo gene ou gene relacionado. Um gene heter6logo é superexpresso se
sua expressao for maior do que aquela de um gene endoégeno comparavel. O
termo superexpressado se refere a um aumento no nivel de acido nucleico ou
proteina em uma célula hospedeira. Desse modo, a superexpressdo pode
resultar do aumento do nivel de transcriptagéo ou translacdo de uma sequéncia
endoégena em uma célula hospedeira ou pode resultar da introducao de uma
sequéncia heteréloga em uma célula hospedeira.

[0151] A superexpressao também pode resultar do aumento da
estabilidade de um &cido nucleico ou sequéncia de proteina.

[0152] Conforme usado no presente documento o termo
"transformacao” se refere a transferéncia de um fragmento de acido nucleico
no genoma de um micro-organismo hospedeiro, resultando em heranca

geneticamente estavel. Os micro-organismos hospedeiros que contém os
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fragmentos de &cido nucleico transformado sdo denominados como micro-
organismos "transgénicos" ou "recombinantes" ou "transformados".

[0153] Os termos "plasmideo", "vetor" e "cassete" se referem a
um elemento cromossdmico extra que frequentemente carregam genes que
ndo sao parte do metabolismo central da célula e geralmente na forma de
fragmentos de DNA circulares de duplo filamento. Tais elementos podem ser
sequéncias de replicacdo de forma autbnoma, sequéncias de integracdo de
genoma, sequéncias de fago ou nucleotideo, linear ou circular, de um DNA ou
RNA unico ou de filamento duplo, derivado de qualquer fonte, na qual um
numero de sequéncias de nucleotideo foi unido ou recombinado a uma Unica
construgcdo que tem capacidade de introduzir um fragmento promotor e
sequéncia de DNA para um produto de gene selecionado junto a sequéncia
nao transladada 3’ apropriada em uma célula. "Cassete de transformacao" se
refere a um vetor especifico que contém um gene estrangeiro e tem elementos
adicionalmente ao gene estrangeiro que facilita a transformagéo de uma célula
hospedeira particular. O "cassete de expressao" se refere a um vetor especifico
gue contém um gene estrangeiro e que tem elementos adicionalmente ao gene
estrangeiro que permitem expressdo intensificada desse gene em um
hospedeiro estrangeiro.

[0154] O termo "biblioteca de saturacao de sitio" se refere a uma
biblioteca que contém substituicdes aleatdérias em uma posicao especifica de
aminoacido com até e incluindo todos os 20 possiveis aminoacidos de uma
vez.

[0155] O termo "PCR propenso a erros" se refere a adigdo de
erros aleatérios de cdpia impondo-se condicbes de reacdo de PCR
“descuidado” ou imperfeito que geram bibliotecas aleatérias de mutacdes em

uma sequéncia especifica de nucleotideo.
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[0156] Conforme wusado no presente documento o termo
"degeneracgao de codon" se refere a natureza no codigo genético que permite a
variagcdo da sequéncia de nucleotideo sem afetar a sequéncia de aminoacido
de um polipeptideo codificado. O artesdo versado esta ciente do "desvio de
cédon" exibido por uma célula hospedeira especifica em uso de cédons de
nucleotideo para especificar um dado aminodacido. Portanto, ao sintetizar um
gene para expressdao aprimorada em uma célula hospedeira, é desejavel
projetar o gene de modo que sua frequéncia de uso de codon se aproxime da
frequéncia de uso preferencial de c6don da célula hospedeira.

[0157] O termo "otimizado por cédon" conforme o mesmo se
refere a genes ou regides de codificagdo de moléculas de acido nucleico para
transformacao de varios hospedeiros, se refere a alteracdo de cédons no gene
ou regides de codificacdo das moléculas de acido nucleico pare refletir o uso
tipico de c6don do organismo hospedeiro sem alterar o polipeptideo codificado
pelo DNA. Tal otimizacdo inclui trocar pelo menos um ou mais de um ou um
namero significativo de cdédons por um ou mais cédons que sdo mais
frequentemente usados nos genes desse organismo.

[0158] Os desvios na sequéncia de nucleotideo que
compreendem os codons que codificam os aminoacidos de qualquer cadeia de
polipeptideo permitem variacées na sequéncia que codifica o gene. Visto que
cada cddon consiste em trés nucleotideos e os nucleotideos que compreendem
DNA sao restritos a quatro bases especificas, ha 64 combinacdes possiveis de
nucleotideos, 61 dos quais codificam aminoacidos (os trés cdodons
remanescentes codificam sinais que encerram translacdo). O "cddigo genético”
que mostra quais codons codificam quais aminoacidos € reproduzido no
presente documento como a Tabela 2A. Como resultado, muitos aminoacidos
séo projetados por mais de um cddon. Por exemplo, os aminoacidos alanina e

prolina sdo codificados para por quatro tercetos, serina e arginina por seis,
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enquanto o triptofano e metionina s&o codificados por somente um terceto.
Essa degeneracdo permite que a composicao de base de DNA varie em uma
ampla faixa sem alterar a sequéncia de aminoacido das proteinas codificadas
pelo DNA.

TABELA 2A. O CODIGO GENETICO PADRAO

T C A G
TTT Phe (F) TCT Ser (s) TAT Tyr(Y) TGT Cys(C)
TTTC” TCC” TAC"® TGC
T TTTA Leu (L) TCA” Terminagéao Terminagéo
TTG TCG” TAA TGA
Terminacao TGG Trp (W)
TAG
CTT Leu (L) CCT Pro (P) CAT His (H) CGT Arg (R)
C CTC*” CccCc” CAC” CGC”
CTA® CCA* CAA Gin (Q) CGA"”
CTG"” CCG " CAG"” CGG"”
ATT lle (1) ACT Thr (T) AAT Asn (N) AGT Ser (S)
A ATC” ACC” AAC” AGC "~
ATA” ACA*® AAA Lys (K) AGA Arg (R)
ATG Met (M) ACG"” AAG AGG
GTT Val (V) GCT Ala (A) GAT Asp (D) GGT Gly (G)
G GTC* GCC~ GAC” GGC*
GTA” GCA"” GAA Glu (E) GGA"”
GTG” GCG"” GAG"” GGG"”

[0159] Muitos organismos exibem um desvio para uso de cédons
particulares para cddigo para insercdo de um particular aminoacido em uma
cadeia de peptideo de cultivo. A preferéncia de Cédon ou desvio de cddon,
diferengas no uso de cédon entre organismos, permitida pela degeneragédo do
cédigo genético e é documentada em meio a muitos organismos. O desvio de
cédon frequentemente se correlaciona com a eficiéncia de translacdo de RNA
(mRNA) mensageiro em que, por sua vez, acredita-se ser dependente, inter
alia, as propriedades dos cédons que sao transladados e a disponibilidade das
moléculas de RNA (tRNA) de transferéncia particular. A predominancia de
tRNAs selecionados em um célula é geralmente um reflexdo dos cddons
usados mais frequentemente em sintese de peptideo. Consequentemente, os
genes podem ser adaptados a expressdao de gene ideal em um dado

organismo com base na otimizacao de cédon.
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[0160] Dado o grande numero de sequéncias de gene
disponiveis para uma ampla variedade de espécies de animais, vegetais e
microbianas, é possivel para calcular as frequéncias relativas de uso de cédon.
As Tabelas de uso de cdédon estdo prontamente disponiveis, por exemplo, na
"Base de dados de uso de cdédon" disponivel em www.kazusa.ou.jp/codon/
(visitado em 20 de marco de 2008) e essas tabelas podem ser adaptadas em
um numero de formas. Consulte Nakamura, Y., et al. Nucl. Acids Res. 28:292
(2000). As tabelas de uso de cddon para levedura, calculadas a partir da
liberagdo GenBank 128.0 [15 de fevereiro de 2002], s&o reproduzidas abaixo
como a Tabela 2B. Essa tabela usa nomenclatura de mRNA e entdo ao invés
de timina (T) que é constatada no DNA, as tabelas usam uracila (U) que é
constatada no RNA. A Tabela 2B foi adaptada de modo que as frequéncias
sejam calculadas para cada aminoéacido, ao invés de para todos os 64 cédons.

TABELA 2B. TABELA DE Uso DE CODON PARA SACCHAROMYCES CEREVISIAE

o , . Frequéncia por
Aminoécido Codon Numero milhar
Tyr UAU 122726 18,8
Tyr UAC 96596 14,8
His CAU 89007 13,6
His CAC 50785 7,8
Gin CAA 178251 27,3
Gin CAG 79121 12,1
Asn AAU 233124 35,7
Asn AAC 162199 24.8
Lys AAA 273618 41,9
Lys AAG 201361 30,8
Asp GAU 245641 37,6
Asp GAC 132048 20,2
Glu GAA 297944 45,6
Glu GAG 125717 19,2
Cys uGuU 52903 8,1
Cys UGC 31095 4,8
Trp UGG 67789 10,4
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L, , . Frequéncia por
Aminoéacido Codon Numero milhar
Arg CHU 41791 6,4
Arg CGC 16993 2,6
Arg CGA 19562 3,0
Arg CGG 11351 1,7
Arg AGA 139081 21,3
Arg AGG 60289 9,2
Gly GGU 156109 23,9
Gly GGC 63903 9,8
Gly GGA 71216 10,9
Gly GGG 39359 6,0
Parada UAA 6913 1,1
Parada UAG 3312 0,5
Parada UGA 4447 0,7

[0161] Utilizando essa tabela ou tabelas similares, alguém de
habilidade comum na técnica pode aplicar as frequéncias a qualquer sequéncia
de polipeptideo dada e produzir um fragmento de &cido nucleico de um regido
de codificacdo otimizada por cédon que codifica o polipeptideo, mas que usa
cbédons ideias para uma dada espécie.

[0162] A atribuicdo aleatoria de codons em uma frequéncia
otimizada para codificar uma dada sequéncia de polipeptideo pode ser feita
manualmente calculando-se as frequéncias de cédon para cada aminoacido e
entdo atribuindo-se os coédons a sequéncia de polipeptideo aleatoriamente.
Adicionalmente, vérios algoritmos e programas de software de computador séo
prontamente disponiveis aqueles de habilidade comum na técnica. Por
exemplo, a funcao “EditSeq” no pacote de Lasergene, disponivel de DNAstar,
Inc., Madison, WI, a funcao de retrotranslagcdo no Conjunto VetorNT]I, disponivel
de InforMax, Inc., Bethesda, MD e a funcao de “retrotranslado” no pacote GCG-
Wisconsin, disponivel de Accelrys, Inc., San Diego, CA. Adicionalmente, varios
recursos estdo publicamente disponiveis para otimizar por co6don as
sequéncias de regido de codificagdo, por exemplo, a fungdo de
“retrotranslacdo” em  www.entelechon.com/bioinformatics/backtranslation.

php?lang=eng (visitado em 15 de abril de 2008) e a funcdo de "sequéncia de
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retrotranslagéo” disponivel em
http://bioinfo.pbi.nrc.ca:8090/EMBOSS/index.html (visitado em 9 de julho de
2002). A construgao de um algoritmo rudimentar para atribuir cédons com base
em uma dada frequéncia também pode ser facilimente concluida com fungdes
matematicas béasicas por alguém de habilidade comum na técnica.

[0163] As regides de codificacdo otimizadas por Cédon podem
ser projetadas por varios métodos conhecidos aqueles versados na técnica
incluindo pacotes de  software tais como  "synthetic gene
designer"(userpages.umbc.edu/~vyug1/cdédon/sgd/, visitado em 19 de margo de
2012).

[0164] Um polinucleotideo ou fragmento de acido nucleico tem
"capacidade de hibridizagéo" a outro fragmento de acido nucleico, tal como um
cDNA, DNA genbémico ou molécula de RNA, quando uma forma de filamento
unico do fragmento de acido nucleico pode se conformar ao outro fragmento de
acido nucleico sob as condicdes apropriadas de temperatura e forga i6nica de
solucdo. As condigdes de hibridizagdo e lavagem sdo conhecidas e
exemplificadas em Sambrook, J., Fritsch, E. F. E Maniatis, T. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory: Cold
Spring Harbor, NY (1989), particularmente capitulo 11 e Tabela 11.1 no mesmo
(inteiramente incorporado ao presente documento a titulo de referéncia). As
condicOes de temperatura e forca ibnica determinam a "rigidez" da hibridizagéo.
As condicdes de rigidez podem ser ajustadas para triagem de fragmentos
moderadamente similares (tais como sequéncias homdlogas de organismos
remotamente relacionados), aos fragmentos altamente similares (tais como
genes que duplicam enzimas funcionais a partir de organismos proximamente
relacionados). As lavagens apés a hibridizacdo determinam as condicbes de
rigidez. Um conjunto de condi¢cGes usa um series de lavagens que se iniciam

com 6X SSC, 0,5% em SDS em temperatura ambiente por 15 min, entdo



51/323

repetida com 2X de SSC, 0,5% em SDS a 45°C por 30 min e entédo repetida
duas vezes com 0,2X de SSC, 0,5% em SDS a 50°C por 30 min. Outro
conjunto de condi¢des rigidas usa maiores temperaturas nas quais as lavagens
sdo idénticas aquelas acima exceto pelo fato de que a temperatura das duas
ultimas lavagens de 30 min em 0,2X de SSC, 0.5% em SDS foi aumentada
para 60°C. Outro conjunto de condicbes altamente rigidas usa duas lavagens
finais em 0,1X SSC, 0,1% em SDS a 65°C. Um conjunto adicional de condicbes
rigidas inclui hibridizagdo em 0,1X SSC, 0,1% em SDS, 65°C e lavagens com
2X SSC, 0,1% em SDS seguido por 0,1X SSC, 0,1% em SDS, por exemplo.
[0165] A hibridizagdo exige que dois &cidos nucleicos contenham
sequéncias complementares, apesar de depender da rigidez da hibridizagéo,
incompatibilidades entre bases sao possiveis. A rigidez apropriada para
hibridizar &cidos nucleicos depende do comprimento dos acidos nucleicos e do
grau de complementacdo, varidveis conhecidas na técnica. Quanto maior o
grau de similaridade ou homologia entre duas sequéncias de nucleotideo,
maior o valor de Tm para hibridos de acidos nucleicos que tem essas
sequéncias. A estabilidade relativa (que corresponde ao maior Tm) de
hibridizacbes de &cido nucleico diminui na seguinte ordem: RNA:RNA,
DNA:RNA, DNA:DNA. Para hibridos de mais do que 100 nucleotideos de
comprimento, as equacbes para calcular Tm foram derivadas (consulte
Sambrook et al., supra, 9.50 9.51). Para hibridizacbes com menores acidos
nucleicos, isto &, oligonucleotideos, a posicdo de incompatibilidades se torna
mais importante e o comprimento do oligonucleotideo determines sua
especificacdo (consulte Sambrook et al., supra, 11.7 11.8). Em uma realizagao,
o comprimento de um acido nucleico com capacidade de hibridizacdo é pelo
menos cerca de 10 nucleotideos. Em uma realizagdo, um comprimento minimo
de um acido nucleico com capacidade de hibridizacdo € de pelo menos cerca

de 15 nucleotideos; pelo menos cerca de 20 nucleotideos; ou o comprimento é
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de pelo menos cerca de 30 nucleotideos. Ademais, o artesdo versado
reconhecera que a temperatura e concentragdo de sal de solugédo de lavagem
podem ser ajustados conforme necessario de acordo com fatores tais como
comprimento da sonda.

[0166] Conforme usado no presente documento, o termo
"polipeptideo" é destinado a abranger um "polipeptideo" singular assim como
plural "polipeptideos”, e se refere a uma molécula composta de monémeros
(aminoacidos) ligada de forma linear por ligacdes de amida (também
conhecidas como ligacbes de peptideo). O termo "polipeptideo" se refere a
qualquer cadeia ou cadeias de dois ou mais aminoacidos e nao se refere a um
comprimento especifico do produto. Desse modo, os peptideos, dipeptideos,
tripeptideos, oligopeptideos, "proteina”, "cadeia de aminoacido”, ou qualquer
outro termo usado para se referir a uma cadeia ou cadeias de dois ou mais
aminoacidos, estao incluidos dentro da definicdo de "polipeptideo”, e o termo
"polipeptideo” pode ser usado ao invés de ou de forma intercambidvel com
quaisquer desses termos. Um polipeptideo pode ser derivado de uma fonte
bioldgica natural ou produzido por tecnologia recombinante, mas nao é
necessariamente transladado de uma sequéncia de acido nucleico projetada. O
mesmo pode ser gerado de qualquer maneira, incluindo por sintese quimica.

[0167] Por um polipeptideo “isolado” ou um fragmento, variante
ou derivados do mesmo, & destinado um polipeptideo que ndo esta em sua
meio natural. Nenhum nivel particular de purificacdo é exigido. Por exemplo,
um polipeptideo isolado pode ser removido de seu ambiente nativo ou natural.
De forma recombinante, polipeptideos produzidos e as proteinas expressas
nas células hospedeiras sdo considerados isolados para os fins da invencéo, a
medida que sdo polipeptideos nativos ou recombinantes que foram separados,
fracionados ou parcial ou substancialmente purificados por qualquer técnica

adequada.
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[0168] Conforme usado no presente documento, os termos
"variante" e "mutante" sdo sinébnimos e se referem a um polipeptideo que difere
de um polipeptideo especificamente citado por uma ou mais insergoes,
delecdes, mutagdes e substituicbes criadas de aminoacido que usam, por
exemplo, técnicas de DNA recombinante, tais como mutagénese. A orientagédo
ao determinar quais residuos de aminoacidos podem ser trocados, adicionados
ou deletados sem abolir atividades de interesse pode ser constatada
comparando-se a sequéncia do polipeptideo particular com aquela dos
polipeptideos homologos, por exemplo, de levedura ou bacteriana e
minimizando-se 0 numero de mudangas de sequéncia de aminoacido feitas em
regides de alta homologia (regides conservadas) ou trocando os aminoacidos
com sequéncias de consenso.

[0169] "Polipeptideo projetado”, conforme usado no presente
documento, se refere a um polipeptideo que é sintético, isto é, difere de alguma
maneira de um polipeptideo constatado na natureza.

[0170] De forma alternativa, variantes de polinucleotideo
recombinante que codifica esses mesmos polipeptideos ou polipeptideos
similares podem ser sintetizadas ou selecionadas por meio de uso da
"redundéancia" no cédigo genético. Varias substituicbes de cddon, tais como
mudancas silenciosas que produzem varios sitios de restricdo, podem se
introduzidas para otimizar a clonagem em um plasmideo ou vetor viral para
expressdo. As mutagdes na sequéncia de polinucleotideo podem ser refletidas
no polipeptideo ou dominios de outros peptideos adicionados ao polipeptideo
para modificar as propriedades de qualquer parte do polipeptideo. Por
exemplo, mutacées podem ser usadas para reduzir ou eliminar expressédo de
uma proteina alvo e incluem, porém, sem limitagéo, delegcédo do gene inteiro ou
uma por¢ao do gene, inserir um fragmento de DNA no gene (tanto no promotor

como na regido de codificagdo) de modo que a proteina ndo seja expressa ou
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expressa em niveis inferiores, introduzir uma mutagao na regiao de codificacéo
que adiciona um codon de terminagdo ou deslocamento de quadro de modo
que uma proteina funcional ndo seja expressa e introduzir uma ou mais
mutacdes na regido de codificagdo para alterar os aminoacidos de modo que
uma proteina ndo funcional ou uma proteina menos ativa de forma enzimatica
seja expressa.

[0171] As “substituicbes” de aminoacido podem ser o resultado de
trocas de um aminoacido por outro aminoacido que tem propriedades
estruturais e/ou quimicas similares, isto é, trocas de aminodacido conservativo
ou as mesmas podem ser o resultado de troca de um aminoacido por um
aminoacido que tem diferentes propriedades estruturais e/ou quimicas, isto é,
trocas de aminoacido nao conservativo. As substituicbes de aminoacido
“conservativo” podem ser feitas com base em similaridade em polaridade,
carga, solubilidade, hidrofobicidade, hidrofilicidade ou a natureza anfipatica dos
residuos envolvidos. Por exemplo, aminoacidos nado polares (hidrofébicos)
incluem alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptofano e
metionina; aminodcidos neutros polares incluem glicina, serina, treonina,
cisteina, tirosina, asparagina e glutamina; aminoacidos positivamente
carregados (basicos) incluem arginina, lisina e histidina; e aminoacidos
negativamente carregados (acidos) incluem acido aspartico e acido glutamico.
De forma alternativa, substituicbes de aminoacido “ndo-conservativo” podem
ser feitas selecionando as diferencas em polaridade, carga, solubilidade,
hidrofobicidade, hidrofilicidade ou a natureza anfipatica de qualquer desses
amino&cidos. "Inser¢des" ou "delegcdes" podem estar dentro da faixa de
variacdo conforme estrutural ou funcionalmente tolerados pelas proteinas
recombinantes. A variacdo permitida pode ser determinada de forma
experimental criando-se sistematicamente insergcdes, dele¢cdes ou substituicdes

de aminoacidos em uma molécula de polipeptideo que usa técnicas de DNA
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recombinante e avaliando as variantes recombinantes resultantes para
atividade.

[0172] Uma "porcao substancial" de um aminoacido ou sequéncia
de nucleotideo é aquela porcdo que compreende o suficiente da sequéncia de
aminoacido de um polipeptideo ou da sequéncia de nucleotideo de um gene
para identificar de forma putativa esse polipeptideo ou gene, tanto por
avaliacdo manual da sequéncia por alguém versado na técnica ou por
comparagdo de sequéncia automatizada por computador e identificacdo com
uso de algoritmos tais como BLAST (Altschul, S. F., et al., J. Mol. Biol.,
215:403-410 (1993)). Em geral, uma sequéncia de dez ou mais aminoacidos
contiguos ou trinta ou mais nucleotideos € necesséaria de modo a identificar de
forma putativa um polipeptideo ou sequéncia de acido nucleico como homdloga
a uma proteina ou gene conhecido. Ademais, em relagdo a sequéncias de
nucleotideo, sondas de oligonucleotideo especifico de gene que compreendem
20 a 30 nucleotideos contiguos podem ser usados em métodos dependentes
de sequéncia de identificacdo de gene (por exemplo, hibridizacdo Southern) e
isolamento (por exemplo, hibridizagédo in situ de colénias bacterianas ou placas
bacteri6fagas). Adicionalmente, oligonucleotideos curtos de 12 a 15 bases
podem ser usados como Iniciadores de amplificagdo em PCR de modo a obter
um fragmento particular de acido nucleico que compreende os Iniciadores.
Consequentemente, uma "porcdo substancial" de uma sequéncia de
nucleotideo compreende o suficiente da sequéncia para identificar e/ou isolar
especificamente um fragmento de acido nucleico que compreende a sequéncia.
O presente relatério descritivo ensina o aminoacido completo e a sequéncia de
nucleotideo que codifica proteinas particulares. O artesdo versado que tem o
beneficio das sequéncias conforme relatado no presente documento, pode
agora usar todas ou uma porcéo substancial das sequéncias reveladas para os

fins conhecidos aqueles versados nesta técnica. Consequentemente, a
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presente invengdo compreende as sequéncias completas conforme relatado na
listagem de sequéncia anexa, assim como por¢des substanciais dessas
sequéncias conforme definido acima.

[0173] O termo "complementar" é usado para descrever a relagao
entre bases de nucleotideo que tém capacidade de se hibridizarem uma a
outra. Por exemplo, em relacdo a DNA, a adenina é complementar a timina e a
citosina € complementar a guanina e em relacdo ao RNA, a adenina é
complementar a uracila e a citosina € complementar a guanina.

[0174] O termo "percentual de identidade", conforme conhecido na
técnica, é uma relacéo entre duas ou mais sequéncias de polipeptideo ou duas
ou mais sequéncias de polinucleotideo, conforme determinado comparando-se
as sequéncias. Na técnica, "identidade" também significa o grau de
relacionamento de sequéncia entre o polipeptideo ou as sequéncias de
polinucleotideo, conforme o caso pode ser, conforme determinado pela
compatibilidade entre séries de tais sequéncias. "ldentidade" e "similaridade"
podem ser prontamente calculadas por métodos conhecidos, incluindo, porém,

sem limitagdo, aqueles descritos em 1.) Computational Molecular Biology

(Lesk, A. M., Ed.) Oxford University: NY (1988); 2.) Biocomputing: Informatics e

Genoma Projects (Smith, D. W., Ed.) Academic: NY (1993); 3.)Computer
Analysis of Sequence Data, Part | (Griffin, UM. M. E Giriffin, H. G., Eds.)

Humania: NJ (1994); 4.) Sequence Analysis in Molecular Biology (von Heinje,

G., Ed.) Academic (1987); e 5.) Sequence Analysis Iniciador (Gribskov, M. E
Devereux, J., Eds.) Stockton: NY (1991).

[0175]0s métodos para determinar uma identidade sao
projetados para proporcionar a melhor correspondéncia entre as sequéncias
testadas. Os métodos para determinar uma identidade e uma similaridade sao
codificados em programas de computador publicamente disponiveis. Os

céalculos de alinhamentos de sequéncia e de identidade percentual podem ser
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realizados com o uso do programa MegAlign(TM) do conjunto de computagéo
de bioinforméaticas LASERGENE (DNASTAR Inc., Madison, WI). Os mdltiplos
alinhamentos das sequéncias sdo realizados com o uso do método de
alinhamento Clustal que abrange muitas variedades do algoritmo que inclui o
método de alinhamento Clustal V que corresponde ao método de alinhamento
rotulado Clustal V (descrito por Higgins e Sharp, CABIOS. 5:151 a 153 (1989);
Higgins, D.G. et al., Comput. Appl. Biosci., 8:189 a 191 (1992)) e encontrado no
programa MegAlign(TM) do conjunto de computagdo de bioinformaticas
LASERGENE (DNASTAR Inc.). Para mdultiplos alinhamentos, os valores padrao
correspondem a GAP PENALTY=10 e GAP LENGTH PENALTY=10. Os
parametros padrdo para alinhamentos em pares e para um calculo de
identidade percentual de sequéncias de proteina com o uso do método Clustal
sdo KTUPLE=1, GAP PENALTY=3, WINDOW=5 e DIAGONALS SAVED-=5.
Para acidos nucleicos esses parametros sdo KTUPLE=2, GAP PENALTY=5,
WINDOW=4 e DIAGONALS SAVED=4. Apés um alinhamento das sequéncias
com o uso do programa Clustal V, € possivel obter um percentual de identidade
vendo-se a tabela de distéancias de sequéncia no mesmo programa. De modo
adicional o método de alinhamento Clustal W é disponivel e corresponde ao
método de alinhamento rotulado Clustal W (descrito por Higgins e Sharp,
CABIOS. 5:151 a 153 (1989); Higgins, D.G. et al., Comput. Appl. Biosci. 8:189-
191 (1992)) e encontrado no programa MegAlign(TM) v6.1 do conjunto de
computacao de bioinformaticas LASERGENE (DNASTAR Inc.). Os parametros
padrdo para um alinhamento multiplo (GAP PENALTY=10, GAP LENGTH
PENALTY=0,2, Delay Divergen Seqs(%)=30, DNA Transition Weight=0,5,
Protein Weight Matrix=Gonnet Series, DNA Weight Matrix=IUB). Ap6s um
alinhamento das sequéncias com o uso do programa Clustal W, & possivel
obter um percentual de identidade vendo-se a tabela de distancias de

sequéncia no mesmo programa.
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[0176] E bem conhecido por uma pessoa versada na técnica que
muitos niveis de identidade de sequéncia sao Uuteis para identificar
polipeptidios, tais como de outras espécies, em que tais polipeptidios tém tem
a mesma funcdo ou atividade ou similares, ou para descrever 0s
polinucleotideos correspondentes. Exemplos Uteis de identidades percentuais
incluem, mas n&o séo limitados a: 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%
ou 95%, ou qualquer porcentagem de numero inteiro de 55% a 100% pode ser
util para descrever a presente invencao, tais como 55%, 56%, 57%, 58%, 59%,
60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%,
73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99%. Os fragmentos de polinucleotideo adequados ndo apenas tém as
homologias acima, mas normalmente compreendem um polinucleotideo que
tem pelo menos 50 nucleotideos, pelo menos 100 nucleotideos, pelo menos
150 nucleotideos, pelo menos 200 nucleotideos ou pelo menos 250
nucleotideos. Ainda, os fragmentos de polinucleotideo adequados que tém as
homologias acima codificam um polipeptideo que tem pelo menos 50
aminoacidos, pelo menos 100 aminoacidos, pelo menos 150 aminoacidos, pelo
menos 200 aminoacidos ou pelo menos 250 amino&cidos.

[0177]10 termo software de andlise de sequéncia refere-se a
qualquer algoritmo de computador ou programa de software que é util para a
analise de sequéncias de nucleotideo ou de aminoécido. Um software de
analise de sequéncia pode ser comercialmente disponivel ou desenvolvido de
modo independente. Um software de andlise de sequéncia normal ir4 incluir,
mas nao € limitado a: 1.) o conjunto de programas GCG (Wisconsin Package
Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI); 2.) BLASTP,
BLASTN, BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol., 215:403 a 410 (1990)); 3.)
DNASTAR (DNASTAR, Inc. Madison, WI); 4.) Sequencher (Gene Codes
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Corporation, Ann Arbor, MI); e 5.) o programa FASTA que incorpora o algoritmo
Smith-Waterman (W. R. Pearson, Comput. Methods Genome Res., [Proc. Int.
Symp.] (1994), Meeting Date 1992, 111 a 20. Editor(s): Suhai, Sandor. Plenum:
Nova lorque, NY). Dentro do contexto deste pedido de patente sera entendido
que onde um software de analise de sequéncia é usado para analise, 0s
resultados da andlise terdo como base os valores padrdo do programa referido,
a menos que seja especificado de outra maneira. Conforme usado no presente
documento, valores padrdo ird significar qualquer conjunto de valores ou de
parametros que originalmente carregam com o software quando primeiro
inicializado.

[0178] As técnicas de DNA recombinante padrdo e de clonagem
molecular sdo bem conhecidas na técnica e sdo descritas por Sambrook, J.,
Fritsch, E. F. e Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda
Edicéo, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1989)
(doravante no presente documento "Maniatis"); e por Silhavy, T. J., Bennan, M.
L. e Enquist, L. W., Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (1984); e por Ausubel, F. M. et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, publicado por Greene Publishing Assoc.
e Wiley-Interscience (1987). Os métodos adicionais usados aqui estdo em
Methods in Enzymology, Volume 194, Guide to Yeast Genetics and Molecular
and Cell Biology (Parte A, 2004, Christine Guthrie e Gerald R. Fink (Eds.),
Elsevier Academic Press, San Diego, CA). Outras técnicas e ferramentas
moleculares sdo conhecidas na técnica e incluem uma jungéo sobrepondo-se
uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR) de extenséo (Yu, et al. (2004)
Fungal Genet. Biol. 41 :973 a 981), selecédo positiva para mutagbes no local
URA3 de Saccharomyces cerevisiae (Boeke, J.D. et al. (1984) Mol. Gen.
Genet. 197, 345 a 346; M A Romanos, et al. Nucleic Acids Res. 11 de janeiro

de 1991; 19(1): 187), o sistema de recombinacéo sitio-especifica cre-lox assim
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como sitios de mutante lox e mutag¢des de substrato FLP (Sauer, B. (1987) Mol
Cell Biol 7:2.087 a 2.096; Senecoff, et al. (1988) Journal of Molecular Biology,
volume 201, edicdo 2, paginas 405 a 421; Albert, et al. (1995) The Plant
Journal. volume 7, edicdo 4, paginas 649 a 659), delecdo continua de gene
(Akada, et al. (2006) Levedura; 23(5):399 a 405), e metodologia de reparo de
vao (Ma et al., Genetics 58:201 a 216; 1981).

[0179]As manipulagdes genéticas de uma célula hospedeira
recombinante revelada no presente documento podem ser realizadas com o
uso de técnicas genéticas padréo e de triagem e podem ser feitas em qualquer
célula hospedeira que seja adequada para manipulagdo genética (Methods in
Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, pg. 201 a 202).

[0180]Nas realizacées, uma célula hospedeira recombinante
revelada no presente documento pode ser qualquer hospedeiro de levedura
ou de fungo util para modificacdo genética e expressdo de gene
recombinante que inclua aquelas leveduras mencionadas em outro lugar no
presente documento, tal como na tabela 7. Em outras realizagées, uma
célula hospedeira recombinante pode ser um membro dos géneros
Issatchenkia, @ Zygosaccharomyces,  Schizosaccharomyces, Dekkera,
Torulopsis, Brettanomyces, Torulaspora, Hanseniaspora, Kluveromyces,
Yarrowia e algumas espécies de Candida.

POLIPEPTIDIOS COM ATIVIDADE DE KARI

[0181]Em algumas realizagdes, as células hospedeiras
recombinantes e os métodos fornecidos no presente documento enderegam
uma necessidade que surge na producdo microbiana de isobutanol em que a
enzima KARI realiza um papel vital. Na via biossintética de isobutanol mostrada
na Figura 1, o substrato para uma conversao de produto de acetolactato para

diidroxiisovalerato (DHIV) é catalizado pela enzima KARI. Os polipeptidios que
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tém uma atividade de cetol-acido redutoisomerase que sédo membros do clado
SLSL de KARIs sido revelados na publicacdo de pedido de patente n°
U.S.2011/0244536 e incorporada a titulo de referéncia. Os polipeptidios que
tém uma atividade de KARI revelados no presente documento foram
constatados como sendo eficazes para producao de isobutanol. O clado SLSL
de KARIs inclui as mesmas enzimas de KARI listadas na tabela 3.

TABELA 3. KARIS EFICAZES

ID de SEQ ID de SEQ
Descricédo NO: acido NO:
nucleico Aminoacido

Staphylococcus capitis SK14 66 67
Staphylococcus epidermidis M23864-W'1 68 69
Staphylococcus hominis SK119 134 135
Staphylococcus aureus subespécie Aureus TCH130 70 71
Staphylococcus warneri L37603 72 73
Staphylococcus epidermidis W23144 74 75
Staphylococcus saprophyticus subespécie Staphylococcus 76 77
ATCC15305
Staphylococcus carnosus subespécie Carnosus TM300 78 79
Listeria monocytogenes EGD-e 80 81
Listeria grayi DSM 20601 82 83
Enterococcus casseliflavus EC30 84 85
Enterococcus gallinarum EG2 86 87
Macrococcus caselyticus JCSC5402 88 89
Streptococcus vestibulares 90 91
Streptococcus mutans UA159 92 93
Streptococcus gordonii str, cgakkus sybcepa CH1 94 95
Streptococcus suis 89/1591 96 97
Streptococcus infantarius subespécie infantarius ATCC BAA-102 98 99
Lactococcus lactis subespécie cremoris MG1363 100 101
Lactococcus lactis 102 103
Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides A TCC8293 104 105
Lactobacillus buchneri ATCC 11577 106 107
Staphylococcus haemolyticus JCSC1435 108 109
Staphylococcus epidermidis A TCC 12228 110 111
Streptococcus pneumoniae CGSP14 112 113
Streptococcus pneumoniae TIGR4 114 115
Streptococcus sanguinis SK36 116 117
Streptococcus salivarius SK126 118 119
Streptococcus thermophilus LMD-9 120 121
Streptococcus pneumoniae CCRI1974M2 122 123
Lactococcus lactis subespécie lactis 111403 124 125
Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris A TCC 19254 126 127
Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris 128 129
Lactobacillus brevis subespécie gravesensis ATCC27305 130 131
Lactococcus lactis subsp lactis NCD02118 132 133
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[0182] Conforme descrito e demonstrado no presente documento,
os requerentes constataram enzimas de KARI adicionais e variantes das KARIs
adicionais que resultam em producdo de isobutanol comparavel a mesma
observada com a Kari de Lactococcus lactis e/ou que excede a mesma. Tais
enzimas de KARI e variantes resultam em uma titulagdo de isobutanol
comparavel ou maior e/ou uma produtividade de isobutanol eficaz em
comparacdo as mesmas observadas com a KARI de Lactococcus lactis nas
mesmas condi¢des. Consequentemente, em realizagbes, os polipeptidios que
tém uma atividade de KARI que funcionam em uma via de produgédo de
isobutanol tém uma titulagdo de isobutanol e/ou uma produtividade de
isobutanol eficaz comparavel a mesma com a KARI de Lactococcus lactis ou
melhor do que a mesma (SEQ ID NO: 380).

[0183] Tais polipeptidios que tém uma atividade de KARI podem
desse modo ser adequados para producado de isobutanol. Sera apreciado que
com o uso de uma combinacdo de informacdes estruturais e de sequéncia
disponiveis na técnica, os polipeptidios que compreendem uma atividade de
KARI e menos do que 100% de identidade com as sequéncias exemplificadas
podem ser construidas para uso em vias biossintéticas de isobutanol. Por
exemplo, as estruturas de cristal da enzima KARI de E. coli em uma resolucéo
de a 2.6 foi solucionada (Tyagi, et al., Protein Sci., 14: 3.089 a 3.100, 2005)
assim como a estrutura da KARI de P. aeruginosa (Ahn, et al., J. Mol. Biol.,
328: 505 a 515, 2003) e a enzima KARI de espinafre (Biou V., et al. The EMBO
Journal, 16: 3.405 a 3.415, 1997). Além do mais, é descrito no presente
documento um HMM de perfil (fornecido no presente documento; tabela Z)
preparado com o uso de sequéncias de aminodcido de 25 proteinas de KARI
com uma funcéo verificada de modo experimental conforme delineado na
tabela 1. As KARIs foram de Pseudomonas fluorescens Pf-5, Sulfolobus

solfataricus P2, Pyrobaculum aerophilum cepa IM2, Natronomonas pharaonis
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DSM 2160, Bacillus subtilis subespécie subtilis cepa 168, Corynebacterium
glutamicum ATCC 13032, Phaeospririlum  molischianum,  Ralstonia
solanacearum GMI1000, Zymomonas mobilis subespécie mobilis ZM4,
Alkalilimnicola ehrlichei MLHE-, Campylobacter lari RM2100, Marinobacter
aquaeolei VT8, Psychrobacter arcticus 273-4, Hahella chejuensis KCTC 2396,
Thiobacillus denitrificans ATCC 25259, Azotobacter vinelandii AvOP,
Pseudomonas syringae pv. syringae B728a, Pseudomonas syringae pv. tomato
cepa DC3000, Pseudomonas putida KT2440, Pseudomonas entomophila L48,
Pseudomonas mendocina ymp, Pseudomonas aeruginosa PAO1, Bacillus
cereus ATCC 10987, Bacillus cereus ATCC 10987 e Spinacia oleracea.
Espera-se que qualquer proteina que correlacione o HMM de perfil com um
valor E de <10 com o uso de um programa hmmsearch no pacote HMMER
seja uma KARI funcional.

[0184] Acredita-se que uma producéo de isobutanol utiliza a via de
glicolise presente no microrganismo hospedeiro. Durante a producdo de duas
moléculas de piruvato de glicose durante uma glicélise, ha uma produgéo
liquida de duas moléculas de NADH de NAD+ pela reacdo gliceraldeido-3-
fostato desidrogenase. Durante a producdo adicional de uma molécula de
isobutanol de duas moléculas de piruvato, ha um consumo liquido de uma
molécula de NAD(P)H, pela reacdo de KARI, e uma molécula de NAD(P)H pela
reacdo desidrogenase de isobutanol. A interconversdo de NADH com NADPH
€ geralmente lenta e ineficiente em levedura; desse modo, o NADPH a ser
consumido é gerado por metabolismo (por exemplo, pela via pentose fosfato) e
consome substrato no processo. Enquanto isso, a célula tenta manter uma
homeostase na relacdo NAD+/NADH, o que leva ao NADH em excesso
produzido em uma producgdo de isobutanol que é consumida em reducdo de
desperdicio de outros intermediarios metabdlicos; por exemplo, pela produgéo

de glicerol (Bakker, et al., 2001. Stoichiometry and compartmentation of NADH
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metabolism in Saccharomyces cerevisiae. FEMS Microbiol. Rev. 25: 15 a 37).
Desse modo, um desequilibrio entre NADH produzido e NADPH consumido
pela via de isobutanol pode levar a uma reducdo no rendimento molar de
isobutanol produzido de glicose em duas maneiras: 1) operacdo desnecessaria
de metabolismo para produzir NADPH, e 2) uma reacdo de desperdicio de
intermediarios metabdlicos para manter uma homeostase de NAD+/NADH. Os
polipeptidios que tém uma atividade de KARI que funcionam bem em uma via
de isobutanol e tém um baixo Ky para NADH podem ser usados para aprimorar
a producao de isobutanol.

[0185] Também revelada no presente documento s&o as
substituicdes para as sequéncias de enzima KARI fornecidas na tabela 3 e na
tabela 10 para produzir variantes com uma habilidade variante para utilizar
NADH como um cofator. Tais variantes fornecem alternativas que podem ser
empregadas para otimizar a eficiéncia de uma via biossintética utilizando uma
KARI, tal como uma via biossintética de isobutanol, para condicbes de
produgao em particular. Uma produgéo de isobutanol sob condigdes trocadas
de aerdbica para anaerdbica para variantes da enzima K9 de KARI derivada de
Anaerostipes caccae com habilidades diferentes para utilizar NADH ¢é
demonstrada nos exemplos. Desse modo, equipado com essa revelacdo, uma
pessoa de habilidade na técnica poderd produzir células hospedeiras
recombinantes que compreendem uma enzima KARI de clado SLSL, ou uma
enzima KARI Enterococcus gallinarum, Streptococcus thermophilus,
Lactococcus lactis subespécie cremoris MG 1363, Bifidobacterium angulatum,
Bifidobacterium dentium ou Anaerostipes caccae, Lactococcus lactis ou uma
variante ou um fragmento ativo dos mesmos adequados para uma faixa de
condicdes de producéo.

[0186]Em algumas realizagbes, € fornecido no presente

documento um polipeptidio que tem uma atividade de KARI e tem pelo menos



65/323

cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, pelo
menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 98% ou pelo menos cerca de 99%
de identidade com uma enzima KARI da tabela 3 ou da tabela 10, ou os
exemplos 16, 17, 21 e que tem um Ky para NADH menor do que cerca de 300
puM; 100 pM, 50 pM, 20 uM, 10 pM ou 5 pM. Em algumas realizagdes, é
fornecido no presente documento um polipeptidio projetado que tem uma
atividade de KARI e que tem pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de
85%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca
de 98%, ou pelo menos cerca de 99% de identidade com uma enzima KARI da
tabela 3, da tabela 10 ou dos exemplos 16, 17, 21. Em algumas realizagdes,
tais polipeptidios tém um Ky para NADH menor do que o mesmo da enzima
nativa correspondente. Em algumas realizacdes, a relacdo de K para NADH
com Ky para NAPDH é menor do que 0,1, em algumas realizacées é menor do
que 1, em algumas realizagcdes é menor do que 2 e em algumas realizagdes é
menor do que 4.

[0187] As enzimas de KARI e as variantes das mesmas que sao
particularmente adequadas para produgao de isobutanol incluem, mas nao séao
limitadas a, variantes de um cetol-acido redutoisomerase de Anaerostipes
caccae DSM 14662 (SEQ ID NO: 643): "K9G9" (SEQ ID NO: 644) e "K9D3"
(SEQ ID NO: 645) que tem um K para NADH menor do que o mesmo da
enzima nativa (SEQ ID NO: 643).

[0188] As células hospedeiras fornecidas no presente documento
podem compreender um polipeptidio que tem uma atividade de cetol-acido
redutoisomerase. Nas realizagbes, tais polipeptidios tém pelo menos cerca de
80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca
de 95%, pelo menos cerca de 98% ou pelo menos cerca de 99% de identidade
com SEQ ID NO: 643, um variante ativo do mesmo; ou uma KARI derivada de

Anaerostipes caccae DSM 14662 ou um variante ativo do mesmo. Nas
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realizagdes, os polipeptidio tém pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de
85%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca
de 98% ou pelo menos cerca de 99% de identidade com SEQ ID NO: 645 ou
644. Nas realizagoes, os polipeptidios compreendem SEQ ID NO: 645 ou 644.

[0189]Em algumas realizacbes, os polipeptidios que tém uma
atividade de KARI compreendem pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca
de 85%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos
cerca de 98% ou pelo menos cerca de 99% de identidade com a sequéncia de
aminoacido de SEQ ID NO: 419 [JB4P], 427 [SB2], e todas essas variantes
listadas na tabelas 25 e 26. Tais variantes fornecem alternativas para otimizar a
eficiéncia da via biossintética de isobutanol para condicbes de producdo em
particular. A producdo de isobutanol sob condicbes € demonstrada nos
exemplos.

IDENTIFICACAO DE POLIPEPTIDIOS ADICIONAIS QUE TEM UMA ATIVIDADE DE KARI

[0190] Uma triagem por biodiversidade de genes codificantes de
KARI de vérias espécies de bactérias e de fungos que revelaram KARlIs
adequadas para produgédo de isobutanol é revelada no exemplo 1. Equipado
com essa revelacdo, uma pessoa de habilidade na técnica podera prontamente
identificar os polipeptidios adequados adicionais que tém uma atividade de
KARI.

[0191]As sequéncias de outros polinucleotideos, genes e/ou
polipeptidios podem ser identificadas na literatura e em banco de dados de
bioinformaticos bem conhecidas pela pessoa versada que usa as sequéncias
reveladas no presente documento e disponiveis na técnica. Por exemplo, tais
sequéncias podem ser identificadas através de uma pesquisa do tipo BLAST
de bases de dados publicamente disponiveis com sequéncias de
polinucleotideo ou de polipeptidio fornecidas no presente documento. Em tal

método, as identidades podem ter como base o método de alinhamento Clustal
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W com o uso dos parametros padrdo de GAP PENALTY=10, GAP LENGTH
PENALTY=0.1 e séries de matriz de peso de proteina Gonnet 250.

[0192] De modo adicional, as sequéncias de polinucleotideo e de
polipeptidio reveladas no presente documento podem ser usadas para
identificar outros homdlogos de KARI em natureza. Por exemplo, cada um
dentre os fragmentos de acido nucleico codificantes de KARI revelados no
presente documento pode ser usado para isolar genes que codificam proteinas
homoélogas. Um isolamento de genes homodlogos com o uso de protocolos
dependentes de sequéncia € bem conhecido na técnica. Os exemplos de
protocolos dependentes de sequéncia incluem, mas n&do sao limitados a (1)
métodos de hibridizacdo de acido nucleico; (2) métodos de amplificacdo de
DNA e RNA, conforme exemplificado por varios usos de tecnologias de
amplificacdo de &cido nucleico [por exemplo, uma reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), Mullis et al., documento de patente n® U.S. 4.683.202;
reacdo em cadeia da ligase (LCR), Tabor et al., Proc. Acad. Sci. USA 82:1074
(1985); ou amplificacdo de deslocamento de filamento (SDA), Walker et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89:392 (1992)]; e (3) métodos de construcdo de
biblioteca e triagem por complementacéo.

[0193] Sera apreciado que uma pessoa de habilidade comum na
técnica, equipado com essa revelagdo, pode gerar fragmentos ativos de
polipeptidios fornecidos no presente documento, por exemplo, truncando-se os
polipeptidios fornecidos no presente documento com base em alinhamentos de
sequéncia no terminal-N e confirmando-se uma atividade de KARI. Nas
realizacbes, as KARIs de Anaerostipes caccae e variantes da mesma
fornecidas no presente documento sdo truncadas no terminal-N. Em uma
realizacdo, até os primeiros cinco aminoacidos, inclusive os mesmos, séo
truncadas de um polipeptidio fornecido no presente documento. Nas

realizacdes, o polipeptidio € SEQ ID NO: 27 ou uma variante do mesmo. Em
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uma realizagdo, um polipeptidio que tem uma atividade de KARI compreende
SEQ ID NO: 635, 637 (codificada pelas sequéncias de polinucleotideo SEQ ID
NO: 636 e 638, respectivamente), K9_Annabel_SH (SEQ ID NO:862, SEQ ID
NO:863 de proteina) e K9_Zeke_SH (SEQ ID NO: 860, SEQ ID NO: 861 de
proteina) ou qualquer variante listada na tabela 40.

DimINUIR K, PARA NADH

[0194] Conforme mostrado na Figura 2 e nos exemplos, as
mutacdes nas posi¢cdes que correspondem a 50, 52 e 53, e opcionalmente 47,
da KARI de Pseudomonas fluorescens na enzima KARI de Anaerostipes
caccae resulta em KARIs com Ky para NADH diminuido em comparagado com
um tipo selvagem, verificando que as mutagdes nessas posi¢cdes produzem
NADH que aceita variantes de KARIs altamente eficazes. Mutacdes adicionais
de KARI de Anaerostipes caccae revelaram posicoes que diminuem
adicionalmente o Ky para NADH.

[0195] Conforme demonstrado no presente documento (consultar
os exemplos), uma substituicdo de aminoacidos na regido de ligagdo de
fosfato, particularmente em duas ou mais posicbes que correspondem as
posicdes 47, 50, 52, e 53 de KARI de PF5 (SEQ ID NO: 5) resulta em um Ky
para NADH diminuido. Portanto, os polipeptidios derivados de um organismo
listado no presente documento, por exemplo, nas tabelas 3 e 10 que tém uma
atividade de KARI e que compreendem substituicbes em pelo menos duas
dentre as quatro posicdes que correspondem as posicdes 47, 50, 52 e 53 de
KARI de PF5 em comparagdo com a sequéncia de aminoacido nativa, sdo
fornecidos. Os polipeptidios que tém uma atividade de KARI e que
compreendem substituicbes na regido de ligacao de fosfato s&o fornecidos no
presente documento. Os polipeptidios que tém uma atividade de KARI e que
compreendem substituicdes em posicées que correspondem a S56 e S58 de

KARI de K9 (SEQ ID NO: 27) sao fornecidos no presente documento. Em
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algumas realizag¢des, a substituicdo na posigédo que corresponde a S56 é A. Em
algumas realizag¢des, a substituicdo na posicéo que corresponde a S58 é D ou
E. Em algumas realizacdes, a substituicdo na posicéo que corresponde a S53 é
Q, E, P ou A. Em algumas realizagdes, a substituicio na posicdo que
corresponde a S56 é V ou D. Em algumas realizagdes, a substituicdo na
posicao que corresponde a S58 é D ou Q. Nas realizagdes, os polipeptidios
compreendem adicionalmente uma substituicAio em uma ou mais posicées que
correspondem a 186, N87, N107, T131 ou T191 de KARI de K9 (SEQ ID NO:
27). Em algumas realizagbes, os polipeptidios compreendem uma substituicéo
em pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4 ou em todas as posi¢coes
indicadas. Em algumas realizacées, a substituicdo na posicdo que corresponde
alg8é é T ou V. Em algumas realizacbes, a substituicdo na posicdo que
corresponde a N87 € P. Em algumas realizacdes, a substituicdo na posicao
que corresponde a N107 é S. Em algumas realizacbes, a substituicdo na
posicao que corresponde a T131 é C, L, A, M ou V. Em algumas realizacoes, a
substituicdo na posicao que corresponde a T191 é A, S, D, C ou G.

[0196] Nas realizagbes, os polipeptidios compreendem menos do
que 10, 15 ou 20 substituicbes em relacdo a sequéncia do tipo selvagem. Nas
realizagdes, os polipeptidios correspondem ao HMM de perfil com base nas
KARIs verificadas de modo experimental e dado na tabela Z com um valor E
menor do que < 10°. As sequéncias podem ser comparadas ao HMM de perfil
dado na tabela Z com o uso de hmmsearch (pacote de software HMMER
disponivel por Janelia Farm Research Campus, Ashburn, VA).

[0197] Os polipeptidios adicionais que tém uma atividade de KARI
e um Ky para NADH diminuido podem ser obtidos com o uso dos métodos
descritos e demonstrados no presente documento. Por exemplo, um
polipeptidio que tem uma atividade de KARI pode ser empregado na

construgdo de uma biblioteca de gene de saturacdo em sitio conforme descrito
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no presente documento. Os kits para uma construgdo de tais bibliotecas de
gene sao comercialmente disponiveis (por exemplo, por USB Corporation,
Cleveland, OH, #78480). As mutagéneses direcionadas a sitio podem também
ser realizadas com o uso de kits comercialmente disponiveis (por exemplo, o kit
de mutagénese direcionada a sitio QuickChange Il XL, Catalogo #200524,
Stratagene, La Jolla, CA). Um projeto de iniciador para sitios alvo para
mutagénese é bem conhecido na técnica e um alinhamento multiplo de
sequéncia para identificar os sitios alvo € bem conhecido do mesmo modo.

[0198]Uma vez que as variantes foram geradas, uma atividade de
KARI com NADH ou NADPH pode ser prontamente avaliada com o uso de
métodos conhecidos na técnica e/ou revelada no presente documento. Por
exemplo, uma atividade de KARI| pode ser determinada medindo-se o
desaparecimento do NADPH ou do NADH da reagdo em 340 nm ou mediante
determinacdo da constante de Michaelis por meio de uma medicao de
formagéo de 2,3-diidroxiisovalerato com o uso de HPLC/MS. Do mesmo modo,
uma produgao de isobutanol a partir de uma cepa que compreende variantes
pode ser confirmada.

EsPECIFICIDADE DE COFATOR

[0199] Para determinar uma especificidade de cofator, as relacbes
Vmax/Km podem ser calculadas para cada cofator ao saturar um acetolactato;
essas variantes com uma relagdo maior para NADH irdo reagir em uma taxa
maior com NADH do que com NADPH sob condicbes de concentracoes
molares equivalentes dos dois cofatores e ao saturar um acetolactato. Os
valores Vmax € Ky para NADH e NADPH podem ser determinados com o uso de
métodos conhecidos na técnica e/ou fornecidos no presente documento
(consultar o exemplo 16). Por exemplo, para determinar os valores de Vnsx €
Kv para NADH e NADPH, as proteinas parcialmente purificadas podem ser

avaliadas em varias concentracées de NADH e de NADPH.
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[0200] Conforme demonstrado no presente documento (consultar
os exemplos 16 e 18 e a Figura 8), uma substituicdo de aminoacidos adicionais
em K9G9 resulta em variantes que tém uma especificidade aumentada para
NADH. Desse modo, os polipeptidios que compreendem uma substituicdo em
uma ou mais dentre as posicoes que correspondem a K57, Y53, e E74 de KARI
de K9 (SEQ ID NO: 27) séao fornecidos no presente documento. Também
fornecidos no presente documento sdo os polipeptidios que compreendem
substituicdes em uma ou mais dentre as posi¢gdes que correspondem a Y53,
K57, E74, N87 e K90, ou todas as mesmas. Nas realiza¢gdes, a substituicdo na
posicao que corresponde a Y53 é F. Nas realizacdes, a substituicdo na posigéo
que corresponde a K57 é E. Nas realizagbes, a substituicdo na posicao que
corresponde a E74 é G. Nas realizagdes, a substituicdo na posicdo que
corresponde a N87 é P. Nas realizacbes, a substituicdo na posicdo que
corresponde a K90 é M ou L. Nas realizacbes, as variantes compreendem
substituicdes de pelo menos uma posi¢cdo que corresponde a S56 ou S58 da
SEQ ID NO: 27 e compreendem adicionalmente pelo menos uma, pelo menos
duas, pelo menos trés ou mais do que trés substituicbes adicionais que
correspondem as posi¢cdes da SEQ ID NO: 27 identificada no presente
documento.

[0201] Nas realizacdes, os polipeptidios compreendem menos do
que 2, 3, 4, 5, 10, 15 ou 20 substituicbes em relacdo a sequéncia do tipo
selvagem. Nas realizagdes, os polipeptidios que correspondem ao HMM de
perfil com base nas KARIs verificadas de modo experimental e dadas na tabela
Z com um valor E menor do que < 107,

[0202] Conforme demonstrado nos exemplos, as variantes de
KOSB2 (SEQ ID NO: 427) foram geradas e submetidas a triagem para
variantes com uma afinidade de NADPH reduzida, revelando posi¢cdes

adicionais para substituicdo. Desse modo, em realizacdes, os polipeptidios
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ainda compreendem substituicbes em uma ou mais posi¢gdes que
correspondem a F53, G55, A56, W59, F67, 184, L85, Q91, M94, e P135 of SEQ
ID NO: 427. Nas realizagdes, a substituicdo na posicdo G55 € D ou C, a
substituicdo na posicao Q91 é L, a substituicdo na posicdo A56 é T ou V, a
substituicdo em P135 € S, a substituicdo na posicao F53 é L, a substituicdo na
posicdo M94 é |, a substituicdo na posicdo F67 é L ou |, a substituicido na
posicao W59 é C, a substituicdo na posicao 184 é L e a substituicdo na posicao
L85 é M.

ESTRUTURA DE KARI

[0203]As informagbes estruturais Uteis na identificacdo e na
modificacdo dos polipeptidios que tém uma atividade de KARI sdo fornecidas
na técnica, tal como nas referéncias descritas aqui assim como no HMM de
perfil fornecido em conjunto no presente documento na tabela Z e nas
publicagdes de pedido de patente n*® U.S. 20100197519 e U.S. 20090163376,
incorporadas no presente documento a titulo de referéncia.

[0204] Foi relatado que os atomos de oxigénio p2’ fosfato de
NADPH de ligagdes de hidrogénio com cadeias laterais de Arg162, Ser165 e
Ser167 de KARI de espinafre (Biou V., et al. The EMBO Journal, 16: 3.405 a
3.415, 1997). Studies by Ahn et al., (J. Mol. Biol., 328: 505 a 515, 2003)
identificaram trés sitios de ligacao de fosfato de NADPH (Arg47, Ser50 e
Thr52) para Pseudomonas aeruginosa (KARI de PAQO) seguido de uma
comparacgao de sua estrutura com a mesma da KARI de espinafre. A estrutura
de KARI de PF5 com ions de magnésio, acetolactato e de NADPH ligados foi
construida com base na estrutura em cristal da KARI de P. aeruginosa PAO1
(PDB ID 1 NP3, Ahn H. J. et al., J. Mol. Biol., 328: 505 a 515, 2003) que tem
92% de homologia de sequéncia de aminoacido com a KARI de PF5. A
estrutura da KARI PAO1 é um homododecémero e cada dodecamero consiste

em seis homodimeros com uma interface de dimero extensiva. O sitio ativo de
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KARI é localizado nessa interface de dimero. O conjunto biol6gico é formado
por seis homodimeros posicionados nas bordas de um tetraedro resultando em
um dodecamero altamente simétrico de simetria de grupo de 23 pontos.

[0205] O modelo de dimero de KARI de PF5 foi construido com
base nas coordenadas de monémero A e de mondémero B de KARI de PAO1 e
uma sequéncia de KARI de PF5 com o uso do DeepView/visualizador Swiss
PDB (Guex, N. e Peitsch, M.C., Electrophoresis, 18: 2.714 a 2.723, 1997). Esse
modelo foi entdo importado para programar O (Jones, T.A. et al., Acta
Crystallogr. A 47: 110 a 119, 1991) em um sistema Silicon Graphics para uma
modificagdo adicional.

[0206] A estrutura da KARI de PAO1 n&o tem NADPH, substrato,
inibidor ou magnésio no sitio ativo. Portanto, a estrutura da KARI de espinafre
(PDB ID 1yve, Biou V. et al., The EMBO Journal, 16: 3.405 a 3.415, 1997), que
tem ions de magnésio, NADPH e um inibidor (N-hidr6xi-N-isopropiloxamato) no
sitio de ligacdo de acetolactato, foi usada para modelar essas moléculas no
sitio ativo. A KARI de planta tem uma homologia de sequéncia muito pequena
tanto para a KARI de PF5 quanto para a KARI de PAO1 (<20% de identidade
de aminoacido), no entanto as estruturas na regido de sitio ativo dessas duas
enzimas de KARI sdo muito similares. Para sobrepor o sitio ativo dessas duas
estruturas de KARI, os comandos LSQ_ext, LSQ_improve e LSQ_mol no
programa O foram usados para colocar em linha o sitio ativo de monémero A
de KARI de espinafre com o monémero A do modelo de KARI de PF5. As
coordenadas de NADPH, dois ions de magnésio e o inibidor ligados no sitio
ativo de KARI de espinafre foram extraidos e incorporados na molécula A de
KARI de PF5. Um conjunto das coordenadas dessas moléculas foi gerado para
o mondmero B de KARI de PF5 aplicando-se o operador de transformacao do

mondmero A para o monémero B calculado pelo programa.
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[0207] Pelo fato de que ndo ha NADPH no sitio ativo de uma
estrutura de cristal de KARI de PAO1, as estruturas da regido de alca de
ligagéo de fosfato no sitio de ligacdo de NADPH (residuos 44 a 45 na KARI de
PAO1, 157 a 170 na KARI de espinafre) sdo muito diferentes entre as duas.
Para modelar a forma ligada de NADPH, o modelo da alca de ligacdo de
fosfato da KARI de PF5 (44 a 55) foi substituido pelo mesmo de 1yve (157 a
170). Qualquer discrepancia de cadeias laterais entre esses dois foi convertido
para aquele na sequéncia de KARI de PF5 com o uso do comando
mutate_replace no programa O e as conformagcbes das cadeias laterais
substituidas foram manualmente ajustadas. Todo o modelo de KARI de PF5
dimérico ligado por inibidor/Mg/NADPH foi submetido a um ciclo de
minimizacado de energia com o uso do programa CNX (ACCELRYS San Diego
CA, Burnger, AT. e Warren, G.L., Acta Crystallogr., D 54: 905 a 921, 1998)
ap6s o qual o inibidor foi substituido pelo substrato, acetolactato (AL), no
modelo.

PRODUCAO DE ISOBUTANOL

[0208] As células hospedeiras fornecidas no presente documento
podem compreender um polipeptidio que tem uma atividade de cetol-acido
redutoisomerase. Conforme descrito e demonstrado no presente documento,
os requerentes constataram enzimas de KARI adicionais e variantes das KARIs
adicionais que resultam em uma producao de isobutanol comparavel a mesma
observada com a KARI de Lactococcus lactis e/ou que excede a mesma
(consultar os exemplos). Consequentemente, nas realizagdes, os polipeptidios
que tém uma atividade de KARI que funcionam em uma via de producéo de
isobutanol tém uma produtividade eficaz de isobutanol e/ou produzem
isobutanol em uma titulagdo comparavel a mesma com a KARI de Lactococcus
lactis ou melhor do que a mesma (SEQ ID NO: 380). Tais polipeptidios sédo

desse modo considerados como sendo Uteis para uma producéo de isobutanol,
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particularmente em células que compreendem as vias de produgdo de
isobutanol descritas no presente documento. Nas realizagdes, os polipeptidios
fornecidos no presente documento tém uma produtividade eficaz de isobutanol
e/ou produzem isobutanol em uma titulagcdo maior do que a titulagéo observada
com a KARI de Lactococcus lactis (SEQ ID NO. 380) ou quase igual a mesma
sob as mesmas condicoes. Nas realizagdes, os polipeptidios fornecidos no
presente documento tém uma produtividade eficaz de isobutanol maior do que
cerca de 3 gramas por grama de células, maior do que cerca de 4, maior do
que cerca de 5 ou maior do que cerca de 6 gramas por grama de células apds
cerca de 48 horas em que pelo menos as ultimas cerca de 24 horas dentre as
48 horas estao sob condigdes anaerdbicas.

[0209]Além do mais, os requerentes constataram que as
variantes dos polipeptidios que tém uma atividade de KARI descrita acima,
inclusive as mesmas com K para NADH menor do que a mesma do polipeptidio
nao substituido, fornecem vantagens para uma producédo de isobutanol sob
condigdes anaerobicas. Embora ndo desejado ser limitado por teoria, acredita-
se que tais variantes fornecem uma produgéo de isobutanol aprimorada devido
a um uso mais eficaz de NADH como equivalentes de redugédo. Nas
realizagdes, uma producado de isobutanol que emprega tal variante fornece um
acumulo de glicerol reduzido. Nas realizacdes, a relagdo molar de isobutanol
para glicerol € aumentada por uma variante de um polipeptidio que tem uma
atividade de KARI descrita acima com Ky para NADH menor do que a mesma
do polipeptidio ndo substituido. Nas realiza¢des, a relacdo molar de isobutanol
para glicerol é maior do que 1. Nas realizagdes, a relagdo molar de isobutanol
para glicerol é maior do que 2. Nas realizagdes, a relagdo molar é maior do que
3. Nas realizacgbes, a relagcdo molar é maior do que 4, maior do que 5, maior do
que 6, maior do que 7, maior do que 8, maior do que 9, maior do que 10, maior

do que 12 ou maior do que 14. Nas realizacées, a relacdo molar esta na faixa
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de cercade 1 a5, cercade 1a 10, cercade 2 a8, cercade5a 10, cercade 5
a 15, cercade 10 a 15 ou cercade 12 a 15.

[0210]Conforme demonstrado nos exemplos no presente
documento, como a especificidade bioquimica para o cofator de NADH
conforme definido por (NADH Vna/Km)/(NADPH Vis/Kuw) aumenta, hd um
aumento observado na relacdo isobutanol/glicerol, o que sugere que a
especificidade de cofator alterada levou a uma utilizacado de NADPH diminuida
e uma formagao de subproduto.

MobIFIcCACAO DE ALDEIDO DESIDROGENASE

[0211]Nas realizacbes da invengdo, uma célula hospedeira
recombinante pode compreender uma atividade de aldeido desidrogenase
reduzida ou eliminada e uma via biossintética de isobutanol em que a célula
hospedeira produz butanol. Em outras realizagdes, a célula hospedeira
recombinante pode compreender um isobutanol ou uma via biossintética de 1-
butanol conforme descrito adicionalmente no presente documento. Em outras
realizagbes, a via biossintética de isobutanol pode compreender um
polinucleotideo que codifica um polipeptidio que catalisa um substrato para
uma conversao de produto selecionado dentre o grupo que consiste em: (a)
piruvato para acetolactato; (b) acetolactato para 2,3-diidroxiisovalerato; (c) 2,3-
diidroxiisovalerato para 2-cetoisovalerato; (d) 2-cetoisovalerato para
isobutiraldeido; e (e) isobutiraldeido para isobutanol. Em outras realizacées, a
via biossintética de isobutanol pode compreender polinucleotideos que
codificam os polipeptidios que tém uma atividade de acetolactato sintase, de
cetol-acido redutoisomerase, de acido diidréxi desidratase, de cetoisovalerato
descarboxilase e de alcool desidrogenase. Em outras realizagdes, a célula
recombinante compreende uma via biossintética de 1-butanol. Em outras
realizacdes, a via biossintética de 1-butanol compreende um polinucleotideo

que codifica um polipeptidio que catalisa um substrato para uma conversao de
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produto selecionado dentre o grupo que consiste em: (a) acetil-CoA para
acetoacetil-CoA; (b) acetoaceti-CoA para 3-hidroxibutiti-CoA; (c) 3-
hidroxibutiril-CoA para crotonil-CoA; (d) crotonil-CoA para butiril-CoA; (e) butiril-
CoA para butiraldeido; (f) butiraldeido para 1-butanol. Em outras realizagées, a
via biossintética de 1-butanol pode compreender polinucleotideos que
codificam os polipeptidios que tém uma atividade.

[0212]Nas realizagbes da invengdo, uma célula hospedeira
recombinante pode compreender uma modificagcdo ou perturbagdo de um
polinucleotideo ou um gene que codifica um polipeptidio que tem uma atividade
de aldeido desidrogenase ou uma modificagdo ou perturbacdo de um
polipeptidio que tem uma atividade de aldeido desidrogenase. Muitos métodos
para modificacdo genética e perturbagéo de genes alvo para reduzir ou eliminar
uma expressdo sdo conhecidos por uma pessoa de habilidade comum na
técnica e podem ser usados para criar uma célula hospedeira recombinante
revelada no presente documento. Em outras realizagdes, a célula hospedeira
recombinante pode compreender uma delecdo, uma mutagcdo e/ou uma
substituicio em um gene ou polinucleotideo enddgeno que codifica um
polipeptidio que tem uma atividade de aldeido desidrogenase ou em um
polipeptidio enddégeno que tem uma atividade de aldeido desidrogenase. Tais
modificacdes, perturbacdes, delecbes, mutacdes e/ou substituicbes podem
resultar em uma atividade de aldeido desidrogenase que é reduzida ou
eliminada que é reduzida ou eliminada. As modificacées que podem ser usadas
incluem, mas nao sao limitadas a, uma delecdo de todo o gene ou de uma
porcdo do gene que codifica uma proteina de aldeido desidrogenase, inserir
um fragmento de DNA no gene de codificacdo (seja no promotor ou na regiao
de codificacdo) de modo que a proteina ndo é expressa ou € expressa em
niveis menores, introduzir uma mutacéo na regido de codificacdo que adiciona

um cédon de terminagdo ou uma mudanca de estrutura de modo que uma
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proteina funcional ndo seja expressa, e introduzir uma ou mais mutagdes na
regido de codificagdo para alterar aminoacidos de modo que uma proteina
menos ativa ou n&o funcional seja expressa. Em outras realizagdes, uma
expressdo de um gene alvo pode ser bloqueada através de uma expressao de
um RNA antissenso ou um RNA interferente, e construtos podem ser
introduzidos que resultam em cossupressao. Em outras realizacdes, a sintese
ou a estabilidade do transcrito pode ser diminuida através de mutacdo. Nas
realizacdes, a eficiéncia pela qual a proteina é traduzida de mRNA pode ser
modulada através de mutagédo. Todos esses métodos podem ser prontamente
praticados por uma pessoa versada na técnica que faz uso das sequéncias de
codificacdo conhecidas ou identificadas de proteinas alvo.

[0213] Em outras realizagbes, as sequéncias de DNA que cercam
uma sequéncia de codificacdo de aldeido desidrogenase alvo sdo também
Uteis em alguns procedimentos de modificacao e sao disponiveis, por exemplo,
para leveduras tais como Saccharomyces cerevisiae na sequéncia completa de
genoma coordenada pelo Genome Project ID9518 de Genome Projects
coordenado pelo NCBI (Centro Nacional para Informagdes de Biotecnologia)
com identificagdo GOPID #13838. Um exemplo adicional ndo limitante de
sequéncias genémicas de levedura é o de Candida albicans, que é incluida nos
GPID #10771, #10701 e #16373. Outras sequéncias gendmicas de levedura
podem ser prontamente encontradas por uma pessoa de habilidade na técnica
em bancos de dados publicamente disponiveis.

[0214] Em outras realizagGes, as sequéncias de DNA que cercam
uma sequéncia de codificacdo de aldeido desidrogenase alvo podem ser Uteis
para os métodos de modificacdo que usam recombinacdo homéloga. Em um
exemplo ndo limitante desse método, as sequéncias de divisa de gene de
aldeido desidrogenase podem ser colocadas de modo a limitar um gene

marcador selecionavel para mediar uma recombinacdo homoéloga através da
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qual o gene marcador substitui o gene de aldeido desidrogenase. Em outro
exemplo nao limitante, as sequéncias de gene de aldeido desidrogenase
parciais e as sequéncias de divisa de gene de aldeido desidrogenase que
limitam um gene marcador seleciondvel podem ser usadas para mediar uma
recombinacdo homologa através da qual o gene marcador substitui uma porcéo
do gene de aldeido desidrogenase alvo. Nas realizacbes, o marcador
selecionavel pode ser limitado por sitios de recombinacao especificos em sitio,
de modo que apds uma expressdo da recombinase especifica em sitio
correspondente, o gene de resisténcia é extirpado do gene de aldeido
desidrogenase sem reativar o ultimo. Nas realizagcbes, a recombinagéo
especifica em sitio deixa para tras um sitio de recombinacao que perturba uma
expressdo da proteina de aldeido desidrogenase. Em outras realizagdes, o
vetor de recombinacdo homdlogo pode ser construido para também deixar a
delecdo no gene de aldeido desidrogenase apés uma extirpacdo do marcador
selecionavel, conforme é bem conhecido por uma pessoa versada na técnica.
[0215] Em outras realizagdes, as dele¢cées podem ser feitas em
um gene alvo de aldeido desidrogenase com o uso de recombinagdo mitdtica
conforme descrito por Wach et al. (Yeast, 10:1.793 a 1.808; 1994). Tal método
pode envolver uma preparacdo de um fragmento de DNA que contém um
marcador selecionavel entre regides genémicas que podem ser tdo pequenas
quanto 20 bp, e que limita uma sequéncia de DNA alvo. Em outras realizacoes,
esse fragmento de DNA pode ser preparado por amplificacdo de PCR do gene
de marcador selecionavel usando como Iniciadores os oligonucleotideos que
hibridizam até as extremidades do gene marcador e que incluem as regides
genbmicas que podem recombinar com o genoma de levedura. Nas
realizagdes, o fragmento de DNA linear pode ser eficientemente transformado
em levedura e recombinado no genoma resultando em uma substituicdo de

gene inclusive com uma delecdo da sequéncia de DNA alvo (((conforme
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revelado, por exemplo, em Methods in Enzymology, Volume 194, Guide to
Yeast Genetics and Molecular and Cell Biology (Parte A, 2004, Christine
Guthrie e Gerald R. Fink (Eds.), Elsevier Academic Press, San Diego, CA)).

[0216] Ademais, métodos de substituicdo de promotor podem ser
usados para trocar os elementos de controle de transcricdo enddgenos
permitindo que outros meios modulem uma expressao tal como descrito por
Mnaimneh et al., ((2004) Cell 118(1): 31 a 44).

[0217]Em outras realizagdes, a atividade codificada de gene alvo
de aldeido desidrogenase pode ser perturbada com o uso de mutagénese
aleatoria, que pode entdo ser seguida de uma triagem para identificar cepas
com atividade reduzida ou substancialmente eliminada. Nesse tipo de método,
a sequéncia de DNA da regido de codificacdo de gene alvo, ou qualquer outra
regido do genoma que afeta uma dependéncia de substrato de carbono por
crescimento, ndo precisa ser conhecida. Nas realizagcdes, uma triagem por
células com uma atividade de aldeido desidrogenase reduzida ou outros
mutantes que tém uma atividade de aldeido desidrogenase reduzida podem ser
Uteis para as células hospedeiras recombinantes da invengéo.

[0218] Os métodos para criar mutacdes genéticas sdo comuns e
bem conhecidos na técnica e podem ser aplicados no exercicio de criar
mutantes. Os métodos de modificacdo genética aleatéria normalmente usados
(revisado em Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY) incluem mutagénese espontanea, mutagénese
causada por genes mutadores, mutagénese quimica, irradiagdo com UV ou
raios X ou mutagénese de transposon.

[0219]A mutagénese quimica de células hospedeiras pode
envolver, mas nao é limitado a, um tratamento com um dentre os mutagens de
DNA a seguir: metanossulfato de etila (EMS), &cido nitrico, sulfato de dietila ou

N-metil-N'-nitro-N-nitroso-guanidina (MNNG). Tais métodos de mutagénese
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foram revisados em Spencer et al. (Mutagenesis in Yeast, 1996, Yeast
Protocols: Methods in Cell and Molecular Biology. Humana Press, Totowa, NJ).
Nas realizagdes, a mutagénese quimica com EMS pode ser realizada conforme
revelado em Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY. Uma irradiacdo com luz ultravioleta (UV) ou
raios X também pode ser usado para produzir mutagénese aleatéria em células
de levedura. O efeito primario de mutagénese por irradiacdo UV é a formacgéao
de dimeros de pirimidina que perturbam a fidelidade de uma replicacdo de
DNA. Os protocolos para mutagénese por UV de levedura podem ser
encontrados em Spencer et al. (Mutagenesis in Yeast, 1996, Yeast Protocols:
Methods in Cell and Molecular Biology. Humana Press, Totowa, NJ). Nas
realizagdes, a introducédo de um fenétipo mutador pode também ser usado para
gerar mutacdes cromossOmicas aleatdérias em células hospedeiras. Nas
realizacdes, os fendtipos mutadores comuns podem ser obtidos através de
uma perturbagdo de um ou mais dentre os genes a seguir: PMS1, MAGH1,
RAD18 ou RAD51. Em outras realizagdes, uma restauragédo do fenotipo nao
mutador pode ser obtida mediante insercdo do alelo do tipo selvagem. Em
outras realizacgdes, as colecbes de células modificadas produzidas a partir de
qualquer um dentre esses e outros processos de mutagénese aleatéria
conhecidos podem ser submetidas a triagem para uma atividade de aldeido
desidrogenase reduzida ou eliminada.

[0220]Os genomas foram completamente sequenciados e
anotados e séo publicamente disponiveis para as cepas de levedura a seguir:
Ashbya gossypii ATCC 10895, Candida glabrata CBS 138, Kluyveromyces
lactis NRRL Y-1140, Pichia stipitis CBS 6054, Saccharomyces cerevisiae
S288c, Schizosaccharomyces pombe 972h- e Yarrowia lipolytica CLIB122.
Normalmente o BLAST (descrito acima) que procura de bases de dados

publicamente disponiveis com sequéncias de polipeptidio ou polinucleotideo de
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aldeido desidrogenase conhecidas, tal como as mesmas fornecidas no
presente documento, é usado para identificar sequéncias de codificacdo de
aldeido desidrogenase de outras células hospedeiras, tal como células de
levedura.

[0221]Em outras realizacbes, um polipeptidio que tem uma
atividade de aldeido desidrogenase pode catalisar a conversdo de
isobutiraldeido para acido isobutirico. Em outras realizagdes, a conversao de
isobutiraldeido para &cido isobutirico em uma célula hospedeira recombinante
é reduzida ou eliminada. Em ainda outras realizagdes, um polinucleotideo, um
gene ou um polipeptidio que tem uma atividade de aldeido desidrogenase pode
corresponder ao numero de comissao de enzima EC 1.2.1.3, EC 1.2.1.4 e/ou
EC 1.2.1.5.

[0222] Nas realizagdes, uma célula hospedeira recombinante da
invencado pode ser S. cerevisiae, e um polipeptidio que tem uma atividade de
aldeido desidrogenase pode ser ALD2, ALD3, ALD4, ALD5, ALD6 ou
combinagbes dos mesmos. Em outras realizagdes, uma célula hospedeira
recombinante pode ser Kluyveromyces lactis e um polipeptidio que tem uma
atividade de aldeido desidrogenase pode ser KLLAOF00440, KLLAOE23057,
KLLAOD10021, KLLAOD09999G ou combinacbes dos mesmos. Em outras
realizacdes, uma célula hospedeira recombinante pode ser Pichia stipitis € um
polipeptidio que tem uma atividade de aldeido desidrogenase pode ser ALD2,
ALD3, ALD4, ALDS5S, ALD7 ou combinacbes dos mesmos. Em outras
realizagbes, uma célula hospedeira recombinante pode ser Lactobacillus
plantarum e um polipeptidio que tem uma atividade de aldeido desidrogenase
pode ser AldH. Em outras realizagdes, uma célula hospedeira recombinante
pode ser E. coli e um polipeptidio que tem uma atividade de aldeido

desidrogenase pode ser aldA, aldB, aldH ou combinacées dos mesmos.
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[0223]Em realizagbes da invengcdo, uma célula hospedeira
recombinante pode ser S. cerevisiae € um gene ou um polinucleotideo
endogeno que codifica um polipeptidio que tem uma atividade de aldeido
desidrogenase pode ser ALD2, ALD3, ALD4, ALD5, ALD6 ou combinagdes dos
mesmos. Em realizagdes da invencdo, uma célula hospedeira recombinante
pode ser S. cerevisiae e um gene ou um polinucleotideo endégeno que codifica
um polipeptidio que tem uma atividade de aldeido desidrogenase pode ser
ALD6. Em outras realizagGes, uma célula hospedeira recombinante pode ser
Kluyveromyces lactis, e um gene ou um polinucleotideo endbégeno que codifica
um polipeptidio que tem uma atividade de aldeido desidrogenase pode ser
KLLAOF00440, KLLAOE23057, KLLAOD10021, KLLAOD09999G ou
combinacbes dos mesmos. Em outras realizagcdes, uma célula hospedeira
recombinante pode ser Pichia stipitis e um gene ou um polinucleotideo
endogeno que codifica um polipeptidio que tem uma atividade de aldeido
desidrogenase pode ser ALD2, ALD3, ALD4, ALD5, ALD7 ou combinagdes dos
mesmos. Nas realizagdes, o polipeptidio que tem uma atividade de aldeido
desidrogenase € um homoélogo de ALD6 de Saccharomyces cerevisiae. As
cepas de delecdo de S. cerevisiae que contém delegdes de gene de aldeido
desidrogenase com um cassete kanMX sdo comercialmente disponiveis por
American Type Culture Collection [catalogo #4000753].

[0224]Em  outras realizagdes, uma célula hospedeira
recombinante pode ser Lactobacillus plantarum e um polinucleotideo endégeno
que codifica um polipeptidio que tem uma atividade de aldeido desidrogenase
pode ser AldH. Em outras realizagdes, uma célula hospedeira recombinante
pode ser E. coli e um polinucleotideo endégeno que codifica um polipeptidio
que tem uma atividade de aldeido desidrogenase pode ser aldA, aldB, aldH ou

combinag¢des dos mesmos.
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[0225] Exemplos de polinucleotideos, de genes e de polipeptidios
de aldeido desidrogenase que podem ser alvejados para uma modificagdo ou
uma inativacdo em uma célula hospedeira recombinante revelada no presente
documento incluem, mas n&o sdo limitados a, aqueles da tabela 4 a seguir.

TABELA 4. PROTEINAS E REGIOES DE CODIFICACAO DE GENE ALVO DE ALDEIDO

DESIDROGENASE.

SEQ ID NO de SEQ ID NO de

acido nucleico aminoécido
ALD2 de S. cerevisiae 732 733
ALD3 de S. cerevisiae 734 735
ALD4 de S. cerevisiae 736 737
ALD5 de S. cerevisiae 738 739
ALDG6 de S. cerevisiae 740 741
KLLAOF00440 de Kluyveromyces lactis 742 743
KLLAOE23057 de Kluyveromyces lactis 744 745
KLLAOD10021 de Kluyveromyces lactis 746 747
KLLAODO09999 de Kluyveromyces lactis 748 749
ALD2 de Pichia stipitis 750 751
ALD3 de Pichia stipitis 752 753
ALD4 de Pichia stipitis 754 755
ALDS5 de Pichia stipitis 756 757
ALD7 de Pichia stipitis 758 759
aldA de E. coli 760 761
aldB de E. coli 762 763
aldH (puuC) de E. coli 764 765

[0226] Outros exemplos de polinucleotideos, de genes e de
polipeptidios de aldeido desidrogenase que podem ser alvejados para uma
modificacdo ou uma inativagdo em uma célula hospedeira recombinante
revelada no presente documento incluem, mas ndo sdo limitados a, os
polinucleotideos, os genes e/ou os polipeptidios de aldeido desidrogenase que
tém pelo menos cerca de 70% a cerca de 75%, cerca de 75% a cerca de 80%,
cerca de 80% a cerca de 85%, cerca de 85% a cerca de 90%, cerca de 90% a
cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cerca de 98% ou cerca de 99% de
identidade de sequéncia em relagdo a qualquer uma dentre as sequéncias da
tabela 4, em que tal polinucleotideo ou gene codifica, ou tal polipeptidio tem,
uma atividade de aldeido desidrogenase. Ainda outros exemplos de
polinucleotideos, de genes e de polipeptidios de aldeido desidrogenase que

podem ser alvejados para uma modificacdo ou uma inativacdo em uma célula
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hospedeira recombinante revelada no presente documento incluem, mas nao
séo limitados a uma variante, um fragmento ou um derivado ativo de qualquer
uma dentre as sequéncias da tabela 4, em que tal polinucleotideo ou gene
codifica, ou tal polipeptidio tem, uma atividade de aldeido desidrogenase.

[0227] Nas realizagdes, as sequéncias de outros polinucleotideos,
genes e/ou polipeptidios de aldeido desidrogenase podem ser identificadas na
literatura e em banco de dados de bioinformaticos bem conhecidos pela pessoa
versada que usa as sequéncias reveladas no presente documento e
disponiveis na técnica. Por exemplo, tais sequéncias podem ser identificadas
através de uma pesquisa do tipo BLAST de bases de dados publicamente
disponiveis com as sequéncias de polinucleotideo e de polipeptidio de
codificacdo de aldeido desidrogenase conhecidas. Em tal método, as
identidades podem ter como base o método de alinhamento Clustal W com o
uso dos parametros padrdao de GAP PENALTY=10, GAP LENGTH
PENALTY=0.1 e séries de matriz de peso de proteina Gonnet 250.

[0228] De modo adicional, as sequéncias de polinucleotideo e de
polipeptidio de aldeido desidrogenase reveladas no presente documento ou
conhecidas na técnica podem ser usadas para identificar outros homélogos de
aldeido desidrogenase na natureza. Por exemplo, cada um dentre os
fragmentos de &cido nucleico que codificam aldeido desidrogenase revelados
no presente documento podem ser usados para isolar os genes que codificam
proteinas homélogas. Um isolamento de genes homdlogos com o uso de
protocolos dependentes de sequéncia € bem conhecido na técnica. Exemplos
de protocolos dependentes de sequéncia incluem, mas nao sao limitados a (1)
métodos de hibridizacdo de acido nucleico; (2) métodos de amplificacdo de
DNA e RNA, conforme exemplificado por varios usos de tecnologias de
amplificacdo de acido nucleico [por exemplo, reacdo em cadeia da polimerase

(PCR), Mullis et al., documento de patente n® U.S. 4.683.202; reacdo em
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cadeia da ligase (LCR), Tabor et al., Proc. Acad. Sci. USA 82:1074 (1985); ou
amplificagdo de deslocamento de filamento (SDA), Walker et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 89:392 (1992)]; e (3) métodos de construgédo de biblioteca e
triagem por complementacéo.

[0229] Consequentemente, estd dentro do escopo da invencao
fornecer os polinucleotideos, os genes e o0s polipeptidios de aldeido
desidrogenase que tém pelo menos cerca de 70% a cerca de 75%, cerca de
75% a cerca de 80%, cerca de 80% a cerca de 85%, cerca de 85% a cerca de
90%, cerca de 90% a cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cerca de
98% ou cerca de 99% de identidade de sequéncia em relagdo a qualquer um
dentre os polinucleotideos ou os polipeptidios de aldeido desidrogenase
revelados no presente documento (por exemplo, SEQ ID NOs: 732 a 765 da
tabela 4). As identidades tém como base o método de alinhamento Clustal W
com o uso dos parametros padrdo de GAP PENALTY=10, GAP LENGTH
PENALTY=0.1 e séries de matriz de peso de proteina Gonnet 250.

[0230] A modificacdo de aldeido desidrogenase em uma célula
hospedeira recombinante revelada no presente documento para reduzir ou
eliminar uma atividade de aldeido desidrogenase pode ser confirmada com o
uso de métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, uma perturbagdo de um
aldeido desidrogenase em particular pode ser confirmada com uma triagem de
PCR com o uso de Iniciadores internos e externos ao gene de aldeido
desidrogenase ou por Southern blot com o uso de uma sonda projetada para a
sequéncia de gene de aldeido desidrogenase. De modo alternativo, uma
pessoa pode utilizar espectroscopia de massa, cromatografia a gas ou
cromatografia liquida para fazer uma ftriagem das cepas expostas a
isobutiraldeido para uma formacdo diminuida de acido isobutirico.
Consequentemente, um método de triagem para cepas com uma formacao de

acido isobutirico diminuida é fornecido no presente documento, que
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compreende: a) fornecer uma cepa que compreende uma modificagdo em um
polinucleotideo que codifica um polipeptidio que tem uma atividade de aldeido
desidrogenase e/ou uma modificagcdo em um polinucleotideo que codifica um
polipeptidio que tem uma atividade de aldeido oxidase; b) colocar em contato a
célula com isobutiraldeido; e ¢) medir uma formacao de &cido isobutirico; em
que uma formacéo de acido isobutirico é reduzida em comparagcdo com uma
cepa de controle sem a modificacdo. Em algumas realiza¢des, a modificacéo é
uma deleg¢do, uma mutacdo e/ou uma substituicdo. Em algumas realizacbes, a
medicdo € realizada com o uso de espectroscopia de massa - cromatografia a
gas. Em algumas realizagdes, o &cido isobutirico é reduzido em pelo menos
cerca de 10%, pelo menos 20%, pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo
menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80% ou pelo
menos 90%. Em algumas realizagdes, uma formacao de acido isobutirico é
substancialmente eliminada.

MobDIFICACAO DE ALDEIDO OXIDASE

[0231]Nas realizagbes da invengdo, uma célula hospedeira
recombinante revelada no presente documento pode ter uma modificagdo ou
perturbacdo de um polinucleotideo, gene ou polipeptidio que codifica aldeido
oxidase. Nas realizac¢des, a célula hospedeira recombinante compreende uma
delecdo, uma mutagcdo e/ou uma substituicho em um gene ou um
polinucleotideo endégeno que codifica um polipeptidio que tem uma atividade
de aldeido oxidase ou em um polipeptidio endégeno que tem uma atividade de
aldeido oxidase. Tais modificagdes, perturbacdes, dele¢des, mutacdes e/ou
substituicdes podem resultar em uma atividade de aldeido oxidase que é
reduzida ou eliminada.

[0232] Em realizacbes da invencdo, um polipeptidio que tem uma
atividade de aldeido oxidase pode catalisar a converséo de isobutiraldeido para

acido isobutirico. Em outras realizagdes, a conversdo de isobutiraldeido para
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acido isobutirico em uma célula hospedeira recombinante é reduzida ou
eliminada. Em outras realizagbes, um polinucleotideo, gene ou polipeptidio que
tem uma atividade de aldeido oxidase pode corresponder ao numero de
comissdo de enzima EC 1.2.3.1.

[0233] Nas realizagdes, uma célula hospedeira recombinante da
invencéo pode ser Pichia stipitis e um polinucleotideo, gene ou polipeptidio que
tem uma atividade de aldeido oxidase pode ser AOX1 e/ou AOX2.

[0234] Exemplos de polinucleotideos, genes e polipeptidios de
aldeido oxidase que podem ser alvejados para uma modificagdo ou uma
inativacdo em uma célula hospedeira recombinante revelada no presente
documento incluem, mas n&o sdo limitados a, aqueles da tabela 5 a seguir.

TABELA 5. PROTEINAS E REGIOES DE CODIFICACAO DE GENE ALVO DE ALDEIDO

OXIDASE.

SEQ ID NO: de &cido nucleico SEQ ID NO: de aminoécido
AOX1 de Pichia stipitis 864 866
AOX2 de Pichia stipitis 867 868

[0235] Outros exemplos de polinucleotideos, de genes e de
polipeptidios de aldeido oxidase que podem ser alvejados para uma
modificacdo ou uma inativagdo em uma célula hospedeira recombinante
revelada no presente documento incluem, mas ndo sdo limitados a, os
polinucleotideos, os genes e/ou os polipeptidios de aldeido oxidase que tém
pelo menos cerca de 70% a cerca de 75%, cerca de 75% a cerca de 80%,
cerca de 80% a cerca de 85%, cerca de 85% a cerca de 90%, cerca de 90% a
cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cerca de 98% ou cerca de 99% de
identidade de sequéncia em relagdo a qualquer uma dentre as sequéncias da
tabela 5, em que tal polinucleotideo ou gene codifica um polipeptidio que tem,
ou tal polipeptidio que tem, uma atividade de aldeido oxidase. Ainda outros
exemplos de polinucleotideos, de genes e de polipeptidios de aldeido oxidase

que podem ser alvejados para uma modificagdo ou uma inativacdo em uma
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célula hospedeira recombinante revelada no presente documento incluem, mas
nao sao limitados a uma variante, um fragmento ou um derivado ativo de
qualquer uma dentre as sequéncias da tabela 5, em que tal polinucleotideo ou
gene codifica, ou tal polipeptidio tem, uma atividade de aldeido oxidase.

[0236]Nas realizagdes, um polinucleotideo, um gene e/ou um
polipeptidio que codifica uma sequéncia de aldeido oxidase revelada no
presente documento ou conhecida na técnica pode ser modificada, conforme
revelado acima para acetolactato redutase ou aldeido desidrogenase. Em
outras realizagdes, um polinucleotideo, um gene e/ou um polipeptidio que
codifica aldeido oxidase podem ser usadas para identificar outra sequéncia de
polinucleotideo, de gene e/ou de polipeptidio de aldeido oxidase e/ou podem
ser usadas para identificar um homaélogo de aldeido oxidase em outras células,
conforme revelado acima para aldeido desidrogenase. Tais sequéncias de
codificacdo de aldeido oxidase podem ser identificadas, por exemplo, na
literatura e/ou em banco de dados de bioinformaticos bem conhecidos pela
pessoa versada. Por exemplo, a identificacdo de uma sequéncia de codificagéo
de aldeido oxidase em outro tipo de célula com o uso de bioinformaticos pode
ser completado através de uma pesquisa BLAST (conforme revelado acima) de
bases de dados publicamente disponiveis com um DNA de codificacdao de
hexose quinase e uma sequéncia de polipeptidio conhecidos, tal como
qualquer um dentre os mesmos fornecidos no presente documento. As
identidades tém como base o método de alinhamento Clustal W com o uso dos
parametros padrdo de GAP PENALTY=10, GAP LENGTH PENALTY=0.1 e
séries de matriz de peso de proteina Gonnet 250.

[0237]A modificacdo de aldeido oxidase em uma célula
hospedeira recombinante revelada no presente documento para reduzir ou
eliminar uma atividade de aldeido oxidase pode ser confirmada com o uso de

métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, uma perturbacdo de um aldeido
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oxidase em particular pode ser confirmada com uma triagem de PCR com o
uso de Iniciadores internos e externos ao gene de aldeido oxidase ou por
Southern blot com o uso de uma sonda projetada para a sequéncia de gene de
aldeido oxidase. De modo alternativo, uma pessoa pode utilizar cromatografia a
gas ou outros métodos analiticos para fazer uma triagem das cepas expostas a
isobutiraldeido para uma formacgédo diminuida de acido isobutirico (conforme
descrito e demonstrado nos exemplos). Em algumas realizacbes, o acido
isobutirico é reduzido em pelo menos cerca de 10%, pelo menos 20%, pelo
menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos
70%, pelo menos 80% ou pelo menos 90%. Em algumas realizagdes, uma
formacgao de acido isobutirico € substancialmente eliminada.

[0238]0s requerentes forneceram células  hospedeiras
recombinantes que compreendem uma atividade de aldeido desidrogenase
e/ou de aldeido oxidase reduzida ou eliminada. Nas realizagbes, uma célula
hospedeira recombinante revelada no presente documento pode compreender
adicionalmente uma modificacdo em um polinucleotideo que codifica um
polipeptidio que tem uma atividade de piruvato descarboxilase e/ou uma
modificacdo em um polinucleotideo que codifica um polipeptidio que tem uma
atividade hexoquinase 2. Nas realiza¢des, uma célula hospedeira recombinante
da invencdo pode produzir uma producdo de uma via biossintética (por
exemplo, isobutanol) e pode compreender um polinucleotideo que codifica um
polipeptidio que catalisa um substrato para uma conversdo de produto
selecionado dentre o grupo que consiste em: (a) piruvato para acetolactato; (b)
acetolactato para 2,3-diidroxiisovalerato; (c) 2,3-diidroxiisovalerato para 2-
cetoisovalerato; (d) 2-cetoisovalerato para isobutiraldeido; e (e) isobutiraldeido
para isobutanol. Em outras realizagbes, tal célula hospedeira recombinante
pode produzir um produto de uma via biossintética (por exemplo, isobutanol)

em um rendimento ou uma quantidade que € maior do que o rendimento ou a
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quantidade do mesmo produto produzido por uma célula hospedeira
recombinante que ndo compreende uma atividade de uma atividade de aldeido
desidrogenase e/ou de aldeido oxidase reduzida ou eliminada. Em outras
realizagdes, uma célula hospedeira recombinante da invengédo pode reduzir ou
eliminar a conversdo de isobutiraldeido para &cido isobutirico, e pode ser
usada para triagem de polipeptidios candidatos que tém uma atividade de
aldeido desidrogenase e/ou de aldeido oxidase. Assim sendo, os requerentes
também forneceram métodos para aumentar o rendimento ou a titulagdo de um
produto de uma via biossintética (por exemplo, isobutanol), métodos para
reduzir ou eliminar a conversdo de isobutiraldeido para acido isobutirico e
métodos para triagem de polipeptidios candidatos que tém uma atividade de
aldeido desidrogenase e/ou de aldeido oxidase.

[0239] Em realizagbes da invencdo, sdo fornecidos os métodos
para produzir uma célula hospedeira recombinante que compreendem (a)
fornecer uma célula hospedeira recombinante revelada no presente
documento; e (b) transformar a dita célula hospedeira com um polinucleotideo
que codifica um polipeptidio de uma via biossintética (por exemplo, uma via
biossintética de isobutanol). Em outras realiza¢des, sdo fornecidos os métodos
para produzir uma célula hospedeira recombinante que compreendem (a)
fornecer uma célula hospedeira recombinante que compreende uma
modificacdo em um polinucleotideo que codifica um polipeptidio que tem uma
atividade de aldeido desidrogenase ou em um polipeptidio que tem uma
atividade de aldeido desidrogenase; e (b) transformar a dita célula hospedeira
com um polinucleotideo que codifica um polipeptidio de uma via biossintética
(por exemplo, uma via biossintética de isobutanol). Em outras realiza¢des, séo
fornecidos os métodos para produzir uma célula hospedeira recombinante que
compreendem (a) fornecer uma célula hospedeira recombinante que

compreende uma modificacdo em um polinucleotideo que codifica um
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polipeptidio que tem uma atividade de aldeido oxidase ou em um polipeptidio
que tem uma atividade de aldeido oxidase; e (b) transformar a dita célula
hospedeira com um polinucleotideo que codifica um polipeptidio de uma via
biossintética de isobutanol.

[0240]Nas realizacbes, sdo fornecidos os métodos para reduzir
ou eliminar a conversdo de isobutiraldeido para &acido isobutirico que
compreendem (a) fornecer uma célula hospedeira recombinante revelada no
presente documento; e (b) cultivar a dita célula hospedeira sob condigbes em
que a conversdo de isobutiraldeido para acido isobutirico € reduzida ou
eliminada em comparagdo a uma célula hospedeira recombinante que néo
compreende uma atividade de aldeido desidrogenase e/ou de aldeido oxidase
reduzida ou eliminada. A conversao de isobutiraldeido para acido isobutirico de
uma célula hospedeira recombinante revelada no presente documento pode
ser medida através de métodos conhecidos na técnica (consultar, por exemplo,
Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, pg. 201 a 202) e/ou descritos no presente documento.

REDUCAO DE DHMB

[0241]A producdo de DHMB em uma célula hospedeira que
compreende uma via biossintética de isobutanol indica que nem todos os
substratos de via sdo convertidos para o produto desejado. Desse modo, o
rendimento € diminuido. Além disso, o DHMB pode ter efeitos inibitérios em
uma producao de produto. Por exemplo, o DHMB pode diminuir a atividade de
enzimas na via biossintética ou ter outros efeitos inibitérios em crescimento de
levedura e/ou em produtividade durante uma fermentacdo. Desse modo, os
métodos descritos no presente documento fornecem modos de reduzir o DHMB
durante uma fermentagdo. Os métodos incluem tanto os métodos para diminuir
a producdo de DHMB quanto os métodos para remover o DHMB de

composicoes de fermentacgao.
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DIMINUIR UMA PRODUCAO DE DHMB

[0242]Em algumas realizacbes descritas no presente
documento, uma célula hospedeira recombinante pode compreender uma
habilidade reduzida ou eliminada de converter acetolactato em DHMB. A
habilidade de uma célula hospedeira para converter acetolactato em DHMB
pode ser reduzida ou eliminada, por exemplo, através de uma modificagao
ou perturbacdo de um polinucleotideo ou gene que codifica um polipeptidio
que tem uma atividade de acetolactato redutase ou uma modificagédo ou
perturbacdo de um polipeptidio que tem uma atividade de acetolactato
redutase. Em outras realizagdes, a célula hospedeira recombinante pode
compreender uma delecdo, uma mutacdo e/ou uma substituicdo em um
gene ou polinucleotideo enddgeno que codifica um polipeptidio que tem
uma atividade de acetolactato redutase ou em um polipeptidio endégeno
que tem acetolactato redutase. Tais modificagcbes, perturbacdes, delecdes,
mutagcées e/ou substituicbes podem resultar em uma atividade de
acetolactato redutase que é reduzida, substancialmente eliminada ou
eliminada. Em algumas realizagbes da invencdo, o produto da via
biossintética é produzido em um rendimento ou uma quantidade maior em
comparagao com a producao do mesmo produto em uma célula hospedeira
recombinante que ndo compreende uma habilidade reduzida ou eliminada
de converter acetolactato em DHMB.

[0243] Desse modo, o produto pode ser uma composicdo que
compreende butanol que é substancialmente livre ou livre de DHMB. Em
algumas realizagdes, a composi¢do que compreende butanol contém ndo mais
do que cerca de 5 mM, cerca de 4 mM, cerca de 3 mM, cerca de 2 mM, cerca
de 1 mM, cerca de 0,5 mM, cerca de 0,4 mM, cerca de 0,3 mM de DHMB ou
cerca de 0,2 mM de DHMB.
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[0244]O produto pode também ser uma composigdo que
compreende 2,3-butanodiol (BDO) que € substancialmente livre ou livre de
DHMB. Em algumas realizagdes, a composi¢édo que compreende BDO contém
ndo mais do que cerca de 5 mM, cerca de 4 mM, cerca de 3 mM, cerca de 2
mM, cerca de 1 mM, cerca de 0,5 mM, cerca de 0,4 mM, cerca de 0,3 mM de
DHMB ou cerca de 0,2 mM de DHMB.

[0245] Qualquer produto de uma via biossintética que envolve a
conversao de acetolactato em um substrato que ndo seja DHMB pode ser
produzido com maior eficacia em uma célula hospedeira recombinante
revelada no presente documento que tem a modificacdo descrita de uma
atividade de acetolactato redutase. Tais produtos incluem, mas nao séo
limitados a, butanol, por exemplo, isobutanol, 2-butanol e BDO, e aminoacidos
de cadeia ramificada.

[0246] Em algumas realizag¢des, a célula hospedeira compreende
pelo menos uma delegcdo, mutacdo e/ou substituicdo em pelo menos um
polinucleotideo endégeno que codifica um polipeptidio que tem uma atividade
de acetolactato redutase. Em algumas realizagdes, a célula hospedeira
compreende pelo menos uma dele¢cao, mutagéo e/ou substituicdo em cada um
dentre os pelo menos dois polinucleotideos enddgenos que codificam os
polipeptidios que tém uma atividade de acetolactato redutase.

[02471Em algumas realizagdes, um polipeptidio que tem uma
atividade de acetolactato redutase pode catalisar a conversdo de acetolactato
em DHMB. Em algumas realizagbes, um polipeptidio que tem uma atividade de
acetolactato redutase é capaz de catalisar a redugcdo de acetolactato em
2S.3S-DHMB (DHMB rapido) e/ou 2S.3R-DHMB (DHMB lento).

TABELA 6
[0248] Polipeptidios e polinucleotideos que tém uma atividade de

acetolactato redutase em Saccharomyces cerevisiae
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SEQ ID NO: (acido
Gene : ST
nucleico, aminoacido)
YMR226C 676, 677
YIL074C (Cr 9) 678, 679
YIR036C (Cr 9) 680, 681
YPLO61W (ALDS6) (Cr 16) 682, 683
YPLO88W (Cr 16) 684, 685
YCR105W (ADH7) (Cr 3) 686, 687
YDR541C (Cr 4) 688, 689
YERO081 (SERS3) (Cr 5) 690, 691
YPL275W (FDH2) (Cr 16) 692, 693
YBRO06W (UGAD5) (Cr 2) 694, 695
YOL059W (Cr 15) 696, 697
YERO081W (Cr 5) 869, 870
YOR375C (Cr 15) 871, 872

[0249]Em algumas realizagdes, a conversdo de acetolactato
em DHMB em uma célula hospedeira recombinante é reduzida,
substancialmente eliminada ou eliminada. Em algumas realizacbes, o
polipeptidio que tem uma atividade de acetolactato redutase é selecionado
dentre o grupo que consiste em: YMR226C, YERO081W, YIL074C,
YBRO06W, YPL275W, YOLO059W, YIR036C, YPLO61W, YPL088W,
YCR105W, YOR375C e YDR541C. Em algumas realizacdes, o polipeptidio
que tem uma atividade de acetolactato redutase € um polipeptidio que
compreende uma sequéncia listada na tabela 6 ou uma sequéncia que é
pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 75%, pelo menos cerca de
80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, pelo menos
cerca de 95% ou pelo menos cerca de 99% idéntica a uma sequéncia de
polipeptidio listada na tabela 6. Em algumas realiza¢des, o polipeptidio que
tem uma atividade de acetolactato redutase é um polipeptidio codificado
por uma sequéncia de polinucleotideo listada na tabela 6 ou uma
sequéncia que é pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 75%,
pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de
90%, pelo menos cerca de 95% ou pelo menos cerca de 99% idéntica a

uma sequéncia de polinucleotideo listada na tabela 6.



96/323

TABELA 7: EXEMPLOS DE HOMOLOGOS DE LEVEDURA YMR226C

, . o SEQ ID NO: (acido nucleico,
Espécies N2 de acesso L
aminoacido)

Saccharomyces paradoxus AABY01000127 | 698, 699

Saccharomyces bayanus AACA01000631 | 700, 701
MSQGRKAAERLANKTVLITGASAGIGKA
TALEYLEASNGNMKLILAARRLEKLEELK
KTIDEEFPNAKVHVGQLDITQAEKIKPFI
ENLPEAFKDIDILINNAGKALGSERVGEI
ATQDIQDVFDTNVTALINVTQAVLPIFQA
KNSGDIVNLGLGGRQRRIPHRLHLLCFQ
VCRRCVH*QFEKGTDQEDQSYLDRAGA
G*DRVLTGQIQR**GTS*KRLQGHYAVD
GRRRG*LNRIFHFQKAEHRGCRHPDLP
HQPSLALPHLSRL* (SEQ ID NO:701)
A sequéncia veio de um estudo de
gendmicos comparativo com o uso de
sequéncias de genoma de tiragem com
cobertura de 7 vezes (kellis et al., Nature
423:241 a 254 (2003)).

Saccharomyces castellii AACF01000116 | 702, 703

Saccharomyces mikatae AACHO01000019 | 704, 705

Ashybya gossypii AE016819 706, 707

Candida glabrata CR380959 708, 709

Debaryomyces hansenii CR382139 710, 711

Scheffersomyces stpitis (antigo Pichia | XM_001387479 | 712,713

stipitis)

Meyerozyma  guilliermondii  (antigo | XM_001482184 | 714,715

Pichia guilliermondii)

Vanderwaltozyma polyspora (antigo | XM_001645671 | 716, 717

Kluyveromyces polysporus)

Candida dubliniensis XM_002419771 | 718,719

Zygosaccharomyces rouxii XM_002494574 | 720, 721

Lachancea thermotolerans (antigo | XM_002553230 | 722, 723

Kluyveromyces thermotolerans)

Kluyveromyces kluyveri XM_451902 724,725

Saccharomyces kluyveri SAKLOH04730 726, 727

Yarrowia lipolytica XM_501554 728, 729

Schizosaccharomyces pombe NM_001018495 | 730, 731

[0250]Em algumas realizagdes, um polipeptidio que tem uma
atividade de acetolactato redutase é YMR226C ou um homélogo de YMR226C.
Desse modo, em algumas realizagdes, o polipeptidio que tem uma atividade de
acetolactato redutase € um polipeptidio que compreende uma sequéncia
listada na tabela 7 ou uma sequéncia que é pelo menos cerca de 70%, pelo
menos cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%,
pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95% ou pelo menos cerca de
99% idéntica a uma sequéncia de polipeptidio listada na tabela 7. Em algumas

realizacdes, o polipeptidio que tem uma atividade de acetolactato redutase é
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um polipeptidio codificado por uma sequéncia de polinucleotideo listada na
tabela 7 ou uma sequéncia que é pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca
de 75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos
cerca de 90%, pelo menos cerca de 95% ou pelo menos cerca de 99% idéntica
a uma sequéncia de polinucleotideo listada na tabela 7. Os acetolactato
redutases capazes de converter acetolactato em DHMB podem ser
identificados, por exemplo, colocando em triagem uma levedura genericamente
alterada para alteragbes em consumo de acetolactato, alteragées em produgao
de DHMB, alteragdes em produgédo de DHIV ou alteragbes em produgdo de
outro produto a jusante (por exemplo, butanol).

[0251]Uma maneira de identificar um gene envolvido em uma
producdo de DHMB compreende medir a quantidade de DHMB produzido por
cepas de levedura individuais em uma biblioteca de nocaute de levedura. As
bibliotecas de nocaute sdo disponiveis, por exemplo, por Open Biosystems®
(uma divisdo da Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Nesse método, uma
diminuicdo em produgcdo de DHMB indica que o gene que foi nocauteado
funciona para aumentar uma produgédo de DHMB e um aumento em produgao
de DHMB indica que o gene que foi nocauteado funciona para diminuir uma
producdo de DHMB.

[0252] Duas maneiras que uma biblioteca de nocaute (KO) pode
ser usada para identificar genes candidatos para um envolvimento na sintese
de DHMB incluem: (1) DHMB e DHIV acumulados na cultura durante um
crescimento de substratos endogenos (acetolactato e NADPH ou NADH)
podem ser analisados em amostras de culturas. Essas amostras podem ser
colocadas em um banho de agua quente (80 a 100 °C) por 10 a 20 min ou
diluidas em uma solug&o tal como 2% de acido férmico que ir4 exterminar e
permeabilizar as células. Apds cada tratamento, pequenas moléculas serdo

encontradas no sobrenadante apds uma centrifugagédo (5 min, 1.100 x g). A
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relacdo DHMB/DHIV de uma cepa de controle (por exemplo, BY4743) pode ser
comparada a mesma dos diferentes derivados de KO, e o(s) gene(s) que faltam
de qualquer(s) cepa(s) com relagbes DHMB/DHIV excepcionalmente baixas
pode codificar o acetolactato redutase (ALR). (2) As taxas de formacdo de
DHMB e/ou de DHIV in vitro de substratos exdgenos (acetolactato e NADH
e/ou NADPH) podem ser medidas em amostras temporizadas tomadas de uma
suspensao de células permeabilizadas e inativadas em cada uma das maneiras
descritas acima. Visto que os substratos para as sinteses de DHMB e DHIV
S840 0S mesmos, isso permite que uma pessoa mega os niveis relativos de ALR
e uma atividade de KARI na amostra.

[0253] Outra maneira de identificar um gene envolvido em uma
producdo de DHMB compreende medir a quantidade de DHMB produzido por
cepas de levedura individuais em uma biblioteca de superexpressdo de
levedura. As bibliotecas de superexpressédo sao disponiveis, por exemplo, por
Open Biosystems® (uma divisdo da Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).
Nesse método, uma diminuicdo em producdo de DHMB indica que o gene
superexpresso funciona para diminuir uma producdo de DHMB e um aumento
em producdo de DHMB indica que o gene superexpresso funciona para
aumentar uma producao de DHMB.

[0254] Outra maneira de identificar um gene envolvido em uma
producdo de DHMB é analisar de modo bioquimico uma cepa de levedura que
produz DHMB. Por exemplo, As células que produzem DHMB podem ser
perturbadas. Essa perturbacdo pode ser realizada em pH baixo e temperaturas
frias. Os lisatos de célula podem ser separados em fragdes, por exemplo,
adicionando-se sulfato de aménio ou outras técnicas conhecidas por aqueles
de habilidade na técnica e as fragdes resultantes podem ser avaliadas por
atividade enzimatica. Por exemplo, as fracbes podem ser avaliadas pela

habilidade de converter acetolactato em DHMB. As fracbes com atividade
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enzimatica podem ser tratadas através de métodos conhecidos na técnica para
purificar e concentrar a enzima (por exemplo, dialise e separagao
cromatografica). Quando uma pureza e uma concentragdo suficientes séo
alcancadas, a enzima pode ser sequenciada e o gene correspondente que
codifica o acetolactato redutase capaz de converter acetolactato em DHMB
pode ser identificado.

[0255] Além do mais, visto que a reducdo de acetolactato em
DHMB ocorre em levedura, mas nao ocorre na mesma extensado em E. coli, as
acetolactato redutases que séo expressas em levedura, mas nao expressas em
E. coli, podem ser selecionadas para triagem. As enzimas selecionadas pode
ser expressas em levedura ou em outros sistemas de expressao de proteina e
submetidas a triagem pela capacidade de converter acetolactato em DHMB.

[0256] As enzimas capazes de catalisar a conversdo de
acetolactato em DHMB podem ser submetidas a triagem ensaiando-se por
niveis de acetolactato, ensaiando-se por niveis de DHMB, ensaiando-se por
niveis de DHIV ou ensaiando-se por qualquer um dentre os produtos a jusante
na conversdo de DHIV em butanol, inclusive isobutanol.

[0257]10O DHMB pode ser medido com o uso de qualquer técnica
conhecida por aqueles de habilidade na técnica. Por exemplo, o DHMB pode
ser separado e quantificado através de métodos conhecidos por aqueles de
habilidade na técnica e de técnicas descritas nos exemplos fornecidos no
presente documento. Por exemplo, o DHMB pode ser separado e quantificado
com o uso de cromatografia liquida-espectometria de massa, cromatografia
liquida-ressonancia magnética nuclear (NMR), cromatografia de camada fina
e/ou HPLC com deteccéo de UV Vis.

[0258]Nas realizagdes, os polinucleotideos, os genes e/ou 0s
polipeptidios de acetolactato redutase selecionados revelados no presente

documento podem ser modificados ou perturbados. Muitos métodos adequados
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séo conhecidos por aqueles de habilidade comum na técnica e incluem aqueles
descritos para aldeido desidrogenase (acima).

[0259] A modificacdo de acetolactato redutase em uma célula
hospedeira recombinante revelada no presente documento para reduzir ou
eliminar uma atividade de acetolactato redutase pode ser confirmada com o
uso dos métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, a presenca ou a
auséncia de uma sequéncia de polinucleotideo que codifica acetolactato
redutase pode ser determinada com o uso de triagem de PCR. Uma diminui¢do
em uma atividade de acetolactato redutase pode também ser determinada com
base em uma redugdo de conversdao de acetolactato em DHMB. Uma
diminuicdo em uma atividade de acetolactato redutase pode também ser
determinada com base em uma reducdo de produgdo de DHMB. Uma
diminuicdo em uma atividade de acetolactato redutase pode também ser
determinada com base em um aumento de producao de butanol.

[0260] Desse modo, em algumas realizacées, uma levedura que é
capaz de produzir butanol produz ndo mais do que cerca de 5 mM, cerca de 4
mM, cerca de 3 mM, cerca de 2 mM, cerca de 1 mM, cerca de 0,9 mM, cerca
de 0,8 mM, cerca de 0,7 mM, cerca de 0,6 mM, cerca de 0,5 mM, cerca de 0,4
mM ou cerca de 0,3 mM de DHMB. Em algumas realiza¢des, uma levedura que
produz butanol produz ndo mais do que cerca 5 mM, cerca de 4 mM, cerca de
3 mM, cerca de 2 mM, cerca de 1 mM, cerca de 0,9 mM, cerca de 0,8 mM,
cerca de 0,7 mM, cerca de 0,6 mM, cerca de 0,5 mM, cerca de 0,4 mM ou
cerca de 0,3 mM de DHMB. Em algumas realizagdes, uma levedura que produz
butanol produz nao mais do que cerca de 0,2 mM ou 0,2 mM de DHMB.

[0261]Em algumas realizagdes, uma levedura capaz de produzir
butanol produz ndo mais do que cerca 10 mM de DHMB quando colocado em
cultura sob condigdes de fermentacédo por pelo menos cerca de 50 horas. Em

algumas realizacdes, uma levedura capaz de produzir butanol produz ndo mais
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do que cerca 5 mM de DHMB quando colocado em cultura sob condi¢cbes de
fermentacao for pelo menos cerca de 20 horas, pelo menos cerca de 25 horas,
pelo menos cerca de 30 horas, pelo menos cerca de 35 horas, pelo menos
cerca de 40 horas, pelo menos cerca de 45 horas, ou pelo menos cerca de 50
horas. Em algumas realizacées, uma levedura capaz de produzir butanol
produziu ndo mais do que cerca de 3 mM de DHMB quando colocado em
cultura sob condicdes de fermentacdo por pelo menos cerca de 5 horas, pelo
menos cerca de 10 horas, pelo menos cerca de 15 horas, pelo menos cerca de
20 horas, pelo menos cerca de 25 horas, pelo menos cerca de 30 horas, pelo
menos cerca de 35 horas, pelo menos cerca de 40 horas, pelo menos cerca de
45 horas ou pelo menos cerca de 50 horas. Em algumas realizacbes, uma
levedura capaz de produzir butanol produziu ndo mais do que cerca de 1 mM
de DHMB quando colocado em cultura sob condi¢cdes de fermentacao por pelo
menos cerca de 1 hora, pelo menos cerca de 5 horas, pelo menos cerca de 10
horas, pelo menos cerca de 15 horas, pelo menos cerca de 20 horas, pelo
menos cerca de 25 horas, pelo menos cerca de 30 horas, pelo menos cerca de
35 horas, pelo menos cerca de 40 horas, pelo menos cerca de 45 horas ou
pelo menos cerca de 50 horas. Em algumas realizagbes, uma levedura capaz
de produzir butanol produziu ndo mais do que cerca de 0,5 mM de DHMB
quando colocado em cultura sob condicbes de fermentacdo por pelo menos
cerca de 1 hora, pelo menos cerca de 5 horas, pelo menos cerca de 10 horas,
pelo menos cerca de 15 horas, pelo menos cerca de 20 horas, pelo menos
cerca de 25 horas, pelo menos cerca de 30 horas, pelo menos cerca de 35
horas, pelo menos cerca de 40 horas, pelo menos cerca de 45 horas ou pelo
menos cerca de 50 horas.

[0262] Em algumas realizagdes, uma levedura que compreende
pelo menos uma delecdo, uma mutacdo e/ou uma substituicio em um

polinucleotideo endbégeno que codifica um acetolactato redutase produz néo
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mais do que cerca de 0,5 vez, cerca de 0,4 vez, cerca de 0,3 vez, cerca de 0,2
vez, cerca de 0,1 vez ou cerca de 0,05 vez a quantidade de DHMB produzido
por uma levedura que contém o polinucleotideo enddégeno que codifica um
acetolactato redutase quando colocado em cultura sob condigdes de
fermentacao pela mesma quantidade de tempo.

[0263]Em algumas realizagbes, uma levedura que tem
capacidade para produzir butanol produz uma quantidade de DHIV que é pelo
menos aproximadamente 5 mM, pelo menos aproximadamente 6 mM, pelo
menos aproximadamente 7 mM, pelo menos aproximadamente 8 mM, pelo
menos aproximadamente 9 mM ou pelo menos aproximadamente 10 mM.

[0264]Em algumas realizagbes, uma levedura que tem
capacidade para produzir butanol produz uma quantidade de DHIV que é pelo
menos cerca da quantidade de DHMB produzido. Em algumas realizacoes,
uma levedura que tem capacidade para produzir butanol produz uma
quantidade de DHIV que é pelo menos aproximadamente duas vezes,
aproximadamente trés vezes, aproximadamente cinco vezes,
aproximadamente dez vezes, aproximadamente 15 vezes, aproximadamente
20 vezes, aproximadamente 25 vezes, aproximadamente 30 vezes,
aproximadamente 35 vezes, aproximadamente 40 vezes, aproximadamente 45
vezes ou aproximadamente 50 vezes a quantidade de DHMB produzido. Em
algumas realizacbes, uma levedura que tem capacidade para produzir butanol
produz DHIV em uma taxa que é pelo menos aproximadamente igual a taxa de
producdo de DHMB. Em algumas realizagdes, uma levedura que tem
capacidade para produzir butanol produz DHIV em uma taxa que é pelo menos
aproximadamente duas vezes, aproximadamente trés vezes, aproximadamente
cinco vezes, aproximadamente dez vezes, aproximadamente 15 vezes,
aproximadamente 20 vezes, aproximadamente 25 vezes, aproximadamente 30

vezes, aproximadamente 35 vezes, aproximadamente 40 vezes,
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aproximadamente 45 vezes ou aproximadamente 50 vezes a taxa de produgao
de DHMB.

[0265]Em algumas realizagbes, uma levedura que tem
capacidade para produzir butanol produz menos do que 0,010 mole de DHMB
por mole de glicose consumida. Em algumas realizacbes, uma levedura produz
menos do que aproximadamente 0,009, menos do que aproximadamente
0,008, menos do que aproximadamente 0,007, menos do que
aproximadamente 0,006 ou menos do que aproximadamente 0,005 mole de
DHMB por mole de glicose consumida. Em algumas realizagdes, uma levedura
produz menos do que aproximadamente 0,004, menos do que
aproximadamente 0,003, menos do que aproximadamente 0,002 ou menos do
gue aproximadamente 0,001 mole de DHMB por mole de glicose consumida.

[0266]Em algumas realizagdes, atividade de acetolactato
redutase € inibida através de meios quimicos. Por exemplo, o acetolactato
redutase pode ser inibido com o uso de outros substratos conhecidos tal como
aqueles listados em Fujisawa et al. que incluem L-serina, D-serina, 2-metil-DL-
serina, D-treonina, L-allo-treonina, L-3-hidroxi-isobutirato, D-3-hidroxi-
isobutirato, 3- hidroxipropionato, L-3-hidroxibutirato e D-3-hidroxibutirato.
Biochimica et Biophysica Acta 1645:89-94 (2003), que € incorporado no
presente documento a titulo de referéncia integralmente.

REMOCAO DE DHMB

[0267]Em outras realizagdes descritas no presente documento,
uma reducdo em DHMB pode ser alcangada removendo-se DHMB a partir de
uma fermentacdo. Portanto, as fermentacbées com concentracbes de DHMB
reduzido também séo descritas no presente documento. A remocado de DHMB
pode resultar, por exemplo, em um produto de pureza maior ou um produto que

exige menor processamento para alcancar uma pureza desejada. Por este
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motivo, as composi¢des que compreendem produtos de vias biossintéticas tais
como etanol ou butanol com pureza aumentada também séo fornecidas.

[0268] O DHMB pode ser removido durante ou apds um processo
de fermentacdo e pode ser removido através de qualquer meio conhecido na
técnica. O DHMB pode ser removido, por exemplo, através da extracdo em
uma extracao reativa ou fase organica.

[0269]Em algumas realizagdes, o caldo de fermentagao
compreende menos do que aproximadamente DHMB 0,5 mM. Em algumas
realizagbes, o0 caldo de fermentagdo compreende menos do que
aproximadamente DHMB 1,0 mM apds aproximadamente 5 horas,
aproximadamente 10 horas, aproximadamente 15 horas, aproximadamente 20
horas, aproximadamente 25 horas, aproximadamente 30 horas,
aproximadamente 35 horas, aproximadamente 40 horas, aproximadamente 45
horas ou aproximadamente 50 horas de fermentacdo. Em algumas realizacoes,
o caldo de fermentacdo compreende menos do que aproximadamente DHMB
5,0 mM ap6s aproximadamente 20 horas, aproximadamente 25 horas,
aproximadamente 30 horas, aproximadamente 35 horas, aproximadamente 40
horas, aproximadamente 45 horas ou aproximadamente 50 horas de
fermentacao.

TRAJETORIAS BIOSSINTETICA DE BUTANOL

[0270] Determinadas vias biossintéticas de isobutanol adequadas
sao reveladas nas Patentes U.S. 7.851.188 e 7.993.889, cada uma das quais
estd incorporada a titulo de referéncia no presente documento. Um diagrama
das vias biossintéticas de isobutanol reveladas é fornecido na Figura 1.
Conforme descrito na Patente n® U.S. 7.851.188, as etapas em uma via
biossintética de isobutanol exemplificativa incluem a converséo de:

- piruvato para acetolactato (consulte a Figura 1, etapa de via a na

mesma), conforme catalisado, por exemplo, através de acetolactato sintase
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(ALS),

- acetolactato para 2,3-diidroxiisovalerato (consulte a Figura 1,
etapa de via b na mesma), conforme catalisado, por exemplo, através de acido
acetohidréxi isomeroredutase (KARI);

- 2,3-diidroxiisovalerato para 2-cetoisovalerato (consulte a Figura 1,
etapa de via ¢ na mesma), conforme catalisado, por exemplo, através de acido
acetohidréxi desidratase, também chamada diidroxi-acido desidratase (DHAD);

- 2-cetoisovalerato para isobutiraldeido (consulte a Figura 1, etapa
de via d na mesma), conforme catalisado, por exemplo, através de 2-cetoacido
de cadeia ramificada descarboxilase; e

- isobutiraldeido para isobutanol (consulte a Figura 1, etapa de via
e na mesma), conforme catalisado, por exemplo, através de alcool de cadeia
ramificada desidrogenase.

[0271]Em outra realizagdo, a via biossintética de isobutanol
compreende as conversdes de substrato para produto a seguir:

- piruvato para acetolactato, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de acetolactato sintase;

- acetolactato para 2,3-diidroxiisovalerato, que pode ser
catalisada, por exemplo, através de cetol-acido redutoisomerase;

- 2,3-diidroxiisovalerato para a-cetoisovalerato, que pode ser
catalisada, por exemplo, através de diidroxiacido desidratase;

- o-cetoisovalerato para valina, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de transaminase ou valina desidrogenase;

- valina para isobutilamina, que pode ser catalisada, por exemplo,
através de valina descarboxilase;

- isobutilamina para isobutiraldeido, que pode ser catalisada
através de, por exemplo, 6mega transaminase; e,

- isobutiraldeido para isobutanol, que pode ser catalisada, por
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exemplo, através de um éalcool de cadeia ramificada desidrogenase.

[0272]Em outra realizacdo, a via biossintética de isobutanol
compreende as conversdes de substrato para produto a seguir:

- piruvato para acetolactato, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de acetolactato sintase;

- acetolactato para 2,3-diidroxiisovalerato, que pode ser
catalisada, por exemplo, através de acetohidrdxi acido reductoisomerase;

- 2,3-diidroxiisovalerato para a-cetoisovalerato, que pode ser
catalisada, por exemplo, através de &cido acetohidroxi desidratase;

-a-cetoisovalerato para isobutiril-CoA, que pode ser catalisada,
por exemplo, através de cetoacido de cadeia ramificada desidrogenase;

-isobutiril-CoA para isobutiraldeido, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de acetilacdo de aldeido desidrogenase; e,

- isobutiraldeido para isobutanol, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de um alcool de cadeia ramificada desidrogenase.

[0273]Em outra realizagdo, a via biossintética de isobutanol
compreende as conversdes de substrato para produto mostradas como etapas
k, g e na Figura 1.

[0274] Os genes e polipeptideos que podem ser usados para as
conversdes de substrato para produto descritas acima assim como aquelas
para vias de isobutanol adicionais, sdo descritos na Publicagcdo de Pedido de
Patente n® U.S. 2007/0092957 e Pedido PCT n® WO 2011/019894, ambos
incorporados a titulo de referéncia no presente documento. As Publicagbes de
Pedido U.S. n%® 2011/019894, 2007/0092957, 2010/0081154, que sao
incorporadas no presente documento a titulo de referéncia, descrevem
diidroxiacido desidratases que incluem aqueles dentre Lactococcus lactis e
Streptococcus mutans. As cetoisovalerato decarboxylases incluem aqueles

derivados a partir de Lactococcus lactis, Macrococcus caseolyticus (SEQ 1D
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NO: 542) e Listeria grayi (SEQ ID NO: 543). A Publicagdo de Pedido de
Patente n® U.S. 2009/0269823 e a Publicacdo de Pedido U.S. n®
2011/0269199, incorporadas a titulo de referéncia, descrevem &lcool
desidrogenases, incluindo aquelas que utilizam NADH como um cofator. As
alcool desidrogenases incluem SadB de Achromobacter xylosoxidans. As
alcool desidrogenases adicionais incluem ADH de figado de cavalo e ADH
Beijerinkia indica. As alcool desidrogenases incluem aqueles que utilizam
NADH como um cofator. Em uma realizagdo, uma via biossintética de butanol
compreende a) uma cetol-acido redutoisomerase que tem um Ky para NADH
inferior a aproximadamente 300 pM, inferior a aproximadamente 100 pM,
inferior a aproximadamente 50 puM, inferior a aproximadamente 20 p ou inferior
a aproximadamente 10 uM; b) um alcool desidrogenase que utiliza NADH como
um cofator; ou c¢) tanto a) quanto b).

[0275]O documento WO 2011/019894 e as Publicagdes de
Pedido U.S. n® 2011/019894, 2007/0092957, 2010/0081154, que estdo
integralmente incorporadas no presente documento a titulo de referéncia,
descrevem diidroxiacido desidratases adequadas. Os métodos de aumento de
atividade de DHAD sé&o descritos, por exemplo, na Publicacdo de Pedido de
Patente no U.S. 2010/0081173 e no Pedido de Patente n® U.S. 13/029.558,
depositados em 17 de fevereiro de 2011, que estao incorporados integralmente
no presente documento a titulo de referéncia.

[0276] As enzimas de cetol-acido redutoisomerase (KARI)
adequadas sdo descritas nas Publicacdes de Pedido de Patente no U.S.
2008/0261230 A1, 2009/0163376, 2010/0197519, 2010/0143997 e 2011/0244536,
que estdo integralmente incorporadas no presente documento a titulo de
referéncia. Os exemplos de KARIs reveladas nos mesmos sdo aqueles de Vibrio
cholerae, Pseudomonas aeruginosa PAO1 e Pseudomonas fluorescens PF5. Em

algumas realizagdes, a enzima KARI tem uma atividade especifica de pelo menos



108/323

aproximadamente 0,1 micromole/min/mg, pelo menos aproximadamente 0,2
micromole/min/mg, pelo menos aproximadamente 0,3 micromole/min/mg, pelo
menos aproximadamente 0,4 micromole/min/mg, pelo menos aproximadamente
0,5 micromole/min/mg, pelo menos aproximadamente 0,6 micromole/min/mg, pelo
menos aproximadamente 0,7 micromole/min/mg, pelo menos aproximadamente
0,8 micromole/min/mg, pelo menos aproximadamente 0,9 micromole/min/mg, pelo
menos aproximadamente 1,0 micromole/min/mg ou pelo menos aproximadamente
1,1 micromole/min/mg. Os polipeptideos adequados para catalisar a conversao de
substrato para produto acetolactato para 2,3-diidroxiisovalerato incluem aqueles
que tém um Ky para NADH inferior a aproximadamente 300 pM, inferior a
aproximadamente 100 pM, inferior a aproximadamente 50 pM, inferior a
aproximadamente 25 uM ou inferior a aproximadamente 10 uM.

[0277]Em algumas realizagbes, a KARI utiliza NADPH. Os
métodos de edicdo de consumo de NADPH s&o conhecidos na técnica. Por
exemplo, o Pedido Publicado n® U.S. 2008/0261230, que esta incorporado
integralmente no presente documento a titulo de referéncia, fornece métodos
de medicao de consumo de NADPH. Em algumas realizagdes, um ensaio de
consumo de NADPH é um método que mede o desaparecimento do cofator,
NADPH, durante a conversdo enzimatica de acetolactato para a-B-diidroxi-
isovalerato em 340 nm. A atividade é calculada com o uso do coeficiente de
extingdo molar de 6.220 M'cm™ para NADPH e é reportada como pmole de
NADPH consumido por minuto por mg de proteina total em extratos de célula
(consulte Aulabaugh and Schloss, Biochemistry 29: 2824 a 2830, 1990).

[0278]Em algumas realizacbes, a KARI tem capacidade para
utilizar NADH. Em algumas realizacdes, a KARI tem capacidade para utilizar
NADH sob condigdes anaerdbicas. As enzimas KARI que usam NADH sé&o

descritas, por exemplo, na Publicacdo de Pedido de Patente no U.S.
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2009/0163376, que estd incorporada no presente documento a titulo de
referéncia integralmente.

[0279]Os genes adicionais que podem ser usados podem ser
identificados por um individuo versado na técnica atraves de bioinformatica ou
com o uso de métodos bem conhecidos na técnica.

[0280] A construcdo de genes quiméricos e engenharia genética
de bactérias e levedura para producdo de isobutanol com o uso das vias
biossintéticas reveladas estdo descritas adicionalmente na Publicacido de
Pedido de Patente n® U.S. US 2007/0092957 A1, que esta incorporada a titulo
de referéncia no presente documento.

[0281] As vias biossintéticas para a producdo de 1-butanol que
pode ser usado incluem aquelas descritas na Publicagdo de Pedido n® U.S.
2008/0182308, que esta incorporada no presente documento a titulo de
referéncia. Em uma realizagéo, a via biossintética de 1-butanol compreende as
conversodes de substrato para produto a seguir:

- a) acetil-CoA para acetoacetil-CoA, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de acetil-CoA acetil transferase;

- b) acetoacetil-CoA para 3-hidroxibutiril-CoA, que pode ser
catalisada, por exemplo, através de 3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase;

- ¢) 3-hidroxibutiri-CoA para crotonil-CoA, que pode ser
catalisada, por exemplo, através de crotonase;

- d) crotonil-CoA para butiril-CoA, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de butiril-CoA desidrogenase;

- e) butiril-CoA para butiraldeido, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de butiraldeido desidrogenase; e,

- f) butiraldeido para 1-butanol, que pode ser catalisada, por

exemplo, através de butanol desidrogenase.
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[0282] As vias biossintéticas para a produgdo de 2-butanol que
podem ser usadas incluem aquelas descritas na Publicagdo de Pedido n® U.S.
2007/0259410 e na Publicagdo de Pedido n® U.S. 2009/0155870, que estdo
incorporadas no presente documento a titulo de referéncia. Em uma realizacao,
a via biossintética de 2-butanol compreende as conversbées de substrato para
produto a seguir:

- a) piruvato para alfa-acetolactato, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de acetolactato sintase;

- b) alfa-acetolactato para acetoina, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de acetolactato descarboxilase;

- ¢) acetoina para 3-amino-2-butanol, que pode ser catalisada, por
exemplo, acetonina aminase;

- d) 3-amino-2-butanol para 3-amino-2-butanol fosfato, que pode
ser catalisada, por exemplo, através de aminobutanol cinase;

- e) 3-amino-2-butanol fosfato para 2-butanona, que pode ser
catalisada, por exemplo, através de aminobutanol fosfato fosforilase; e,

- f) 2-butanona para 2-butanol, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de butanol desidrogenase.

[0283]Em outra realizacdo, a via biossintética de 2-butanol
compreende as conversdes de substrato para produto a seguir:

- a) piruvato para alfa-acetolactato, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de acetolactato sintase;

- b) alfa-acetolactato para acetoina, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de acetolactato descarboxilase;

- ¢) acetoina para 2,3-butanediol, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de butanediol desidrogenase;

- d) 2,3-butanediol para 2-butanona, que pode ser catalisada, por

exemplo, através de dial desidratase; e,
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- e) 2-butanona para 2-butanol, que pode ser catalisada, por
exemplo, através de butanol desidrogenase.

[0284]Em algumas realizagbes da invencdo, uma célula
hospedeira recombinante compreende uma via biossintética. A via biossintética
pode compreender atividade de aldeido desidrogenase reduzida ou eliminada e
uma via biossintética de isobutanol ou 1-butanol em que a via compreende a
conversao de substrato para produto piruvato para acetolactato. Em algumas
realizagdes, uma célula hospedeira que compreende uma via biossintética que
tem capacidade para converter pirurato para acetolactato compreende um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo que tem atividade de acetolactato
sintase. Por exemplo, a via biossintética pode ser uma via de produgédo de
butanol ou uma via de producdo de butanediol. A via biossintética também
pode ser uma via de producdo de aminoacido de cadeia ramificada (por
exemplo, leucina, isoleucina, valina).

[0285]Em outras realizacbes, a célula hospedeira recombinante
pode compreender um isobutanol, 1-butanol ou uma via biossintética de 2-
butanol conforme descrito no presente documento. Em algumas realizagbes, a
via biossintética de butanol é uma via biossintética de isobutanol. A producao
de isobutanol ou 2-butanol em uma célula hospedeira recombinante revelada
no presente documento pode se beneficiar de uma reducgdo, eliminacéo
substancial ou eliminacdo de uma atividade de acetolactato redutase.

MODIFICACOES

[0286] A delecdo funcional do gene de piruvato descarboxilase
tem sido usada para aumentar a disponibilidade de piruvato para a utilizagao
em vias de produto biossintéticas. Por exemplo, a Publicacdo de Pedido U.S.
n® 2007/0031950 A1, que estd incorporada integralmente no presente
documento a titulo de referéncia, revela uma cepa de levedura com uma

interrupcdo de um ou mais genes de piruvato descarboxilase e expressao de
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um gene de D-lactato desidrogenase, que € usado para a produgédo de D-4cido
latico. A Publicacéo de Pedido U.S. n® 2005/0059136 A1, que esta incorporada
integralmente no presente documento a titulo de referéncia, revela duas cepas
de levedura independentes de fonte de carbono tolerantes a glicose (GCSI)
sem atividade de piruvato descarboxilase, que pode ter um gene de lactato
desidrogenase exégeno. Nevoigt e Stahl (Yeast 12: 1331 a 1337 (1996))
descrevem o impacto de piruvato descarboxilase reduzido e glicerol-3-fosfato
desidrogenase dependente de NAD aumentado em Saccharomyces cerevisiae
no rendimento de glicerol. A Publicagdo de Pedido n® U.S. 2009/0305363, que
estd incorporada integralmente no presente documento a titulo de referéncia,
revela conversdo aumentada de piruvato para acetolactato através de
engenharia de levedura para expressdo de um acetolactato sintase de citosol
localizado e eliminacdo substancial de atividade de piruvato descarboxilase.
[0287]Nas realizacbes da invengdo, uma célula hospedeira
recombinante revelada no presente documento pode compreender uma
modificagcdo em um polinucleotideo endégeno que codifica um polipeptideo que
tem atividade de piruvato descarboxilase (PDC) ou uma modificagdo em um
polipeptideo enddgeno que tem atividade de PDC. Nas realiza¢des, uma célula
hospedeira recombinante revelada no presente documento pode ter uma
modificacdo ou interrupcédo de um polinucleotideo, gene e/ou polipeptideo que
codifica PDC. Nas realizacbes, uma célula hospedeira recombinante
compreende uma delecdo, mutagdo e/ou substituicAdo em um gene ou
polinucleotideo enddégeno que codifica um polipeptideo que tem atividade de
PDC, ou em polipeptideos enddgenos que tém atividade de PDC. Tais
modificacdes, interrupcdes, dele¢cdes, mutagdes e/ou substituicbes podem
resultar em atividade de PDC que é reduzida ou eliminada, resultando, por

exemplo, em um fenétipo de nocaute de PDC (PDC-KO).
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[0288]Nas realizagcbes da invencdo, uma atividade de piruvato
descarboxilase endégena de uma célula hospedeira recombinante revelada no
presente documento converte piruvato para acetaldeido, que pode em seguida
ser convertido para etanol ou para acetil-CoA por meio de acetato. Em outras
realizacbes, uma célula hospedeira recombinante é Kluyveromyces lactis
contendo um gene que codifica piruvato descarboxilase, Candida glabrata
contendo um gene que codifica piruvato  descarboxilase ou
Schizosaccharomyces pombe contendo um gene que codifica piruvato
descarboxilase.

[0289]Em outras realizagcbes, uma célula hospedeira
recombinante é Saccharomyces cerevisiae contendo trés isozimas de piruvato
descarboxilase codificadas pelos genes PDC1, PDC5 e PDC6, assim como um
gene regulador de piruvato descarboxilase, PDC2. Em um exemplo néo
limitante em S. cerevisiae, os genes PDC1 e PDC5 ou os genes PDC1, PDC5
e PDC6, sdo interrompidos. Em outro exemplo n&o limitante em S. cerevisiae, a
atividade de piruvato descarboxilase pode ser reduzida interrompendo-se o
gene regulador PDC2. Em outro exemplo ndo limitante em S. cerevisiae, os
polinucleotideos ou genes que codificam as proteinas de piruvato
descarboxilase tais como aqueles que tém 70% a aproximadamente 75%,
aproximadamente 75% a aproximadamente 80%, aproximadamente 80% a
aproximadamente 85%, aproximadamente 85% a aproximadamente 90%,
aproximadamente 90% a aproximadamente 95%, aproximadamente 96%,
aproximadamente 97%, aproximadamente 98% ou aproximadamente 99% de
identidade de sequéncia com PDC1, PDC2, PDC5 e/ou PDC6 podem ser
interrompidos.

[0290]Nas realizagdes, um polipeptideo que tem atividade de
PDC ou um polinucleotideo ou gene que codifica um polipeptideo que tem

atividade de PDC corresponde ao Numero de Comissédo de Enzima EC 4.1.1.1.



114/323

Em outras realizagbes, um gene de PDC de uma célula hospedeira
recombinante revelada no presente documento n&o esta ativo sob as
condicbes de fermentacdo usadas e, portanto, tal gene pode néo precisar ser
modificado ou inativado.

[0291]Os exemplos de células hospedeiras recombinantes com
atividade de piruvato descarboxilase reduzida devido a interrupcéo de piruvato
descarboxilase que codifica genes ter sido reportada, tal como para
Saccharomyces em Flikweert et al. (Yeast (1996) 12:247 a 257), para
Kluyveromyces em Bianchi et al. (Mol. Microbiol. (1996). 19(1):27 a 36), e
interrupgao do gene regulador em Hohmann (Mol. Gen. Genet. (1993) 241 :657
a 666). As cepas de Saccharomyces que ndo tem atividade de piruvato
descarboxilase estao disponiveis a partir da ATCC com n® de Acesso 200027 e
200028. Os exemplos de PDC polinucleotideos, genes e/ou polipeptideos que
podem ser direcionados para a modificagdo ou inativacdo nas células
hospedeiras recombinantes reveladas no presente documento incluem, mas
sem limitagdo, aqueles da Tabela 8 a seguir.

TABELA 8. PROTEINAS E REGIOES DE CODIFICACAO DE GENE ALVO DE PIRUVATO

DESCARBOXILASE

- SEQ ID NO: Acido SEQ ID NO:
Descrigao nucleico Aminoacido
PDC1 piruvato descarboxnaseT a partir de Saccharomyces 648 649
cerevisiae
PDC5 piruvato descarboxilase_ a partir de Saccharomyces 650 651
cerevisiae
PDCS6 piruvato descarboxilasg a partir de Saccharomyces 652 653
cerevisiae
piruvato descarboxilase a partir de Candida glabrata 654 655
PDC1 piruvato descarboxilase a partir de Pichia stipitis 656 657
PDC2 piruvato descarboxilase a partir de Pichia stipitis 658 659
piruvato descarboxilase a partir de Kluyveromyces lactis 660 661
piruvato descarboxilase a partir de Yarrowia lipolytica 662 663
piruvato descarboxilase a partir de Schizosaccharomyces 664 665
pombe
piruvato descarboxilase args)r(t,]ir de Zygosaccharomyces 666 667

[0292] Outros  exemplos de  polipeptideos, genes e

polinucleotideos de PDC que podem ser direcionados para a modificacdo ou
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inativagdo em uma célula hospedeira recombinante revelada no presente
documento incluem, mas sem limitagcdo, PDC polinucleotideos, genes e/ou
polipeptideos que tém pelo menos aproximadamente 70% a aproximadamente
75%, aproximadamente 75% a aproximadamente 80%, aproximadamente 80%
a aproximadamente 85%, aproximadamente 85% a aproximadamente 90%,
aproximadamente 90% a aproximadamente 95%, aproximadamente 96%,
aproximadamente 97%, aproximadamente 98% ou aproximadamente 99% de
identidade de sequéncia com qualquer uma das sequéncias da Tabela 8, em
que tal polinucleotideo ou gene codifica, ou tal polipeptideo tem, atividade de
PDC. Ainda outros exemplos de polipeptideos, genes e polinucleotideos de
PDC que podem ser direcionados para a modificagdo ou inativacdo em uma
célula hospedeira recombinante revelada no presente documento incluem, mas
sem limitacdo, um derivado, um fragmento ou uma variante ativa de qualquer
uma das sequéncias da Tabela 8, em que tal polinucleotideo ou gene codifica,
ou tal polipeptideo tem, atividade de PDC.

[0293]Nas realizagbes, um polinucleotideo, um gene e/ou um
polipeptideo que codificam uma sequéncia de PDC revelados no presente
documento ou conhecidos na técnica podem ser modificados, conforme
revelado acima para aldeido desidrogenase. Em outras realizagcdes, um
polinucleotideo, um gene e/ou um polipeptideo que codificam PDC podem ser
usados para identificar outra sequéncia de polinucleotideo, gene e/ou
polipeptideo de PDC ou para identificar um homologo de PDC em outras
células, conforme revelado acima para acetolactato desidrogenase. Tal
sequéncia de codificagdo de PDC pode ser identificada, por exemplo, na
literatura e/ou em bancos de dados de bioinformatica bem conhecidos ao
individuo versado na técnica. Por exemplo, a identificacdo de uma sequéncia
de codificacdo de PDC em outros tipos de células com o uso de bioinformatica

pode ser obtida através de pesquisa do tipo BLAST (conforme descrito acima)
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de bancos de dados disponiveis publicamente com uma sequéncia de
polipeptideo e DNA de codificacdo de PDC, tal como aquela fornecida no
presente documento. As identidades sdo baseadas no método Clustal W de
alinhamento com o uso dos paréametros predeterminados de GAP
PENALTY=10, GAP LENGTH PENALTY=0,1, e séries de Gonnet 250 de matriz
de peso de proteina.

[0294]A modificagdo de PDC em uma célula hospedeira
recombinante revelada no presente documento para reduzir ou eliminar a
atividade de PDC pode ser confirmada com o uso de métodos conhecidos na
técnica. Por exemplo, a interrupcdo de um piruvato descarboxilase particular
pode ser confirmada com triagem de PCR com o uso de Iniciadores externos a
sequéncia de gene, ou através de Southern blot com o uso de uma sonda
projetada para a sequéncia de gene de piruvato descarboxilase.
Alternativamente, um individuo pode utilizar métodos analiticos tal como
cromatografia gasosa ou HPLC para triagem de cepas para producgao
diminuida ou eliminada de acetaldeido e/ou etanol.

[0295] A delecéo funcional do gene de hexoquinase 2 tem sido
usada para reduzir repressado de glicose e para aumentar a disponibilidade de
piruvato para utilizacdo em vias biossintéticas. Por exemplo, Publicacdo
Internacional n® WO 2000/061722 A1, que esta incorporada integralmente no
presente documento a titulo de referéncia revela a producao de biomassa de
levedura através de cultivo de modo aerdbico de levedura que tem um ou mais
andlogos ou genes de hexoquinase 2 funcionalmente deletados. Além disso,
Rossell et al. (Yeast Research 8:155 a 164 (2008)) observou que
Saccharomyces cerevisiae com uma delecdo do gene de hexoquinase 2
mostrou 75% de reducdo em capacidade fermentativa, definida como a taxa
especifica de producao de diéxido de carbono sob condi¢cdes anaerdbicas e de

excesso de acucar. Apds a inanicdo, a capacidade de fermentacdo foi similar
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aquela de uma cepa sem a delegéo de gene de hexoquinase 2. Diderich et a).
(Applied and Environmental Microbiology 67:1587 a 1593 (2001)) observou que
S. cerevisiae com uma delegdo do gene de hexoquinase 2 teve atividade de
piruvato descarboxilase mais baixa.

[0296] Nas realizacbes, uma célula hospedeira recombinante
revelada no presente documento pode compreender uma modificacdo em um
polinucleotideo enddégeno que codifica um polipeptideo que tem atividade de
hexoquinase 2 e/ou uma modificagdo em um polipeptideo que tem atividade de
hexoquinase 2. Nas realiza¢des, uma ceélula hospedeira recombinante revelada
no presente documento pode ter uma modificacdo ou interrupcdo de um
polinucleotideo, gene ou polipeptideo que codifica hexoquinase 2. Nas
realizacdes, uma célula hospedeira recombinante compreende uma delecéo,
uma mutacao e/ou uma substituicdo em um gene ou polinucleotideo endégeno
que codifica um polipeptideo que tem atividade de hexoquinase 2, ou um
polipeptideo enddgeno que tem atividade de hexoquinase 2. Tais modificagdes,
interrupgdes, dele¢des, mutagcdes e/ou substituicdes podem resultar em
atividade de hexoquinase 2 que € reduzida ou eliminada, resultando, por
exemplo, em um fendtipo de nocaute de hexoquinase 2 (HXK2-KO). Nas
realizacdes, a célula hospedeira compreende uma modificacdo conforme
descrito nos Pedidos n® de Série U.S. 201 1/0124060 A1 ou 2012/0015416 A1,
que estdo incorporados integralmente no presente documento a titulo de
referéncia.

[0297]Nas realizagbes, um polipeptideo que tem atividade de
hexoquinase 2 pode catalisar a conversdo de hexose para hexose-6-fosfato,
e/ou pode catalisar a conversdao de D-glicose para D-glicose 6-fosfato, D-
frutose para D-frutose 6-fosfato, e/ou D-manose para D-manose 6-fosfato. Em

outras realizagdes, um polinucleotideo, um gene ou um polipeptideo que tem
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atividade de hexoquinase 2 pode corresponder ao Numero de Comissédo de
Enzima EC 2.7.1.1.

[0298]Nas realizacbes da invengdo, uma célula hospedeira
recombinante pode ser S. cerevisiae e um polinucleotideo, um gene ou um
polipeptideo que tem atividade de hexoquinase 2 pode ser HXK2. Em outras
realizacdes, uma célula hospedeira recombinante pode ser K. lactis e um
polinucleotideo, um gene ou um polipeptideo que tem atividade de
hexoquinase 2 pode ser RAG5. Em outras realizagdes, uma célula hospedeira
recombinante pode ser H. polymorpha e um polinucleotideo, um gene ou um
polipeptideo que tem atividade de hexoquinase 2 pode ser HPGLK1. Em outras
realizacdes, uma célula hospedeira recombinante pode ser S. pombe e um
polinucleotideo, um gene ou um polipeptideo que tem atividade de
hexoquinase 2 pode ser HXK2.

[0299] Os exemplos de polinucleotideos, genes e polipeptideos de
hexoquinase 2 que podem ser direcionados para a modificagdo ou inativagao
em uma célula hospedeira recombinante revelada no presente documento
incluem, mas sem limitagdo, aqueles da Tabela 9 a seguir.

TABELA 9. PROTEINAS E REGIOES DE CODIFICACAO DE GENE ALVO DE HEXOQUINASE 2

Acido nucleico (SEQ ID NO: 668)

Aminoacido (SEQ ID NO: 669)
Acido nucleico (SEQ ID NO: 670):

Amino&cido (SEQ ID NO: 671)
Acido nucleico (SEQ ID NO: 672)
Aminoacido (SEQ ID NO: 673)
Acido nucleico (SEQ ID NO: 674)
Aminodacido (SEQ ID NO: 675)

[0300]Outros exemplos de polinucleotideos, genes e

HXK2 a partir de S. cerevisiae

RAGS a partir de K. lactis

HPGLKT a partir de H. polymorpha

HXK2 a partir de S. pombe

polipeptideos de hexoquinase 2 que podem ser direcionados para a
modificacdo ou inativagdo em uma célula hospedeira recombinante revelada no
presente documento incluem, mas sem limitacdo, os polinucleotideos, genes

e/ou polipeptideos de hexoquinase 2 que tem pelo menos aproximadamente
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70% a aproximadamente 75%, aproximadamente 75% a aproximadamente
80%, aproximadamente 80% a aproximadamente 85%, aproximadamente 85%
a aproximadamente 90%, aproximadamente 90% a aproximadamente 95%,
aproximadamente 96%, aproximadamente 97%, aproximadamente 98% ou
aproximadamente 99% de identidade de sequéncia com qualquer uma das
sequéncias da Tabela 9, em que tal polinucleotideo ou gene codifica, ou tal
polipeptideo tem, atividade de hexoquinase 2. Ainda outros exemplos de
polinucleotideos, genes e polipeptideos de hexoquinase 2 que podem ser
direcionados para a modificagdo ou inativagdo em uma célula hospedeira
recombinante revelada no presente documento incluem, mas sem limitagéao,
um derivado, um fragmento ou uma variante ativa de qualquer uma das
sequéncias da Tabela 9, em que tal polinucleotideo ou gene codifica, ou tal
polipeptideo tem, atividade de hexoquinase 2.

[0301]Nas realizagdes, um polinucleotideo, um gene e/ou um
polipeptideo que codifica uma sequéncia de hexoquinase 2 revelada no
presente documento ou conhecida na técnica pode ser modificado ou
interrompido, conforme revelado acima para aldeido desidrogenase. Em outras
realizagdes, um polinucleotideo, um gene e/ou um polipeptideo que encodifica
hexoquinase 2 pode ser usado para identificar outra sequéncia de
polinucleotideo, gene e/ou polipeptideo de hexoquinase 2 ou para identificar
um homologo de hexoquinase 2 em outras células, conforme revelado acima
para aldeido desidrogenase. Tal sequéncia de codificacdo de hexoquinase 2
pode ser identificada, por exemplo, na literatura e/ou em bancos de dados de
bioinformatica bem conhecidos ao individuo versado na técnica. Por exemplo, a
identificagdo de uma sequéncia de codificacdo de hexoquinase 2 em outros
tipos de células com o uso de bioinformatica pode ser obtida através de
pesquisa do tipo BLAST (conforme descrito acima) de bancos de dados

disponiveis publicamente com uma sequéncia de polipeptideo e DNA de
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codificacdo de hexoquinase 2 conhecida, tal como aquela fornecida no
presente documento. As identidades sdo baseadas no método Clustal W de
alinhamento que usa os parametros predeterminados de GAP PENALTY=10,
GAP LENGTH PENALTY=0,1, e séries de Gonnet 250 de matriz de peso de
proteina.

[0302] A modificacdo de hexoquinase 2 em uma célula hospedeira
recombinante revelada no presente documento para reduzir ou eliminar a
atividade de hexoquinase 2 pode ser confirmada com o uso de métodos
conhecidos na técnica. Por exemplo, a interrup¢do de hexoquinase 2 pode ser
confirmada com a triagem de PCR com o uso de Iniciadores externos ao gene
de hexoquinase 2, ou através de Southern blot com o uso de uma sonda
projetada para a sequéncia de gene de hexoquinase 2. Alternativamente, um
individuo pode examinar cepas de nocaute de hexoquinase 2 supostas para
rendimento de biomassa aumentado em meios contendo glicose.

[0303]Os exemplos de modificagbes adicionais que podem ser
uteis em células fornecidas no presente documento incluem as modificagdes
para reduzir a interrupgcdo e/ou atividade de glicerol-3-fosfato desidrogenase
em pelo menos um gene que codifica um polipeptideo que tem atividade de
piruvato descarboxilase ou uma interrupcdo em pelo menos um gene que
codifica um elemento regulador que controla a expressdo de gene de piruvato
descarboxilase conforme descrita na Publicagdo de Pedido de Patente n® U.S.
2009/0305363 (incorporada no presente documento a titulo de referéncia),
modificagées para uma célula hospedeira que fornece um fluxo de carbono
aumentado através de uma Via de Entner-Doudoroff ou reduzindo o equilibrio
de equivalentes conforme descrito na Publicagdo de Pedido de Patente n® U.S.
2010/0120105 (incorporada no presente documento a titulo de referéncia).
Outras modificagdes incluem integracdo de pelo menos um polinucleotideo que

codifica um polipeptideo que catalisa uma etapa em uma via biossintética que
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utiliza piruvato descrita na Publicagdo de Pedido de PCT n® WO 2012/033832,
que esta incorporada integralmente no presente documento a titulo de
referéncia. Uma modificacdo genética que tem o efeito de reducdo da
repressdo de glicose em que a célula hospedeira de producédo de levedura é
pdc- esté descrita na Publicagédo de Pedido de n® U.S. 2011/0124060, que esta
incorporada integralmente no presente documento a titulo de referéncia.

[0304] A Publicacédo de Pedido U.S. n® 20120064561 A1, que esta
incorporada no presente documento a titulo de referéncia, revela células
hospedeiras recombinantes que compreendem (a) pelo menos um
polinucleotideo heterdlogo que codifica um polipeptideo que tem atividade de
diidroxi-acido desidratase; e (b)(i) pelo menos uma dele¢cdo, mutacado e/ou
substituicdo em um gene enddgeno que codifica um polipeptideo que afeta a
biossintese de agrupamento Fe-S; e/ou (ii) pelo menos um polinucleotideo
heter6logo que codifica um polipeptideo que afeta a biossintese de
agrupamento Fe-S. Nas realizacbes, o polipeptideo que afeta a biossintese de
agrupamento Fe-S é codificado por AFT1, AFT2, FRA2, GRX3 ou CCC1. Nas
realizagbes, o polipeptideo que afeta a biossintese de agrupamento Fe-S é
mutante constitutivo AFT1 L99A, AFT1L102A, AFT1 C291 F, ou AFT1 C293F.

[0305] Adicionalmente, as células  hospedeiras  podem
compreender polinucleotideo heterélogos que codificam a polipeptideos com
atividade de fosfocetolase e/ou um polinucleotideo heter6logo que codifica um
polipeptideo com atividade de fosfotransacetilase tal como, por exemplo,
aqueles codificados através de SEQ ID NOs: 962 e 963 e, conforme descrito na
Publicacdo de Pedido de PCT n® WO 2011/159853, que esta incorporada
integralmente no presente documento a titulo de referéncia.

IsoBUTANOL E OUTROS PRODUTOS

[0306] Nas realizacdes da invengdo, os métodos para a producao

de um produto de uma via biossintética sdo fornecidos que compreendem (a)
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fornecer uma célula hospedeira recombinante revelada no presente
documento; e (b) cultivar a célula hospedeira sob condigbes nas quais o
produto da via biossintética € produzido. Em outras realizagdes, o produto é
produzido como um coproduto juntamente com o etanol. Em ainda outras
realizacdes, o produto da via biossintética é isobutanol.

[0307]Em outras realizacbes da invencdo, o produto da via
biossintética é produzido em uma quantidade ou rendimento maior comparado
a produgdo do mesmo produto em uma célula hospedeira recombinante que
n&o compreende aldeido desidrogenase e/ou atividade de aldeido oxidase e/ou
atividade de acetolactato redutase reduzida ou eliminada. Nas realizacoes,
rendimento € aumentado em pelo menos aproximadamente 2%, pelo menos
aproximadamente 5% ou pelo menos aproximadamente 10%. Nas realizacées,
esse rendimento maior inclui a produgdo em um rendimento superior a
aproximadamente 10% de teb6rico, em um rendimento de superior a
aproximadamente 20% de te6rico, em um rendimento superior a
aproximadamente 25% de tedrico, em um rendimento superior a
aproximadamente 30% de teb6rico, em um rendimento superior a
aproximadamente 40% de teo6rico, em um rendimento superior a
aproximadamente 50% de te6rico, em um rendimento superior a
aproximadamente 60% de te6rico, em um rendimento superior a
aproximadamente 70% de te6rico, em um rendimento superior a
aproximadamente 75% de te6rico, em um rendimento superior a
aproximadamente 80% de tedrico em um rendimento superior a
aproximadamente 85% de te6rico, em um rendimento superior a
aproximadamente 90% de teo6rico, em um rendimento superior a
aproximadamente 95% de te6rico, em um rendimento superior a
aproximadamente 96% de te6rico, em um rendimento superior a

aproximadamente 97% de te6rico, em um rendimento superior a
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aproximadamente 98% de tedrico, em um rendimento superior a
aproximadamente 99% de tedrico ou em um rendimento de aproximadamente
100% de tedrico. Em outras realizagdes, o produto é produzido como um
coproduto juntamente com o etanol. Em ainda outras realiza¢des, o produto da
via biossintética é isobutanol.

[0308] Qualquer produto de uma via biossintética que tem a
conversao de isobutiraldeido para acido isobutirico como um subproduto de via
pode ser produzido com eficacia superior em uma célula hospedeira
recombinante revelada no presente documento que tem a modificagdo descrita
de atividade de aldeido desidrogenase e/ou aldeido oxidase. Uma lista de tais
produtos inclui, mas sem limitacao, isobutanol.

HosPEDEIROS MICROBIANOS PARA PRODUCAO DE ISOBUTANOL

[0309] Os hospedeiros microbianos para a produc¢éo de isobutanol
podem ser selecionados entre bactérias, cianobactérias, fungos filamentosos e
leveduras. O hospedeiro microbiano usado para a producédo de butanol deve
ser tolerante ao isobutanol de modo que o rendimento ndo seja limitado pela
toxicidade do butanol. Embora mutantes tolerantes ao butanol tenham sido
isolados a partir de Clostridia solventogénica, poucas informacdes estdo
disponiveis em relagdo a tolerédncia ao butanol de outras cepas bacterianas
potencialmente uUteis. A maioria dos estudos na comparacdo da tolerancia ao
alcool em bactérias sugere que o butanol é mais téxico do que o etanol (de
Cavalho, et al., Microsc. Res. Tech., 64: 215 a 22, 2004) e (Kabelitz, et al.,
FEMS Microbiol. Lett., 220: 223 a 227, 2003, Tomas, et al., J. Bacteriol., 186:
2006 a 2018, 2004) reporta que o rendimento de 1-butanol durante a
fermentacdo em Clostridium acetobutylicum pode ser limitado através de
toxicidade do 1-butanol. O efeito primario do 1-butanol em Clostridium
acetobutylicum é a interrupcao de funcées de membrana (Hermann et al., Appl.

Environ. Microbiol., 50: 1238 a 1243, 1985).
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[0310] Os hospedeiros microbianos selecionados para a produgéo
de isobutanol devem ser tolerantes ao isobutanol e devem ter capacidade para
converter carboidratos para isobutanol. Os critérios para a selecdo de
hospedeiros microbianos adequados incluem o0s seguintes: tolerancia
intrinseca ao isobutanol, taxa alta de utilizacdo de glicose, disponibilidade de
ferramentas genéticas para manipulacédo de gene e a habilidade para gerar
alteracdes cromossdmicas estaveis.

[0311] As cepas hospedeiras adequadas com uma tolerancia ao
isobutanol podem ser identificadas através de triagem baseada na tolerancia
intrinseca da cepa. A tolerancia intrinseca de micrébios ao isobutanol pode ser
medida determinando-se a concentracdo de isobutanol que é responsavel por
50% de inibicdo da taxa de cultivo (ICso) quando cultivado em um meio minimo.
Os valores de 1C5y podem ser determinados com o uso de métodos conhecidos
na técnica. Por exemplo, os micrébios de interesse podem ser cultivador na
presenca de varias quantidades de isobutanol e a taxa de cultivo monitorada
medindo-se a densidade Optica em 600 nandmetros. O tempo de duplicagéo
pode ser calculado a partir da parte logaritmica da curva de cultivo e usado como
uma medida da taxa de cultivo. A concentragéo de isobutanol que produz 50%
de inibicdo de cultivo pode ser determinada a partir de um gréafico da inibigcdo
percentual de cultivo contra a concentragéo de isobutanol. Em uma realizacéo, a
cepa hospedeira tem um ICsq para isobutanol superior a aproximadamente 0,5%.

[0312] O hospedeiro microbiano para a producdo de isobutanol
também deve utilizar glicose em uma taxa alta. A maioria dos micrébios tem
capacidade para metabolizar carboidratos. Entretanto, determinados micrébios
ambientais ndo podem metabolizar carboidratos para eficiéncia alta e, portanto,
ndo podem ser hospedeiros adequados.

[0313] A habilidade para modificar geneticamente o hospedeiro é

essencial para a producdo de qualquer micro-organismo recombinante. O
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modo de tecnologia de transferéncia de gene pode ser através de
eletroporagao, conjugacéao, transducdo ou transformacdo natural. Uma ampla
gama de plasmideos conjugativo de hospedeiro e marcadores de resisténcia a
farmaco esta disponivel. Os vetores de clonagem s&o adaptados aos micro-
organismos hospedeiros com base na natureza de marcadores de resisténcia
antibiética que podem funcionar nesse hospedeiro.

[0314] O hospedeiro microbiano também deve ser manipulado a
fim de inativar vias concorrentes para fluxo de carbono através da delecao de
varios genes. Isso exige a disponibilidade de transposdes para inativagdo direta
ou vetores de integragdo cromossémica. Adicionalmente, o hospedeiro de
producédo deve ser sensivel a mutagénese quimica de modo que as mutacdes
para aprimorar a tolerancia ao isobutanol intrinseca possam ser obtidas.

[0315]Com base nos critérios descritos acima, os hospedeiros
microbianos adequados para a produgcdo de isobutanol incluem, mas sem
limitacdo, membros dos géneros Clostridium, Zymomonas, Escherichia,
Salmonella, Rhodococcus, Pseudomonas, Bacillus, Vibrio, Lactobacillus,
Enterococcus,  Alcaligenes, Klebsiella, Paenibacillus,  Arthrobacter,
Corynebacterium, Brevibacterium, Pichia, Candida, Issatchenkia, Hansenula,
Kluyveromyces e Saccharomyces. Os hospedeiros adequados incluem:
Escherichia coli, Alcaligenes eutrophus, Bacillus licheniformis, Paenibacillus
macerans, Rhodococcus erythropolis, Pseudomonas putida, Lactobacillus
plantarum, Enterococcus faecium, Enterococcus gallinarium, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis e Saccharomyces cerevisiae. Em algumas
realizagdes, a célula hospedeira & Saccharomyces cerevisiae. As leveduras S.
cerevisiae sdo conhecidas na técnica e estdo disponiveis a partir de uma
variedade de fontes, incluindo, mas sem limitacdo, American Type Culture
Collection (Rockville, MD), Centraalbureau voor Schimmelculturas (CBS)

Fungal Biodiversity Centre, LeSaffre, Gert Strand AB, Ferm Solutions, North
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American Bioproducts, Martrex e Lallemand. As S. cerevisiae incluem, mas
sem limitagdo, BY4741, CEN.PK 113-7D, levedura Ethanol Red®, levedura
Ferm Pro™, levedura Bio-Ferm® XR, levedura de alcool Gert Strand Prestige
Batch Turbo, levedura Gert Strand Pot Distillers, levedura Gert Strand Distillers
Turbo, levedura FerMax™ Green, levedura FerMax™ Gold, levedura
Thermosacc®, BG-1, PE-2, CAT-1, CBS7959, CBS7960 e CBS7961.

CoNSTRUCAO DE HOSPEDEIRO DE PRODUCAO

[0316] Os micro-organismos recombinantes que contém os genes
necessarios que irdo codificar a via enzimatica para a conversdo de um
substrato de carbono fermentavel para butanol podem ser construidos com o
uso de conjuntos de procedimentos bem conhecidos na técnica. Na presente
invencdo, os genes que codificam as enzimas de uma das vias biossintéticas
de isobutanol da invengdo, por exemplo, acetolactato sintase, acido
acetohidroxi isomeroredutase, acido acetohidroxi desidratase, acetoacido de
cadeia ramificada descarboxilase e élcool de cadeia ramificada desidrogenase,
podem ser isolados a partir de varias fontes, conforme descrito acima.

[0317]Os métodos de obtencdo de genes desejados a partir de
um genoma sdo comuns e bem conhecidos na técnica de biologia molecular.
Por exemplo, se a sequéncia do gene for conhecida, as bibliotecas genémicas
adequadas podem ser criadas através da restricio de digestdo de
endonuclease e podem ser submetidas a triagem com sondas complementares
a sequéncia de gene desejada. Uma vez que a sequéncia € isolada, o DNA
pode ser amplificado com o uso de métodos de amplificagéo direcionados por
iniciador padrédo tal como reacdo de cadeia de polimerase (documento U.S.
4.683.202) para obter quantidades de DNA adequadas para a transformacgéo
com o uso de vetores apropriados. As ferramentas para otimizacdo de codon

para expressao em um hospedeiro heterdlogo estdo prontamente disponiveis.
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Algumas ferramentas para a otimiza¢do de cédon estdo disponiveis com base
no teor de GC do micro-organismo hospedeiro.

[0318]Uma vez que os genes de via relevantes sao identificados
e isolados, os mesmos podem ser transformados em hospedeiros de
expressao adequados por meios bem conhecidos na técnica. Os vetores ou
cassetes uteis para a transformacédo de uma variedade de células hospedeiras
sdo comuns e comercialmente disponiveis a partir de companhias tais como
EPICENTRE® (Madison, WI), Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA), Stratagene (La
Jolla, CA) e New England Biolabs, Inc. (Beverly, MA). Tipicamente, o vetor ou
cassete contém as sequéncias que direcionam a transcricdo e tradugcédo do
gene relevante, um marcador selecionavel e sequéncias que permitem
replicagdo autbnoma ou integracdo cromossbémica. Os vetores adequados
compreendem uma regido 5' do gene que abriga controles de iniciagdo
transcricionais e uma regiao 3' do fragmento de DNA que controla terminacao
transcricional. Ambas as regides de controle podem ser derivadas de genes
homologos a célula hospedeira transformada, embora deva-se entender que
tais regides de controle também possam ser derivadas de genes que nao sao
nativos as espécies especificas escolhidas como um hospedeiro de producao.

[0319] Os promotores ou regides de controle de iniciacdo, que sao
Uteis para acionar a expressao das regides de codificacdo de via relevante na
célula hospedeira desejada sdo inumeros e familiares aqueles individuos
versados na técnica. Virtualmente, qualquer promotor que tem capacidade para
acionar esses elementos genéticos, incluindo aqueles usados nos Exemplos, é
adequado para a presente invencéo incluindo, mas sem limitagdo, CYC1, HISS,
GAL1, GAL10, ADH1, PGK, PH05, GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, LEU2, ENO,
TPI (uteis para a expressdo em Saccharomyces); AOX1 (Util para a expressao
em Pichia); e lac, ara, tet, trp, IP., IPg, T7, tac e trc (Uteis para a expressdao em

Escherichia coli, Alcaligenes e Pseudomonas) assim como os promotores amy,



128/323

apr, npr e varios promotores de fago Uteis para a expressdo em Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis e Paenibacillus macerans. Para as células
hospedeiras recombinantes de levedura, varios promotores podem ser usados
na construcdo de cassetes de expressdo para genes, incluindo, mas sem
limitacdo, os promotores constitutivos a seguir adequados para uso em
levedura: FBA1, TDH3 (GPD), ADH1, ILV5 e GPM1; e os promotores
induziveis a seguir adequados para uso em levedura: GAL1, GAL10, OLE1 e
CUP1. Outros promotores de levedura incluem promotores hibridos
UAS(PGK1)-FBA1p (SEQ ID NO: 406), UAS(PGK1)-ENO2p (SEQ ID NO: 538),
UAS(FBA1)-PDC1p (SEQ ID NO: 539), UAS(PGK1)-PDC1p (SEQ ID NO: 540)
e UAS(PGK)-OLE1p (SEQ ID NO: 541).

[0320] Os promotores, terminadores transcricionais e regides de
codificacdo podem ser clonados em um plasmideo de micron de levedura 2 e
transformados em células de levedura (Ludwig, et al. Gene, 132. 33 a 40, 1993,
Publicagcao de Pedido n® U.S. 20080261861A1).

[0321]0 ajuste da quantidade de expressédo de gene em um dado
hospedeiro pode ser alcangado variando-se o nivel de transcrigéo, tal como
através de selegdo de promotores nativos ou artificiais. Além disso, conjuntos
de procedimentos tal como o uso de bibliotecas de promotor para alcangar os
niveis desejados de transcricdo de gene sdo bem conhecidos na técnica. Tais
bibliotecas podem ser geradas com o uso de conjuntos de procedimentos
conhecidos na técnica, por exemplo, através de clonagem de fragmentos de
cDNA aleat6rios na frente de cassetes de genes (Goh et al. (2002) AEM 99,
17025), através de modulacdo de sequéncias reguladoras presentes dentro
dos promotores (Ligr et al. (2006) Genetics 172, 2113), ou através de
mutagénese de sequéncias de promotor conhecidas (Alper et al. (2005)

PNAS, 12678; Nevoigt et al. (2006) AEM 72, 5266).
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[0322] As regides de controle de terminagcdo também podem ser
derivadas a partir de varios genes nativos aos hospedeiros. Opcionalmente, um
sitio de terminacao pode ser desnecessario ou pode ser incluido.

[0323] Determinados vetores tem capacidade para replicar em
uma ampla gama de bactérias de hospedeiro e podem ser transferidos através
de conjugacdo. A sequéncia completa e anotada de pRK404 e trés vetores
relacionados-pRK437, pRK442 e pRK442(H) estdo disponiveis. Esses derivados
provaram ser ferramentas validas para manipulagdo genética em bactérias gram-
negativas (Scott et al, Plasmideo, 50: 74 a 79, 2003). Varios derivados de
plasmideo de plasmideo RSF1010 de Inc P4 de ampla gama de hospedeiro
também estao disponiveis com promotores que podem funcionar em uma gama de
bactérias gram-negativas. Os plasmideos pAYC36 e pAYC37 tém promotores
ativos juntamente com multiplos sitios de clonagem para permitir a expresséao de
gene heterdlogo em bactérias gram-negativas.

[0324] As ferramentas de substituicdo de gene cromoss6mico
também estdo amplamente disponiveis. Por exemplo, uma variante termossensivel
do replicdo pWV101 de ampla gama de hospedeiro foi modificada para construir um
plasmideo pVE6002 que pode ser usado para efetuar a substituicdo de gene em
uma gama de bactérias gram-positivas (Maguin et al., J. Bacterid., 174: 5633 a
5638, 1992). Adicionalmente, os transpossomos in vitro estao disponiveis para criar
mutacdes aleatérias em uma variedade de genomas a partir de fontes comerciais
tal como EPICENTRE®.

[0325] A expressédo de uma via biossintética de butanol em varios
hospedeiros microbianos esta descrita em mais detalhes abaixo.

EXPRESSAO DE UMA VIA BIOSSINTETICA DE BUTANOL EM E. COLI

[0326] Os vetores ou cassetes Uteis para a transformagéo de E.
coli sdo comuns e comercialmente disponiveis a partir das companhias listadas

acima. Por exemplo, os genes de uma via biossintética de isobutanol podem
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ser isolados a partir de varias fontes, clonados em um vetor pUC19 modificado
e transformados em E. coli NM522.

EXPRESSAO DE UMA ViA BIOSSINTETICA DE BuTANOL EM RHODOCOCCUS

ERYTHROPOLIS

[0327]Uma série de vetores de transporte de E. coli-Rhodococcus
estdo disponiveis para a expressdo em R. erythropolis, incluindo, mas sem
limitacdo, pRhBR17 e pDA71 (Kostichka et al., Appl. Microbiol. Biotechnol., 62:
61 a 68, 2003). Adicionalmente, uma série de promotores estdo disponiveis
para a expressdo de gene heterélogo em R. erythropolis (Nakashima et al.,
Appl. Environ. Microbiol., 70: 5557 a 5568, 2004 e Tao et al., Appl. Microbiol.
Biotechnol., 68: 346 a 354, 2005). A interrupgdo de gene direcionada de genes
cromossémicos em R. erythropolis pode ser criada com o uso do método
descrito por Tao et al., supra, e Brans et al. (Appl. Environ. Microbiol., 66: 2029
a 2036, 2000).

[0328]Os genes heterdlogos exigidos para a producdo de
isobutanol, conforme descrito acima, podem ser clonados inicialmente em
pDA71 ou pRhBR71 e transformados em E. coli. Em seguida, os vetores
podem ser transformados em R. erythropolis através de eletroporacéo,
conforme descrito por Kostichka et al., supra. Os recombinantes podem ser
cultivados em meio sintético que contém glicose e a produgéo de isobutanol
pode ser seguida com o uso de métodos conhecidos na técnica.

EXPRESSAO DE UMA VIA BIOSSINTETICA DE BUTANOL EM B. SUBTILIS

[0329] Os métodos para a expressdo de gene e criagdo de
mutacdes em B. subtilis também sdo bem conhecidos na técnica. Por exemplo,
0s genes de uma via biossintética de isobutanol podem ser isolados a partir de
véarias fontes, clonados em um vetor pUC19 modificado e transformados em
Bacillus subtilis BE1010. Adicionalmente, os cinco genes de uma via

biossintética de isobutanol podem ser divididos em dois operbes para a
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expressao. Os trés genes da via (bubB, ilvD e kivD) podem ser integrados no
cromossomo de Bacillus subtilis BE1010 (Payne, et al., J. Bacteriol., 173, 2278
a 2282, 1991). Os dois genes restantes (ilvC e bdhB) podem ser clonados em
um expressao vetor e transformados na cepa Bacillus que transporta os genes
de isobutanol integrados.

EXPRESSAO DE UMA VIA BIOSSINTETICA DE BUTANOL EM B. lICHENIFORMIS

[0330]A maioria dos plasmideos e vetores de transporte que
replicam em B. subtilis podem ser usados para transformar B. licheniformis
através de transformacao protoplastica ou eletroporacdo. Os genes exigidos
para a producdo de isobutanol podem ser clonados em derivados de
plasmideos pBE20 ou pBE60 (Nagarajan et al., Gene, 114: 121 a 126, 1992).
Os meétodos para transformar B. licheniformis sdo conhecidos na técnica
(Fleming et al. Appl. Environ. Microbiol., 61: 3775 a 3780, 1995). Os
plasmideos construidos para a expressdo em B. subtilis podem ser
transformados em B. licheniformis para produzir um hospedeiro microbiano
recombinante que produz isobutanol.

EXPRESSAO DE UMA VIA BIOSSINTETICA DE BUTANOL EM PAENIBACILLUS MACERANS

[0331]Os plasmideos podem ser construidos conforme descrito
acima para a expressao em B. subtilis e usados para transformar Paenibacillus
macerans através de transformacéao protoplastica para produzir um hospedeiro
microbiano recombinante que produz isobutanol.

EXPRESSAO DA VIA BIOSSINTETICA DE BUTANOL EM ALCALIGENES (RALSTONIA)

EUTROPHUS
[0332]Os métodos para a expressdo de gene e criagdo de
mutacdes em Alcaligenes eutrophus sédo conhecidos na técnica (Taghavi et al.,
Appl. Environ. Microbiol., 60: 3585 a 3591, 1994). Os genes para uma via
biossintética de isobutanol podem ser clonados em qualquer um dos vetores de

ampla gama de hospedeiro descritos acima, e eletroporados para gerar
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recombinantes que produzem isobutanol. A via de poli(hidroxibutirato) em
Alcaligenes foi descrita em detalhes, uma variedade de conjuntos de
procedimentos genéticos para modificar o genoma de Alcaligenes eutrophus é
conhecida, e aquelas ferramentas podem ser aplicadas para engenharia de
uma via biossintética de isobutanol.

EXPRESSAO DE UMA VIA BIOSSINTETICA DE BUTANOL EM PSEUDOMONAS PUTIDA

[0333] Os métodos para a expressdo de gene em Pseudomonas
putida sdo conhecidos na técnica (consulte, por exemplo, Ben-Bassat et al.,
Patente n® U.S. 6.586.229, que esta incorporada no presente documento a
titulo de referéncia). Os genes de via de butanol podem ser inseridos em
pPCU18 e esse DNA ligado pode ser eletroporado em células DOT-T1 C5aAR1
de Pseudomonas putida eletrocompetentes para gerar recombinantes que
produzem isobutanol.

EXPRESSAO DE UMA VIA BIOSSINTETICA DE BUTANOL EM SACCHAROMYCES

CEREVISIAE
[0334]0Os métodos para a expressdo de gene em Saccharomyces

cerevisiae sao conhecidos na técnica (por exemplo, Methods in Enzymology,

Volume 194, Guide to Yeast Genetics and Molecular and Cell Biology, Part A,

2004, Christine Guthrie and Gerald R. Fink, eds., Elsevier Academic Press, San
Diego, CA). A expressdo de genes em levedura exige tipicamente um
promotor, seguido pelo gene de interesse, e um terminador transcricional.
Varios promotores de levedura, incluindo aqueles usados nos Exemplos no
presente documento, podem ser usados na construcdo de cassetes de
expressao para os genes que codificam uma via biossintética de isobutanol,
incluindo, mas sem limitacdo, os promotores constitutivos FBA, GPD, ADH1 e
GPM, e os promotores induziveis GAL1, GAL10 e CUP1. Os terminadores
transcricionais adequados incluem, mas sem limitacdo, FBAt, GPDt, GPMt,

ERG10t, GAL1t, CYC1 e ADH1. Por exemplo, os promotores adequados, os
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terminadores transcricionais e os genes de uma via biossintética de isobutanol
podem ser clonados em vetores de transporte de levedura E. coli e
transformados em células de levedura conforme descrito na Publicagdo de
Pedido de n® U.S. 20100129886. Esses vetores permitem a propagagdo de
cepa tanto em E. coli quanto em cepas de levedura. Tipicamente, o vetor
contém um marcador selecionavel e sequéncias que permitem a replicagdo
autébnoma ou integracdo cromossémica no hospedeiro desejado. Tipicamente,
os plasmideos usados em levedura sdo vetores de transporte pRS423,
pRS424, pRS425 e pRS426 (American Type Cultura Collection, Rockville, MD),
que contém uma origem de replicacdo de E. coli (por exemplo, pMB1), uma
origem de replicagdo de levedura de 2y e um marcador para selecdo
nutricional. Os marcadores de selecdo para esses quatro vetores sdo His3
(vetor pRS423), Trp1 (vetor pRS424), Leu2 (vetor pRS425) e Ura3 (vetor
pRS426). A construcdo de vetores de expressdo com genes que codificam
os polipeptideos de interesse pode ser realizada através de conjuntos de
procedimentos de clonagem molecular padrées em E. coli ou através do
meétodo de recombinacéo de reparo de intervalo em levedura.

[0335]A abordagem de clonagem de reparo de intervalo leva
vantagem da recombinacdo homdloga altamente eficiente em levedura.
Tipicamente, um DNA de vetor de levedura € digerido (por exemplo, no sitio de
clonagem multipla do mesmo) para criar um "intervalo" na sequéncia do
mesmo. Varios DNAs de insercdo de interesse sdo gerados que contém uma
sequéncia bp = 21 em ambas as terminagdes 5' e 3' que se sobrepdem
sequencialmente uma com a outra, e com os terminais 5' e 3' do vetor DNA.
Por exemplo, para construir um vetor de expressao de levedura para o "Gene
X', um promotor de levedura e um terminador levedura séo selecionados para o
cassete de expressao. O promotor e o terminador sdo amplificados a partir do

DNA gendmico de levedura, e o Gene X é amplificado por PCR a partir do
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organismo de fonte do mesmo ou obtido a partir de um vetor de clonagem que
compreende a sequéncia de Gene X. Ha pelo menos uma sequéncia de
sobreposigao 21 bp entre a terminagao 5' do vetor linearizado e a sequéncia
de promotor, entre o promotor e 0 Gene X, entre o Gene X e a sequéncia de
terminador, e entre o terminador e a terminacdo 3' do vetor linearizado. O
vetor “com intervalos” e os DNAs de insercdo sdo cotransformados, em
seguida, em uma cepa de levedura e plagueados no meio que contém as
misturas de composto apropriadas que permitem a complementacdo dos
marcadores de selegdo nutricional nos plasmideos. A presenga de
combinacbes de insergcdo corretas pode ser confirmada através de
mapeamento de PCR com o uso de DNA de plasmideo preparado a partir
das células selecionadas. O DNA de plasmideo isolado a partir de levedura
(normalmente baixo em concentracdo) pode ser transformado, em seguida,
em uma cepa E. coli, por exemplo, TOP10, seguido por minipreparacdes e
mapeamento de restricdo para verificar adicionalmente o construto de
plasmideo. Finalmente, o construto pode ser verificado através de analise de
sequéncia.

[0336]Como a técnica de reparo de intervalo, a integracdo no
genoma de levedura também leva vantagem do sistema de recombinacéo
homéloga em levedura. Tipicamente, um cassete que contém uma regiao de
codificacdo mais elementos de controle (promotor e terminador) e marcador
auxotréfico é amplificado por PCR com um DNA polimerase de alta fidelidade
com o uso de Iniciadores que hibridizam ao cassete e contém 40 a 70 pares de
base de homologia de sequéncia as regides 5' e 3' da area gendmica em que a
insercdo é desejada. Em seguida, o produto de PCR é transformado em
levedura e plagqueado em meio que contém as misturas de composto
apropriadas que permitem a selecdo para o marcador auxotréfico integrado.

Por exemplo, para integrar o "Gene X" na localizacdo cromoss6mica "Y", o
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construto de terminador de regido de codificacdo X de promotor é amplificado
por PCR a partir de um construto de DNA de plasmideo e unido a um marcador
autotréfico (tal como URA3) através de SOE PCR ou através de clonagem e
digestdes de restricdo comum. O cassete completo, contendo a regido URA3
de terminador de regido de codificacdo X de promotor, é amplificado por PCR
com sequéncias de iniciador que contém 40 a 70 bp de homologia as regiées 5'
e 3' de localizagdo "Y" no cromossomo de levedura. O produto de PCR é
transformado em levedura e selecionado em meios de cultivo sem uracila. Os
transformantes podem ser verificados através de PCR de coldnia ou através de
sequenciamento direto de DNA cromossdémico.

EXPRESSAO DE UMA VIA BIOSSINTETICA DE BUTANOL EM LACTOBACILLUS PLANTARUM

[0337]0 género Lactobacillus pertence a familia Lactobacillales e
muitos plasmideos e vetores usados na transformacdo de Bacillus subtilis e
Streptococcus podem ser usados para Lactobacillus. Os exemplos nao
limitantes de vetores adequados incluem pAMB1 e derivados do mesmo
(Renault et al., Gene 183: 175 a 182, 1996); e (O'Sullivan et al., Gene, 137: 227
a 231, 1993); pMBB1 e pHW800, um derivado de pMBB1 (Wyckoff et al., Appl.
Environ. Microbiol., 62: 1481 a 1486, 1996); pMG1, um plasmideo conjugativo
(Tanimoto et al., J. Bacteriol., 184: 5800 a 5804, 2002); pNZ9520 (Kleerebezem
et al., Appl. Environ. Microbiol., 63: 4581 a 4584, 1997); pAM401 (Fujimoto et
al., Appl. Environ. Microbiol., 67: 1262 a 1267, 2001); e pAT392 (Arthur et al.,
Antimicrob. Agents Chemother., 38: 1899 a 1903, 1994). Varios plasmideos de
Lactobacillus plantarum também foram reportados (van Kranenburg R, et al.
Appl. Environ. Microbiol., 71: 1223 a 1230, 2005).

EXPRESSAO DE UMA VIA BIOSSINTETICA DE BUTANOL EM VARIAS ESPECIES

ENTEROCOCCUS (E. FAECIUM, E. GALLINARIUME E. FAECALIS)

[0338] O género Enterococcus pertence a familia Lactobacillales e

muitos plasmideos e vetores usados na transformacao de espécies Lactobacilli,
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Bacilli e Streptococci podem ser usados para espécies Enterococcus. Os
exemplos ndo limitantes de vetores adequados incluem pAMB1 e derivados do
mesmo (Renault et al., Gene, 183: 175 a 182, 1996); e (O'Sullivan et al., Gene,
137: 227 a 231, 1993); pMBB1 e pHW800, um derivado de pMBB1 (Wyckoff et
al. Appl. Environ. Microbiol., 62: 1481 a 1486, 1996); pMG1, um plasmideo
conjugativo (Tanimoto et al., J. Bacteriol., 184: 5800 a 5804, 2002); pNZ9520
(Kleerebezem et al., Appl. Environ. Microbiol., 63: 4581 a 4584, 1997); pAM401
(Fujimoto et al., Appl. Environ. Microbiol., 67: 1262 a 1267, 2001); e pAT392
(Arthur et al., Antimicrob. Agents Chemother., 38:, 1899 a 1903, 1994). Os
vetores de expressao para E. faecalis com o uso do gene nisA de Lactococcus
também podem ser usados (Eichenbaum et al., Appl. Environ. Microbiol., 64:
2763 a 2769, 1998). Adicionalmente, os vetores para a substituicdo de gene no
cromossomo E. faecium podem ser usados (Nallaapareddy et al, Appl.
Environ. Microbiol., 72: 334 a 345, 2006).

MEIOS DE FERMENTACAO

[0339]Os meios de fermentagcdo na presente invengdo devem
conter substratos de carbono adequados. Os substratos adequados podem
incluir, mas sem limitacdo, monossacarideos tais como glicose e frutose,
oligossacarideos tais como lactose, maltose, galactose, sacarose,
polissacarideos tais como amido ou celulose ou misturas dos mesmos e
misturas nao purificadas de matérias-primas renovaveis tais como permeato de
soro de queijo, licor de milhocina, melacos de beterraba e malte de cevada.
Adicionalmente, o substrato de carbono também pode ser substratos de um
carbono tal como didéxido de carbono, ou metanol para o qual a conversao
metabdlica em intermediarios bioquimicos principais foi demonstrada. Além dos
substratos de um e dois carbonos, micro-organismos metilotréficos também
sdo conhecidos por utilizar varios outros compostos contendo carbono tais

como metilamina, glicosamina e uma variedade de aminoacidos para atividade
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metabdlica. Por exemplo, as leveduras metilotroficas sdo conhecidas por
utilizar o carbono a partir de metilamina para formar trealose ou glicerol (Bellion

et al., Microb. Growth C1 Compd., [Int. Symp], 7% (1993), 415 a 32. (eds):

Murrell, J. Collin; Kelly, Don P. Publisher: Intercept, Andover, UK). De modo
similar, varias espécies de Candida irdo metabolizar alanina ou acido oleico
(Suiter et al., Arch. Microbiol., 153: 485 a 489, 1990). Portanto, contempla-se
que a fonte de carbono utilizada na presente invencdo pode abranger uma
ampla variedade de substratos contendo carbono e somente serd limitada pela
escolha do micro-organismo.

[0340]Embora seja contemplado que todos os substratos de
carbono mencionados acima e misturas dos mesmos sdo adequados na
presente invencdo, em algumas realizagcbes, os substratos de carbono sdo
glicose, frutose e sacarose, ou misturas dessas com agucares C5 tais como
xilose e/ou arabinose para células de leveduras modificadas para usar
acucares C5. A sacarose pode ser derivada a partir de fontes de acgucar
renovaveis tais como cana-de-agucar, beterrabas, mandioca, sorgo doce e
misturas dos mesmos. A glicose e dextrose podem ser derivadas a partir de
fontes de gréo renovaveis atraves de sacarificagdo de matérias-primas a base
de amido que incluem gréos tais como milho, trigo, centeio, cevada, aveias e
misturas dos mesmos. Além disso, acucares fermentaveis podem ser derivados
a partir de biomassa lignocelulésica ou celulésica renovavel através de
processos de pré-tratamento e sacarificacdo, conforme descrito, por exemplo,
na Publicagdo de Pedido de. Patente n® 2007/0031918 A1, que esta
incorporada integralmente no presente documento a titulo de referéncia. A
biomassa refere-se a qualquer material lignocelulésico ou celuldsico e inclui
materiais que compreendem celulose e, opcionalmente, que compreendem
adicionalmente  hemicelulose, lignina, amido, oligossacarideos e/ou

monossacarideos. A biomassa também pode compreender componentes
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adicionais, tais como proteina e/ou lipidio. A biomassa pode ser derivada a
partir de uma unica fonte, ou a biomassa pode compreender uma mistura
derivada a partir de mais do que uma fonte; por exemplo, a biomassa pode
compreender uma mistura de espigas de milho e palha de milho, ou uma
mistura de grama e folhas. A biomassa inclui, mas sem limitagdo, culturas de
bioenergia, residuos de agricultura, residuos sélidos urbanos, residuos sélidos
industriais, lama de fabricacdo de papel, restos culturais, residuos florestais e
de madeira. Os exemplos de biomassa incluem, mas sem limitagédo, grdo de
milho, espigas de milho, residuos de cultura tais como cascas de milho, palha
de milho, gramas, trigo, palha de trigo, cevada, palha de cevada, feno, palha de
arroz, painco amarelo, residuos de papel, bagaco de cana-de-agucar, sorgo,
soja, componentes obtidos a partir de moagem de graos, arvores, galhos,
raizes, folhas, aparas de madeira, serragem, arbustos e silvados, vegetais,
frutas, flores, esterco animal e misturas dos mesmos.

[0341]Além de uma fonte de carbono apropriada, os meios de
fermentacdo devem conter minerais, sais, cofatores, tampdes e outros
componentes adequados, conhecidos aqueles individuos versados na técnica,
adequados para o cultivo das culturas e promogdo da via enzimatica
necessaria para a producao de butanol descrita no presente documento.

CONDICOES DE CULTURA

[0342] Tipicamente, as células sdo cultivadas em uma
temperatura na faixa de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 40 °C em
um meio apropriado. Os meios de cultivo adequados na presente invengédo sao
meios preparados comercialmente comuns tais como caldo de Luria Bertani
(LB), caldo de Sabouraud Dextrose (SD) ou caldo de Yeast Medium (YM) ou
caldo que inclui base de nitrogénio de levedura, sulfato de aménio e dextrose
(como a fonte de energia/carbono) ou YPD Medium, uma mescla de peptona,

extrato de levedura e dextrose em proporcdes ideais para o cultivo da maioria
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das cepas Saccharomyces cerevisiae. Outros meios de cultivo sintéticos ou
definidos também podem ser usados, e 0 meio apropriado para cultivo do
micro-organismo particular serd conhecido por um individuo versado na técnica
de ciéncia de microbiologia ou fermentagédo. O uso de agentes conhecidos para
modular repressdo de cabdlito direta ou indiretamente, por exemplo, 2',3'-
monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), também pode ser incorporado no
meio de fermentacéo.

[0343] As faixas de pH adequadas para a fermentacao estédo entre
pH 5,0 a pH 9,0, em que pH 6,0 a pH 8,0 € preferencial para a condigao inicial.
As faixas de pH adequadas para a fermentacao de levedura estéo tipicamente
entre aproximadamente pH 3,0 a aproximadamente pH 9,0 Em uma
realizacdo, aproximadamente pH 5,0 a aproximadamente pH 8,0 é usado para
a condicdo inicial. As faixas de pH adequadas para a fermentacdo de outros
micro-organismos estao entre aproximadamente pH 3,0 a aproximadamente pH
7,5. Em uma realizacdo, aproximadamente pH 4,5 a aproximadamente pH 6,5
é usado para a condi¢do inicial.

[0344]As fermentagcbes podem ser realizadas sob condigbes
aerdbicas ou anaerdbicas. Em uma realizagdo, condi¢cdes aerdbicas ou
microaerdbicas sdo usadas para a fermentacgao.

BATELADA INDUSTRIAL E FERMENTACOES CONTINUAS

[0345]Os presentes processos podem empregar um método do
tipo batelada de fermentacdo. Uma fermentacao do tipo batelada classica é um
sistema fechado em que a composicdo o meio é ajustada no inicio da
fermentacdo e ndo é submetida a alteragdes artificiais durante a fermentacéo.
Portanto, no inicio da fermentac¢do, o meio € inoculado com o micro-organismo
ou micro-organismos desejado(s), e a fermentacéo € autorizada a ocorrer sem
adicionar nada ao sistema. Tipicamente, entretanto, uma fermentagdo do tipo

“batelada” é batelada em relacéo a adicéo de fonte de carbono e tentativas séo
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feitas frequentemente em fatores de controle tais como concentracdo de
oxigénio e pH. Em sistemas em batelada, as composi¢cdes de metabdlito e
biomassa do sistema se alteram constantemente até que o momento da
fermentacdo seja parado. Dentro de culturas em batelada, as células
moderadas através de uma fase lag estatica para uma fase log de cultivo alto
e, finalmente, para uma fase estacionaria em que a taxa de cultivo é diminuida
ou interrompida. Se nao tratadas, as células na fase estacionéria irdo morrer
eventualmente. As células em fase log sdo responsaveis geralmente pelo
volume de produg¢éo de produto final ou intermediério.

[0346]Uma variagéo no sistema em batelada padréo € o sistema
em Batelada Alimentada. Os processos de fermentagdo em Batelada
Alimentada também sdo adequados na presente invencdo e compreendem um
sistema em batelada tipico com a excec¢ao de que o substrato é adicionado em
incrementos a medida que a fermentacao progride. Os sistemas em Batelada
Alimentada sdo Uteis quando a repressdo de cabdlito estd apta para inibir o
metabolismo das células e em que é desejavel ter quantidades limitadas de
substrato no meio. A medicdo da concentracdo de substrato real em sistemas
em Batelada Alimentada é dificil e é, portanto, estimada com base nas
mudancas de fatores mensuraveis tais como pH, oxigénio dissolvido e a
pressdo parcial de gases residuais tal como CO, As fermentagcdes em
Batelada Alimentada e em Batelada sdo comuns e bem conhecidas na técnica,

e exemplos podem ser encontrados em Thomas D. Brock em Biotechnology: A

Textbook of Industrial Microbiology, Segunda Edicdo (1989) Sinauer

Associates, Inc., Sunderland, MA, ou Deshpande, Mukund (Appl. Biochem.
Biotechnol., 36: 227, 1992), incorporados no presente documento a titulo de
referéncia.

[0347]Embora a presente invengcdo seja realizada em modo de

batelada, contempla-se que o método pode ser adaptavel a métodos de
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fermentacdo continua. A fermentacao continua é um sistema aberto em que
um meio de fermentacdo definido é adicionado continuamente a um
biorreator e uma quantidade igual de meio condicionado é removida
simultaneamente para o processamento. A fermentacdo continua mantém
geralmente as culturas em uma densidade alta constante em que as
células estdo primariamente em cultivo de fase log.

[0348] A fermentagdo continua permite a modulagédo de um fator
ou qualquer numero de fatores que afetam o cultivo de célula ou finalizam a
concentragdo de produto. Por exemplo, um método ira manter um nutriente
limitante tal como a fonte de carbono ou nivel de nitrogénio em uma taxa fixa e
permitir que todos os outros parametros moderem. Em outros sistemas, varios
fatores que afetam o cultivo podem ser alterados continuamente enquanto a
concentragdo de célula, medida através de turvacdo de meio, é mantida
constante. Os sistemas continuos esforcam-se para manter condigcdes de
cultivo de estado estacionario e, consequentemente, a perda de célula devido
ao meio que € extraido deve ser equilibrada contra a taxa de cultivo de célula
na fermentagédo. Os métodos de modulagdo de nutrientes e fatores de cultivo
para processos de fermentacdo continuos assim como conjuntos de
procedimentos para maximizacdo da formacédo de taxa de produto sdo bem
conhecidos na técnica de microbiologia industrial e uma variedade de métodos
€ detalhada por Brock, supra.

[0349] E contemplado que a presente invengdo pode ser praticada
com o uso de ou batelada, batelada alimentada ou processos continuos e que
qualquer modo conhecido de fermentacdo seria adequado. Adicionalmente, é
contemplado que células podem ser imobilizadas em um substrato como
catalisadores de célula inteira e sujeitas a condi¢cdes de fermentacdo para

producao de isobutanol.
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METODOS PARA ISOLAMENTO DE BUTANOL DO MEIO DE FERMENTACAO

[0350]O butanol bioproduzido pode ser isolado do meio de
fermentacdo com o uso de métodos conhecidos na técnica para fermentagdes
de ABE (ver, por exemplo, Durre, Appl. Microbiol. Biotechnol. 49:639 a 648
(1998), Groot et al., Process. Biochem. 27:61 a 75 (1992), e referéncias nos
mesmos). Por exemplo, sélidos podem ser removidos do meio de fermentacéo
por centrifugacao, filtracdo, decantacdo, ou semelhantes. Entdo, o butanol
pode ser isolado do meio de fermentagdo com o uso de métodos tais como
destilagdo, destilagdo azeotropica, extracdo liquido-liquido, adsorgao,
esgotamento a gés, evaporagdo de membrana, ou pervaporagao.

[0351] Como o butanol forma um ponto de ebulicdo baixo, mistura
azeotropica com agua, destilacdo pode ser usada para separar a mistura até
sua composicao azeotrépica. Destilacdo pode ser usada em combinacdo com
outro método de separacdo para obter separacdo ao redor do azebtropo.
Métodos que podem ser usados em combinagdo com destilagdo para isolar e
purificar butanol incluem, porém sem limitacdo, decantacéo, extracao liquido-
liquido, adsorgéo, e técnicas com base em membrana. Adicionalmente, butanol
pode ser isolado com o uso de destilacdo azeotrdpica, com o uso de um
arrastante (ver, por exemplo, Doherty e Malone, Conceptual Design of
Destilation Systems, McGraw Hill, Nova lorque, 2001).

[0352]A mistura de butanol-agua forma um azedtropo
heterogéneo de modo que destilagdo possa ser usada em combinagdo com
decantagdo para isolar e purificar o butanol. Nesse método, o butanol que
contém caldo de fermentacdo é destilado para proximo da composigéo
azeotrépica. Entdo, a mistura azeotropica é condensada e o butanol é
separado do meio de fermentagédo por decantacdo. A fase aquosa decantada

pode ser retornada para a primeira coluna de destilacdo como refluxo. A fase
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organica decantada rica em butanol pode ser purificada adicionalmente por
destilagdo em uma segunda coluna de destilagao.

[0353]0 butanol também pode ser isolado do meio de
fermentacdo com o uso de extragdo liquido-liquido em combinagdo com
destilacdo. Nesse método, o butanol é extraido do caldo de fermentacdo com o
uso de extracdo liquido-liquido com um solvente adequado. A fase orgéanica
qgue contém butanol é destilada, entédo, para separar o butanol do solvente.

[0354] Destilagdo em combinagdo com adsorgdo também pode
ser usada para isolar butanol do meio de fermentacao. Nesse método, o caldo
de fermentacdo que contém o butanol € destilado para proximo da composigao
azeotropica e, entdo, a agua restante é removida por uso de um adsorvente, tal
como tamises moleculares (Aden et al., Lignocellulosic Biomass to Etanol
Process Design and Economics Ultilizing Co-Current Dilute Acid Prehydrolysis
and Enzymatic Hydrolysis for Corn Stover, Relatério NREIJTP-510-32438,
National Renewable Energy Laboratory, junho de 2002).

[0355] Adicionalmente, destilacio em combinacdo com
pervaporagao pode ser usado para isolar e purificar o butanol do meio de
fermentacdo. Nesse método, o caldo de fermentacdo que contém o butanol é
destilado para préximo da composicéo azeotrdpica, e entdo, a dgua restante é
removida por pervaporacao através de uma membrana hidrofilica (Guo et al., J.
Membr. Sci. 245, 199 a 210 (2004)).

[0356] Remocéao de produto in situ (ISPR) (também referido como
fermentacdo extrativa) pode ser usada para remover butanol (ou outro alcool
fermentativo) do vaso de fermentacdo conforme o mesmo é produzido, que
permite, desse modo, que 0 microorganismo produza butanol em rendimentos
altos. Um método para ISPR para remover alcool fermentativo que foi descrito
na técnica € extracéo liquido-liquido. Em geral, em relacdo a fermentacao de

butanol, por exemplo, 0 meio de fermentacdo, que inclui o microorganismo, é
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colocado em contato com um agente de extragdo organico em um momento
antes da concentracdo de butanol alcancar um nivel téxico. O agente de
extracdo organico e o meio de fermentacdo formam uma mistura bifasica. O
butanol se partilha na fase de agente de extragcdo orgéanico, que diminui a
concentragdo na fase aquosa que contém o microorganismo, que limita, desse
modo, a exposicao do microorganismo ao butanol inibidor.

[0357] A extracéao liquido-liquido pode ser realizada, por exemplo,
de acordo com os processos descritos na Publicagdo de Pedido de Patente n°.
U.S. 2009/0305370, a revelagdo do qual é incorporada pelo presente
documento em sua totalidade. Publicagdo de Pedido de Patente n°. U.S.
2009/0305370 descreve meétodos para produzir e recuperar butanol de um
caldo de fermentacdo com o uso de extracdo liquido-liquido, sendo que os
métodos compreendem a etapa de colocar em contato o caldo de fermentacéo
com um agente de extracdo imiscivel em agua para formar uma mistura de
duas fases que compreende uma fase aquosa e uma fase organica.
Tipicamente, o agente de extragdo pode ser um agente de extragcdo organico
selecionado do grupo que consiste de C12 a CG22 alcoois graxos saturados,
monoinsaturados, poli-insaturados (e misturas dos mesmos), C12 a C22 acidos
graxos, ésteres de C12 a C22 &acidos graxos, C12 a C22 aldeidos graxos, e
misturas dos mesmos. O(s) agente(s) de extracdo para ISPR podem ser
agentes de extracdo nao alcodlicos. O agente de extracdo de ISPR pode ser
um agente de extragdo organico exdégeno tal como alcool oleilico, alcool
beenilico, alcool cetilico, alcool laurilico, alcool miristilico, alcool estearilico, 1-
undecanol, &cido oleico, &cido laurico, acido miristico, acido estedrico, miristato
de metila, oleato de metila, undecanal, aldeido laurico, 20-metilundecanal, e
misturas dos mesmos.

[0358]Em algumas realizacdes, o éster pode ser formado por

colocar em contato o alcool em um meio de fermentacdo com um acido
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carboxilico (por exemplo, acidos graxos) e um catalisador capaz de esterificar o
alcool com o &cido carboxilico, conforme descrito na Publicagdo de Pedido n°
PCT. WO/2011/159998, que é incorporado no presente documento por
referéncia em sua totalidade. Em tais realizagbes, o &cido carboxilico pode
servir como um agente de extragdo de ISPR em que os ésteres de alcool se
partiiham. O acido carboxilico pode ser suprido ao vaso de fermentacdo e/ou
derivado da biomassa que supre carbono fermentavel alimentado ao vaso de
fermentacdo. Lipidios presentes na matéria-prima podem ser cataliticamente
hidrolisados em acido carboxilico, e 0 mesmo catalisador (por exemplo,
enzimas) pode esterificar o acido carboxilico com o alcool. O catalisador pode
ser suprido a matéria-prima antes da fermentacao, ou pode ser suprido ao vaso
de fermentacdo antes ou contemporaneamente com o suprimento da matéria-
prima. Quando o catalisador é suprido ao vaso de fermentacdo, ésteres de
alcool podem ser obtidos por hidrélise dos lipidios em &cido carboxilico e
esterificacdo substancialmente simultdnea do acido carboxilico com butanol
presente no vaso de fermentacdo. Acido carboxilico e/ou 6leo nativo nao
derivado da matéria-prima também podem ser alimentados ao vaso de
fermentacdo, sendo que o 6leo nativo € hidrolisado em &cido carboxilico.
Qualquer acido carboxilico n&o esterificado com o alcool pode servir como
parte do agente de extracdo de ISPR. O agente de extracdo que contém
ésteres de alcool pode ser separado do meio de fermentacao, e o alcool pode
ser recuperado do agente de extracdo. O agente de exiracdo pode ser
reciclado para o vaso de fermentagdo. Assim, no caso de produgéo de butanol,
por exemplo, a conversao do butanol em um éster pode reduzir a concentragao
de butanol livre no meio de fermentacdo, que protege o microorganismo do
efeito téxico de aumentar concentracdo de butanol. Adicionalmente, grdo néo
fracionado pode ser usado como matéria-prima sem separacdo de lipidios no

mesmo, uma vez que os lipidios podem ser cataliticamente hidrolisados em
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acido carboxilico, que diminui, desse modo, a taxa de acumulo de lipidios no
agente de extracao de ISPR.

[0359] Remocédo de produto in situ pode ser executada em um
modo de batelada ou um modo continuo. Em um modo continuo de remocéao
de produto in situ, produto é continuamente removido do reator. Em um modo
de batelada de remocéao de produto in situ, um volume de agente de extragéo
organico é adicionado ao vaso de fermentacdo e o agente de extracdo nao é
removido durante o processo. Para remogao de produto in situ, 0 agente de
extracdo organico pode entrar em contato com o meio de fermentag&o no inicio
da fermentacéo, que forma um meio de fermentagéo bifasico. Alternativamente,
o0 agente de extracdo organico pode entrar em contato com o meio de
fermentacado apds o microorganismo ter alcancado uma quantidade desejada
de crescimento, que pode ser determinado medindo-se a densidade Optica da
cultura. Ainda, o agente de extracdo organico pode entrar em contato com o
meio de fermentacdo em um momento em que o nivel de alcool de produto no
meio de fermentagdo alcanga um nivel pré-selecionado. No caso de producéo
de butanol de acordo com algumas realiza¢des da presente invencéo, o acido
carboxilico agente de extracdo pode entrar em contato com o meio de
fermentacdo em um momento antes da concentracdo de butanol alcancar um
nivel téxico, de modo a esterificar o butanol com o acido carboxilico para
produzir ésteres de butanol e consequentemente reduzir a concentracdo de
butanol no vaso de fermentacdo. A fase organica que contém éster pode ser
removida, entdo, do vaso de fermentacéo (e separada do caldo de fermentacéo
que constitui a fase aquosa) ap6s uma titulacdo eficaz desejada dos ésteres de
butanol ser alcangado. Em algumas realizagdes, a fase organica que contém
éster é separada da fase aquosa apds fermentacdo do acucar fermentavel

disponivel no vaso de fermentacao ser substancialmente completada.
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EXEMPLOS

[0360]A presente invengdo é definida adicionalmente nos
Exemplos a seguir. Deve ser entendido que esses Exemplos, embora indiquem
realizagdes preferidas da invengéo, sdo proporcionados por meio de ilustracdo
somente. A partir da discussdo acima e desses Exemplos, um individuo
versado na técnica pode averiguar as caracteristicas essenciais dessa
invencdo, e sem desviar do espirito e escopo da mesma, pode fazer varias
alteragdes e modificagbes da invencao para adaptar a mesma a varios usos e
condigdes.

METODOS GERAIS

[0361] Técnicas de clonagem molecular e DNA recombinante
padrdo usadas nos Exemplos sdo bem conhecidas na técnica e sdo descritas
por Sambrook, J., Fritsch, E. F. e Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989,
por T. J. Silhavy, M. L. Bennan, e L. W. Enquist, Experiments with Gene
Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1984, e por
Ausubel, F. M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing
Assoc. and Wiley-Interscience, N.Y., 1987.

[0362] Materiais e métodos adequados para a manutencao e
crescimento de culturas bacterianas também s&o bem conhecidos na técnica.
Técnicas adequadas para uso nos Exemplos a seguir podem ser encontradas

em Manual of Methods for General Bacteriology, Phillipp Gerhardt, R. G. E.

Murray, Ralph N. Costilow, Eugene W. Nester, Willis A. Wood, Noel R. Krieg e
G. Briggs Phillips, eds., American Society for Microbiology, Washington, DC,

1994, ou por Thomas D. Brock em Biotechnology: A Textbook of Industrial

Microbiology, Segunda Edicdo, Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA,
1989. Todos os reagentes, enzimas de restricdo e materiais usados para o

crescimento e manutencdo de células bacterianas foram obtidos de Aldrich
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Chemicals (Milwaukee, WI), BD Diagnostic Systems (Sparks, MD), Life
Technologies (Rockville, MD), ou Sigma Chemical Company (St. Louis, MO), a
menos que especificado de outro modo.

[0363] O significado de abreviagdes usadas é como se segue: "A"
significa Angstrom, "min" significa minuto(s), "h" significa hora(s), "ul" significa
microlitro(s), "ng/ul" significa nano grama por microlitro, "pmol/pl" significa pico
mol por microlitro, "ml" significa mililitro(s), "L" significa litro(s), "g/L" significa
grama por litro, "ng" significa nano grama, "seg" significa segundo(s), "ml/min"
significa mililitro por minuto(s), "p/v" significa peso por volume, "v/v" significa
volume por volume, "nm" significa nanometro(s), "mm" significa milimetro(s),

"cm" significa centimetro(s), "mM" significa milimolar, "M" significa molar, "g
significa grama(s), "ug" significa micrograma(s), "mg" significa miligramag(s), "g"
significa a constante de gravidade, "rpm" significa revolucbes por minuto,
"HPLC" significa cromatografia de liquido de alto desempenho, "MS" significa
espectrometria de massa, "HPLC/MS" significa cromatografia de liquido de
desempenho alto/espectrometria de massa, "EDTA" significa etilendiamina-
acido tetraacético, "dNTP" significa trifosfato de deoxinucleotideo, "°C" significa

graus Celsius, e "V" significa tenséo.

ENsAIO DE TRIAGEM DE PRODUTIVIDADE ALTA DE BIBLIOTECAS DE GENE

[0364] Triagem de produtividade alta das bibliotecas de gene de
enzimas de KARI mutantes foi realizada conforme descrito no presente
documento (com a excecao de Exemplos 16 e 21): meio de congelamento de
10x que contém 554,4 g/L de glicerol, 68 mM de (NH4)>SO4, 4 mM de MgSQsy,
17 mM de citrato de sbdio, 132 mM de KH;PO4, 36 mM de K:HPO4 foram
preparados com agua molecularmente pura e esterilizada por filiro. Meio de
congelamento foi preparado diluindo-se o meio de congelamento de 10x com o

meio de LB. Uma aliquota (200 ul) do meio de congelamento foi usada para
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cada cavidade das placas de arquivamento de 96 cavidades (n° cat3370,
Corning Inc. CGorning, NY).

[0365] Clones das placas de agar de LB foram selecionados e
inoculados nas placas de arquivamento de 96 cavidades que contém o meio de
congelamento e cresceram ao longo da noite em 37°C sem agitacdo. As placas
de arquivamento foram armazenadas, entdo, em -80°C. Cepa de E. coli
Bw25113 transformada com pBAD-HisB (Invitrogen) foi sempre usada como o
controle negativo. Os controles positivos para as bibliotecas nos Exemplos 3, 4,
e 5 s&o do tipo selvagem KARI de K9, AB1D3, AB1DS3 respectivamente.

[0366] Clones de placas de arquivamento foram inoculados nas
placas de 96 cavidades profundas. Cada cavidade continha 3,0 pl de células de
placas de arquivamento desgeladas, 200 pl do meio de LB que contém 100
Mg/ml de ampicilina e 0,02%(p/v) de arabinose como o indutor. Células foram
cultivadas ao longo da noite em 37°C com 80% umidade com agitacdo (900
rpm), colhidas por centrifugagdo (4000 rpm, 5 min em 25°C). (centrifuga
Eppendorf, Brinkmann Instruments, Inc. Westbury, NY) e a pélete de célula foi
armazenada em -20°C para analise posterior. O substrato de ensaio, (R,S)-
acetolactato, foi sintetizado conforme descrito por Aulabaugh e Schloss
(Aulabaugh e Schloss, Biochemistry, 29: 2824 a 2830, 1990). Todos os outros
produtos quimicos usados no ensaio foram adquiridos junto a Sigma.

[0367] A conversao enzimatica de acetolactato para a,B-dihidroxi-
isovalerato por KARI foi seguida medindo-se o desaparecimento do cofator,
NADPH ou NADH, da reacdo em 340 nm com o uso de um leitor de placa
(Molecular Device, Sunnyvale, CA). A atividade foi calculada com o uso do
coeficiente de extingdo molar de 6220 M cm™ para ou NADPH ou NADH. As
solugcbes mée usadas foram: KoHPO4 (0,2 M); KH2PO4 (0,2 M); EDTA (0,5 M);
MgCl, (1,0 M); NADPH (2,0 mM); NADH (2,0 mM) e acetolactato (45 mM).
Sendo que os 100 ml de tampéao de reacao (pH 6,8) contém: 2,0 ml de KoHPOQy,
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3,0 ml de KH2,PQyq4, 4,0 ml de MgCl,, 0,1 ml de EDTA e 90,9 ml de agua foram
preparados.

[0368]Péletes de célula congelada em placas de cavidade
profunda e BugBuster foram aquecidos em temperatura ambiente por 30 min
ao mesmo tempo. Cada cavidade de placas de ensaio de 96 cavidades foi
preenchida com 120 pl do tampao de reacdo e 20 yl de NADH (2,0 mM). 75 pl
de 50% BugBuster (v/v em agua) foram adicionados a cada cavidade apéds
aquecimento de 30 min e células foram suspensas com o uso de agitador de
placa. As placas foram incubadas em temperatura ambiente por 20 min. Uma
aliquota (15 a 25 pl dependendo da atividade esperada) de lisato de célula foi
transferida para cada cavidade de placas de ensaio de 96 cavidades.
Absorbéancia de 340 nm foi relatada como base, 16 yl de acetolactato (4,5 mM,
diluidos com o tampao de reacdo) foram adicionados a cada cavidade e
misturados com agitacdo pelo leitor de placa. Absorbancia de 340 nm foi
relatada em 0, e 10 a 30 minutos dependendo da atividade esperada apds adicao
de substrato. A diferenca em absorbancia (antes e apds adicdo de
substrato) foi usada para determinar a atividade dos mutantes. Mutantes
com atividade de KARI maior comparados ao controle positivo foram
selecionados para retriagem.

[0369]O0 numero de clones submetidos a triagem para as
bibliotecas em Exemplo 1, 2 e 3 sdo de cerca de 12.000, 12.000 e 92
respectivamente. Os maiores atuantes de cada biblioteca foram submetidos a
triagem novamente como descrito abaixo como ensaio secundario.

ENsAIO SECUNDARIO DE MUTANTES ATIVOS

[0370]Células que contém mutantes selecionados identificados
por triagem de produtividade alta (acima) foram cultivadas ao longo da noite,
em 37°C, em 3,0 ml do meio de LB que contém 100 pg/ml de ampicilina e

0,025%(p/v) de arabinose como o indutor com agitacdo em 250 rpm. As células
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foram aliquotadas, entdo, em placas de 96 cavidades profundas (200 pl por
cavidade) e colhidas por centrifugagcdo em 4.000 xg por 5 min em temperatura
ambiente. 75 pl de 50% BugBuster (v/v em &gua) foram adicionados a cada
cavidade e células foram suspensas com o uso de agitador de placa. As placas
foram incubadas em temperatura ambiente por 20 min. Uma aliquota (15 a 25
ul dependendo da atividade esperada) de lisato de célula foi transferida para
cada cavidade de placas de ensaio de 96 cavidades, que contém 120 ul do
tampéo de reacdo e 20 pl de NADH (2,0 mM) por cavidade. Absorbancia em
340 nm foi relatada como base, 16 pl de acetolactato (4,5 mM, diluidos com o
tampéo de reacdo) foram adicionados a cada cavidade e misturados com
agitacdo pelo leitor de placa. Absorbancia em 340 nm foi relatada em 0, e 5 a
10 minutos dependendo da atividade esperada apds adicdo de substrato. A
diferenca de absorbancia (antes e apds adicdo de substrato) foi usada para
determinar a atividade dos mutantes. Mutantes com atividade de KARI maior
comparados ao controle positivo foram selecionados para caracterizacédo
adicional.

MEDICAO DE CONSTANTES DE MiICHAELIS DE NADH E NADPH

[0371] Atividade de enzima KARI pode ser medida de modo
rotineiro por oxidagcdo de ADH ou NADPH conforme descrito acima, entretanto,
para medir a constante de Michaelis (Ky) para essa formacéo de nucleotideos
de piridina do produto de 2,3-dihidroxiisovalerato foi medida diretamente com o
uso de HPLC/MS.

[0372] Concentragdo de proteina de extrato de célula bruto de
células lisadas de Bugbuster (conforme descrito acima) foi medida com o uso
do reagente de ensaio de proteina de BioRad (BioRad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA 94547). Entre 0,2 e 1,0 microgramas de proteina de extrato bruto
foi adicionada a um tampao de reacdo que consiste em MOPS KOH 100 mM,

pH 6,8, MgCl, 10 mM, EDTA 1 mM, de glicose-6-fosfato 1 mM (Sigma-Aldrich),
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0,2 unidade de desidrogenase de glicose-6-fosfato de Leuconostoc
mesenteroides (Sigma-Aldrich), e varias concentragdes de NADH ou NADPH, a
um volume de 90 pL. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 10 pyL de [S]-
acetolactato em uma concentracéo final de 2,5 mM e um volume final de 100
bL. Apés incubacdes de 10 min em 30°C, a reagéo foi resfriada bruscamente
retirando-se 50 pyL da mistura de reacao e adicionando-se os mesmos a 150 pL
de 0,1% de acido formico. Para medir o Ky de NADH e NADPH, as
concentracdes usadas foram 0,0003, 0,001, 0,003, 0,01, 0,03, 0,1, 0,3 e 1 mM.

[0373] Para analisar 2,3-dihidroxiisovalerato, 2 pL da mistura de
reagao resfriada bruscamente por acido férmico foram injetadas em um Waters
Acquity HPLC equipado com espectrémetro de massa de Waters SQD (Waters
Corporation, Milford, MA). As condigbes de cromatografia eram: taxa de fluxo (0,5
ml/min), em uma coluna de Waters Acquity HSS T3 (2,1 mm de didmetro, 100 mm
de comprimento). Tampéao A consistia em 0,1% (v/v) em agua, Tampéao B de 0,1%
acido férmico em acetonitrila. A amostra foi analisada com o uso de 1% de tampéao
B (em tampao A) por 1 min, seguido por uma gradiente linear de 1% de tampéao B
em 1 min para 75% de tampdo B em 1,5 min. O produto de reacéo, 2,3-
dihidroxiisovalerato, foi detectado por ionizagdo em m/z=133, com 0 uso de
ionizacdo por eletropulverizacao -30 V tensdo de cone. A quantidade de produto
2,3- dihidroxiisovalerato, foi calculada por comparacéo a um padréo auténtico.

[0374] Para calcular o Ky para NADH e NADPH, os dados de taxa
para formacao de DHIV medidos em ensaios em uma concentracao fixa de S-
acetolactato (2,5 mM) foi ajustado a equacdo de Michaelis-Menten substrato
Unica, com o uso de uma regressao por quadrados minimos em Microsoft
Excel, assumindo saturar a concentracao de acetolactato.

CONSTRUCAO DE PLASMIDEOS PYZ058, PLH550. PLH556, E PLH702

[0375]pY2058 (KARI de pHR81-P¢yp1-AlsS-PiLvs-levedura; SEQ ID

NO: 176) foi derivado de pYZ090 (KARI de pHR81-P¢yp1-AlsS-Pis-lactis; SEQ
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ID NO: 195). pYZ090 foi cortado com enzimas Pmel e Sfil, e ligado com
produto de PCR de KARI de levedura. O produto de PCR foi amplificado de
DNA genbmico de cepa de Saccharomyces cerevisiae BY4741 (Research
Genetics Inc.) com 0 uso de iniciador superior 5'-
catcatcacagtttaaacagtatgttgaagcaaatcaacttcggtgg-3' (SEQ ID NO: 272) e
iniciador inferior 5'- ggacgggccctgcaggccttattggtttictggtctcaactttctgac-3' (SEQ ID
NO: 273), e digerido com enzimas Pmel e Sfil. pYZ058 foi confirmado por
sequenciamento.

[0376]pLH550 (pHR81-PCUP1-AlsS-PILV5-Pf5.KARI, SEQ ID
NO: 175) foi derivado de pYZ058 (SEQ ID NO: 176). O gene Pf5.KARI de tipo
selvagem foi amplificado por PCR com 0OT1349 (5'-
catcatcacagtttaaacagtatgaaagtttictacgataaagactgcgacc-3'; SEQ ID NO: 177) e
OT1318 (5'-gcacttgataggcctgcagggccttagtictiggctttgtcgacgattttg- 3'; SEQ 1D NO:
178), digerido com enzimas Pmel e Sfil e ligado com corte de vetor de pYZ058
com Pmel e Sfil. O vetor gerado, pLH550, foi confirmado por sequenciamento.

[0377]1pLH556 (SEQ ID NO: 138; FIGURA 4) foi derivado de
pLH550 digerindo-se o vetor com enzimas Spel e Notl, e ligando-se com um
ligante recozido de OT1383 (5'-ctagtcaccggtggc-3', SEQ ID NO: 179) e OT1384
(5'-ggcecgecaccggtga-3', SEQ ID NO: 180) que contém sequéncias
protuberantes para sitios de Spel e Notl. Essa etapa de clonagem elimina o
gene AlsS e um grande fragmento do promotor de PCUP1, com 160 bp de
sequéncia a montante residual que nao é funcional. pLH556 foi confirmado por
sequenciamento.

[0378] pHR81::ILV5p-K9D3 (pLH702, SEQ ID NO: 181) foi
derivado de pLH556. O gene de KARI mutante de K9DS3 foi excisado de vetor
pBAD-K9D3 com o uso de enzimas Pmel e Sfil, e ligado com pLH556 em sitios
de Pmel e Sfil, que substitui o gene Pf5.KARI com o gene K9D3. O vetor

construido foi confirmado por sequenciamento.
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EXEMPLO 1

CoNSTRUCAO DE CEPAS DE ViA DE IsoBUTANOL DE LEVEDURA QUE CONTEM VARIOS

GENES DE KARI

[0379] Para identificar polipeptideos que tém atividade de KARI e
desempenho em producdo de isobutanol de levedura, triagem de
biodiversidade de genes de codificacdo de KARI de varias espécies
bacterianas e fungicas foi executada. Os genes de KARI foram otimizadosp or
cédon com base em preferéncias de cédon de genes de Saccharomyces
cerevisiae foram indicados na Tabela 10. Para cada gene de KARI, um sitio de
restricdo de Pmel e 3 bp (AGT) adicionais foram adicionados a terminacéo 5'
com a sequéncia 5'-GTTTAAACAGT-3' (SEQ ID NO: 136) antes do cédon de
inicio ATG, e um sitio de restricdo de Sfil foi adicionado a terminacédo 3' com a

sequéncia 5'-GGCCCTGCAGGCC-3' (SEQ ID NO: 137). Todos os genes de

KARI foram sintetizados por GenScript USA Inc. (Piscataway, NJ). Cada gene
de KARI foi subclonado em vetor pHR81-Pgypi-AlsS-Py5-Pf5.1Iv5 (SEQ ID NO:
175) por meio dos sitios de Pmel e Sfil (Ilv5 codifica para cetol-acido
redutoisomerase de levedura). Esse vetor contém dois cassetes de expressao:
gene de acetolactato sintase (AlsS) de Bacillus subtilis sob o promotor de
CUP1 de levedura, e gene llv5 de levedura controlador pelo promotor de IIv5.
Anadlise de sequéncia foi realizada para confirmar as sequéncias de gene de
KARI.

[0380]Os vetores de KARI de pHR81-PCUP1-AlsS-Plys que
carregam os genes de KARI foram co-transformados com pLH468 (pRS423-
Prea1-DHAD- Prpps-kivD-Pgpmi-nADH1; SEQ ID NO: 139) na cepa hospedeira
BP1 135 (PNY1505; Exemplo 8) (CEN.pk 113-7D delta ura3::loxP delta his3
delta pdc6 delta pdc1::ilvD.Sm delta pdc5::sadB delta gpd2::loxP delta fra2). Os
transformantes de levedura foram selecionados em placas de meio de retirada

minima (SE-Ura- His, 2% de etanol) ap6s 5 a 7 dias em 30°C, e rerriscados em
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SE-Ura-His para obter remendos de célula apés incubacéo de 3 dias adicional.
Os remendos de célula foram usados para agitar inoculagéo de frasco.
EXEMPLO 2

TRIAGEM DA CoLECAO DE DIVERSIDADE DE KARI PARA PRODUCAO DE ISOBUTANOL

[0381]Os varios genes de KARI foram avaliados com base em
suas "produtividades eficazes" em levedura. A produtividade eficaz foi
determinada apbés certo periodo de crescimento sob condicbes
progressivamente limitadas de oxigénio (por exemplo, 48 h). A biomassa de
levedura foi calculada com a suposicao de que 1 ODgpo de células de levedura
€ equivalente a 0,3 g/L.

[0382] As cepas de via de isobutanol de levedura que carregam
varios genes de KARI foram inoculadas em 10 mL de meio de SEG-Ura,His
com 0,2% de glicose e 0,2% de etanol, e cultivo de modo aerdbico ao longo da
noite em 30°C, a cerca de 2 OD. As culturas foram centrifugadas e uma porcao
das células foram suspensas em SEG-Ura,His (2% de glicose, 1% de etanol)
para um ODegpo inicial de 0,4 em 25 mL de volume total em um 125 mL de
frasco de agitacdo. Os frascos de agitacdo foram fechados com uma tampa
plastidea sélida de atarraxar, e as culturas foram cultivadas sob condicdes
progressivamente limitadas de oxigénio no frasco sob troca de ar e oxigénio
minima com o ambiente externo. Apdés incubacao de 48 h em 30°C, 250 RPM,
as culturas foram removidas para medicdo de ODgpo e analise de HPLC para
medir produgéo de isobutanol.

[0383]Dos genes de KARI submetidos a triagem, conforme
mostrado abaixo, multiplos tiveram titulagdes de isobutanol comparavel ou
melhor que KARI de Lactococcus lactis. Em particular, o clone de KARI K9
(Anaerostipes caccae DSM 14662) apresentou uma tritagem de isobutanol alta

e produtividade de isobutanol eficaz, conforme medido apdés 48 h de
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crescimento sob condi¢cdes progressivamente limitadas de oxigénio (Tabela

10).

TABELA 10. TITULACOES DE ISOBUTANOL E PRODUTIVIDADES EFICAZES DE CEPAS DE

PRODUCAO DE ISOBUTANOL DE LEVEDURA QUE CARREGAM VARIOS GENES DE KARI

MEDIDOS APOS 48 H DE CRESCIMENTO SOB CONDICOES PROGRESSIVAMENTE LIMITADAS DE

OXIGENIO EM FRASCOS DE AGITACAO EM 30°C.

SEQ ID NO:
(acido réuclrei%o) * orodutividade d
segs de acido . rodutividade de
Clone de KARI nucleico de All isggﬁgﬁg (d?L) isobutanol eficaz | Organismo fonte
exceto LTS e S2 9 (9/9)
sao otimizadas por
codon
Bifidobacterium
B3KO01 ("K1") 140, 141 2,6 4,1 angulatum DSM
20098
Bifidobacterium
B3K02("K2") 142, 143 3,5 3,7 dentium ATCC
27678
Anaerostipes
B3K09 ("K9") 26, 27 4,3 5,2 caccae DSM
14662
" " Enterococcus
B3K25("K25") 375, 376 3,6 4.4 gallinarum EG2
Streptococcus
B3K26 ("K26") 381, 382 4,4 3,2 thermophilus
LMD-9
Lactococcus
eman lactis subsp.
B3K29 ("K29") 377, 378 4,1 3,3 cremoris
MG1363
Lactococcus
LTS 379, 380 2,7 3,1 lactis
Clostridium
B3KO07 ("K7") 274,275 3,7 2,8 beijerinckii
NCIMB 8052
Zymomonas
S2 276, 277 3,6 1,5 mobilis

EXEMPLO 3

ANALISE DE ENzIMA KARI DAs CEPAS DE VIA DE IsoBUTANOL DE LEVEDURA

[0384]IpOHA (acido N-isopropil oxalilhidroxdmico) é um imitador
de um intermediario de reacdo para a reacdo catalisada pela enzima KARI. E
um inibidor de ligacao forte que se liga ao sitio ativo da enzima KARI. A sintese
de IpOHA e sua ligacéao forte a KARI de E. coli é descrita em literatura (A.

Aulabaugh e J. V. Schloss, Biochemistry, 1990, 29, 2824 a 2830). Seu uso para
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titulagcdo em sitio ativo ndo foi relatado anteriormente. IpOHA foi sintetizado de
['“Cl-oxalato de acordo com literatura.

[0385]As culturas de levedura do Exemplo 2 foram colhidas e
analisadas para atividades de enzima KARI. 25 mL das culturas foram
peletizados e resuspensos em 10 mL de Tris-HCI5S0 mM, pH 7,5. As células
foram centrifugadas novamente para remover o tampéao e as péletes de célula
sdo armazenadas em - 70C. As péletes de célula foram resuspensas em 1
mL de Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, e sonicadas. Extratos de célula brutos
soluveis foram usados para realizar os ensaios de enzima. Uma porgao de
enzima foi incubada com um excesso molar de ['“C]-IpOHA, e
concentracdes de saturacdo de NAD(P)H e Mg?*. Pelo fato de que um
complexo sensivel a diluicdo, reversivel, se forma primeiro, concentragdes
de extrato foram mantidas altas, para favorecer complexacdo e reduzir,
assim, o tempo necessario para formacdo complexa forte. Pelo fato de que
nao foi conhecido a priori quanto tempo precisaria para cada KARI formar o
complexo forte, dois pontos de tempo foram tomados para cada amostra
para verificar que os resultados confirmam. No término do tempo de
incubacgado, pequenas moléculas foram separadas de moléculas de proteina
por ultrafiltracdo com o uso de Microcon® (Millipore Inc., Billerica, MA), e a
fracdo de peso molecular alta foi contada. A concentracdo de KARI na
amostra em ou pM ou mg/ml foi recalculada a partir do '*C dpm, dos
volumes, e do peso molecular de subunidade de KARI. Um ensaio de
enzima de tempo fixo foi executado concorrentemente, e os dados foram
usados para calcular U/ml. A atividade especifica foi calculada dividindo-se
U/ml por mg/ml para uma amostra proporcionada. A suposicao feita era que
atividade completa e a habilidade para ligar IpOHA s&o estritamente
correlacionadas. As atividades especificas das enzimas de KARI assim

medidas sao listadas na Tabela 11. A atividade de KARI em "Unidades por
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mgq" representa a atividade por miligrama de enzima KARI como quantificado
com o uso do ensaio de IpOHA. Concentracdo de proteina total foi
determinada pelo método de Bradford, e o nivel de expressdo de KARI é
calculado dividindo-se quantidade de enzima KARI pela quantidade de
proteinas celulares soluveis totais.

TABELA 11. ATIVIDADES DE ENZIMA KARI MEDIDA PELO ENSAIO DE IPOHA

Clone de KARI | Atividade de KARI U/mg | 7 9€ protena total de Organismo
Bifidobacterium
B3KO01 ("K1") 0,56 21 angulatum DSM
20098
neon Bifidobacterium
B3K02('K2") 0,44 28 dentium ATCC 27678
"eaqn Anaerostipes caccae
B3K09 ("K9") 2,4 15 DSM 14662
" " Enterococcus
B3K25("K25") 1,3 21 gallinarum EG2
neoan Streptococcus
B3K26 ("K26") 15 17 thermophilus LMD-9
Lactococcus lactis
B3K29 ("K29") 1,6 14 subsp. cremoris
MG1363
LTS 0,8 23,0 Lactococcus lactis
EXEMPLO 4

CoNSTRUCAO DE UmA BIBLIOTECA DE GENE DE SATURACAO DE SiTiO PARA

IDENTIFICAR VARIANTES CoM O Uso DE NADH Com K, MENOR QUE Do TiPO

SELVAGEM

[0386] Para construir o vetor de expressao bacteriana com base
em pBAD para KARI DE K9, o gene de KARI de K9 (sintetizado por Genscript,
Piscataway, NJ) foi subclonado em vetor pBAD-ps-JEA1 (SEQ ID NO: 905) por
meio dos sitios de Pmel e Sfil. A cetol-acido redutoisomerase (KARI) de
Anaerostipes caccae (chamado de KARI de K9) foi usado para a construgédo de
biblioteca. Uma biblioteca de gene foi construida com o uso dos kits
comercialmente disponiveis, polinucleotideo quinase de T4 (PNK) (USB
Corporation, Cleveland, Ohio, n° 70031 Z) e ChangJT Multiple Mutation Site
Directed Mutagenesis Kit (USB Corporation, Cleveland, Ohio, n° 78480).
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[0387]Os oligonucleotideos (K9_56_58_060210f:
GAAGGANNKAAANNKTGGAAGAGAGC, SEQ ID NO. 144; e
K9 _56_58_060210r: GCTCTCTTCCAMNNTTTMNNTCCTTC, SEQ ID NO:
145) foram sintetizados por Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville 1A).
Os mesmos eram primeiramente fosforilados por T4 PNK. Em curta, uma
mistura de reacao de 30 pl continha: 3,0 pl de tampéo de 10x T4 PNK suprido
com o kit, 4,0 upl de iniciador (cerca de 35 uM), 0,8 pl de mistura de ATP 100
mM, 0,6 ul de T4 PNK e 22 ul de 4gua. A mistura de reacéo foi incubada em
37°C por 1,0 hr e T4 PNK foi, entdo, desativado em 65°C por 20 min.

[0388] Os Iniciadores fosforilados foram diretamente usados,
entdo, para a reacdo de PCR subsequente para introduzir as mutagdes em dois
sitios em tipo selvagem de KARI de K9 com o uso do kit. Em curta, uma
mistura de reacdo de 30 ul continha: 3,0 uyl de tampédo de reagdo de 10x
suprido com o kit, 3,0 ul de iniciador direto fosforilado e iniciador reverso, 2,0 ul
de tipo selvagem de KARI de K9 (50 ng/ul), 1,2 ul de enzima de ChangJT e
17,8 pl de agua. Essa mistura de reacéo foi colocada em tubos de PCR com
capacidade para 200 pl de cavidade fina e o programa de reacdo de PCR a
seqguir foram usados para o PCR: A temperatura de inicio era de 95°C por 2
min seguido por 30 ciclos de aquecimento/resfriamento. Cada ciclo consistiu
em 95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, e 68°C por 20 min. Na conclusédo da
ciclizacdo de temperatura, as amostras foram mantidas em 68° C por 25 min
adicionais, e, entdo, mantidas em 4°C para processamento posterior. A reacédo
de PCR foi limpa com o uso do kit de limpeza de DNA de Zymo (Zymo
Research Corporation, Orange CA, #D4004). DNA foi eluido para fora de
membrana com o uso de 84 pl de agua. O modelo de DNA foi removido com
Dpn | (Promega, Madison WI, #R6231) em 37°C por 3 hr (mistura de reacao: 10
ul de tampéo de reacéo de 10x, 1,0 ul de BSA, 6,0 pl de Dpn | e 83 ul de DNA
de PCR limpo). O DNA digerido por Dpn | foi limpo novamente com kit de
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limpeza de DNA de Zymo e digerido novamente com Dpn | para remover
completamente o0 modelo de DNA (mistura de reacdo: 1,5 yl de tampao de
reacao de 10x, 0,15 pl de BSA, 0,85 pl de Dpn | e 83 yl de DNA de PCR limpo).
A mistura de reagédo foi diretamente usada para transformar uma cepa de
eletrocomponente de E. coli Bw25113(AilvC) (descrito na Patente n°. U.S.
8.129.162, que € incorporada no presente documento por referéncia em sua
totalidade) com o uso de um BioRad Gene Pulser Il (Bio-Rad Laboratories Inc.,
Hercules, CA). Os clones transformados foram riscados em placas de agar que
contém o meio de LB e 100 uyg/ml de ampicilina (Cat#L1004, Teknova Inc.
Hollister, CA) e incubados em 37°C ao longo da noite. Clones foram
submetidos a triagem para atividade com o uso de NADH. K para as variantes
foi medido (Tabela 12).
TABELA 12
[0389] Valores cinéticos para variantes de KARI de K9 em extratos

de E. coli, conforme determinado por meio de ensaios de formac&o de DHIV

SEQ ID NO: Kt (M)
Mutante (acido nucleico, Mutagoes Kwm (uM) (NADH) M
N (NADPH)
aminoacido)
K9 Wt 26, 27 326 0,2
AB1D1 28, 29 S56A 164 1
495B5 30, 31 S56A/S58H 44 4
AB1D3
(também 32, 33 S56A/S58d 38 9
referido como
IIK9D3">
AB1G9
(tambem 34,35 S56AS58E 47 23
referido como
"K9G9")

EXEMPLO 5
Construcado de bibliotecas de gene de saturagdo de sitio para
reduzir Ky para NADH
[0390]Com base no trabalho com KARI de Pseudomonas
fluorescens (KARI de PF5) posicdes 24, 33, 61, 80, 156 e 170 foram alvejadas

como alvos de mutagénese para KARI de K9. Através de alinhamento de
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sequéncia multipla (MSA) entre KARI de PF5 e KARI de K9 (Figura 2), as
posi¢des correspondentes séo 30, 39, 67, 86, 162, e 176.

[0391]Para identificar mais alvos de mutagénese, MSA de
enzimas de KARI existentes (K1, K2, K7, K9, K25, K26, L. Lactis e S2),
determinados para produzir isobutanol em uma cepa de butanologen (ver
outros exemplos) foi usado para identificar mais alvos de mutagénese.
Posicoes 41, 87, 131, 191, 227, e 246 foram selecionadas como alvos de
mutagénese.

[0392] As posi¢cdes de alvejamento de oligonucleotideos 30, 39,
41, 67, 86, 87, 131, 162, 176, 191, 227, e 246 foram comercialmente
sintetizadas por Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville 1A) (Tabela 13).
Oito pares de posi¢des de alvo de oligonucleotideos 30, 67, 131, 162, 176, 191,
227, e 246 foram usados para gerar Megalniciadores com o0 uso de Supermix
de Invitrogen (Cat#10572-014, Invitrogen, Carlsbad, CA). Para cada reacao de
PCR, um par de Iniciadores, qualquer combinacao de um iniciador direto e um
iniciador reverso que codifica posi¢cées diferentes daqueles oito pares de
oligonucleotideos (por exemplo, K9_30_1011 10f e K9_67_101110r), foi usado.
H& no total »s ou 56 combinagdes. Uma mistura de reacdo de 25 ul continha:
22,5 yl de solucédo de Supermix, 1,0 ul de iniciador direto e 1,0 pl de iniciador
reverso, 0,5 ul de modelo de DNA AB1 D3 (50 ng/ul). A mistura foi colocada em
um tubo de 200 pl de cavidade fina para a reacdo de PCR em um equipamento
de gradiente de Mastercycler (Brinkmann Instruments, Inc. Westbury, NY). As
condigdes a seguir foram usadas para a reacdo de PCR: A temperatura de
inicio era de 95°C por 1,0 min seguido por 35 ciclos de
aquecimento/resfriamento. Cada ciclo consistia em 95°C por 20 seg, 55°C por
20 seg, e 72°C por 1,0 min. Na conclusdo da ciclizagdo de temperatura, as
amostras foram mantidas em 72° C por 2,0 min adicionais, e, entdo, mantidas

aguardando recuperacdo de amostra em 4°C. O produto de PCR foi limpo com o
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uso de um kit de limpeza de DNA (N° cat D4003, Zymo Research, Orange, CA)
conforme recomendado pelo fabricante.

[0393]0Os Megalniciadores foram usados, entdo, para gerar
bibliotecas de gene com o uso do kit de mutagénese direcionada por sitio de
QuickChange Il XL (Catdlogo n° 200524, Stratagene, La Jolla CA). Uma
mistura de reacéo de 25 pl continha: 2,5 ul de tampao de reacéo de 10x, 1,0 pl
de 50 ng/ul de modelo, 20,5 uyl de Megainiciador, 0,5 pl de mistura de dNTP 40
mM, 0,5 ul de pfu-ultra DNA polimerase. Exceto pelo Megainiciador e os
modelos, todos os reagentes usados aqui foram supridos com o kit indicado
acima. Essa mistura de reacdo foi colocada em um tubo de PCR de
capacidade para 200 ul de cavidade fina e as reagdes a seguir foram usadas
para o PCR: A temperatura de inicio era de 95°C por 30 seg seguida por 25
ciclos de aquecimento/resfriamento. Cada ciclo consistiu em 95°C por 30 seg,
55°C por 1 min, e 68°C por 6 min. Na conclusdo da ciclizagdo de temperatura,
as amostras foram mantidas em 68° C por 8 min adicionais, e, entdo, mantida
em 4°C para processamento posterior. A mistura de reacdo de PCR foi
processada com enzima de restricdo de Dpn | igual a aquela usada no
Exemplo 4.

[0394] Os oligonucleotideos K9_37&39_101110f,
K9_37&39_101110r e K9 _86&87_101110f, K9 86&87_101 110r foram
diretamente usados, entdo, para gerar bibliotecas de gene com o uso do kit de
mutagénese direcionada por sitio de QuickChange Il XL. Duas misturas de
reacdo de 25 pl para os dois conjuntos de oligonucleotideo, cada mistura de
reagao de 25 pl continha: 2,5 yl de tampé&o de reagéo de 10x, 1,0 ul de 50 ng/pl
de modelo, 1,0 yl de iniciador direto, 1,0 pl de iniciador reverso, 0,5 ul de
mistura de dNTP 40 mM, 0,5 pl de pfu-ultra DNA polimerase e 18,5 ul de 4gua.
O programa de PCR e o processamento de Dpn | subsequente sdo os

mesmos.
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[0395] A mistura de DNA processada por Dpn | foi limpa com o

uso de kit de limpeza de DNA de Zymo seguindo o protocolo do fabricante. O

DNA limpo foi usado para transformar uma cepa de eletrocomponente de E.

coli 10 Bw25113 (AilvC) com o uso de um BioRad Gene Pulser Il (Bio-Rad

Laboratories Inc., Hercules, CA). Os clones transformados foram riscados em

placas de agar que contém o meio de LB e 100 ug/ml de ampicilina

(Cat#L1004, Teknova Inc. Hollister, CA) e incubados em 37°C ao longo da

noite. Clones foram submetidos a triagem para atividade aprimorada com o uso

de NADH. Ky para os mutantes aprimorados foi medido (Tabela 14).

TABELA 13: INICIADORES

Posigédo(bes)
alvejada(s) de
KARI de K9

Iniciadores

30

K9_30_101110f: gactatcgccgttatcggtNNKggtictcaaggtcac SEQ ID NO: 146
K9 _30_101110r: GTGACCTTGAGAACCMNNACCGATAACGGCGATAGTC SEQ
ID NO: 147

67

K9 67_101110f: gagctgaagaacaaggtNNKgaagtctacaccgetge SEQ ID NO: 148
K9 67 _101110r: GCAGCGGTGTAGACTTCMNNACCTTGTTCTTCAGCTC SEQID
NO: 149

131

K9_131_101110f: caaaggacgttgatgtcNNKatgatcgctccaaag SEG ID NO: 150
K9 _131_101110r: CTTTGGAGCGATCATMNNGACATCAACGTCCTTT SEQ ID
NO: 151

162

K9_162_101110f: gctgtcgaacaagacNNKactggcaaggctitg SEQ ID NO: 152
K9 _162_101110r: CAAAGCCTTGCCAGTMNNGTCTTGTTCGACAGC SEQ ID NO:
153

176

K9_176_101110f: gctttggcctacgettaNNKatcggtggtgctagage SEQ ID NO: 154
K9 _176_101110r: GCTCTAGCACCACCGATMNNTAAAGCGTAGGCCAAAGC
SEQ ID NO: 155

191

K9 191_101110f: gaaactaccttcagaNNKgaaactgaaaccgac SEQ ID NO: 156
K9 191 101110r: GTCGGTTTCAGTTTCMNNTCTGAAGGTAGTTC SEQ ID NO:
157

227

K9_227_101110f: gccggttacgacccaNNKaacgcttacttcgaatg SEQ ID NO: 158
K9 227 101110r: CATTCGAAGTAAGCGTTMNNTGGGTCGTAACCGGC SEQ ID
NO: 159

246

K9_246_101110f: gttgacttgatctacNNKtctggtttctccggtatge SEQ ID NO: 160
K9 246 101110r: GCATACCGGAGAAACCAGAMNNGTAGATCAAGTCAAC SEQ
ID NO: 161

39, 41

K9 37&39 101110f: gttctcaaggtcacgctNNKgccNNKaatgctaaggaatcc SEQ ID NO:
162

K9 37&39 101110r:
GGATTCCTTAGCATTMNNGGCMNNAGCGTGACCTTGAGAAC SEQ II NO: 163

86, 87

K9_86&87_101110f: gacatcattatgatcttgNNKNNKgatgaaaagcagge SEQ ID NO: 164
K9 86&87_101110r: GCCTGCTTTTCATCMNNMNNCAAGATCATAATGATGTC
SEQ ID NO: 165
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TABELA 14
[0396] Lista de alguns mutantes com seus valores de Ky medidos
Mutante (éiiEig rlllaclll\le(i)c.o, Mutagdes '(<’\’\‘AA(B|\|'A|§ (K‘“A[g“m)
aminoacido)
AO749 38, 39 S56A/S58D/I86T/N87P 15 7
AO7B5 36, 37 S56A/S58D/186V/N87P 8 4
AO7H8 40, 41 S56A/S58D/N87P 8 6
AO7D8 42,43 S56A/S58D/T131C/T191S 26 6
AO7F7 44, 45 S56A/S58D/T131V/T191A 28 7
AO7H7 46, 47 S56A/S58D/T131S 29 8

EXEMPLO 6

CoNsTRUCAO DE UMA BIBLIOTECA COMBINATORIA PARA DiMINUI Ky, PARA NADH

[0397]Com base nos resultados de mutagénese (Exemplo 4),
T131L, T131A, T131V, T131M, T131C, T191D, T191C, T191S, e T191G séo
considerados como mutacdes benéficas para aprimorar Ky para NADH. Uma
biblioteca combinatéria para introduzir essas mutagdes benéficas em AO7B5
foi feita.

[0398] Todos o0s oligonucleotideos foram sintetizados pela
Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville 1A). Os mesmos foram
primeiramente fosforilados por T4 PNK. Em curta, um mistura de reagao de 20
Ml continha: 2,0 yl de tampéo de 10x T4 PNK suprido com o kit, 2,85 ul de
iniciador (cerca de 35 pM, 0,6 ul de mistura de ATP 100 mM, 0,4 ul de T4 PNK
e 14,15 ul de agua. A mistura de reacéo foi incubada em 37°C por 1.0 hr e T4
PNK foi, entdo, desativado a 65°C por 20 min.

[0399]0s Iniciadores fosforilados foram diretamente usados,
entdo, para a reagdo de PCR subsequente para introduzir as mutagées em
dois sitios em AO7B5 com o uso do kit. Em curta, um 50 ul mistura de
reacdo continha: 5,0 yl de tampéo de reacdo de 10x suprido com o kit, 2,5
pl de iniciador direto fosforilado (0,5 pl de cada iniciador direto mostrado na
Tabela 15), 2,5 ul de iniciador reverso (0,625 ul de cada iniciador direto

mostrado na Tabela 15), 2,5 ul de AO7B5 (50 ng/pl), 2,5 ul de enzima de
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ChangJT e 35 pl de agua. Essa mistura de reacgéo foi colocada em tubos
de PCR com capacidade para 200 pl de cavidade fina e o programa de
reacdo de PCR a seguir foram usados para o PCR: A temperatura de inicio
era de 95°C por 2 min seguida por 30 ciclos de aquecimento/resfriamento.
Cada ciclo consistia em 95°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, e 68°C por 20
min. Na conclusdo da ciclizacdo de temperatura, as amostras foram
mantidas em 68° C por 25 min adicionais, e, entdo, mantidas em 4°C para
processamento posterior. A reagdo de PCR foi limpa com o uso do kit de
limpeza de DNA de Zymo (Zymo Research Corporation, Orange CA,
#D4004). DNA foi eluido para fora de membrana com o uso de 84 ul de
agua. O modelo de DNA foi removido com Dpn | (Promega, Madison WI, n®
R6231) em 37°C por 3 hr (mistura de reacdo: 10 pl de tampao de reacéao
de 10x, 1,0 pl BSA, 6,0 pyl de Dpn | e 83 pyl de DNA de PCR limpo). O DNA
digerido por Dpn | foi limpo novamente com kit de limpeza de DNA de
Zymo e digerido novamente com Dpn | para remover completamente o
modelo de DNA (mistura de reacdo: 1,5 yl de tampao de reagcédo de 10x,
0,15 pl de BSA, 0,85 pl de Dpn | e 83 yl de DNA de PCR limpo).

[0400]A mistura de DNA processada por foi limpa com o uso
de kit de limpeza de DNA de Zymo seguindo o protocolo do fabricante. O
DNA limpo foi usado para transformar uma cepa de eletrocomponente de
E. coli Bw25113 (AilvC) com o uso de um BioRad Gene Pulser Il (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA). Os clones transformados foram riscados
em placas de agar que contém o meio de LB e 100 ug/ml de ampicilina
(Cat#L1004, Teknova Inc. Hollister, CA) e incubados em 37°C ao longo da
noite. Clones foram submetidos a triagem para atividade aprimorada com o

uso de NADH. Ky para os mutantes aprimorados foi medido (Tabela 16).
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TABELA 15. INICIADORES PARA EXEMPLO 6

Posicéo(des)

alvejadas de Iniciadores
KARI de K9
131 K9_131L_112210f: ggacgttgatgtcTTGatgatcgctcc SEQ ID NO: 166

K9_131A_112210f: ggacgttgatgtcGCAatgatcgctcc SEQ ID NO: 167
K9_131 V_112210f: ggacgttgatgtcGT Tatgatcgctcc SEQ ID NO: 168
K9_131 M_112210f: ggacgttgatgtcATGatgatcgctcc SEQ ID NO: 169
K9_131 C_112210f: ggacgttgatgtcTGAatgatcgctcc SEQ ID NO: 170

191 K9_191D_112210r: GGTTTCAGTTTCGTCTCTGAAGGTAGTTTC SEQ ID NO: 171
K9_191C_112210r: GGTTTCAGTTTCGCATCTGAAGGTAGTTTC SEQ ID NO: 172
K9_191S_112210r: GGTTTCAGTTTCCGATCTGAAGGTAGTTTC SEQ ID NO: 173
K9_191G_112210r: GGTTTCAGTTTCGCCTCTGAAGGTAGTTTC SEQ ID NO: 174

TABELA 16

[0401] Lista de alguns mutantes com seus valores de Ky medidos

SEQ ID NO:
o | (4550 G | oo
aminoacido)
AWB9 52, 53 S56A/S58D/186V/N87P/T131A 10 4
AWCH 54,55 S56A/S58D/186V/N87P/T131V 9 3
AWD6 62, 63 S56A/S58D/186V/N87P/T131V/T191S 5 2
AWD10 64, 65 S56A/S58D/I186V/N87P/T131A/T191C 8 3
AWF4 56, 57 S56A/S58D/186V/N87P/N107S/T131V 7 3
AWF6 58, 59 S56A/S58D/I86V/N87P/T131V/T191D 7 2
AWG4 60, 61 S56A/S58D/I86V/N87P/T131V/T191G 6 2
AS6F1 48, 49 S56A/S58D/I86V/N87P/T131M/T191G 4 1
EXEMPLO 7

PRoDUCAO DE IsoBUTANOL A PARTIR DE VARIACOES DE KARI DE K9

[0402] As variantes a seguir de KARI de K9 foram geradas
conforme descrito acima.
TABELA 17

As VARIANTES DE KARI E Os VETORES DE EXPRESSAO DE LEVEDURA

CORRESPONDENTES
Nomes Nome de Localizagdes de mutagao de ponto de nucleotideo Posicdes de
de vetor de mutagao de
clone levedura 166 168 172 173 174 aminodacido
KARI PHR81-
de WT Pllvs- T T T C C S56, S58
K9 KARI-K9
PHR81-
ABiGg | PO G G G A G S56A, S58E
KARI-K9. ’
G9
49585 | FHR81- G T C A T S56A, S58H
Pllv5-




167/323

Nomes Nome de Localizagdes de mutagéao de ponto de nucleotideo Posigoes de
de vetor de mutagao de
clone levedura 166 168 172 173 174 aminoacido
KARI-K9.
B5
PHR81-
Pliv5-
KARI-K9.
D3
PHR81-
Pliv5-
KARI-K9.
D1

AB1D3 G T G A T S56A, S58D

AB1D1 G T T C C S56A

[0403]Os plasmideos de expressao de levedura foram feitos por
subclonagem dos genes de KARI variantes de vetores de E.coli (pBAD.KARI)
em vetor pLH556 de pHR81-Pliv5-Pf5.KARI (Figura 4, SEQ ID NO: 138) em
sitios de Pmel e Sfil. Cepas de via de levedura foram feitas em hospedeiro
PNY2204 (MATa ura3A:loxP his3A pdc6A pdci1A:P[PDC1]-DHADIJilvD_Sm-
PDC1t-pUC19-loxP-kanMX-loxP-P[FBA1]-ALS|alsS_Bs-
CYC1tpdc5A::P[PDC5]-ADH|sadB_Ax-
PDC5tgpd2A::loxPfra2Aadh1A::UAS(PGK1)P[FBA1]-kivD_LI(y)-ADH1t;
Exemplo 13) cotransformando-se os vetores de KARI como plasmideo de via
#1, e pBP915 (pRS423-Prgai-DHAD-Pgpmi-hADH1 ; SEQ ID NO: 182) como
plasmideo de via #2. Transformantes foram remendados para 0 mesmo meio
que contém 2% de glicose e 0,1% de etanol como fontes de carbono. Trés
remendos foram testados para producdo de isobutanol sob condicdes
microaerdbicas em recipientes de soro. Um clone que foi transformado com
pBP915 e o plasmideo pLH702 que expressa K9D3 foi designado PNY1910.

[0404]Colbnias de levedura da transformacao em placas de SE-
Ura-His apareceram apés 5 a 7 dias. As col6nias foram remendadas em placas
de SE-Ura-His extemporaneas, incubadas em 30°C por 3 dias. As células
remendadas foram inoculadas em 25 mL de meio de SEG-Ura,His com 0,2%
de glicose e 0,2% de etanol e cultivadas aerobicamente por 1 a 2 dias em
30°C, para 2 a 3 OD. As células foram centrifugadas e resuspensas em 1 mL

de meio de SEG-Ura.His (2% de glicose, 0,1% de etanol, 10 mg/L de
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ergosterol, MES 50 mM, pH 5,5, 30 mg/L de tiamina, 30 mg/L de &cido
nicotinico). Uma quantidade calculada de células foi transferida para 45 mL de
volume total do mesmo meio para um OD=0,2 inicial em um recipiente de soro
de 60 mL, com o topo fechado fortemente por um amassador. Essa etapa foi
concluida na biocapa regular em ar. Os recipientes de soro foram incubados
em 30C, 200 rpm por 2 dias. Em 48 h, as amostras foram removidas para
andlise de OD e HPLC de glicose, isobutanol e intermediarios de via.
Amostras de 24 h foram tomadas em uma camara anaerébica para manter
a condicdo anaerbbica nos recipientes de soro. Na fase inicial da
incubacédo de 48 h, o ar presente no espago de cabecgote (~15 mL) e o
meio liquido sdo consumidos pelas células de levedura em crescimento.
Apds o oxigénio no espaco de cabecote ser consumido, a cultura se torna
anaerbdbica. Portanto, esse experimento inclui comutar condicbes de
aerdbica para condicdes anaerdbicas e limitantes de oxigénio.

[0405] Das quatro variacdes de K9, AB1G9 e AB1D3 produziram
titulagbes de isobutanol relativamente altas, enquanto 495B5 e AB1D1 tiveram
tritagem menor. Cepa de KARI de K9 de tipo selvagem produziu a menor
tritagem. Embora sem desejar ser ligado por teoria, é acreditado que a tritagem
menor € devido ao equilibrio deslocado de NADH e NADPH quando células
sdo comutadas de condicdes aerdbicas para anaerdbica. Por essa anélise
racional, sob condi¢cdes anaerdbicas, disponibilidade e concentragdo de NADH
aumentaram significativamente, que favorece as enzimas de KARI variantes
que usam NADH. Com base na andlise cinética, mutantes de AB1G9 ("K9G9")
e AB1D3 ("K9D3") tém Ky relativamente alto para NADPH (23 & 9,2 uM), em
adicdo a seu Ky relativamente baixo para NADH (47 & 38 uM). Como
comparacdo, Kys do 495B5 e do AB1D1 sédo 2,5 e 1,1 uM respectivamente
para NADPH, e Ky do wt K9 é 0,10 uM. O Ky de NADH baixo de AB1G9 e de
AB1Dg3, juntamente com o Ky de NADPH alto de AB1G9 e AB1D3 podem ter
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levado a utilizagdo de NADPH reduzida sob condicbes anaerdbicas, e
utilizacdo de NADH relativamente alta. Como evidéncia, AB1G9 e AB1 D3 tém
acumulacao de glicerol menor (isobutanol:glicerol = 3,3) comparado a 495B5 e
AB1D1 (2 a 3). A relagdo de isobutanol;glicerol é para o tipo selvagem, K9 é
1:1 sob a mesma condicdo de aerdbica para anaerdbica comutada.
TABELA 18

[0406] Propriedades cinéticas de K9 enzimas de KARI de K9 de

tipo selvagem e variantes, e tritagem de isobutanol e produtividade medida de

experimento de comutagdo de aerdbico para anaerdbico em recipientes de

SOro.
Produtividade
Vmax de Vmax de .
Nomes de Km NADPH Kw (NADH) NADH Isobutanol dg isobutanol
clone (NADPH) (U/mg) (U/mg) g/L eficaz (g/g de
g 9 células)
KARIK%E wT 0,19 2,0 326 1,5 0,9 3,1
AB1G9 23 2,4 47 2,0 3,4 10,5
495B5 3,5 25 44 1,9 2,2 9,2
AB1D3 9,2 2,1 38 1,9 3,3 10,8
AB1D1 1,1 2,8 164 2.1 2,3 9,5
EXEMPLO 8

COoNSTRUCAO DE CEPAS BP1135 (PNY1505) E PNY1507 DE SACCHAROMVCES

CEREVISIAE E DERIVADOS PRODUTORES DE ISOBUTANOL

[0407]Esse exemplo descreve construcdo de cepas BP1135 e
PNY1507 de Saccharomyces cerevisiae. Essas cepas foram derivadas de
PNY1503 (BP1064). PNY1503 foi derivado de CEN.PK 113-7D (CBS 8340;
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) Fungal Biodiversiry Centre,
Holanda). BP1135 contém uma delagéo adicional do gene FRA2. PNY1507 foi
derivado de BP1135 com delagéo adicional do gene ADH1, com integracao do
gene kivD de Lactococcus lactis, otimizado em cddon para expressao em
Saccharomyces cerevisiae, no local de ADH1.

[0408] Delegdes/integracbes foram criadas por recombinacao

homéloga com fragmentos de PCR que contém regides de homologia a
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montante e a jusante do gene alvo e o gene URA3 para selegao de
transformantes. O gene URAS3 foi removido por recombinacao homologa para
criar uma delegéo/integragédo sem marca.

[0409]0 procedimento de delecéo/integracdo sem marca foi
adaptado de Akada et al., Yeast, 23:399, 2006. Em geral, O cassete de PCR
para cada delecao/integracao foi feito combinando-se quatro fragmentos, A-B-
U-C, e o gene a ser integrado clonando-se os fragmentos individuais em um
plasmideo antes de o cassete inteiro ser amplificado por PCR para o
procedimento de delecdo/integracdo. O gene a ser integrado foi incluido no
cassete entre fragmentos A e B. O cassete de PCR continha um carcador
selecionavel/contrasselecionavel, URA3 (Fragmento U), que consiste no gene
CEN.PK 113-7D URAS3 nativo, junto com o promoter (250 bp a montante do
gene URA3) e regibes de terminacado (150 bp a jusante do gene URAS3).
Fragmentos A e C (cada um com aproximadamente 100 a 500 bp de
comprimento) corresponderam as sequéncias imediatamente a montante da
regido alvo (Fragmento A) e a 3' sequéncia da regido alvo (Fragmento C).
Fragmentos A e C foram usados para integragdo do cassete no cromossomo
por recombinagdo homologa. Fragmento B (500 bp de comprimento)
correspondeu aos 500 bp imediatamente a jusante da regido alvo e foi usado
para excisdo do marcador de URA3 e Fragmento C do cromossomo por
recombinacdo homdloga, como uma repeticido direta da sequéncia que
corresponde a Fragmento B foi criada mediante integracdo do cassete no
Cromossomo.

DELECAO DE FRA2

[0410]A delecdo de FRA2 foi projetada para deletar 250
nucleotideos da 3' terminagdo da sequéncia de codificacdo, que deixa os
primeiros 113 nucleotideos da sequéncia de codificacdo de FRAZ intactos. Um

cbédon de terminacdo em estrutura estava presente 7 nucleotideos a jusante da
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delecdo. Os quatro fragmentos para o cassete de PCR para a delecdo de
FRAZ2 sem marca foram amplificados com o uso de Phusion High Fidelity PCR
Master Mix (New England BioLabs; Ipswich, MA) e DNA genémico de CEN.PK
113-7D como modelo, preparado com um kit de Gentra Puregene Yeast/Bact
(Qiagen; Valencia, CA). Fragmento A de FRA2 foi amplificado com iniciador
oBP594 (SEQ ID NO. 183) e iniciador o0BP595 (SEQ ID NO: 184), que contém
uma 5' extremidade com homologia a 5' terminacédo de Fragmento B de FRA2.
Fragmento B de FRA2 foi amplificado com iniciador oBP596 (SEQ ID NO: 185),
que contém uma 5' extremidade com homologia a 3' terminagéo de Fragmento
A de FRA2, e iniciador oBP597 (SEQ ID NO: 186), que contém uma 5'
extremidade com homologia a 5' terminagdo de Fragmento U de FRAZ2.
Fragmento U de FRA2 foi amplificado com iniciador oBP598 (SEQ ID NO: 187),
que contém uma 5' extremidade com homologia a 3' terminagéo de Fragmento
B de FRA2, e iniciador oBP599 (SEQ ID NO: 188), que contém uma 5'
extremidade com homologia a 5' terminacdo de Fragmento C de FRA2.
Fragmento C de FRA2 foi amplificado com iniciador oBP600 (SEQ ID NO: 189),
que contém uma 5' extremidade com homologia a 3' terminagdo de Fragmento
U de FRAZ2, e iniciador oBP601 (SEQ ID NO: 190). Produtos de PCR foram
purificados com um kit de PCR Purification (Qiagen). Fragmento AB de FRA2
foi criado sobrepondo-se PCR misturando-se Fragmento A de FRA2 e
Fragmento B de FRA2 e amplificando-se com Iniciadores oBP594 (SEQ ID NO:
183) e OBP597 (SEQ ID NO: 186). Fragmento UC de FRA2 foi criado
sobrepondo-se PCR misturando-se Fragmento U de FRA2 e Fragmento C de
FRA2 e amplificando-se com Iniciadores oBP598 (SEQ ID NO: 187) e oBP601
(SEQ ID NO: 190). Os produtos de PCR resultantes foram purificados em um
gel de agarose seguido por um kit de Gel Extraction (Qiagen). O cassete ABUC
de FRA2 foi criado sobrepondo-se PCR misturando-se Fragmento AB de FRA2
e Fragmento UC de FRA2 e amplificando-se com Iniciadores oBP594 (SEQ ID
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NO:183 e 0BP601 (SEQ ID NO:190). O produto de PCR foi purificado com um
kit de PCR Purification (Qiagen).

[0411]Células competentes de PNY1503 foram feitas e
transformadas com o cassete de PCR ABUC de FRA2 com o uso de um kit de
Frozen-EZ Yeast Transformation Il (Zymo Research; Orange, CA). Misturas de
transformacao foram plaqueadas em meio completo sintético sem uracil
complementado com 1% de etanol em 30°C. Transformantes com um nocaute
de fra2 foram submetidos a triagem por PCR com Iniciadores oBP602 (SEQ ID
NO: 191) e 0BP603 (SEQ ID NO: 192) com o uso de DNA gen6mico preparado
com um kit de Gentra Puregene Yeast/Bact (Qiagen). Um transformante correto
foi cultivado em YPE (extrato de levedura, peptona, 1% de etanol) e plagueado
em meio completo sintético que contém acido 5-fluoro-orético (0,1%) em 30°C
para selecionar isolados que perderam o marcador de URA3. A delecdo e
remocado de marcador foram confirmadas por PCR com Iniciadores oBP602
(SEQ ID NO:191) e oBP603 (SEQ ID NO:192) com o uso de DNA gendmico
preparado com um kit de Gentra Puregene Yeast Bact (Qiagen). A auséncia do
gene FRAZ2 do isolado foi demonstrada por um resultado de PCR negativo com
o uso de Iniciadores especificos para a sequéncia de codificacdo deletada de
FRA2, oBP605 (SEQ ID NO: 193) e oBP606 (SEQ ID NO: 194). O isolado
correto foi selecionado como cepa CEN.PK 113-7D MATa ura3A::loxP his3A
pdc6A pdci1A::P[PDC1]-DHADIilvD_Sm-PDC1t pdc5A::P[PDC5]-ADH|sadB_Ax-
PDC5t gpd2A::loxP fra2A e designado como PNY1505 (BP1135).

[0412] Essa cepa foi transformada com plasmideos de via de
isobutanol (pYZ090, SEQ ID NO. 195) e pLH468 (SEQ ID NO. 139), e um clone
foi designado BP1 168 (PNY1506).

[0413]pYZ090 (SEQ ID NO: 195) foi construido para conter um
gene quimérico que tem a regido de codificacdo do gene alsS de Bacillus

subtilis (posicdo nt 457-2172) expresso do promotor CUP1 de levedura (nt 2-
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449) e seguido pela terminagdo CYC1 (nt 2181-2430) para expressédo de ALS,
e um gene quimérico que tem a regido de codificagdo do gene ilvC de
Lactococcus lactis (nt 3634-4656) expresso do promotor ILV5 de levedura
(2433-3626) e seguido pela terminacéo ILV5 (nt 4682-5304) para expressao de
KARI.

DELECAO DE ADH1 E INTEGRACAO DE KivD LL(Y)

[0414] O gene ADH1 foi deletado e substituido por a regidao de
codificacdo de kivD de cdédon de Lactococcus lactis otimizado para expressao
em Saccharomyces cerevisiae. O cassete sem marca para a delecdo de ADH1-
integracdo de kivD_Ll(y) foi primeiramente clonado em plasmideo pUC19-
URA3MCS, conforme descrito em Pedido n°. U.S.61/356379, depositado em 18
de junho de 2010, incorporado no presente documento por referéncia. O vetor
tem base em pUC19 e contém a sequéncia do gene URA3 de Saccharomyces
cerevisiae CEN.PK 113-7D situado dentro de um sitio de clonagem multipla
(MCS). pUC19 contém o replicado de pMB1 e uma codificacdo de gene para
beta-lactamase para réplica e selecdo em Escherichia coli. Adicionalmente a
sequéncia de codificacdo para URA3, as sequéncias de montante (250 bp) e
jusante (150 bp) desse gene estédo presentes para expressdo do gene URA3 em
levedura. O vetor pode ser usado para propésitos de clonagem e pode ser usado
como um vetor de integracéo de levedura.

[0415] A regido de codificacdo de kivD de cddon de Lactococcus
lactis otimizado para expressdao em Saccharomyces cerevisiae foi amplificada com
o uso de pLH468 (SEQ ID NO: 139) como modelo com iniciador oBP562 (SEQ ID
NO: 197), que contém um sitio de restricdo de Pmel, e iniciador oBP563 (SEQ ID
NO: 198), que contém uma 5' extremidade com homologia a 5' terminacado de
Fragmento B de ADH1. Fragmento B de ADH1 foi amplificado de DNA
gendmico preparado conforme acima com iniciador oBP564 (SEQ ID NO: 199),

que contém uma 5' extremidade com homologia a 3' terminagéo de kivD_Ll(y),
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e iniciador oBP565 (SEQ ID NO:200), que contém um sitio de restricdo de Fsel.
Produtos de PCR foram purificados com um kit de PCR Purification (Qiagen).
Fragmento B de kivD_LI(y)-ADH1 foi criado sobrepondo-se PCR misturando-se
os produtos de PCR de kivD_LI(y) e de Fragmento B de ADH1 e amplificando-
se com Iniciadores 0BP562 (SEQ ID NO: 197) e oBP565 (SEQ ID NO:200). O
produto de PCR resultante foi digerido com Pmel e Fsel e ligado com T4 DNA
ligase nos sitios correspondentes de pUC19-URA3MCS apéds digestdo com as
enzimas apropriadas. Fragmento A de ADH1 foi amplificado de DNA genémico
com iniciador oBP505 (SEQ ID NO:201), que contém um sitio de restricédo de
Sacl, e iniciador 0BP506 (SEQ ID NO:202), que contém um sitio de restrigcdo
de Ascl. O produto de PCR de Fragmento A de ADH1 foi digerido com Sacl e
Ascl e ligado com T4 DNA ligase nos sitios correspondentes do plasmideo que
contém Fragmento B de kivD_LI(y)-ADH1. Fragmento C de ADH1 foi
amplificado de DNA genbémico com iniciador oBP507 (SEQ ID NO:203), que
contém um sitio de restricdo de Pad, e iniciador oBP508 (SEQ ID NO:204), que
contém um sitio de restricdo de Sall. O produto de PCR de Fragmento C de
ADH1 foi digerido com Pad e Sall e ligado com T4 DNA ligase nos sitios
correspondentes do plasmideo que contém Fragmento A de ADH1-Fragmento
B de kivD_LI(y)-ADH1. O promoter hibrido UAS(PGK1)-Pggas foi amplificado de
vetor pPRS316- UAS(PGK1)-Pegai-GUS (SEQ ID NO:209) com iniciador oBP674
(SEQ ID NO:205), que contém um sitio de restrigdo de Ascl, e iniciador oBP675
(SEQ ID NO:206), que contém um sitio de restricdo de Pmel. O produto de
PCR de UAS(PGK1)-Prgas foi digerido com Ascl e Pmel e ligado com T4 DNA
ligase nos sitios correspondentes do plasmideo que contém Fragments ABC de
kivD_LI(y)-ADH1. Todo o cassete de integracdo foi amplificado do plasmideo
resultante com Iniciadores oBP505 (SEQ ID NO:201) e oBP508 (SEQ ID
NO:204) e purificado com um kit de PCR Purification (Qiagen).
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[0416] Células competentes de PNY1505 foram feitas e
transformadas com o cassete de PCR de ADH1-kivD_LI(y) construido acima
com o uso de um kit de Frozen-EZ Yeast Transformation Il (Zymo Research).
Misturas de transformagéo foram plagueadas em meio completo sintético sem
uracil complementado com 1% etanol em 30°C. Transformantes foram
cultivados em YPE (1% etanol) e plaqueados em meio completo sintético que
contém acido 5-fluoro-orético (0,1%) em 30°C para selecionar isolados que
perderam o marcador de URAS. A delecao de ADH1 e integragéo de kivD_Ll(y)
foram confirmados por PCR com Iniciadores externos oBP495 (SEQ ID
NO:207) e 0BP496 (SEQ ID NO:208) e com iniciador especifico de kivD _Ll(y)
oBP562 (SEQ ID NO: 197) e iniciador externo oBP496 (SEQ ID NO:208) com o
uso de DNA gendmico preparado com um kit de Gentra Puregene Yeast/Bact
(Qiagen). O isolado correto foi selecionado como cepa CEN.PK 113-7D MATa
ura3A::loxP his3A pdc6A pdc1A::P[PDC1]-DHAD|ilvD_Sm-
PDC1tpdc5A::P[PDC5]- ADH|sadB_Ax-PDC5t gpd2A::loxP fra2/A
adh1A::UAS(PGK1)P[FBA1]- kivD_LI(y)-ADH1t e designado como PNY1507
(BP1201). PNY1507 foi transformado com plasmideos de via de isobutanol
pYZ090 (SEQ ID NO: 195) e pBP915 (SEQ ID NO: 182) e a cepa resultante foi
chamada PNY1513.

CoNSTRUCAO Do VETOR PRs316-UAsS(PGK1)-FBA1P-GUS

[0417]Para clonar um cassete UAS(PGK1)-FBA1p (SEQ ID NO:
766, primeiramente um de promoter FBA1 (FBA1p) de 602 bp foi amplificado
por PCR a partir de DNA gendmico de CEN.PK com Iniciadores T-FBA1 (Sall)
(SEQ ID NO:767) e B-FBA1 (Spel) (SEQ ID NO:768), e clonado em sitios de
Sall e Spel no plasmideo pWS358-PGK1p-GUS (SEQ ID NO:769) apds o
promoter PGK1p ter sido removido com uma digestdo por Sall/Spel do
plasmideo, que rende pWS358-FBA1p-GUS. O plasmideo pWS358-PGK1p-
GUS foi gerado inserindo-se um PGK1p e fragmentos de DNA de gene beta-
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glucuronidase (GUS) no sitio de clonagem mudltipla de pWS358, que foi
derivado de vetor pRS423 (Christianson et al., Gene, 110:119 a 122, 1992). Em
segundo lugar, o plasmideo pWS358-FBA1p-GUS resultante foi digerido com
Sall e Sacl, um fragmento de DNA que contém um promoter FBA1p, gene
GUS, e terminacao FBAt purificado com gel, e clonado em sitios de Sall/Sacl
em pRS316 para criar pRS316-FBA1p-GUS. Em terceiro lugar, um fragmento
de DNA de 118 bp que contém uma sequéncia de ativacdo a montante (UAS)
localizada entre posi¢des -519 e -402 a montante da estrutura de leitura aberta
de 3-fosfoglicerato quinase (PGK1), nomeadamente UAS(PGK1), foi
amplificado por PCR a partir de DNA gendmico de CEN.PK com Iniciadores T-
U/PGK1 (Kpnl) (SEQ ID NO:770) e B-U/PGK1 (Sall) (SEQ ID NO:771). O
produto de PCR foi digerido com Kpnl e Sall e clonado em sitios de Kpnl/Sall
em pRS316-FBA1p-GUS para criar pRS316- UAS(PGK1)-FBA1p-GUS.
EXEMPLO 9

CELULAS DE HOSPEDEIRO RECOMBINANTES APRIMORADAS QUE COMPREENDEM

ELIMINACAO DE ALD6

[0418]O proposito desse exemplo é descrever métodos para
modificar uma cepa hospedeira de levedura para producdo aprimorada de
isobutanol. Essas modificagdes incluem integracdo de genes que codificam
atividade de isobutiraldeido redutase e eliminacao dos genes ALD6 e YMR226¢
nativos, que codifica dependente de acetaldeido desidrogenase NADP+ e uma
desidrogenase dependente de NADPH, respectivamente.

CONSTRUCAO DE CEPA DE S. CEREVISIAE PNY2211

[0419]1PNY2211 foi construida em diversas etapas a partir de
cepa de S. cerevisiae PNY1507 (Exemplo 8) conforme descrito nos paragrafos
a seguir. Primeiramente, PNY1507 foi modificado para conter um gene de
fosfoquetolase. A seguir, um gene de acetolactato sintase (alsS) foi adicionado

a cepa, com o uso de um vetor de integracdo alvejado para sequéncias
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adjacentes ao gene de fosfoqueloase. Finalmente, recombinagcdo homéloga foi
usada para remover o gene de fosfoquetolase e sequéncias de vetor de
integracdo, que resulta em uma inser¢do sem marca de alsS na regido
intergénica entre pdc1A:.ilvD (descrita no Exemplo 12) e o gene TRX1 nativo
de cromossomo Xll. O gendtipo resultante de PNY2211 é MATa ura3A::loxP
his3A pdc6A pdci1A::P[PDC1]-DHAD|ilvD_Sm-PDC1t-P[FBA1]-ALS|alsS_Bs-
CYC1tpdc5A::P[PDC5]-ADH|sadB_Ax-PDC5tgpd2A::loxP fra2A
adh1A::UAS(PGK1)P[FBA1]-kivD_LI(y)-ADH1t.

[0420]Um cassete de gene de fosfoquetolase foi introduzido em
PNY1507 por recombinacdo homologa. A construgdo de integracéo foi gerada
como se segue. O plasmideo pRS423::CUP1-alsS+FBA-budA (anteriormente
descrito em US2009/0305363, que € incorporado no presente documento por
referéncia em sua totalidade) foi digerido com Notl e Xmal para remover o 1,8
kb de sequéncia de FBA-budA, e o vetor foi religado apdés tratamento com
fragmento de Klenow. A seguir, o promotor CUP1 foi substituido por uma
variagdo de promotor de TEF1 (variacdo de M4 anteriormente descrita por
Nevoigt et al. Appl. Environ. Microbiol. 72: 5266 a 5273 (2006), que €
incorporado no presente documento por referéncia em sua totalidade) por meio
de sintese de DNA e servigco de construgédo de vetor a partir de DNA2.0 (Menlo
Park, CA). O plasmideo resultante, pRS423::TEF(M4)-alsS, foi cortado com
Stul e Mlul (remove 1,6 kb de porcdo que contém parte do gene alsS e
terminacdo CYC1), combinado com os 4 kb de produto de PCR gerados a
partir de pRS426::GPD-xpk1+ADH-eutD (SEQ ID NO:383) com Iniciadores
N1176 (SEQ ID NO:282) e N1177 (SEQ ID NO:283) e um DNA de produto
de PCR de 0,8 kb (SEQ ID NO: 284) gerado a partir de DNA genémico de
levedura (regido de promotor ENO1) com Iniciadores N822 (SEQ ID
NO:285) e N1178 (SEQ ID NO:286) e transformado em cepa de S.
cerevisiae BY4741 (ATCC #201388); metodologia de clonagem de reparo
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de vao, ver Ma et al. Gene 58:201 a 216 (1987). Transformantes foram
obtidos plaqueando-se células em meio completo sintético sem histidina.
Montagem apropriada do plasmideo esperado (pRS423::TEF(M4)-
xpk1+ENO1-eutD, SEQ ID NO:293) foi confirmada por PCR (Iniciadores
N821 (SEQ ID NO:287) e N1115 (SEQ ID NO:288)) e por digestdo de
restricdo (Bgll). Dois clones foram subsequentemente sequenciados. O
gene TEF(M4)-xpk1 de 3,1 kb foi isolado por digestdo com Sacl e Notl e
clonado para o vetor pUC19-URAS3::ilvD-TRX1 (Clone A, cortado com Aflll).
Fragmentos de clonagem foram tratados com fragmento de Klenow para
gerar terminacdes cegas para ligacdo. Reacbes de ligacdo foram
transformadas em células Stbl3 de E. coli, que seleciona por resisténcia a
ampicilina. Insercdo de TEF(M4)-xpk1 foi confirmada por PCR (Iniciadores
N1110 (SEQ ID NO:367) e N1114 (SEQ ID NO:290)). O vetor foi
linearizado com Aflll e tratado com fragmento de Klenow. O cassete
resistente a Kpnl-Hincll geneticina (SEQ ID NO: 384) de 1,8 kb foi clonado
por ligacdo apds tratamento por fragmento de Klenow. Reagdes de ligagao
foram transformadas em células Stbl3 de E. coli, que seleciona por
resisténcia a ampicilina. Insergcdo do cassete de geneticina foi confirmada
por PCR (Iniciadores N160SeqF5 (SEQ ID NO:210) e BK468 (SEQ ID
NO:368)). A sequéncia de plasmideo é fornecida como SEQ ID NO. 291
(pUC19-URA3::pdct::TEF(M4)-xpk1::kan).

[0421]O cassete de integracdo resultante (pdci1:: TEF(M4)-
xpk1::KanMX::TRX1) foi isolado {digestdo de Ascl e Nael gerou uma banda de
5,3 kb que foi purificada por gel) e transformado em PNY1507 com o uso do
Zymo Research Frozen-EZ Yeast Transformation Kit (Cat. n°. T2001).
Transformantes foram selecionados por plaqueamento em YPE mais 50 g/ml
de G418. Integracdo no local esperado foi confirmada por PCR (Iniciadores

N886 (SEQ ID NO:211) e N1214 (SEQ ID NO:281)). A seguir, plasmideo
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pRS423::GAL1p-Cre (SEQ ID NO:271), que codifica Cre recombinase, foi
usado para remover o cassete de KanMX divido por loxP. Remoc¢ao apropriada
do cassete foi confirmada por PCR (Iniciadores oBP512 (SEQ ID NO: 337) e
N160SeqF5 (SEQ ID NO:210)). Finalmente, o plasmideo integracdo alsS
descrito no Exemplo 13, pUC19-kan:pdc1::FBA-alsS::TRX1, clone A) foi
transformado nessa cepa com o uso do marcador de selecdo de geneticina
incluido. Dois integrantes foram testados por atividade de acetolactato sintase
por transformagédo com plasmideos pYZ090AalsS (SEQ ID NO:371) e pBP915
(SEQ ID NO: 182) (transformado com o uso de Protocolo #2 em Amberg, Burke
e Strathern "Methods in Yeast Genetics" (2005)), e avaliacdo de crescimento e
producdo de isobutanol em meio que contém glicose (métodos para
crescimento e medicdo de isobutanol sdo como se segue: Todas as cepas
foram cultivadas em meio completo sintético, menos histidina e uracil que
contém 0,3% de glicose e 0,3% de etanol como fontes de carbono (10 mL de
meio em 125 mL de frascos de Erlenmeyer ventilados (VWR Cat. n°. 89095-
260). Apos incubagéao ao longo da noite (30°C, 250 rpm em um Innova®40 New
Brunswick Scientific Shaker), culturas foram diluidas novamente para 0,2 QD
(medicdo de Eppendorf BioPhotometer) em meio completo sintético que
contém 2% de glicose e 0,05% de etanol (20 ml de meio em 125 mL de frascos
de Erlenmeyer fortemente tampados (VWR Cat. n° 89095-260)). Apds
incubacdo de 48 horas (30°C, 250 rpm em um Innova®40 New Brunswick
Scientific Shaker), sobrenadantes de cultura (coletados com o uso de unidades
de filtro de tubo de centrifuga Spin-X, Costar Cat. n°. 8169) foram analisados
por HPLC por métodos descritos em Pub. de Pedido n°. U.S. 2007/0092957,
que é incorporado no presente documento por referéncia em sua totalidade)
Um dos dois clones era positivo e foi nomeado PNY2218.

[0422] PNY2218 foi tratado com Cre recombinase e os clones

resultantes foram submetidos a triagem para perda do gene xpk1 e sequéncias
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de vetor de integracdo pUC19 por PCR (Iniciadores N886 (SEQ ID NO: 211) e
N160SeqR5 (SEQ ID NO: 388)). Isso deixou somente o gene alsS integrado na
regido intergénica pdc1-TRX1 apds recombinacédo do DNA a montante de xpk1
e 0 DNA homdlogo introduzido durante insercdo do vetor de integracdo (uma
insercdo "sem marca" uma vez que sequéncias de loxP, gene marcador e vetor
sado perdidos). Embora essa recombinagcdo poderia ter ocorrido em qualquer
ponto, a integracdo de vetor aparentava ser estdvel mesmo sem selecao de
geneticina e o evento de recombinagao foi somente observado apds introducéo
da Cre recombinase. Um clone foi designado PNY221 1.

[0423]Um isolado de PNY2218 que contém os plasmideos
pYZ090AalsS e pBP915 foi designado PNY2209.

PNY1528 (INTEGRACOES DE HADH EmM PNY2211)

[0424] Delecdes/integracbes foram criadas por recombinacao
homéloga com produtos de PCR que contém regides de homologia a montante
e a jusante da regiao alvo e o gene URAS3 para selecao de transformantes. O
gene URA3 foi removido por recombinagdo homéloga para criar uma
delegao/integragcdo sem marca.

DELECAO DE YPrcA 15 E INTEGRACAO DE ADH DE FicADO DE CAVALO

[0425] O local de YPRCA15 foi deletado e substituido pelo gene
adh de figado de cavalo, otimizado por cdédon para expressdo em
Saccharomyces cerevisiae, junto com a regidao de promotor PDC5 (538 bp) a
partir de Saccharomyces cerevisiae e a regiao de terminacado ADH1 (316 bp) a
partir de Saccharomyces cerevisiae. O cassete sem marca para a delegéao de
YPRCA15-integracdo de P[PDC5]- adh_HL(y)-ADH1t foi primeiramente
clonado em plasmideo pUC19- URA3SMCS (descrito no Exemplo 8).

[0426] Fragmentos A-B-U-C foram amplificados com o uso de
Phusion High Fidelity PCR Master Mix (New England BiolLabs; Ipswich, MA) e

DNA gendémico CEN.PK 113-7D como modelo, preparados com um kit de
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Gentra Puregene Yeast Bact (Qiagen; Valencia, CA). Fragmento A de
YPRCA15 foi amplificado a partir de DNA gendmico com iniciador oBP622
(SEQ ID NO: 212), que contém um sitio de restricdo de Kpnl, e iniciador
oBP623 (SEQ ID NO: 213), que contém uma 5' extremidade com homologia a
5' terminacdo de Fragmento B de YPRCA15. Fragmento B de YPRCA15 foi
amplificado a partir de DNA gendmico com iniciador oBP624 (SEQ ID NO:
214), que contém um 5' extremidade com homologia a 3' terminacdo de
Fragmento A de YPRCA15, e iniciador oBP625 (SEQ ID NO: 215), que contém
um sitio de restricdo de Fsel. produtos de PCR foram purificados com um kit de
PCR Purification (Qiagen). Fragmento A de YPRCA15-Fragmento B de
YPRCA15 foi criado sobrepondo-se PCR misturando-se os produtos de PCR
de Fragmento A de YPRCA15 e de Fragmento B de YPRCA15 e amplificando-
se com Iniciadores 0BP622 (SEQ ID NO: 212) e 0BP625 (SEQ ID NO: 215). O
produto de PCR resultante foi digerido com Kpnl e Fsel e ligado com T4 DNA
ligase nos sitios correspondentes de pUC19-URA3MCS apds digestdo com as
enzimas apropriadas. Fragmento C de YPRCA15 foi amplificado a partir de
DNA gendmico com iniciador oBP626 (SEQ ID NO: 216), que contém um sitio
de restricdo de Notl, e iniciador o0BP627 (SEQ ID NO: 217), que contém um
sitio de restricdo de Pad. O produto de PCR de Fragmento C de YPRCA15 foi
digerido com Notl e Pad e ligado com T4 DNA ligase nos sitios
correspondentes do plasmideo que contém Fragmentos AB de YPRCA15. A
regidao de promotor PDC5 foi amplificada a partir de DNA genémico CEN.PK
113-7D com iniciador HY21 (SEQ ID NO: 218), que contém um sitio de
restricdo de Ascl, e iniciador HY24 (SEQ ID NO: 219), que contém um 5'
extremidade com homologia a 5' terminagéo de adh_HI(y). adh_HI(y)-ADH1t foi
amplificado a partir de pBP915 (SEQ ID NO: 182) com Iniciadores HY25 (SEQ
ID NO: 220), que contém um 5' extremidade com homologia a 3' terminagéo de

P[PDC5], e HY4 (SEQ ID NO: 221), que contém um sitio de restricao de Pmel.
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Produtos de PCR foram purificados com um kit de PCR Purification (Qiagen).
P[PDC5]-adh_HL(y)-ADH1t foi criado sobrepondo-se PCR misturando-se os
produtos de PCR de P[PDC5] e adh_HL(y)-ADH1t e amplificando-se com
Iniciadores HY21 (SEQ ID NO: 218) e HY4 (SEQ ID NO: 221).0 produto de
PCR resultante foi digerido com Ascl e Pmel e ligado com T4 DNA ligase nos
sitios correspondentes do plasmideo que contém Fragmentos AB de
YPRCA15C. Todo o cassete de integracao foi amplificado a partir do plasmideo
resultante com Iniciadores 0BP622 (SEQ ID NO: 212) e oBP627 (SEQ ID NO:
217).

[0427]Células competentes de PNY2211 foram feitas e
transformadas com o produto de PCR de cassete de delecdo de YPRCA15 -
integracdo de P[PDC5]-adh_HL(y)-ADH1t que usa um kit de Transformacao de
Levedura Frozen-EZ Il (Zymo Research; Orange, CA). As misturas de
transformacao foram plagueadas em meios totalmente sintéticos que nao tém
uracila suplementada com 1 % de etanol a 30 °C. Os transformantes foram
submetidos a triagem por PCR com Iniciadores na terminagédo F URAS3 (SEQ ID
NO: 222) e oBP637 (SEQ ID NO: 224). Os transformantes corretos foram
cultivados em YPE (1 % de etanol) e plagueados em meio completamente
sintético suplementado com 1 % de EtOH e que contém acido 5-fluoro-orético
(0,1 %) a 30 °C para selecionar por isolados que perderam o marcador URAS.
A delecdo de YPRCA15 e a integracédo de P[PDC5]-adh_HL(y)-ADH1t foram
confirmadas por PCR com Iniciadores externos oBP636 (SEQ ID NO: 223) e
oBP637 (SEQ ID NO: 224) pelo uso de DNA gendmico preparado com um Kit
para Levedura de DNA Gendmico (Zymo Research). Um isolado correto do
seguinte gendtipo foi selecionado para modificagdo adicional: CEN.PK 113-7D
MATa ura3A:loxP his3A pdc6A pdciA::P[PDC1]-DHAD|ilvD_Sm-PDC1t-
P[FBA1]-ALS|alsS_Bs-CYC1t pdc5A::P[PDC5]-ADH|sadB_Ax-PDC5t
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gpd2A::loxP fra2AA adh1A::UAS(PGK1)P[FBA1]-kivD_LI(y)-ADH1t
YPRCA15A::P[PDC5]- ADH|adh_HI-ADH1t.

INTEGRACAO DE ADHNO FiGADO DE CAVALO EM FRA2A

[0428]0O gene adh figado de cavalo, cdédon otimizado para
expressdo em Saccharomyces cerevisiae junto com a regido promotora de
PDC1 (870 bp) de Saccharomyces cerevisiae e a regiao terminal de ADH1 (316
bp) de Saccharomyces cerevisiae, foi integrado ao sitio da delecao fra2. O
cassete sem marcas para a integragdo fra2A- P[PDC1]-adh_HL(y)-ADH1t foi
clonada primeiro em um plasmideo pUC19-URA3MCS.

[0429]Os fragmentos A-B-U-C foram amplificados pelo uso de
Mistura Mestre PCR de Alta Fidelidade Phusion (New England BiolLabs;
Ipswich, MA) e DNA gendémico CEN.PK 113-7D como modelo preparado com
um Kit Bact/de Levedura Puregene Gentra (Qiagen; Valencia, CA). O
fragmento C de fra2A foi amplificado de DNA gen6mico com o iniciador
oBP695 (SEQ ID NO: 229) que contém um sitio de restricdo Notl e iniciador
0BP696 (SEQ ID NO: 230) que contém um sitio de restricdo Pacl. O produto de
PCR de fragmento C de fra2A foi digerido com Notl e Pacl e ligado com DNA
ligase T4 nos sitios correspondentes de pUC19-URA3MCS. O fragmento B de
fra2A foi amplificado do DNA genémico com o iniciador o0BP693 (SEQ ID NO:
227) que contém um sitio de restricdo Pmel e o iniciador oBP694 (SEQ ID NO:
228) que contém um sitio de restricdo Fsel. O produto de PCR resultante foi
digerido com Pmel e Fsel e ligado com DNA ligase T4 nos sitios
correspondentes do plasmideo que contém fragmento C de fra2A apds a
digestdo com as enzimas apropriadas. O fragmento A de fra2A foi amplificado
do DNA gendmico com o iniciador oBP691 (SEQ ID NO: 225) que contém sitios
de restricdo BamHI e AsiSl e iniciador oBP692 (SEQ ID NO: 226) que contém
sitios de restricdo Ascl e Swal. O fragmento A de produto de PCR de fra2A foi

digerido com BamHI e Ascl e ligado com DNA ligase T4 nos sitios



184/323

correspondentes do plasmideo que contém fragmentos BC de fra2A apds a
digestdo com as enzimas apropriadas. A regido promotora de PDC1 foi
amplificada de DNA genémico de CEN.PK 113-7D com iniciador HY16 (SEQ ID
NS, 231) que contém um sitio de restricao de Ascl e iniciador HY19 (SEQ ID
NO: 232) que contém uma extremidade 5' com homologia a terminagéo 5' do
adh_HI(y). adh_HIl(y)-ADH1t foi amplificada de pBP915 com Iniciadores HY20
(SEQ ID NO: 233), que contém uma extremidade 5 com homologia a
terminacdo 3” de P[PDC1] e HY4 (SEQ ID NO: 221) que contém um sitio de
restricio de Pmel. Os produtos de PCR foram purificados com um kit de
Purificagdo de PCR (Qiagen). O P[PDC1]-adh_HL(y)-ADH1t foi criado pela
sobreposicdo PCR pela mistura do P[PDC1] e do adh_HL(y)-ADH1t, os
produtos de PCR e que amplifica com Iniciadores HY16 (SEQ ID NO: 231) e
HY4 (SEQ ID NO: 221). O produto de PCR resultante foi digerido com Ascl e
Pmel e ligado com DNA ligase T4 nos sitios correspondentes do plasmideo que
contém fragmentos ABC de fra2A. O cassete de integragdo inteiro foi
amplificado a partir do plasmideo resultante com Iniciadores 0BP691 (SEQ ID
NO: 225) e 0BP696 (SEQ ID NO: 230).

[0430] Células competentes da variante PNY2211 com adh_Hl(y)
integrado em YPRCA15 foram feitas e transformadas com o produto de PCR
de cassete de integragdo fra2A- P[PDC1]- adh_HL(y)-ADH1t pelo uso de um
Kit de Transformacao de Levedura Frozen-EZ Il (Zymo Research). As misturas
de transformacdo foram plagueadas em meios totalmente sintéticos que nao
tém uracila suplementados com 1 % de etanol a 30 °C. Os transformantes
foram submetidos a triagem para PCR com Iniciadores de terminagédo F URA3
(SEQ ID NO: 222) e 0BP731 (SEQ ID NO: 235). Os transformantes corretos
foram cultivados em YPE (1 % etanol) e plagueados em meio completamente
sintético suplementado com 1 % de EtOH e que contém acido 5-fluoro-orético

(0,1 %) a 30 °C para selecionar isolados que perderam o marcador URAS. A
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integracado de P[PDC1 ]-adh_HL(y)-ADH1t foi confirmado pelo PCR de colbnia
com iniciador interno HY31 (SEQ ID NO: 236) e iniciador externo oBP731 (SEQ
ID NO: 235) e PCR com Iniciadores externos OBP730 (SEQ ID NO: 234) e
oBP731 (SEQ ID NO: 235) pelo uso de DNA gendmico preparado com um Kit
para Levedura de DNA Gendmico (Zymo Research). Um isolado correto do
seguinte gendtipo foi designado PNY1528. CEN.PK 113-7D MATa ura3A::loxP
his3A pdc6A pdci A::P[PDC1]-DHADIilvD_Sm-PDC1t-P[FBA1]-ALS|alsS_Bs-
CYC 11 pdc5A::P[PDC5]-ADH|sadB_Ax-PDC5t gpd2A::loxP fra2A::P[PDC1]-
ADH|adh_HI-ADH1t adh1A::UAS(PGK1)P[FBA1]-kivD_LI(y)-ADH1t
YPRCA15A::P[PDC5]-ADH|adh_HI-ADH1t.
PNY2237 (DELECAO DE YMR226C SEM MARCA)
[0431]0 gene YMR226¢ foi deletado da cepa PNY1528 de S.

cerevisiae pela recombinacdo homéloga pelo uso de um cassete de delecéo
sem marca linear 2,0 kb com PCR amplificado. O cassete foi construido a partir
de fragmentos com PCR amplificado unidos compreendidos do gene URAS3
junto com o promotor nativo do mesmo e terminador conforme um marcador
selecionavel, divisa de sequéncias homologas a jusante e a montante do local
cromossémico do gene YMR226¢ para promover a integracdo do cassete de
delecdo e remocgéo da sequéncia interveniente do nativo e uma sequéncia de
repeticdo para promover recombinacdo e remog¢do do marcador URAS. Os
Iniciadores PCR direto e reverso (N1251 e N1252, SEQ ID NOs: 247 e 248
respectivamente), amplificados por um cassete de expressdo de URA3 de
1.208 bp que origina de pLA33 (pUC19::loxP-URA3-loxP (SEQ ID NO: 268)).
Iniciadores direto e reverso (N1253 e N1254, SEQ ID NOs: 249 e 250
respectivamente), amplificados a uma sequéncia homéloga a jusante de 250 bp
com uma etiqueta de sequéncia de sobreposicdo URA3 3' de um preparo de
DNA gendmico da cepa PNY2211 de S. cerevisiae (acima). Iniciadores PCR

direto e reverso (N1255 e N1256, SEQ ID NOs: 251 e 252 respectivamente)
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amplificados a uma sequéncia de repeticdo de 250 bp com uma etiqueta de
sobreposicao de URA3 5' de um preparo de DNA genémico da Cepa PNY2211
de S. cerevisiae. Iniciadores PCR direto e reverso (N1257 e N1258, SEQ ID
NOs: 253 e 254 respectivamente) amplificados a uma sequéncia homdéloga a
montante de 250 bp com uma etiqueta de sequéncia de sobreposicdo de
repeticdo 5' de um preparo de DNA genbémico da Cepa PNY2211 de S.
cerevisiae.

[0432] Aproximadamente 1,5 ug do cassete amplificado de PCR
foi transformada na cepa PNY 1528 (acima) tornada competente pelo uso do Kit
de Transformacao de Levedura Congelada de Pesquisa ZYMO e a mistura de
transformacao plaqueada em SE 1,0 % de uracila e incubada a 30 °C para
selecdo de células com um cassete ymr226¢cA::URAS3 integrado. Os
transformantes que aparecem apés 72 a 96 horas sdo subsequentemente
marcados com listras curtas no mesmo meio e incubados a 30 °C por 24 a 48
horas. As listras curtas sdo submetidas a triagem para ymr226¢A::URAS3 pelo
PCR com um iniciador interno especifico de cassete de delecdo URAS voltado
para fora 5' (N1249, SEQ ID NO: 245) pareado com um iniciador especifico de
cromossomo voltado para dentro de divisa (N1239, SEQ ID NO: 243) e um
iniciador especifico de cassete de delecdo URA3 voltado para fora 3' (N1250,
SEQ ID NO: 246) pareado com um iniciador especifico de cromossomo voltado
para dentro de divisa (N1242, SEQ ID NO: 244). Uma triagem de PCR
PNY1528 ymr226¢cA::URA3 positiva resultou em produtos de PCR 5' e 3' de
598 e 726 bp, respectivamente.

[0433]Trés clones PNY1528 ymr226¢cA::URAS3 positivos foram
coletados e cultivados durante a noite em um meio de 1 % de YPE do qual 100
ul foram plaqueados em YPE 1 % + 5-FOA para remocdo de marcador. As
colénias que aparecem apés 24 a 48 horas foram submetidas a triagem PCR

para perda de marcador com Iniciadores especificos de cromossomo 5' e 3'
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(N1239 e N1242). Uma triagem de PCR sem marcador PNY1528 ymr226¢cA
positiva resultou em um produto de PCR de 801 bp. Mdltiplos clones foram
obtidos e um foi designado como PNY2237.

PNY2238 E PNY2243 (CEPAS DE DELECAO DE ALDG)

[0434]Um vetor foi projetado para substituir a sequéncia de
codificacdo ALD6 com um marcador de selecdo URAS reciclavel Cre-lox. As
sequéncias 5' e 3' de ALD6 foram amplificadas por PCR (pares de iniciador
N1179 e N1180 e N1181 e N1182 respectivamente; SEQ ID NOs: 237, 238,
239 e 240 respectivamente). Apds clonar esses fragmentos em vetores TOPO
(Invitrogen Cat. NC. K2875-J10) e sequenciamento (Iniciadores direto (SEQ ID
NO:269) e reverso (SEQ ID NO:270) M13), as divisas 5' e 3' foram clonadas
em pLA33 (pUC19:loxP::URA3::loxP) (SEQ ID NO:268) nos sitios EcoRl e
Sphl respectivamente. Cada reacdo de ligacao foi transformada em células
Stbl3 de E. coli que foram incubadas em placas Amp LB para selecdo para
transformantes. A insercao apropriada de sequéncias foi confirmada por PCR
(Iniciadores diretos M13 (SEQ ID NO: 269) e N1180 (SEQ ID NO:238) e
reversos M13 (SEQ ID NO:270) e N1181 (SEQ ID NO:239) respectivamente).

EXEmMPLO 10

PLAsMiDEOS DE ViA DE ISOBUTANOL

[0435] A finalidade desse exemplo € descrever uma construcao ou
modificacdo de plasmideos de via de isobutanol para producao de isobutanol
em cepas hospedeiras.

[0436] O pYZ067 (SEQ ID NO:374) foi construido para conter os
seguintes genes quiméricos: 1) a regido de codificacdo do gene ilvD do UA159
de S. mutans com uma etiqueta Lumio de terminal C expressa do promotor
FBA1 de levedura seguida pelo Terminador FBA1 para expressdo de
desidratase de acido dihidréxi, 2) a regidao de codificacdo para ADH de figado

de cavalo expressa a partir do promotor GPM1 de levedura seguida pelo
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terminador ADH1 para expressédo de desidrogenase de alcool e 3) a regido de
codificagdo do gene KivD de Lactococcus lactis expresso a partir do promotor
TDH3 de levedura seguida pelo terminador TDH3 para expressdo de
descarboxilase de quetoisovalerato.

[0437]O pYZ067AkivDAhADH (SEQ ID NO: 385) foi construido a
partir de pYZ067 (SEQ ID NO: 374) pela delecdo dos cassetes de terminador
de gene promotor para tanto kivD quanto adh. O pYZ067 foi digerido com
BamHI e Sacl (New England BioLabs; Ipswich, MA) e o fragmento 7934 bp foi
purificado em um gel de agarose seguido por um Kit de Extracdo de Gel
(Qiagen; Valencia, CA). O fragmento isolado de DNA foi tratado com DNA
polimerase I, Fragmento (Klenow) Grande (New England BioLabs; Ipswich, MA)
e, entdo, autoligado com DNA ligase T4 e usado para transformar Escherichia
coli TOP10 competente (Invitrogen; Carlsbad, CA). Os plasmideos dos
transformantes foram isolados e verificados pela delecdo apropriada por
analise de sequéncia. Um plasmideo isolado correto foi designado como
pYZ067AKivDAhADH.

[0438] O pYZ067AKivDAilvD (SEQ ID NO: 772) foi construido para
conter um gene quimérico que tem a regido de codificacdo do gene adh de
figado de cavalo (posigdo nt 3148-2021), cédon otimizado para expressdo em
Saccharomyces cerevisiae, expresso a partir do promotor GPM de levedura (nt
3916-3160) e seguido pelo terminador ADH1 (nt 2012-1697) para expressao de
ADH. O pYZ067DkivDDilvD foi construido a partir de pYZ067 pela delecao dos
cassetes terminadores de gene promotor tanto para kivD quanto para ilvD. O
pYZ067 foi digerido com Aatll e Sacl (New England BioLabs; Ipswich, MA) e o
fragmento 10196 bp foi purificado em um gel de agarose seguido por um Kit de
Extracdo de Gel (Qiagen; Valencia, CA). O fragmento isolado de DNA foi
tratado com DNA polimerase |, Fragmento (Klenow) Grande (New England

BioLabs; Ipswich, MA) e, entdo, autoligado com DNA ligase T4. O plasmideo
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resultante foi, entdo, digerido com NgoMIV e com BamHI (New England
BioLabs; Ipswich, MA) e o fragmento 7533 bp foi purificado em um gel de
agarose seguido por um Kit de Extragcdo de Gel (Qiagen; Valencia, CA). O
fragmento isolado de DNA foi tratado com DNA polimerase |, Fragmento
(Klenow) Grande (New England BiolLabs; Ipswich, MA) e, entdo, autoligado
com DNA ligase T4. Os plasmideos foram isolados e verificados pelas
delegbes apropriadas por analise de sequéncia. Um plasmideo isolado correto
foi designado como pYZ067DkivDDilvD.

[0439] 0 pK9G9.0OLE1 p.ilvD (SEQ ID NO: 773) derivado a partir
de pYZ090 (SEQ ID NO: 195) foi construido para conter um gene quimérico
que tem a regido de codificacdo do gene ilvD de Streptococcus mutans
(posicédo nt 5377-3641) expresso a partir do promotor OLE1 de levedura (nt
5986-5387) e seguida pelo Terminador FBA1 (nt 3632-3320) para expressao
de DHAD e um gene quimérico que tem a regidao de codificacdo da variante
K9G9 do gene ilvC de Anaerostipes caccae (acido nucléico e aminoacido SEQ
ID NOs: 774 e 647) (nt 1628-2659) expresso a partir do promotor ILV5 de
levedura (nt 427-1620) e seguido pelo Terminador ILV5 (nt 2685- 3307) para
expressao de KARI. A construcdo do plasmideo foi conforme a seguir. O gene
quimérico do plasmideo pYZ067 que tem a regido de codificacdo do gene ilvD
de Streptococcus mutans expressa a partir do promotor FBA1 de levedura e
seguida pelo Terminador FBA1 foi ligado no pYZ090 apds digestdo com
enzimas de restricdo NgoMIV e BamHI. A regido de codificacédo alsS e 280 bp
da terminagéo 3’ do promotor CUP1 foram deletados do plasmideo resultante
pela digestdo com as enzimas de restricdo Spel e Pacl e autoligada ao
fragmento de DNA grande resultante. O promotor FBA1 de levedura a
montante de ilvD foi removido do plasmideo resultante pela digestdo com as
enzimas de restricdo NgoMIV e Pmll e foi substituido pelo promotor OLE1 de

levedura amplificado com Iniciadores pOLE1-NgoMI (SEQ ID NO: 775) e
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pOLE1-Pmll (SEQ ID NO: 776). Uma regidao de codificagdo do gene ilvC de
Lactococcus lactis foi deletada do plasmideo resultante pela digestdo com
enzimas de restricdo Pmel e Sfil seguida pela purificagdo com gel do fragmento
de DNA grande. A regido de codificagdo da variante K9G9 de gene ilvC (SEQ
ID NO: 777) de Anaerostipes caccae foi digerida de pLH701 (SEQ ID NO: 778)
com Pmel e Sfil e purificada com gel. Os dois fragmentos de DNA foram
ligados para gerar pK9G9.0OLE1 p.ilvD.
EXEMPLO 11

CONSTRUCAO DE PNY2240 E PNY2242

[0440]A cepa PNY2240 foi derivada a partir de PNY2211 apds
transformacdo com plasmideos pLH702 (SEQ ID NO: 181) e pBP915 (SEQ ID
NO: 182). Os transformantes foram plagueados em meio completamente
sintético sem histidina ou uracila (1% de etanol como fonte de carbono). Os
transformantes foram remendados ao mesmo meio que contém, ao invés disso,
2% de glicose e 0,05% de etanol como fontes de carbono. Trés remendos
foram usados para inocular um meio liquido (completamente sintético menos
uracila com 0,3 % de glicose e 0,3% de etanol como fontes de carbono). Para
testar a producéo de isobutanol, culturas liquidas foram subcultivadas em um
meio completamente sintético menos uracila que contém 2% de glicose e
0,05% de etanol como fontes de carbono que também continha uma mistura de
vitamina BME (Categoria Sigma N2. B6891). As culturas foram incubadas em
recipientes de soro vedados (10 ml de meio em recipientes de 15 ml) a 30 °C
com agitacéo (250 rpm em um agitador Infors Multitron). Apds 48 horas, o meio
de cultura foi filtrado (coluna Spin-X) e analisado pelo HPLC (conforme descrito
na Publicacdo de Depésito N2 US2007/0092957 que é incorporada
inteiramente no presente documento a titulo de referéncia). Um clone foi

designado como PNY2240.
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[0441]A cepa PNY2242 foi derivada de PNY2238 apds
transformacdo com plasmideos pLH702 (SEQ ID NO: 181) e
pYZ067AKivDAhRADH (descritos no presente documento acima). Os
transformantes foram plaqueados em meio completamente sintético sem
histidina ou uracila (1 % de etanol como fonte de carbono). Os transformantes
foram remendados ao mesmo meio que contém, ao invés disso, 2% de glicose
e 0,05% de etanol como fontes de carbono. Trés remendos foram testados
para a producdo de isobutanol conforme descrita acima. Todos trés tiveram
desempenhos similares em termos de consumo de glicose e produgdo de
isobutanol. Um clone foi designado como PNY2242 e foi adicionalmente
caracterizado sob condicbes de fermentacdo conforme descrito no presente
documento abaixo.

EXEMPLO 12
CoNSTRUCAO DA CEPA BP1064 DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE (PNY1503)

[0442] A cepa BP1064 foi derivada de CEN.PK 113-7D (CBS

8340; Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) Fungal Biodiversity Centre,
Holanda) e contém dele¢cdes dos seguintes genes: URA3, HIS3, PDC1, PDC5,
PDC6 e GPD2. A BP1064 foi transformada com plasmideos pYZ090 (SEQ ID
NO: 195) e pLH468 (SEQ ID NO: 139) para criar a cepa NGCI-070 (BP1083;
PNY1504).

[0443] As delecbes que removeram completamente a sequéncia
de codificagdo inteira foram criadas pela recombinagcdo homodloga com
fragmentos PCR que contém regides de homologia a montante e a jusante do
gene alvo e ou um marcador de resisténcia G418 ou gene URAS3 para selegcéo
de transformantes. O marcador de resisténcia G418, dividido pelos sitios loxP,
foi removido pelo uso de recombinase Cre (pRS423::PGAL1-cre; SEQ ID N2.

271). O gene URAS foi removido pela recombinacdo homodloga para criar uma
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delecdo sem marca ou se dividido pelos sitios loxP foi removido pelo uso de
recombinase Cre.

DeELECAO DE URA3

[0444] Para deletar a regido de codificacdo URA3 enddgena, um
cassete de ura3::loxP-kanMX-loxP foi amplificado com PCR do modelo de DNA
pl_A54 (SEQ ID NO:386). O pLA54 contém o promotor TEF1 de K. lactis e
marcador kanMX e é dividido pelos sitios loxP para permitir a recombinacao
com recombinase Cre e remocao do marcador. O PCR foi feito pelo uso de
polimerase de DNA Phusion e Iniciadores BK505 e BK506 (SEQ ID NOs:294 e
295). A porcdo URA3 de cada iniciador foi derivada a partir da regido 5' a
montante do promotor URA3 e regido 3’ a jusante da regido de codificagdo de
forma que a integracdo do marcador loxP-kanMX-loxP resultou na substituigdo
da regido de codificacdo URAS3. O produto de PCR foi transformado em
CEN.PK 113-7D pelo uso de técnicas de genética comuns (Métodos in Yeast
Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
paginas 201 a 202) e transformantes foram selecionados em YPD que contém
G418 (100 pg/ml) a 30 °C. Os transformantes foram submetidos a triagem para
verificar integracdo correta por PCR pelo uso de Iniciadores LA468 e LA492
(SEQ ID NOs:296 e 297) e designado como CEN.PK 113-7D Aura3::kanMX.

DELECAO DE His3

[0445]10Os quatro fragmentos para o cassete de PCR para a
delecdo de HIS3 sem marca foram amplificados pelo uso de Mistura Mestre
PCR de Alta Fidelidade Phusion (New England BioLabs; Ipswich, MA) e DNA
gendmico CEN.PK 113-7D como modelo preparado com um Kit Bact/de
Levedura Puregene Gentra (Qiagen; Valencia, CA). O fragmento A de HIS3 foi
amplificado com o iniciador oBP452 (SEQ ID NO:298) e o iniciador oBP453
(SEQ ID NO:299) que contém a extremidade 5 com homologia a terminagéo 5’

do Fragmento B de HIS3. O Fragmento B de HIS3 foi amplificado com o
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iniciador oBP454 (SEQ ID NO:300) que contém uma extremidade 5 com
homologia a terminacdo 3’ do Fragmento A de HIS3 e iniciador oBP455 (SEQ
ID NO:301) que contém uma extremidade 5’ com homologia a terminagéo 5’ do
fragmento U de HIS3. O fragmento U de HIS3 foi amplificado com o iniciador
oBP456 (SEQ ID NO:302) que contém uma extremidade 5 com homologia a
terminacédo 3’ do fragmento B de HIS3 e iniciador oBP457 (SEQ ID NO:303)
que contém uma extremidade 5’ com homologia a terminagéo 5 do fragmento
C de HIS3. O Fragmento C de HIS3 foi amplificado com o iniciador oBP458
(SEQ ID NO:304) que contém uma extremidade 5 com homologia a
terminagédo 3’ do fragmento U de HIS3 e iniciador oBP459 (SEQ ID NO:305).
Os produtos de PCR foram purificados com um kit de Purificacdo de PCR
(Qiagen). O fragmento AB de HIS3 foi criado pela sobreposicdo PCR pela
mistura de Fragmento A de HIS3 Fragmento B de HIS3 e amplificacdo com
Iniciadores oBP452 (SEQ ID NO:298) e oBP455 (SEQ ID N2.301). O
Fragmento UC de HIS3 foi criado pela sobreposicdo de PCR pela mistura de
Fragmento U de HIS3 e Fragmento C de HIS3 e amplificagdo com Iniciadores
oBP456 (SEQ ID NO:302) e o0BP459 (SEQ ID NO:305). Os produtos de PCR
resultantes foram purificados em um gel de agarose seguido por um Kit de
Extracdo de Gel (Qiagen). O cassete ABUC de HIS3 foi criado pela
sobreposicao de PCR pela mistura de Fragmento AB de HIS3 e Fragmento UC
de HIS3 e amplificacdo com Iniciadores oBP452 (SEQ ID NO:298) e oBP459
(SEQ ID NO:305). O produto de PCR foi purificado com um kit de Purificagcdo
de PCR (Qiagen).

[0446] As celulas competentes de CEN.PK 113-7D Aura3::kanMX
foram feitas e transformadas com o Cassete ABUC de HIS3 de PCR pelo uso
de um Kit de Transformacdo de Levedura Frozen-EZ Il (Zymo Research;
Orange, CA). As misturas de transformagdo foram plaqueadas em meios

totalmente sintéticos que ndo tém uracila suplementada com 2% de glicose a
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30 °C. Os transformantes com um nocaute de his3 foram submetidos a triagem
por PCR com Iniciadores oBP460 (SEQ ID NO:306) e oBP461 (SEQ ID
N2.307) pelo uso de DNA gendmico preparado com um Kit Bact/de Levedura
Puregene Gentra (Qiagen). Um transformante correto foi selecionado como
uma cepa de CEN.PK 113-7D Aura3::kanMX Ahis3::URAGS.

REMOCAO DE MARCADOR KANMX DO SiTio AURA3 E REMOCAO DE MARCADOR

URrA3 Do SiTIO AHIS3

[0447]O marcador KanMX foi removido pela transformacao de
CEN.PK 113-7D Aura3::kanMX Ahis3::URA3 com pRS423::PGAL1-cre (SEQ
ID NO: 271 ,) pelo uso de um Kit de Transformacao de Levedura Frozen-EZ Il
(Zymo Research) e plagueamento em meio completamente sintético que néo
tem histidina e uracila suplementada com 2 % de glicose a 30 °C. Os
transformantes foram cultivados no YP suplementado com 1% de galactose a
30 °C por ~6 horas para induzir o Recombinase Cre e a excisdo de marcador
KanMX e plagueadas em placas YPD (2% de glicose) a 30 °C para
recuperag¢do. Um isolado foi cultivado durante a noite em YPD e plaqueado em
meio completamente sintético que contém acido 5-fluoro-orético (0,1%) a 30 °C
para selecdo por isolados que perderam o marcador URAS. Isolados
resistentes a 5-FOA foram cultivados e plaqueados em YPD para remocéo do
plasmideo pRS423::PGAL1-cre. Os isolados foram verificados para a perda do
marcador KanMX, marcador URA3 e plasmideo pRS423::PGAL1-cre pelo
cultivo para ensaio em placas YPD+G418, placas de meio completamente
sintético sem uracila e placas de meio completamente sintético sem histidina.
Um isolado correto que foi sensivel a G418 e auxotrofico para uracila e
histidina foi selecionado como a cepa CEN.PK 113-7D Aura3::loxP Ahis3 e
designado como BP857. As delegdes e remocdo de marcador foram
confirmadas por PCR e sequenciamento com Iniciadores oBP450 (SEQ ID

NO:308) e oBP451 (SEQ ID NO:309) para Aura3 e Iniciadores oBP460 (SEQ
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ID NO:306) e 0BP461 (SEQ ID NO:307) para Ahis3 pelo uso de DNA genbémico
com um Kit Bact/de Levedura Puregene Gentra (Qiagen).

DeELECAO DE PDc6

[0448]Os quatro fragmentos para o Cassete de PCR para a
delecdo de PDC6 sem marca foram amplificados pelo uso de Mistura Mestre
PCR de Alta Fidelidade Phusion (New England BiolLabs) e DNA gendmico
CEN.PK 113-7D como modelo preparado com um Kit Bact/de Levedura
Puregene Gentra (Qiagen). O fragmento A de PDC6 foi amplificado com o
iniciador oBP440 (SEQ ID NO:310) e o iniciador oBP441 (SEQ ID NO:311) que
contém uma extremidade 5’ com homologia a terminacao 5’ de fragmento B de
PDC6. O fragmento B de PDC6 foi amplificado com iniciador oBP442 (SEQ ID
NO:312) que contém uma extremidade 5 com homologia a terminagéo 3” de
fragmento A de PDC6 e iniciador o0BP443 (SEQ ID NO:313) que contém uma
extremidade 5’ com homologia a terminacdo 5’ do fragmento U de PDC6. O
fragmento U de PDC6 foi amplificado com o iniciador oBP444 (SEQ ID NO:314)
que contém uma extremidade 5’ com homologia a terminagéo 3’ do fragmento
B de PDCE6 e iniciador oBP445 (SEQ ID NO:315) que contém uma extremidade
5’ com homologia a terminacao 5’ do fragmento C de PDC6. O fragmento C de
PDC6 foi amplificado com o iniciador oBP446 (SEQ ID NO:316) que contém
uma extremidade 5’ com homologia a terminagéo 3’ do fragmento U de PDC6 e
iniciador oBP447 (SEQ ID NO:317). Os produtos de PCR foram purificados
com um kit de Purificacdo de PCR (Qiagen). O fragmento AB de PDC6 foi
criado pela sobreposicdo de PCR pela mistura de fragmento A de PDC6 e
fragmento B de PDC6 e amplificacdo com Iniciadores oBP440 (SEQ ID
NO:310) e 0BP443 (SEQ ID NO:313). O fragmento UC de PDC6 foi criado pela
sobreposicao de PCR pela mistura de fragmento U de PDC6 e fragmento C de
PDC6 e amplificacdo com Iniciadores oBP444 (SEQ ID NO:314) e oBP447
(SEQ ID NO:317). Os produtos de PCR resultantes foram purificados em um
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gel de agarose seguido por um Kit de Extracdo de Gel (Qiagen). O cassete
ABUC de PDC6 foi criado pela sobreposicdo de PCR pela mistura de
fragmento AB de PDC6 e fragmento UC de PDC6 e amplificagdo com
Iniciadores oBP440 (SEQ ID NO:310) e 0BP447 (SEQ ID NO:317). O produto
de PCR foi purificado com um kit de Purificacdo de PCR (Qiagen).

[0449] As células competentes de CEN.PK 113-7D Aura3::loxP
Ahis3 foram feitas e transformadas com o Cassete ABUC de PDC6 de PCR
pelo uso de um Kit de Transformagdo de Levedura Frozen-EZ Il (Zymo
Research). As misturas de transformagdo foram plaqueadas em meios
totalmente sintéticos sem uracila suplementados com 2% de glicose a 30 °C.
Os transformantes com um nocaute de pdc6 foram submetidos a triagem por
PCR com Iniciadores oBP448 (SEQ ID NO:318) e oBP449 (SEQ ID NO:319)
pelo uso de DNA gendmico preparado com um Kit Bact/de Levedura Puregene
Gentra (Qiagen). Um transformante correto foi selecionado como a cepa
CEN.PK 113-7D Aura3::loxP Ahis3 Apdc6::URAS3.

[0450]A CEN.PK 113-7D Aura3::loxP Ahis3 Apdc6::URA3 foi
cultivada durante a noite em YPD e plagueada em meio completamente
sintético que contém &cido 5-fluoro-orético (0,1 %) a 30 °C para selecionar
isolados que perderam o marcador URA3. A delecado e remocao de marcador
foram confirmadas pelo PCR e sequenciamento com Iniciadores oBP448 (SEQ
ID NO:318) e 0BP449 (SEQ ID NO:319) pelo uso de DNA genbémico preparado
com um Kit Bact/de Levedura Puregene Gentra (Qiagen). A auséncia do gene
PDC6 do isolado foi demonstrada por um resultado PCR negativo pelo uso de
Iniciadores especificos para a sequéncia de codificacdo de PDC6, oBP554
(SEQ ID NO:320) e oBP555 (SEQ ID NO:321). O isolado correto foi
selecionado como a cepa CEN.PK 113-7D Aura3:loxP Ahis3 Apdc6 e
designado como BP891.
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DELECAO DE PDc1 E INTEGRACAO DE ILVDSM

[0451]0 gene PDC1 foi deletado e substituido com a regido de
codificacdo ilvD de Streptococcus mutans ATCC n® 700610. O fragmento A
seguido pela regido de codificacdo ilvD de Streptococcus mutans para o
Cassete de PCR para a delegédgo de PDC1 e integracdo de ilvDSm foi
amplificado pelo uso de Mistura Mestre PCR de Alta Fidelidade Phusion (New
England BioLabs) e DNA genémico NYLA83 como modelo preparado com um
Kit Bact/de Levedura Puregene Gentra (Qiagen). O NYLA83 é uma cepa que
carrega a delecédo de PDC1 e integracdo de ilvDSm descritas na Publicagéo de
Pedido de Patente n® US2009/0305363 que é incorporada inteiramente ao
presente documento a titulo de referéncia. O fragmento A-ilvDSm de PDCH1
(SEQ ID NO:322) foi amplificado com o iniciador oBP513 (SEQ ID NO:326) e o
iniciador oBP515 (SEQ ID NO:327) que contém uma extremidade 5 com
homologia a terminagéo 5’ do fragmento B de PDC1. Os fragmentos B, U e C
para o Cassete de PCR para a delecdo de PDC1 e integracédo de ilvDSm foram
amplificados pelo uso de Mistura Mestre PCR de Alta Fidelidade Phusion (New
England BioLabs) e DNA genémico CEN.PK 113-7D como modelo preparado
com um Kit Bact/de Levedura Puregene Gentra (Qiagen). O fragmento B de
PDC1 foi amplificado com iniciador oBP516 (SEQ ID NO:328) que contém uma
extremidade 5 com homologia a terminacdo 3” do fragmento A-ilvDSm de
PDC1 e iniciador oBP517 (SEQ ID NO:329) que contém uma extremidade 5’
com homologia a terminacdo 5 do fragmento U de PDC1. O fragmento U de
PDC1 foi amplificado com iniciador oBP518 (SEQ ID NO:330) que contém uma
extremidade 5 com homologia a terminagcdo 3’ do fragmento B de PDC1 e
iniciador oBP519 (SEQ ID NO:331) que contém uma extremidade 5 com
homologia a terminagéo 5 do fragmento C de PDC1. O fragmento C de PDCH1
foi amplificado com iniciador oBP520 (SEQ ID NO:332) que contém uma

extremidade 5 com homologia a terminacdo 3’ do fragmento U de PDC1 e
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iniciador oBP521 (SEQ ID NO:333). Os produtos de PCR foram purificados
com um kit de Purificagédo de PCR (Qiagen). O fragmento A-ilvDSm-B de PDC1
foi criado pela sobreposicdo por PCR pela mistura de fragmento A-ilvDSm de
PDC1 e fragmento B de PDC1 e amplificacdo com Iniciadores oBP513 (SEQ ID
NO:326) e OBP517 (SEQ ID NO:329). O fragmento UC de PDC1 foi criado pela
sobreposicao por PCR pela mistura de fragmento U de PDC1 e fragmento C de
PDC1 e amplificagdo com Iniciadores oBP518 (SEQ ID NO:330) e oBP521
(SEQ ID NO:333). Os produtos de PCR resultantes foram purificados em um
gel de agarose seguido por um Kit de Extracdo de Gel (Qiagen). O cassete
PDC1 A-ilvDSm-BUC (SEQ ID NO:323) foi criado pela sobreposi¢cdo por PCR
pela mistura de fragmento A-ilvDSm-B de PDC1 e fragmento UC de PDC1 e
amplificacdo com Iniciadores oBP513 (SEQ ID NO:326) e oBP521 (SEQ ID
NO:333). O produto de PCR foi purificado com um kit de Purificagdo de PCR
(Qiagen).

[0452] As células competentes de CEN.PK 113-7D Aura3::loxP
Ahis3 Apdc6é foram feitas e transformadas com o cassete de PDC1 A-ilvDSm-
BUC de PCR pelo uso de um Kit de Transformagao de Levedura Frozen-EZ Il
(Zymo Research). As misturas de transformacéo foram plaqueadas em meios
totalmente sintéticos sem uracila suplementados com 2% de glicose a 30 °C.
Os transformantes com um nocaute de pdci e integracdo de ilvDSm foram
submetidos a triagem por PCR com Iniciadores OBP511 (SEQ ID NO:336) e
oBP512 (SEQ ID NO:337) pelo uso de um DNA genbémico preparado com um
Kit Bact/de Levedura Puregene Gentra (Qiagen). Uma auséncia do gene PDC1
do isolado foi demonstrada por um resultado de PCR negativo pelo uso de
Iniciadores especificos para a sequéncia de codificagdo de PDC1, OBP550
(SEQ ID NO:338) e oBP551 (SEQ ID NO:339). Um transformante correto foi
selecionado como a cepa CEN.PK 113-7D Aura3::loxP Ahis3 Apdc6 Apdct
:[ilvDSm-URAS.
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[0453]A CEN.PK 113-7D  Aura3:loxP  Ahis3  Apdc6
Apdc1:ilvDSm-URAS foi cultivada durante a noite em YPD e plagueada em
meio completamente sintético que contém acido 5-fluoro-orético (0,1 %) a 30
°C para selecionar por isolados que perderam o marcador URAS. A delecéo de
PDC1, integracao de ilvDSm e remocédo de marcador foram confirmadas por
PCR e sequenciamento com Iniciadores oBP511 (SEQ ID NO:336) e oBP512
(SEQ ID NO:337) pelo uso de DNA gendmico preparado com um Kit Bact/de
Levedura Puregene Gentra (Qiagen). O isolado correto foi selecionado como a
cepa CEN.PK 113-7D Aura3::loxP Ahis3 Apdc6é Apdci:ilvDSm e designado
como BP907.

DeELECAO DE Pbc5 E INTEGRACAO DE SADB

[0454]1 O gene PDCS5 foi deletado e substituido com a regido de
codificacdo de sadB de Achromobacter xylosoxidans (0 gene sadB é descrito
no Pedido de Patente n® US2009/0269823 que é incorporado inteiramente ao
presente documento a titulo de referéncia). Um segmento do Cassete de PCR
para a delegdo de PDC5 e integracdo de sadB foi clonado primeiro no
plasmideo pUC19-URA3MCS.

[0455]10 pUC19-URA3MCS é com base em pUC19 e contém a
sequéncia do gene URA3 de Saccharomyces cerevisiae situada dentro de um
sitio de clonagem multipla (MCS). O pUC19 contém o replicdo pMB1 e uma
codificacdo de gene para beta-lactamase para réplica e selegdo no Escherichia
coli. Além da sequéncia de codificacdo para URA3, as sequéncias a montante
e a jusante deste gene foram incluidas para expressdo do gene URA3 em
levedura. O vetor pode ser usado para fins de clonagem e pode ser usado
como um vetor de integracdo de levedura.

[0456]O DNA que abrange a regidao de codificacdo URAS junto
com 250 bp a montante e 150 bp a jusante da regido de codificacdo URA3 de

DNA gen6mico CEN.PK 113-7D de Saccharomyces cerevisiae foi amplificado
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com Iniciadores oBP438 (SEQ ID NO:334), que contém sitios de restricao
BamHlI, Ascl, Pmel e Fsel e o0BP439 (SEQ ID NO:335), que contém Sitios de
restricdo Xbal, Pacl e Notl pelo uso da Mistura Mestre PCR de Alta Fidelidade
Phusion (New England BioLabs). O DNA gendmico foi preparado pelo uso de
um Kit Bact/de Levedura Puregene Gentra (Qiagen). O produto de PCR e
pUC19 (SEQ ID NO:325) foi ligado com DNA ligase T4 apds digestdo com
BamHI e Xbal para criar um vetor pUC19-URA3MCS. O vetor foi confirmado
por PCR e sequenciamento com Iniciadores oBP264 (SEQ ID NO:342) e
oBP265 (SEQ ID NO:343).

[0457]1A sequéncia de codificacdo de sadB e fragmento B de
PDC5 foram clonados em pUC19-URA3MCS para criar a por¢cado sadB-BU do
cassete PDC5 A-sadB-BUC de PCR. A sequéncia de codificacdo de sadB foi
amplificada pelo uso de pLH468-sadB (SEQ ID NO:359) como modelo com
iniciador oBP530 (SEQ ID NO:344) que contém um sitio de restricdo Ascl e
iniciador oBP531 (SEQ ID NO:345) que contém uma extremidade 5 com
homologia a terminacédo 5 do fragmento B de PDC5. O fragmento B de
PDC5 foi amplificado com iniciador oBP532 (SEQ ID NO:346) que contém
uma extremidade 5 com homologia a terminacdo 3’ de sadB e iniciador
oBP533 (SEQ ID NO:347) que contém um sitio de restricdo de Pmel. Os
produtos de PCR foram purificados com um kit de Purificacdo de PCR
(Qiagen). O sadB-fragmento B de PDC5 foi criado pela sobreposigdo por
PCR pela mistura do sadB e fragmento B de PDC5 de produtos de PCR e
amplificagdo com Iniciadores oBP530 (SEQ ID NO:344) e 0BP533 (SEQ ID
NO:347). O produto de PCR resultante foi digerido com Ascl E Pmel e
ligado com DNA ligase T4 nos sitios correspondentes de pUGC19-
URA3BMCS ap6s digestdo com as enzimas apropriadas. O plasmideo
resultante foi usado como um modelo para amplificacdo de sadB-

Fragmento B-Fragmento U pelo uso de Iniciadores oBP536 (SEQ ID
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NO:348) e 0BP546 (SEQ ID NO:349) que contém uma extremidade 5’ com
homologia a terminacdo 5 de fragmento C de PDC5. O fragmento C de
PDC5 foi amplificado com iniciador oBP547 (SEQ ID NO:350) que contém
uma extremidade 5 com homologia a terminagéo 3’ do sadB-Fragmento B-
Fragmento U de PDC5 e iniciador oBP539 (SEQ ID NO:351). Os produtos
de PCR foram purificados com um kit de Purificacao de PCR (Qiagen). O
sadB-Fragmento B-Fragmento U-Fragmento C de PDC5 foi criado pela
sobreposigdo por PCR pela mistura de sadB-Fragmento B- Fragmento U de
PDC5 e fragmento C de PDC5 e amplificagdo com Iniciadores oBP536
(SEQ ID NO:348) e 0oBP539 (SEQ ID NO:351). O produto de PCR
resultante foi purificado em um gel de agarose seguido por um Kit de
Extracdo de Gel (Qiagen). O cassete PDC5 A-sadB-BUC (SEQ ID NO:324)
foi criado pela amplificacdo de sadB-Fragmento B-Fragmento U-Fragmento
C de PDC5 com Iniciadores 0BP542 (SEQ ID NO:352) que contém uma
extremidade 5 com homologia aos 50 nucleotideos imediatamente a
jusante da sequéncia de codificagdo PDC5 nativa e oBP539 (SEQ ID
NO:351). O produto de PCR foi purificado com um Kit de Purificacdo de PCR
(Qiagen).

[0458] As células competentes de CEN.PK 113-7D Aura3::loxP
Ahis3 Apdc6 Apdci::ilvDSm foram feitas e transformadas com o cassete PDC5
A-sadB-BUC de PCR pelo uso de um Kit de Transformacdo de Levedura
Frozen-EZ Il (Zymo Research). As misturas de transformacdo foram
plagueadas em meios totalmente sintéticos sem uracila suplementados com 1
% de etanol (sem glicose) a 30C. Os Transformantes com um nocaute de pdc5
e integracdo sadB foram submetidos a triagem por PCR com Iniciadores
oBP540 (SEQ ID NO:353) e oBP541 (SEQ ID NO:354) pelo uso de DNA
gendmico preparado com um Kit Bact/de Levedura Puregene Gentra (Qiagen).

Uma auséncia do gene PDC5 do isolado foi demonstrada por um resultado de
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PCR negativo pelo uso de Iniciadores especificos para a sequéncia de
codificagcdo de PDC5, oBP552 (SEQ ID NO:355) e oBP553 (SEQ ID NO:356).
Um transformante correto foi selecionado como a cepa CEN.PK US- ZD
Aura3::loxP Ahis3 Apdc6 Apdci::ilvDSm Apdc5::sadB-URAS.

[0459] A CEN.PK 113-7D Aura3::loxP Ahis3 Apdc6 Apdci::ilvDSm
Apdc5::sadB-URA3 foi cultivada durante a noite em YPE (1 % de etanol) e
plagueada em meio completamente sintético suplementado com etanol (sem
glicose) e que contém acido 5-fluoro-orético (0,1%) a 30 °C para selecionar
isolados que perderam o marcador URAS. A delecédo de PDCS5, integracdo de
sadB e remocdo de marcador foram confirmadas por PCR com Iniciadores
oBP540 (SEQ ID NO:353) e oBP541 (SEQ ID NO:354) pelo uso de DNA
gendmico preparado com um Kit Bact/de Levedura Puregene Gentra (Qiagen).
O isolado correto foi selecionado como cepa CEN.PK 113-7D Aura3::loxP
Ahis3 Apdc6 Apdci::ilvDSm Apdc5::sadB e designado como BP913.

DeLECAO DE GPD2

[0460] Para deletar a regido de codificagdo GPD2 enddgena, um
cassete gpd2::loxP- URA3-loxP (SEQ ID NO:361) foi amplificado por PCR pelo
uso de loxP- URAS3-loxP PCR (SEQ ID NO:360) como DNA modelo. O loxP-
URAS-loxP contém o marcador URA3 de (ATCC n® 77107) dividido por sitios
de loxP recombinase. O PCR foi feito pelo uso de DNA polimerase de Phusion
e Iniciadores LA512 e LA513 (SEQ ID NOs:340 e 341). A porcao de GPD2 de
cada iniciador foi derivada a partir da regido 5' a jusante da Regidao de
codificacdo GPD2 e regido 3’ a jusante da regido de codificagdo de forma que a
integracdo do marcador loxP-URAS3-loxP resultou na substituicdo da regido de
codificacdo GPD2. O produto de PCR foi transformado no BP913 e
transformantes foram selecionados em meios totalmente sintéticos sem uracila

suplementados com 1% de etanol (sem glicose). Os transformantes foram
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submetidos a triagem para verificar integragdo correta por PCR pelo uso de
Iniciadores oBP582 e AA270 (SEQ ID NOs:357 e 358).

[0461]O marcador URAS3 foi reciclado pela transformacdo com
pRS423::PGAL1-cre (SEQ ID NO:271) e plagueamento em meios totalmente
sintéticos sem histidina suplementados com 1 % de etanol a 30 °C. Os
transformantes foram marcados com listras em meio completamente sintético
suplementado com 1 % de etanol e que contém &cido 5-fluoro-orético (0,1%) e
incubado a 30 °C para selecionar isolados que perderam o marcador URA3. Os
isolados resistentes a 5-FOA foram cultivados em YPE (1 % de etanol) para
remogdo do plasmideo pRS423::PGAL1-cre. A delecdo e remogdo de
marcador foram confirmadas por PCR com Iniciadores oBP582 (SEQ ID
NO:357) e 0BP591 (SEQ ID NO:362). O isolado correto foi selecionado como
cepa CEN.PK 113- 7D Aura3:loxP Ahis3 Apdc6 Apdci::ilvDSm Apdc5::sadB
Agpd2::loxP e designado como BP1064 (PNY1503).

EXEMPLO 13

CONSTRUCAO DE PNY2204 E PLASMIDEOS DE VIA DE ISOBUTANOL

[0462] A finalidade desse exemplo é descrever a construcdo de
um vetor para permitir a integracdo de um gene que codifica sintase de
acetolactato na regido intergénica de ocorréncia natural entre as sequéncias de
codificacdo PDC1 e TRX1 no Cromossomo Xll. As cepas que resultam do uso
deste vetor também s&o descritas.

CoONSTRUCAO DE VETOR DE INTEGRACAO Puc19-KAN::PDC1::FBA-ALSS::TRX1

[0463] O cassete FBA-alsS-CYCt foi construido pelo movimento
do fragmento BbvCl/Pacl 1,7 kb de pRS426::GPD::alsS::CYC (descrito na
Patente n® US 7.851.188 que é incorporada inteiramente ao presente
documento a titulo de referéncia) a pRS426::FBA:ILV5::CYC (descrito na
Patente n® US 7.851.188 que é incorporada inteiramente ao presente

documento a titulo de referéncia) que foi digerida previamente com BbvCl/Pacl



204/323

para liberar o gene ILV5. As reacbes de ligacdo foram transformadas em
células TOP10 de E. coli e transformantes foram submetidos a triagem pelo
PCR que usa Iniciadores N98SeqgF1 (SEQ ID NO:363) e N99SeqR2 (SEQ ID
NO:365). O cassete FBA-alsS-CYCt foi isolado do vetor que usa Bglll e Notl
para clonagem em pUC19-URAS3::ilvD-TRX1 (clone "B") no sitio Aflll (fragmento
de Klenow foi usado para tornar as terminagées compativeis para ligacéo). Os
transformantes que contém o cassete alsS em ambas as orientacées no vetor
foram obtidos e confirmados por PCR pelo uso de Iniciadores N98SeqF4 (SEQ
ID NO:364) e N1111 (SEQ ID NO:366) para a configuracdo "A" e N98SeqF4
(SEQ ID NO:364) e N11 10 (SEQ ID NO:367) para a configuragcado "B". Uma
versdo de geneticina selecionavel do vetor de configuragdo "A" foi, entdo, feita
pela remocédo do gene URA3 (fragmento de Noitl/Nael de 1,2 kb) e adicédo de
um cassete de geneticina. O fragmento de Klenow foi usado para tornar todas
as terminacdes compativeis para ligacdo e os transformantes foram
submetidos a triagem por PCR para selecionar um clone com o gene de
resisténcia a geneticina na mesma orientacdo que o marcador URAS3 anterior
pelo uso de Iniciadores BK468 (SEQ ID NO:368) e N160SeqF5 (SEQ ID
NO:210). O clone resultante foi chamado de pUC19-kan:pdci::FBA-
alsS::TRX1 (clone A) (SEQ ID NO:387).

CoNSTRUCAO DE CEPAS INTEGRANTES DE ALSS E DERIVADOS PRODUTORES DE

ISOBUTANOL
[0464] O vetor de integracao pUC19-kan::pdci::FBA-alsS descrito
acima foi linearizado com Pmel e transformado no PNY1507 (Exemplo 8). O
Pmel corta o vetor dentro da regido intergénica pdc1-TRX1 clonada e, portanto,
leva a integracédo almejada naquela localizagdo (Rodney Rothstein, Methods in
Enzymology, 1991, volume 194, paginas 281 a 301). Os transformantes foram
selecionados em YPE mais 50 ug/ml de G418. Os transformantes remendados

foram submetidos a triagem por PCR para o evento de integragcéo pelo uso de
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Iniciadores N160SeqF5 (SEQ ID NO:210) e oBP512 (SEQ ID NO:337). Dois
transformantes foram testados indiretamente para funcdo de sintase de
acetolactato pela avaliacdo da capacidade das cepas de fazer isobutanol. Para
fazer isso, genes de via de isobutanol adicionais foram supridos em vetores de
transferéncia de levedura de E. coli (pYZ090AalsS e pBP915 descritos acima).
Um clone foi designado como PNY2205. A cepa parente livre de plasmideo foi
designada como PNY2204 (MATa ura3A::loxP his3A pdc6A pdciA.:P[PDC1]-
DHADIilvD_Sm-PDC1t- pUC19-loxP-kanMX-loxP-P[FBA1]-ALS|alsS_Bs-CYC1t
pdc5A::P[PDC5]- ADH|sadB_Ax-PDC5t gpd2A::loxP fra2A
adh1A::UAS(PGK1)P[FBA1]-kivD_LI(y)-ADH1t).
PLAsSMIDEOS DE VIA DE ISOBUTANOL (PYZ090AALSS E PBP915)

[0465]10 pYZ090 (SEQ ID NO: 195) foi digerido com Spel e Nof

para remover a maior parte do promotor CUP1 e toda a sequéncia de
codificacdo alsS e terminador CYC. O vetor foi, entdo, autoligado apés
tratamento com fragmento de Klenow e transformado em células Stbl3 de E.
coli que selecionam pela resisténcia a ampicilina. A remocao da regido de DNA
foi confirmada para dois clones independentes por sequenciamento de DNA
pela jungéo de ligacado por PCR pelo uso de iniciador N191 (SEQ ID NO:370).
O plasmideo resultante foi denominado pYZ090AalsS (SEQ ID NO0,371). O
plasmideo pLH468 foi construido para a expressao de DHAD, KivD e HADH
em levedura. O pBP915 (SEQ ID NO: 182) foi construido a partir do pLH468
(SEQ ID NO: 139) pela dele¢do do gene KivD e dos pares de base 957 do
promotor TDH3 a montante de kivD. O pLH468 foi digerido com Swal e o
fragmento grande (12896 bp) foi purificado em um gel de agarose seguido por
um Kit de Extragdo de Gel (Qiagen; Valencia, CA). O fragmento isolado de
DNA foi autoligado com DNA ligase T4 e usado para transformar o TOP10
eletrocompetente de Escherichia coli (Invitrogen; Carlsbad, CA). Os plasmideos

de transformantes foram isolados e verificados para a delecao apropriada por
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analise de restricdo com a enzima de restricdo Swal. Os isolados também
foram sequenciados pelo sitio de delegdo com Iniciadores oBP556 (SEQ ID
NO:372) e 0BP561 (SEQ ID NO:373). Um clone com a delec¢do apropriada foi
designado como pBP915 (pLH468AKivD) (SEQ ID NO:182).

[0466]0 pYZ090 é com base na cadeia principal do pHR81
(ATCC n*87541, Manassas, VA). O pYZ090 foi construido para conter um
gene quimérico que tem a regido de codificacdo do gene alsS de Bacillus
subtilis (posi¢do nt 457-2172) expressa a partir do promotor CUP1 de levedura
(nt 2-449) e seguido pelo terminador CYC1 (nt 2181-2430) para expressao de
ALS e um gene quimérico que tem a regidao de codificacdo do gene ilvC de
Lactococcus lactis (nt 3634-4656) expressa a partir do promotor ILV5 de
levedura (2433-3626) e seguido pelo terminador ILV5 (nt 4682-5304) para
expressao de KARI.

EXEMPLO 14

PRODUCAO DE ISOBUTANOL-PNY1910 E PNY2242

Métodos:

PREPARO DE MEIO INOCULO

[0467]1 | de meio in6culo continha: 6,7 g de Base de Nitrogénio
de Levedura sem aminoacidos (Difco 0919-15-3); 2,8 g de Suplemento de Meio
de Retirada Sintética de Levedura Sem Histidina, Leucina, Triptofano e Uracila
(Sigma Y2001); 20 ml de 1 % (w/v) de L-Leucina; 4 ml de 1 % (w/v) de L-
Triptofano; 3 g de etanol; 10 g de glicose.

PREPARO DE MEIO DE FERMENTACAO DEFINIDO

[0468] O volume de caldo apés inoculagédo era de 800 ml com a
seguinte composicao final por litro: 5 g de sulfato de amébnia, 2,8 g de fosfato
de potassio monobasico, 1,9 g de septahidrato de sulfato de magnésio, 0,2 ml
de antiespuma (Sigma DF204), Suplemento de Meio de Retirada Sintético de

Levedura sem Histidina, Leucina, Triptofano e Uracila (Sigma Y2001), 16 mg
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de L-leucina, 4 mg de L-triptofano, 6 ml de uma mistura de vitaminas (em 1 | de
agua, 50 mg de biotina, 1 g de Ca-pantotenato, 1 g de acido nicotinico, 25 g de
mio-inositol, 1 g de hidrocloreto de cloreto de tiamina, 1 g de hidrocloreto de
piridoxol, 0.2 g de acido p-aminobenzoico) 6 ml de um trago de solugdo mineral
(em 1 | de agua, 15 g de EDTA, 4.5 g de heptahidrato de sulfato de zinco, 0,8 g
de cloreto de manganés desidratado, 0,3 g de hexahidrato de cloreto de
cobalto, 0,3 g de pentahidrato de sulfato de cobre, 0,4 g de molibdénio dissédio
desidratado, 4,5 g de dihidrato de cloreto de calcio, 3 g de heptahidrato de
sulfato de ferro, 1 g de acido bdrico, 0,1 g de iodeto de potassio), 30 mg de
tiamina HCI, 30 mg de &acido nicotinico. O pH foi ajustado para 5,2 com 2N
KOH e glicose adicionados a 10 g/I.

PREPARO DE INOCULO

[0469]Um frasco de agitacédo de 125 ml foi inoculado diretamente
de um recipiente congelado pela pipetagem da cultura de recipiente inteira
(aproximadamente 1 ml) em 10 ml do meio inéculo. O frasco foi incubado a 260
rpm e 30 °C. A cepa foi cultivada durante a noite até OD a cerca de 1,0. O OD
a A
(Beckman, USA).

600 nm foi determinado em um espectrofotdmetro de Beckman

PROJETO EXPERIMENTAL DE BIORREATOR

[0470] As fermentacdes foram executadas em 1 | de agente de
fermentacao Biostat B DCU3 (Sartorius, USA) com um volume eficaz em 0,8 I.
Uma composigéo fora de gas foi monitorada por um espectrémetro Prima DB
(Thermo Ejectron Corp., USA). A temperatura foi mantida a 30 °C e o pH
controlado a 5,2 com 2N KOH por toda a fermentacdo. Diretamente apds a
inoculacdo com 80 ml do indculo, o dO foi controlado pela agitagédo a 30%, o
pH foi controlado a 5,25, a aeracgéo foi controlada a 0,2 I/min. Uma vez que OD

de aproximadamente 3 foi alcancado, o gas foi trocado para N2 para cultivo
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anaerobico. Por toda a fermentagéo, a glicose foi mantida em excesso (5-20
g/L) pelas adi¢bes manuais de uma solugéao de 50 % (w/w).

METODOS PARA ANALISAR EXPERIMENTOS DE CULTIVO

[0471]0 OD a A = 600 nm foi determinado em um
espectrofotdbmetro pela pipetagem de uma amostra de caldo bem misturada em
um crisol (CS500 VWR International, Alemanha). Se a concentracdo de
biomassa da amostra excedeu a faixa de absor¢ao linear do espectrofotébmetro
(normalmente valores OD de 0,000 a 0,300), a amostra foi diluida com 0,9% de
solucdo de NaCl para reder valores na faixa linear.

[0472] As medicbes de glicose, isobutanol e outros subprodutos
de fermentacdo na cultura sobrenadante foram executadas por HPLC pelo uso
de uma coluna Bio-Rad Aminex HPX-87H (Bio-Rad, USA) com indice refrativo
(RI) e detectores de arranjo de diodo (210 nm). A separacao cromatografica foi
alcancada pelo uso de 0,01 N HoSO4 como a fase moével com uma taxa de fluxo
de 0,6 ml/min e uma temperatura de coluna de 40 °C. O tempo de retencéo de
isobutanol é de 32,2 minutos sob essas condigcbes. A concentracdo de
isobutanol em amostras sem gas foi determinada pelo espectrdmetro de
massa.

RESULTADOS

[0473]A concentragdo de biomassa maxima medida como
densidade Optica (OD), taxa volumétrica de producado de isobutanol, titulagdo
de isobutanol final e rendimento de isobutanol em glicose estdo presentes na
tabela abaixo. A cepa PNY2242 tinha maiores titulagbes e taxas mais rapidas
que a cepa PNY1910 e produziu isobutanol com maior taxa especifica e
titulacdo. As taxas especificas sdo mostradas na Figura 5. O acumulo do DHIV
+ DHMB na cultura sobrenadante foi trés vezes maior com PNY1910 em

comparacdo a cepa PNY2242 (Figura 6). O rendimento de glicerol, acido
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na Figura 7.
*DHIV analisado pelo método HPLC inclui tanto DHIV quanto
DHMB.
TABELA 19
Cepa Maximo em Taxa Titulagéo Rendimento
P 0D600 (g/Vh) (/) 9/g
PNY1910 5,0 0,16 10,9 0,25
PNY2242 5,0 0,23 16,1 0,27
EXEMPLO 15

CoNSTRUCAO DE BIBLIOTECA PCR SUJEITA A ERRO K9G9

[0474]A PCR sujeita a erros de K9G9 foi realizada para gerar
uma biblioteca pode ser submetida a triagem para variantes com aumentos nos
valores Km para NADPH relacionado a NADH. O PCR mutagénica de K9G9 foi
realizada com o Kit de Mutagénese de Dominio GeneMorph® Il EZClone (n° de
catalogo200552; Agilent Technologies, Stratagene Products Division, La
Jolla, CA). Os Iniciadores K9G9_EZ F1 (AAA CAT GGA AGA ATG TAA
GAT GGC; SEQ ID NO: 390) e K9G9_EZ_R1 (TCA GTT GTT AAT CAACTT
GTC TTC G; SEQ ID NO: 391) foram sintetizados comercialmente pela
Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville IA). Diferente dos Iniciadores,
modelo e ddH,O, reagentes usados aqui foram supridos com o kit indicado
acima. A mistura de PCR mutagénica consistiu de 4 pl de pHR81-Pllv5-KARI-
K9.G9 (SEQ ID NO: 392) (770 ug/pg), 1,25 ul de cada iniciador (provisdes de
100 ng/ul), 5 ul de tampao de reacdo 10x Mutazyme Il, 1 ul de 40 mM mistura
de dNTP, 1,5 yl de DNA polimerase Mutazyme Il e 36 pyl de ddH>O. As
seguintes condi¢des foram usadas para a reacdo PCR: A temperatura inicial
era 95 °C por 2,0 min seguido por 30 ciclos de aquecimento/esfriamento. Cada
ciclo consistiu de 95 °C por 30 seg, 48 °C por 30 seg e 72 °C por 2,0 min. Ao
término da ciclagem de temperatura, a amostra foi mantida a 72 °C por mais

10,0 min e, entdo, mantida no aguardo da recuperag¢do de amostra a 4 °C. O
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produto de reagéo foi separado do modelo através de eletroforese de gel de
agarose (1 % de agarose, tampao 1X TBE) e recuperado pelo uso do Kit de
Extracdo de Gel de DNA StrataPrep® (n® de catdlogo 400766, Agilent
Technologies, Stratagene Products Division, La Jolla, CA) conforme
recomendado pelo fabricante.

[0475]0O produto de reacgédo isolado foi empregado como um
megainiciador para gerar bibliotecas de gene na "reacdo de EZClone" do kit
indicado acima. Ao contrario do megainiciador, modelo e ddH,O, os reagentes
usados aqui foram supridos com o kit indicado acima. A reacao consistiu de 25
pl da mistura de enzima 2* EZClone, 4 yl de megainiciador (125 ng/ul), 2 ul de
K9G9 em um vetor pBAD.KARI (25 ng/ul), 3 ul de solucdo EZClone e 16l de
ddH>O. As seguintes condicbes foram usadas para a reacdo: A temperatura
inicial foi 95 °C por 1,0 min seguido por 30 ciclos de aquecimento/esfriamento.
Cada ciclo consistiu de 95 °C por 50 seg, 60 °C por 50 seg e 68 °C por 10,0
min. Ao término da ciclagem de temperatura, as amostras foram mantidas a 72
°C por mais 10,0 min e, entdo, mantidas no aguardo de recuperacdo de
amostra a 4 °C. 1 yl do Dpn | (10 U/pl) foi adicionado e a mistura foi incubada
por 4 horas a 37 °C.

[0476]4 ul do produto "reacdo de EZClone" digerido com Dpn |
foram, entdo, transformados em 50 pl de células de E. coli
ultracompetentes XL10-Gold® (fornecidas no Kit de Mutagénese de
Dominio GeneMorph® Il EZClone) conforme recomendado pelo fabricante.
Os transformantes foram espalhados em placas de &gar que contém o
meio LB e 100 pg/ml de ampicilina (n® de catalogo L1004, Teknova Inc.
Hollister, CA) incubado a 37 °C durante a noite e armazenar a 4 °C. Essas
etapas foram repetidas com 4 ul de digerido em Dpn | de produto de
"reacao de EZClone" e 50 ul de células por transformacéo para um total de

10 transformacdes. A biblioteca resultante em XL-Gold foi escovada das
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placas de agar com uma solugdo que contém sais M9, combinada, diluida
em meios que contém o meio LB me 100 ug/ml de ampicilina e incubada a
37 °C durante a noite. A biblioteca de DNA foi isolada das células com o Kit
de Minipreparo por revolugdo QIlAprep (n® de catalogo 2706; Qiagen,
Valencia, CA) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. A
biblioteca amplificada foi, entdo, usada para transformar uma cepa
eletrocompetente de E. coli Bw25113 (AilvC) pelo uso de um BioRad Gene
Pulser Il (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA). Os clones
transformados foram espalhados em placas de agar que contém o meio LB
e 100 uyg/ml de ampicilina (n® 101320-154, Teknova Inc. Hollister, CA) e
incubados a 37 °C durante a noite. Os clones foram empregados para
triagem de alto desempenho conforme descrito no Exemplo 16.
EXEMPLO 16

IDENTIFICACAO DE VARIANTES DE K9G9 Com K, AUMENTADO PARA NADPH

ATRAVES DE TRIAGEM POR INIBICAO DE NADP+ DIMINUIDA DA ATIVIDADE DE NADH

[0477]A biblioteca K9G9 descrita no Exemplo 15 foi submetida a
triagem para variantes com inibicdo de NADP™ reduzida de atividade de KARI
dependente de NADH. Uma variante de K9G9 com inibicdo de NADP* reduzida
da atividade com NADH pode potencialmente exibir um aumento na razdo do
Kum para NADPH ao Ky para NADH. Com um objetivo especifico de aumentar o
Kuv para NADPH em relacdo ao Ky para NADH, os acertos da triagem foram
parcialmente purificados e analises cinéticas foram realizadas para determinar
parametros Vmax € Ky com NADH e com NADPH.

ENsAIO DE TRIAGEM DE ALTO DESEMPENHO DE BIBLIOTECA DE GENE K9G9

[0478] A triagem de alto desempenho das bibliotecas de gene de
enzimas KARI mutantes foi realizada conforme descrito no presente
documento: 10* meio de congelamento que contém 554,4 g/L de glicerol, 68

mM de (NH4).S0O4, 4 mM de MgSQO4, 17 mM de citrato de sédio, 132 mM de
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KH2PO4, 36 mMM de K;HPO,4 foram preparados com agua pura molecular e
esterilizados com filtro. O meio de congelamento foi preparado pela diluicdo do
10x meio de congelamento com o meio LB. Uma aliquota (200 pl) do 1x meio
de congelamento foi usada para cada cavidade das placas de arquivamento de
96 cavidades (n® de categoria 3370, Corning Inc. Corning, NY).

[0479]Os clones das placas de agar LB foram selecionados e
inoculados nas placas de arquivamento de 96 cavidades que contém o meio de
congelamento e cultivados durante a noite a 37 °C sem agitagdo. As placas de
arquivamento foram, entdo, armazenadas a -80 °C. A cepa de E. coli
Bw25113(AilvC), conforme descrito na Patente n® US 8.129.162, transformada
com pBAD-HisB (Invitrogen) sempre foi usada como o controle negativo. O
controle positivo para a biblioteca foi K9G9-KARI na cepa de E. coli Bw25113
(AilvC) conforme descrito na Patente n® US 8.129.162.

[0480]Os clones das placas de arquivamento foram inoculados
nas placas de 96 cavidades profundas. Cada cavidade continha 3,0 pl de
células de placas de arquivamento descongeladas, 200 yl do meio LB que
contém 100 g/ml de ampicilina e 0,02 % (w/v) de arabinose como o indutor. As
células foram cultivadas durante a noite a 37 °C com 80% de umidade
enquanto eram agitadas (900 rpm), colhidas por centrifugacdo (3.750 rpm, 5
min a 25 °C). (Centrifuga de Eppendorf, Brinkmann Instruments, Inc. Westbury,
NY) e a pélete de célula foi armazenada a -20 °C para analise posterior.

[0481]O substrato de ensaio, (R,S)-acetolactato, foi sintetizado
conforme descrito por Aulabaugh e Schloss (Aulabaugh and Schloss,
Biochemistry, 29: 2824 a 2830, 1990). Todas as outras substancias quimicas
usadas no ensaio foram compradas da Sigma. A conversao enzimatica de
acetolactato para a,B-dihidroxiisovalerato por KARI foi seguida pela medi¢do da

oxidacao do cofator, NADH, da reacao a 340 nm pelo uso de um leitor de placa
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(Saphire 2, Tecan, Mannedorf, Suica). A atividade foi calculada pelo uso do
coeficiente de extingdo molar de 6.220 M'em™ de NADH.

[0482]O pélete de célula congelada em placas de cavidade
profunda e BugBuster (Novagen 71456, Darmstadt, Alemanha) foram
aquecidos até a temperatura ambiente por 30 min ao mesmo tempo. 75 ul de
BugBuster a 50% (v/v em agua) foram adicionados a cada cavidade apds 30
min de aquecimento e células foram suspensas pelo uso de um agitador de
placa. As placas com suspensdo de pélete de célula/Bug Buster a 50% foram
incubadas a temperatura ambiente por 30 min. O lisato de célula diluido com
75 ul d.d agua, o que resulta em 0,5X lisato. Os ensaios dos extratos livres de
célula diluidos foram realizados a 30 °C em tamp&o que contém 2,4 mM de
(R/S)-acetolactato, 100 mM de HEPES de pH 6,8, 100 mM de KCI, 10 mM de
MgCl,, 150 uM de NADH, 12,5 ul de 0,5 X lisato de célula com ou sem 2,5 mM
de NADP+.

IDENTIFICACAO DE VARIANTES DE K9G9 Com INIBICAO DE NADP+ REDUZIDA DE

ATIVIDADE DE KARI DE NADH

[0483]A raz&do para a taxa de oxidagdo medida de NADH na
presenca de NADP+ para a taxa medida de oxidacdo de NADH em uma
auséncia de NADP+ foi calculada para cada variante e cavidade de controle
positivo (2 por placa). A média e desvio padrdao das razbes para todas as
cavidades de controle positivo (total de 104) foram calculadas.

[0484] Uma cavidade de variante foi considerada para conter um
acerto inicial se a taxa em uma auséncia de NADP+ foi maior que 0,1 OD/hr e
a razao de taxa foi tanto maior que 0,45 (trés desvios padrées maiores que a
média do controle positivo) quanto menor que 1. Um total de 521 acertos foram
identificados de uma fonte de 4.607 variantes em potencial. Esses acertos
iniciais foram consolidados, o0 que forma uma biblioteca menor para analise

adicional.
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TRIAGEM SECUNDARIA DE ACERTO DE BIBLIOTECA INICIAL

[0485] A biblioteca de acerto consolidada foi cultivada em triplicata
bioldgica e extratos livres de células foram preparados e ensaiados conforme
descrito acima. A razado de taxas foi, entdo, calculada para as variantes e
controles positivos conforme acima. Os acertos finais que foram selecionados
para analise cinética detalhada correspondem aos seguintes critérios: a taxa
em uma auséncia de NADP+ foi maior que 0,6 OD/hr, a razdo de taxa foi maior
que 0:51 e menor que 1 e pelo menos duas das trés replicatas bioldgicas
passaram pelos critérios. Dezessete acertos foram identificados para analise
cinética e marcados com listras nas placas LB com 100 pyg/ml de ampicilina
adicionados.

ANALISE DE SEQUENCIA DE VARIANTES DE K9G9

[0486]0O sequenciamento de DNA das dezessete variantes
identificadas a partir da triagem de HTS secundaria foi alcancado pelo uso de
TempliPhi(TM) (GE  Healthcare) com os Iniciadores pBAD-For
(ATGCCATAGCATTTTTATCC; SEQ ID NO: 393) e pBAD-Rev
(CTGATTTAATCTGTATCAGGCT; SEQ ID NO: 394).

TABELA 20. SUBSTITUICOES DE AMINOACIDO PARA VARIANTES DE K9G9

Variante Sequéncia Substituicdes de aminoacido
878 C1 873 Nenhuma identificada
879 A7 874 K90M
879 C2 875 H37Q
880 A11 876 A182T, P320Q
880 B4 877 K57E
880 D11 878 K90M, A174V
881 A2 879 K90M, 1133V, K282T
881 G3 880 Y53F, E74G
881 G9 881 K90E
882 B12 882 H118R
G318, R61S, C121Y,
862 C10 883 D129N, G183D
882 C7 933 E54G
882 F9 934 K90E, Q160H
882 G6 935 G55A
882 G12 936 V142L, S285Y
883 C4 937 A170V

883 G9 938 L197M, K310M
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ANALISE CINETICA DE PROTEINA DE VARIANTE PARCIALMENTE PURIFICADA

[0487]A cepa Bw25113 de E. coli (AilvC), conforme descrito na
Patente n® US 8.129.162, foi usada para expressar as dezessete variantes e
controle positivo de K9G9. As cepas foram cultivadas por 8 horas em 10 ml de
caldo de LB (n® 46-060-CM, Mediatech, Manassas, VA) que contém 100 pg/ml
de ampicilina a 37 °C com agitacdo em 125 ml de frascos com tampa filtrados
ventilados do tipo baldo. 200 | desta cultura foram usados para inocular 100 ml
caldo de LB com 100 pg/ml de ampicilina e 0,2 % (w/v) de arabinose
adicionados. Essas culturas foram cultivadas por 16 a 18 horas a 37 °C com
agitacdo em frascos de 500 ml com tampa filtrados ventilados do tipo baldo. As
células foram colhidas em uma aliquota de 20 ml e duas aliquotas de 40 ml,
sobrenadantes foram decantados e os péletes foram congelados a -80 °C.

[0488] Para purificar parcialmente a proteina, o pélete de célula
que corresponde aos 20 ml de colheita de cultura de célula foi descongelado e
ressuspenso em 1 ml de Mistura Mestre de Bug Buster (Novagen 71456,
Darmstadt, Alemanha). A suspensdo de célula foi incubada na temperatura
ambiente por 15 minutos seguidos por 15 minutos de incubagédo a 60 °C para
desnaturar as proteinas suscetiveis a calor. Os detritos de célula e proteinas
desnaturadas foram peletizados por centrifugacdo por 30 minutos a 4 °C. O
sobrenadante que contém a proteina citossélica termicamente estavel que
inclui K9G9 e variantes foi recuperado e armazenado a 4 °C.

[0489]A proteina total da fragdo de proteina citossélica
termicamente estadvel foi medida pelo Ensaio de Bradford pelo uso de
Coomaisse Plus (Thermo Scientific n® 23238, Rockford, I1ll.). BSA foi
empregado como o padrdo. A concentragdo de proteina foi medida pela
determinacdo da absorvancia a 595 nm pelo uso de um espectrofotémetro Cary

300 (Agilent Technologies, Wilmington, DE).
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[0490] Para determinar valores Vmax € Kv valores para NADH e
NADPH, as proteinas parcialmente purificadas foram ensaiadas em varias
concentracdes de NADH (0, 16,4, 32,8, 65,7, 98,5, 164,3 e 246,5 uM) e de
NADPH (0, 12,8, 25,6, 51,2, 76,8 e 128 uyM). Os ensaios foram conduzidos a 30
°C em 100 mM de HEPES (pH 6,8), 10 mM de MgCI2, 100 mM de KCI e 4,8
mM de R/S- acetolactato. Entre 0,1 a 0,35 mg/ml de proteina total foram
adicionados ao ensaio. A taxa de conversao de S-acetolactato para DHIV foi
medida através de monitoramento da oxidagao de NAD(P)H a 340 nm pelo uso
de um espectrofotdmetro Cary 300 (Agilent Technologies, Wilmington, DE). A
atividade foi calculada pelo uso do coeficiente de extingdo molar de 6.220 M
'em™. Os valores de Vimax € Kmn foram calculados pela plotagem de atividade
especifica (U/mg) pela concentracdo de cofator e os dados foram adequados a

equacao de Michaelis-Menten pelo uso do software Kaleidagraph (Synergy,

Reading, PA).

TABELA 21. VALORES CINETICOS PARA VARIANTES DE K9G9 PARCIALMENTE

PURIFICADAS DETERMINADAS ATRAVES DE ENSAIOS DE CoONSUMO DE NAD(P)H

Vmax Km Vmax/Km Vmax Km Vmax/Km
Variante NADPH, NADPH NADPH NADH, NADH NADH
U/mg uM I/min*mg U/mg UM I/min*mg

K9G9 1,53 45,5 0,034 1,09 67,4 0,016
878 C1 0,75 42,2 0,018 0,62 107,8 0,006
879 A7 2,51 546 0,005 1,44 263 0,006
879 C2 1,27 103 0,012 1,23 187 0,007
880 A1 0,72 86,9 0,008 0,51 117 0,004
880 B4 1,23 233 0,005 1,14 133 0,009
880 D11 1,38 130 0,011 1,50 232 0,006
881 A2 0,88 93,5 0,009 1,13 166,8 0,007
881 G3 0,69 99,2 0,007 0,69 61,8 0,011
881 G9 1,03 158 0,007 0,96 310 0,003
882 B12 0,87 30,3 0,029 0,49 78,9 0,006
882 C10 0,71 34,1 0,021 0,56 97,9 0,006
882 C7 1,62 45,3 0,036 0,96 75,6 0,013
882 F9 1,39 256 0,005 1,19 335 0,004
882 G6 0,95 47,4 0,020 0,74 98,7 0,007
882 G12 1,06 63,5 0,017 0,75 81,2 0,009
883 C4 1,26 46,8 0,027 0,67 83,9 0,008
883 G9 1,26 38 0,033 1,07 71,9 0,014
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EXEMPLO 17

RECOMBINACAO MANUAL DE VARIANTES K9 KARI ATRAVES MUTAGENESE

DIRECIONADA A SiTIO

[0491] A Mutagénese direcionada a sitio dos derivados de K9G9
K9JB4 e K9JG3 (identificados no Exemplo 16 como 880 B4 e 881 G3
respectivamente) foi realizada para incorporar outras mudancas de aminoacido
descritas nos exemplos. A etapa adicional foi a de adicdo a substituicdo de

N87P que foi descrita no Exemplo 5. As mutag¢des foram introduzidas nos

genes KARI com Iniciadores N87PC1
(CTGACATCATTATGATCTTGATCCCAGATGAAAAGCAGGCTACCATGTAG;
SEQ ID NO: 395) e N87PC1r

(GTACATGGTAGCCTGCTTTTCATCTGGGATCAAGATCATAATGATGTCAG;
SEQ ID NO: 396) que empregam o Kit de Mutagénese Direcionada a Sitio
QuikChange® 1l (n? de catalogo 200523; Agilent Technologies, Stratagene
Products Division, La Jolla, CA). Exceto pelos Iniciadores, modelos e ddh,0,
todos os reagentes usados aqui foram supridos com o kit indicado acima. Os
Iniciadores foram sintetizados comercialmente pela Integrated DNA
Technologies, Inc (Coralville 1A). Os modelos foram variantes K9 KARI em
vetores de E. coli (pBAD.KARI). Para mutagénese de K9JB4, a mistura de
reacédo continha 1 pl de K9JB4 (50 ng/ul), 1 ul de cada iniciador (150 ng/ul), 5
ul de 10" de tampao de reacgdo, 1 ul de mistura de dNTP, 1 uyl de DNA
polimerase Pfu Ultra HF e 40 ul de ddH,O. Para a mistura de reagédo K9JG3, 1
ul de K9JB4 (50 ng/ul) foi substituido por 1 pl de K9JG3 (50 ng/pl). As
seguintes condi¢cdes foram usadas para ambas as reagdes: A temperatura
inicial foi 95 °C por 30 seg seguido por 16 ciclos de aquecimento/esfriamento.
Cada ciclo consistiu de 95 °C por 30 seg, 55 °C por 30 seg e 68 °C por 5,0 min.

Ao término da ciclagem de temperatura, as amostras foram mantidas no
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aguardo de recuperagdo de amostra a 4 °C. 1 yl do Dpn | (10 U/ul) foi
adicionado a cada reacao e as misturas foram incubadas por 1 hora a 37 °C.

[0492]2 ul de cada reacdo mutagénica foram transformados em
TOP10 quimicamente competente de E. coli One Shot® (Invitrogen, n° de
catdlogo C404003) de acordo com as instrucbes do fabricante. Os
transformantes foram espalhados em placas de agar que contém o meio LB e
100 g/ml de ampicilina (n® de Catalogo L1004, Teknova Inc. Hollister, CA) e
incubado a 37 °C durante a noite. Multiplos transformantes foram, entao,
selecionados para sequenciamento de DNA com base em TempliPhi(TM) (GE
Healthcare) pelo emprego de Iniciadores pBAD-For
(ATGCCATAGCATTTTTATCC, SEQ ID NO: 393) e pBAD-Rev
(CTGATTTAATCTGTATCAGGCT; SEQ ID NO: 394). Os transformantes com
sequéncias KARI confirmadas foram inoculados em um meio LB que contém
100 pg/ml de ampicilina e incubados a 33 °C com agitacao a 225 rpm. O DNA
de plasmideo foi isolado das células com o Kit de Minipreparo por
Centrifugacdo QlAprep (n® de catdlogo2706; Qiagen, Valencia, CA) de acordo
com o protocolo fornecido pelo fabricante. Os clones K9JB4P e K9JG3P
resultantes foram derivados de K9JB4 e K9JG3, respectivamente. Mutagénese
direcionada a sitio adicional foi realizada conforme descrito acima com
modificacoes.

[0493] A variante K9JA1 foi derivada de K9QJG3P pelo emprego de
Iniciadores OKS57ET
(GGTTTATTCGAAGGTGCGGAGGAGTGGAAAAGAGCTG; SEQ ID NO: 397)
e oK57E1r (CAGCTCTTTTCCACTCCTCCGCACCTTCGAATAAACC; SEQ ID
NO: 398). A reacdo de mutagénese continha 1 pl de K9QJG3P (50 ng/ul), 1 ul de
cada iniciador (150 ng/ul), 5 ul de 10* tampé&o de reagdo, 1 ul de mistura de

dNTP, 1 pl de DNA polimerase PfuUltra HF e 40 pl de ddH.O. As culturas
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liquidas para transformantes de E. coli foram incubadas a 37 °C em vez de 33
°C.

[0494] A variante K9SB2 foi derivada de K9JB4P pelo emprego de
Iniciadores 0Y53F1
(GTAACGTTATCATTGGTTTATACGAAGGTGCGGAGGAG; SEQ ID NO: 399)
e 0Y53F1r (CTCCTCCGCACCTTCGAATAAACCAATGATAACGTTAC; SEQ ID
NO: 400). A reagdo de mutagénese continha 1 ul de K9JB4P (50 ng/ul), 1 ul de
cada iniciador (150 ng/ul), 5 ul de 10* tampé&o de reagdo, 1 ul de mistura de
dNTP, 1 yl de DNA polimerase PfuUltra HF e 40 ul de ddH>O. As culturas
liquidas para transformantes de E. coli foram incubadas a 37 °C em vez de 33
°C.

[0495]A variante K9SB2-K90L foi derivada de K9SB2 pelo
emprego de Iniciadores oK90L1
(GATCTTGATCCCAGATGAATTGCAGGCTACCATGTACAAAAA C; SEQ ID
NO: 401) e oKQOL1r (GTT TTT GTA CAT GGT AGC CTG CAATTC ATC TGG
GAT CAA GAT C; SEQ ID NO: 402). A reagédo de mutagénese continha 2,5 pl
de K9SB2 (50 ng/ul), 1 pl de cada iniciador (150 ng/ul), 5 ul de 10* tampéo de
reacdo, 1 pl de mistura de dNTP, 1 pyl de DNA polimerase PfuUltra HF e 38,5 pl
de ddH20O. Para os ciclos de aquecimento/esfriamento, a etapa de 55 °C por 30
seg foi aumentada para 1 min. As culturas liquidas para transformantes de E.
coli foram incubadas a 37 °C em vez de 33 °C.

[0496]A variante K9SB2-K90M foi derivada de K9SB2 que
emprega 0s iniciadores oK90M1
(CTTGATCCCAGATGAAATGCAGGCTACCATGTACAAAAAC; SEQ ID NO:
403) e oK9OM1r (GTT TTT GTA CAT GGT AGC CTG CAT TTC ATC TGG GAT
CAA G; SEQ ID NO: 404). A reacdo de mutagénese conteve 2.5 ul de K9SB2
(50 ng/ul), 1 pl de cada iniciador (150 ng/ul), 5 ul de tampéao de reacéo de 107,
1 pl de mistura de dNTP, 1 pl de PfuUltra HF DNA polimerase, e 38,5 ul de
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ddH,O. Para os ciclos de aguecimento/esfriamento, a etapa de 55 °C para 30
segundos foi aumentada para 1 minuto. As culturas de liquido para E. coli
transformantes foram incubadas a 37 °C em vez de 33 °C.

TABELA 22. SUBSTITUICOES DE AMINOACIDO DE VARIANTES K9G9 E COMBINACOES

Variante SEQ. ID ,N(.) de SEQ ID No .de Substituigbes de Aminoacido
Aminoacido Acido Nucleico

KoJB4 417 418 S56A, K57E, S58E

K9JB4P 419 420 S56A, K57E, S58E, N87P

K9JG3 421 422 Y53F, S56A, S58E, E74G

K9JG3P 423 424 Y53F, S56A, S58E, E74G, N87P

K9JA1 425 426 Y53F, S56A, K57E, S58E, E74<N87P

K9SB2 427 428 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P
K9SB2-K90L 429 430 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, K9C
K9SB2-K90M 431 432 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87K90M

EXEMPLO 18

CARACTERIZACAO CINETICA DE DERIVADOS DE K9G9 PURIFICADOS COM RELACOES

AUMENTADAS DE Ky, DE NADPH PARA K DE NADH

[0497]1A K9G9 e as variantes foram expressas em excesso na
cepa de E. coli Bw25113 (AilvC), conforme descrito na Patente n® U.S.
8.129.162, e purificadas a fim de obter uma determinacdo mais precisa da
velocidade maxima e da afinidade do cofator.

[0498] Para a expressao e a caracterizagéo, plasmideos de E. coli
(pBAD.KARI) foram usados para transformar uma cepa eletrocompetente de E.
coli Bw25113 (AilvC) conforme descrito na Patente n® U.S. 8.129.162, com o
uso de um BioRad Gene Pulser Il (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA).
Os clones transformados foram espalhados em placas de agar que contém o
meio de LB e 100 pug/ml de ampicilina (n®101320-154, Teknova Inc. Hollister,
CA) e incubados a 37 °C de um dia para o outro. Um unico transformante para
cada cepa foi marcado com listras em placas de LB com 100 pg/ml de
ampicilina. Uma unica colénia de cada uma dessas placas foi usada para
inocular 10 ml de caldo de LB com 100 pg/ml de ampicilina. Essas culturas
foram cultivadas por 8 horas a 37 °C com agitagdo em 125 ml de frascos com

defletores com tampas filtradas e ventiladas. 200 pl dessa cultura foram usados
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para inocular dois 500 ml frascos com defletores com tampas ventiladas
filtradas que contém caldo de LB com 100 pg/ml de ampicilina e 0,2% (p/v) de
arabinose. As culturas de expressao foram cultivadas por 16 a 18 horas a 37
°C com agitagdo. As células foram colhidas in 40 ml de aliquotas através de
centrifugacédo; o sobrenadante foi descartado e as péletes de célula foram
congeladas a -80 °C até a purificacao.

[0499]A K9G9 e todas as variantes foram purificadas com o uso
do mesmo processo. Duas péletes de célula, em que cada uma representa 40
ml de aliquotas de cultura de célula, foram ressuspensas em 4 ml de Master
Mix da Bug Buster (Novagen 71456, Darmstadt, Alemanha) e incubadas por 15
minutos em temperatura ambiente seguido por 15 minutos a 60 °C. Proteinas
desnaturadas e detritos de célula foram peletizados através de centrifugacéo a
7.000 rpm por 30 minutos e 4 °C. O sobrenadante foi decantado, salvo e
filtrado através de um filtro de seringa de 0,2 um do tipo Acrodisc (PN4192,
Pall, Ann Arbor, MI). A K9G9 foi purificada a partir do extrato filtrado livre de
célula tratado termicamente que usa uma coluna de filtragdo em gel HiLoad
26/60 Superdex 200 da GE Healthcare (17-1071-01, Buckinghamshire,
Inglaterra). A coluna foi pré-equilibrada com 0,2 CV de equilibracdo com
HEPES 50 mM (pH 7,5), tampédo de MgCI2 5 mM a uma taxa de fluxo de 2,0
ml/min antes do carregamento de proteina. A K9G9 e as variantes foram
eluidas ao longo de uma etapa isocratica com 1,5 CV de HEPES 50 mM (pH
7,5), tampdo de MgCI2 5 mM a uma taxa de fluxo de 2,0 ml/min. Fragdes
de 2,5 ml em volume foram coletadas com o uso de um coletor de fragcéo
do tipo Frac-950 (Buckinghamshire, Inglaterra) em um padrdo de
serpentina. A K9G9 e as variantes foram todas eluidas entre fragdes D5 a
E5 ou D6 a E4. As fragcbes foram reunidas com o uso de um filtro spin
Amicon Ultra YM-30 de 15 ml (UFC903008, Millipore, Billercia, MA) e
lavadas com 10 ml de HEPES 100 mM (pH 6,8) e tampéao de MgCl, 10 mM.
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O filtrado foi descartado e a proteina purificada foi eluida da membrana
com o uso de 1 ml de tampao que contém HEPES 100 mM (pH 6,8) e
MgClz 10 mM.

[0500] Para determinar os valores Vmax € Ku para NADH e
NADPH, as proteinas purificadas foram submetidas a ensaio em vérias
concentragcdes de NAD(P)H (0 a 1.000 uM) acopladas a um sistema de
regeneracdo de NAD(P)H. Os ensaios foram conduzidos a 30 °C em um
tampéo que contém MOPS 100 mM, pH 6,8, MgCl, 10 mM, EDTA 1mM, (R/S)-
acetolactato 5 mM, glicose-6-fosfato 1mM, 3 mU/ul de glicose-6-fosfato
desidrogenase. A reacgao foi resfriada bruscamente ap6s dez minutos com trés
volumes de &cido férmico a 0,1%. A concentragcdo de DHIV foi medida com o
uso de LC-MS. A taxa de conversao de S-acetolactato para DHIV foi
determinada medindo-se a quantidade de DHIV produzido em um ponto de
tempo fixo. Os valores de Vinax € Ky valores foram calculados plotando-se a
atividade especifica (U/mg) versus a concentragdo de cofator e os dados foram
ajustados a equacéo de Michaelis-Menten. As mensuragdes dos valores de Ky,
de acetolactato (em uma concentracdo fixa de NADH) indicaram que a
concentragéo fixa de acetolactato empregada para as determinagdes de Km de
cofator estava saturando.

TABELA 23. VALORES CINETICOS PARA VARIANTES K9G9 PURIFICADAS CONFORME

DETERMINADO ATRAVES DE ENSAIOS DE FORMACAO DE DHIV

Vmax de Km de Vmax /Km de Vmax de Km de Vimax /Km de
Variante NADPH, NADPH, NADH, NADH, NADH, NADH,
U/mg uM I/min*mg U/mg uM I/min*mg

K9G9 2,2 24,1 0,091 1,9 78,2 0,024
K9JB4 2,7 249 0,011 3.4 115 0,030
K9JB4P 2 83,2 0,024 2,9 34,1 0,085
K9G3 3,1 113 0,027 2,8 106 0,026
K9G3P 1,8 33,6 0,054 2,1 18,1 0,116
K9JA1 2,6 63,4 0,041 3,4 14 0,243
K9SB2-K90L 2,1 173 0,012 2,4 28,6 0,084
K9SB2-K90M 1,8 245 0,007 2,2 41,3 0,053
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EXEMPLO 19

PRrobUCAO DE IsoBUTANOL DE DERIVADOS DE K9G9 Com RELACOES AUMENTADAS

DE K,, DE NADPH PARA K, DE NADH

[0501]Os plasmideos de expressdo de levedura para K9JB4,
K9JB4P, K9JG3, K9JG3P, K9JA1 e KOSB2 foram criados subclonando-se os
genes de KARI de variante dos vetores de E.coli (pPBAD.KARI) em pHR81-
Pllv5-KARI-K9.G9 no sitios Pmel e Sfil. Os plasmideos resultantes juntamente
com pHR81-PIIV5-KARI-K9.G9 e pHR81-Pllv5-KARI-K9.D3 (SEQ ID NO: 181)
foram analisados para produgéo de isobutanol e formagéo de subproduto na
levedura. As cepas de via de levedura foram criadas no hospedeiro de
PNY2259 (MATa ura3A:loxP his3A pdc6A pdci1A:P[PDC1]-DHAD|ilvD_Sm-
PDC1t-P[FBA1]-ALS|alsS_Bs- CYC1t pdc5A::P[PDC5]-ADH|sadB_Ax-PDC5t
gpd2A::loxP fra2A.:P[PDC1]-ADH}adh_HI-ADH1t adh1A::UAS(PGK1 )P[FBA1]-
kivD_Lg(y)-ADH1t yprcA15A::P[PDC5]-ADH!adh_HI-ADH1t ymr226¢cA
ald6A::loxP; Exemplo 22) cotransformando-se os vetores de KARI como o
plasmideo de via n®1, e pBP915 (pRS423-Prgai-DHAD-Pgpmi-hADH1; SEQ ID
NO: 182) como o plasmideo de via n® 2. As células transformadas foram
colocadas em placas em um meio sintético sem histidina ou uracila (1% de
etanol como fonte de carbono). Trés transformantes foram transferidos para
placas novas dos mesmos meios. Os transformantes foram testados para
producao de isobutanol sob condi¢cdes anaerdbicas em recipientes de soro.

[0502] Colbnias de levedura a partir da transformacéo nas placas
de SE-Ura-His apareceram apés 3 a 5 dias. As col6nias livres a partir de cada
variante foram remendadas em placas novas de SE-Ura-His, incubadas a 30
°C por 3 dias.

Procedimento e meios de cultivo

[0503] Dois tipos de meios foram usados durante o procedimento

de cultivo de cepas de levedura: um meio de pré-cultura aerébica e um meio de
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cultura anaerdbica. Todas as substancias quimicas foram obtidas a partir de
Sigma, salvo indicagdo ao contrario (St. Louis, MO).

[0504] Meio de pré-cultura aerdbica (SE-Ura-His): 6,7 g/l de base
de nitrogénio de levedura sem aminoé&cidos (Difco, 291940, Sparks, MD), 1,4
g/l de suplemento de meio de retirada sintético de levedura sem histidina,
leucina, triptofano e uracila, 0,2% de etanol, 0,2% de glicose, 0,01% em p/v de
leucina e 0,002% em p/v de triptofano.

[0505]Meio de cultura anaerdbica (SEG-Ura-His): MES 50 mM
(pH 5,5), 6,7 g/l de base de nitrogénio de levedura sem aminoacidos (Difco,
291940, Sparks, MD), 1,4 g/l de suplemento de meio de retirada sintético de
levedura sem histidina, leucina, triptofano e uracila, 0,1% de etanol, 3% de
glicose, 0,01% de leucina, 0,002% de triptofano, 30 mg/l de acido nicotinico, 30
mg/l de tiamina e 10 mg/l de ergosterol criado em uma solucao de
Tween/etanol de 50/50 em v/v.

[0506] As células remendadas foram inoculadas em 25 ml de meio
SEG-Ura,His com 0,2% de glicose e 0,2% de etanol, e cultivadas sob
condi¢cbes progressivamente limitadas de oxigénio com a tampo fechada por
aproximadamente 48 horas a 30 °C com agitacdo, até que um valor de ODgg
alvo de aproximadamente 1,5 a 2 foi alcangcado. Valores de ODgg foram
gravados. As células foram peletizadas através de centrifugacdo e o
sobrenadante foi descartado. As péletes de célula foram transferidas para o
interior de um Bolsa Anaerébica da Coy (Grass Lake, Ml) em que as péletes
foram ressuspensas em 1,0 ml de meio de cultivo anaerébico (SEG-Ura-His).
As péletes de célula ressuspensas foram usadas para inocular 30 ml de meio
SEG-Ura-His em 50 ml de garrafas de soro (Wheaton, 223748, Millville, NJ)
para um valor alvo de ODgg inicial de 0,2. Permitiu-se que todos os meios
anaerdbicos, recipientes de soro, rolhas e enrugamentos fossem

desgaseificados na bolsa anaerdbica por pelo menos 24 horas antes da
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inoculacdo. As bolsas de soro foram vedadas, enrugadas e transferidas para
fora da bolsa anaerdbica e cultivadas a 30 °C com agitagédo a 240 rpm. As
culturas anaerdbicas foram cultivadas por 24 a 72 horas com um valor de
ODegoo alvo de pelo menos 1,2. As etapas de cultivo anaerdbico adicionais
usaram as células da etapa de cultura anaerdbica anterior como inoculante.
Trés transformantes foram avaliada para cada variante.

[0507] Anédlise de HPLC de cepas de levedura com variantes de
KARI K9G9

[0508] Foram tiradas amostras para analise de HPLC e para obter os
valores de ODgyy no fim do periodo de cultivo anaerdbico. A analise de HPLC foi
realizada com o uso de uma unidade de separacdes 2695, um detector de matriz de
fotodiodo 2996 e um detector de indice refrativo 2414 da Waters (Waters, Milford,
MA) com uma pré-coluna Sugar SH-G da Shodex e uma coluna de separacdes
Sugar SH1011 da Shodex (Shodex, JM Science, Grand Island, NY). Os compostos
foram separados através de elucéo isocratica em 0,01 N de acido sulfdrico com
uma taxa de fluxo de 0,5 mli/min. Os cromatogramas foram analisados com o uso do
software Empower Pro da Waters.

[0509] Os rendimentos molares para glicerol, isobutanol e a relagéo
de glicerol/isobutanol foram determinados. As médias e os desvios padrées foram
calculados a partir de andlises triplicadas para cada variante. O teste t de Student foi
entdo empregado para determinar se a diferenca nos valores foi estatisticamente
significativa a partir dos valores de controle de K9D3. Para as novas variantes,
espera-se que os aumentos nos valores Ky para NADPH em relacdo ao Ky para
NADH resultem na utilizagdo reduzida de NADPH. Os resultados informados na
Tabela abaixo e na Figura 9 indicam que as novas variantes com relagées
aumentadas do Ky de NADPH para o Ky de NADH exibem rela¢des de glicerol
para isobutanol mais altas em relagdo a K9D3 e a K9G9. A K9SB2 demonstrou um

aumento de 35% na titulacdo de isobutanol em comparacdo com a K9DS3.
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TABELA 24. DADOS DE ISOBUTANOL E CINETICOS DE VARIANTES K9G9

Relagéo de Rendimento Titulagédo de
Variante K (NADPH)/ K Isobutgnol/GIi- Molar de Isobu%anol,
(NADH)
cerol Isobutanol nM

KaD3 0,24 1,67 +- 0,02 0,581 +- 0,007 33,9 +- 1,8
Experimento 1 KaJB4 2,2 2,10 +- 0,06 0,603 +- 0,006 | 35,3 +- 1,31
K9JG3 1,1 2,07 +- 0,06 0,598 +- 0,004 39,1 +- 1,6
K9D3 0,24 1,75 +- 0,06 0,586 +- ,0100 63,7 +- 0,6
Experimento 2 K9JA1 4,5 2,24 +- 0,04 0,611 +- 0,002 78,2 +- 5,4
K9SB2 3,9 2,21 +- 0,10 0,608 +- 0,007 77,2+ 1,4
K9G9 0,31 2,10 +- 0,03 0,624 +- 0,011 54,2 +-1,5

Experimento 3 K9JG3P 1,9 2,56 +- 0,08 0,652 +- 0,009 66,3+4,0
K9JB4P 2,4 2,54 +- 0,07 0,654 +- 0,006 61,5+ 3,4

EXEMPLO 20

CoNSTRUCAO DE BIBLIOTECA DE PCR PROPENSO A ERRO DE K9sB2

[0510]A biblioteca de PCR propenso a erro de K9SB2 foi

construida de uma maneira semelhante a biblioteca de K9G9 com as seguintes

modificacdes. A mistura de PCR mutagénica consistiu em 9,5 ul de K9SB2 em

um vetor de pBAD.KARI (190 ng/ ul), 1,25 pl de iniciador K9G9_EZ F1 (100

ng/ ul), 1,25 pl de iniciador K9G9_EZ R1 (100 ng/ ul), 5 pl de tampao de

reagdo de 10* Mutazyme II, 1 pl de mistura de dNTP 40 mM, 1,5 ul de DNA

polimerase Mutazyme IlI, e 30,5 ul de ddH,O. A "reagdo em EZclone " conteve

25 ul da mistura de enzima 2* EZClone, 3 ul de megainiciador (produto de PCR
mutagénica de K9SB2, 190 ng/ul), 2,6 ul de DNA de modelo de K9SB2 (19

ng/ul), 3 ul de solucado 1 de EZClone, e 16 pl de ddH>O. Para a etapa de Dpn |,

a mistura foi incubada por 3 horas a 37 °C. Os clones foram empregados para

triagem de alta produtividade conforme descrito no Exemplo 21.

EXEMPLO 21.

TRIAGEM PARA VARIANTES K9sB2 CoM RELACOES AUMENTADAS ADICIONAIS DE

Km DE NADPH PARA KM DE NADPH CoM BASE NAS RELACOES DE ATIVIDADE

AUMENTADAS DE NADH PARA NADPH

[0511]A biblioteca de K9SB2 descrita no Exemplo 20 sofreu

triagem para variantes com afinidade de NADPH reduzida. Com o objetivo

especifico de aumentar o Km para NADPH em relacdo ao Km para NADH, os
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acertos a partir da triagem foram parcialmente purificados e andlises cinéticas
foram realizadas para determinar parametros de Vnyax € Ky, com NADH e com
NADPH.

Ensaio de triagem de alta produtividade de biblioteca de gene de
K9SB2

[0512] As variantes passaram por triagem com o uso de HTS
conforme descrito no Exemplo 16, com as seguintes excecdes. O tampao do
ensaio consiste em (R/S)-acetolactato 2,4 mM, HEPES 100 mM de pH 6,8,
MgClz 10 mM, 150 uM de NADH ou 100 um de NADPH e 12,5 pl de 0,5 X de
lisato de célula.

[0513] A relacdo para a taxa medida para a oxidagédo de 100 uM
de NADPH para a taxa medida para a oxidacdo de 150 uM de NADH foi
calculada para cada variante e pogo de controle positivo (2 por placa).
Considerou-se que um poco de variante contém um acerto inicial se a taxa de
NADH for maior que 0,6 OD/hora e a relacdo de taxa (NADPH/NADH) for
menor que 0,37 (trés desvios padrdes inferior a média de controle positivo). Um
total de 218 acertos foi identificado a partir de uma reunido de 4947 variantes
potenciais. Esses acertos iniciais foram consolidados, formando uma biblioteca
menor para andlise adicional.

[0514] A biblioteca de acerto inicial consolidada foi cultivada em
triplicado bioldgico e extratos livres de célula foram preparados e submetidos a
ensaio conforme descrito acima. As relagdes de taxa foram entdo calculadas
para as variantes e os controles positivos conforme descrito acima. Os acertos
finais que foram selecionados para analise cinética detalhada cumpriram os
seguintes critérios: a relacao de taxa de NADPH/NADH foi menor que 0,45, a
taxa de NADH foi maior que 0,6 OD/hora e pelo menos dois dentre trés
replicados biol6gicos passaram pelos critérios. 107 variantes foram

identificadas.
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[0515]0s dados foram analisados, ainda, para identificar as
variantes que tiveram uma taxa de conversdo maior para S-acetolactato para
DHIV com o cofator de NADH. A taxa média e o desvio padrao de oxidagéo de
NADH foram calculados para todos os controles positivos. Uma variante foi
considerada como acerto potencial se a taxa de oxidacdo de NADH foi pelo
menos 3 desvios padrdes superior a taxa do controle positivo (2,524 OD/hora).
68 variantes foram identificadas e a analise de sequéncia determinou que 17
tinham pelo menos uma substituicdo de aminoacido. Cada uma das
substituicdes T93A e T93Il apareceu duas vezes e as variantes 2017 B12 e
D6 foram selecionadas para analise adicional.

[0516]0 sequenciamento de DNA das 107 variantes
identificadas a partir da triagem de HTS secundaria foi concretizada usando-
se TempliPhi™ (GE Healthcare) com os iniciadores pBAD-For
(ATGCCATAGCATTTTTATCC; SEQ ID NO: 393) e pBAD-Rev
(CTGATTTAATCTGTATCAGGCT; SEQ ID NO: 394). 105 sequéncias foram
diferentes do pai e as substituicdes de aminodcido sao listadas na primeira
das duas tabelas seguintes.

[0517] O sequenciamento de DNA das 68 variantes identificadas a
partir da triagem de taxa de NADH foi concretizada usando-se TempliPhi™ (GE
Healthcare) com os iniciadores pBAD-For (ATGCCATAGCATTTTTATCC; SEQ
ID NO: 393) e pBAD-Rev (CTGATTTAATCTGTATCAGGCT:; SEQ ID NO: 394).
17 sequéncias foram do tipo selvagem de forma diferente e as substituicbes de
aminoacido das 2 substituicbes que apareceram repetidamente séo listadas na
segunda tabela abaixo.

TABELA 25. SUBSTITUICOES DE AMINOACIDO DE VARIANTES K9SB2

Variante Seq Substituicbes de Aminoacido

K9SB2 427 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P

2011 A2 433 Y53F, G55D, S56A, K57E, S58E, N87P

2011 A3 434 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94l

2011 A5 435 Y53F, S56A, K57E, S58E, M83I, N87P, L185M, E217D
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Variante Seq Substituicoes de Aminodcido

2011 A7 436 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, D98V

2011 A9 437 Y53F, S56A, K57E, S58E, F671, N87P

2011 A1 438 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94T, K126E, T273A
2011 B1 439 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94l, A279T
2011 B2 440 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, Q91L

2011 B3 441 Y53L, S56A, K57E, S58E, N87P

2011 B4 442 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, P135T

2011 B7 443 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, L185M

2011 B8 444 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, C233S, F296Y
2011 B10 445 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, A303D

2011 C1 446 Y53F, S56A, K57E, S58E, E63K, N87P, G251D, K294R
2011 C3 448 Y53F, S56A, K57E, S58E, A72V, N87P, N102Y, F189I, Y245H
2011 C6 449 Y53F, S56A, K57E, S58E, 184F, N87P

2011 C7 450 E13V, Y53F, S56A, K57E, S58E, M94l, N87P, T1411
2011 C8 451 Y53F, S56A, K57E, S58E, A72V, N87P, N102Y, F189I, Y245H
2011 C9 447 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, E194D

2011 C10 452 Y53F, A56G, K57E, S58E, K60ON, N87P

2011 C12 453 Y53F, S56A, K57E, S58E, 184L, N87P, N97T
2011 D1 454 L39M, Y53F, S56A, K57E, S58E, E68G, N87P
2011 D2 455 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94l, V3071
2011 D3 456 Y53F, S56A, K57E, S58E, F671, N87P

2011 D4 457 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, P135L, A202V
2011 D5 458 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, G164S, G199A
2011 D6 500 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, S247C

2011 D8 459 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, N116l

2011 D9 460 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, K90M

2011 D11 461 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94L, T259I
2011 D12 462 Y53F, S56A, K57E, S58E, M83K, N87P

2011 E3 463 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, 1122V, L297W
2011 E4 464 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, A112S, Q160R
2011 E8 465 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, V142l, P320L
2011 E11 466 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, Q91L

2011 F2 467 Y53F, S56V, K57E, S58E, N87P, A210T

2011 F4 468 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, F189I

2011 F6 469 Y53F, S56G, K57E, S58E, K60N, N87P

2011 F9 470 A41V, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, S305P
2011 F10 471 Y53F, S56A, K57E, S58E, L85M, N87P

2011 G1 472 E13V, Y53F, S56A, K57E, S58E, M941, N87P, T141I
2011 G3 473 H35Q, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P

2011 G4 474 Y53F, S56A, K57E, S58E, 184F, N87P

2011 G8 475 A26T, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, KO0OM
2011 G9 476 Y53F, S56T, K57E, S58E, N87P

2011 G10 477 Y53F, S56A, K57E, S58E, 184F, N87P

2011 H1 478 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94l, V156L
2011 H5 479 Y53F, S56A, K57E, S58E, 184L, N87P

2011 H7 480 Y53F, S56T, K57E, S58E, N87P

2011 H9 481 Y53F, G55C, S56A, K57E, S58E, N87P

2012 A2 482 Y53F, S56A, K57E, S58E, R61G, 186V, N87P
2012 A7 483 Y53F, S56A, K57E, S58E, T71S, A76V, N87P
2012 A8 484 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M212T

2012 A9 485 H35Q, Y53F, S56A, K57E, S58E, A72T, N87P
2012 A10 486 A36T, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P
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Variante Seq Substituicoes de Aminodcido

2012 A1 487 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, S247T

2012 B3 488 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, P135S

2012 B4 489 Y53F, S56A, K57E, S58E, W59R, N87P, K278E
2012 B5 490 Y53F, S56V, K57E, S58E, N87P, 1234V

2012 B6 491 Y30H, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P

2012 B9 492 I50M, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P

2012 C2 493 Y53L, S56A, K57E, S58E, N87P

2012 C3 494 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, F115V, T191S, V208I, C209W, F292I
2012 C5 495 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94I

2012 C6 496 Y53F, S56A, K57E, S58E, F67L, N87P

2012 C8 497 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94l, M169T
2012 C10 498 Y53F, S56A, K57E, S58E, F671, N87P, T276I
2012 D1 499 Y53F, S56A, K57E, S58E, 184F, N87P, M132T
2012 D8 501 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, P135S

2012 D11 502 K8N, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, K90M, T1411
2012 E5 503 Y53F, S56A, K57E, S58E, 184L, N87P

2012 E9 504 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, V142l, T191S, C233S
2012 F1 505 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, H235Y

2012 F2 506 Y53F, S56V, K57E, S58E, N87P, V232D

2012 F3 507 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, KO0M, V142l, T187S
2012 F4 508 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M941, G149D
2012 F7 509 E13V, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94l, T1411
2012 F10 510 Y53F, S56A, K57E, S58E, Q65H, N87P, F189I
2012 F12 511 Y53F, S56V, K57E, S58E, N87P

2012 G3 512 Y53F, S56T, K57E, S58E, N87P, R190S

2012 G4 513 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, N102S, V142|
2012 G5 514 Y53F, S56A, K57E, S58E, 184L, N87P

2012 G8 515 Y53F, S56A, K57E, S58E, K77N, N87P, A92V
2012 G9 516 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94l, V3071
2012 G10 517 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, T195I

2012 G12 518 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, F309I

2012 H1 519 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, K90T, A180S
2012 H3 520 Y53F, S56A, K57E, S58E, W59C, N87P

2012 H7 521 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94l, A202T
2012 H9 522 H35N, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P

2012 H11 523 Y53F, S56A, K57E, S58E, A72V, N87P, L211M, 1240M
2013 A2 524 Y53F, S56T, K57E, S58E, N87P, Q288H

2013 A4 525 Y53F, S56A, K57E, S58E, L85M, N87P

2013 A5 526 L52S, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P

2013 B2 527 A36T, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, V203l
2013 B5 528 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, P135T

2013 B7 529 19M, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, K90E
2013 B8 530 Y53F, G55C, S56A, K57E, S58E, N87P

2013 B9 531 Y53F, S56V, K57E, S58E, N87P

2013 B11 532 A38V, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P

2013 CH1 533 Y53L, S56A, K57E, S58E, N87P, M237I

2013 C6 534 K23M, Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, E194D
2013 C8 535 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, P135T

2013 C12 536 Y53F, S56A, K57E, S58E, A72V, N87P, T93S, A176V, H235Y
2013 D1 537 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P, M94R, K310M
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TABELA 26. SUBSTITUICOES DE AMINOACIDO DE VARIANTES K9SB2

Variante Seq 1D NQ (.je AA; qu IDNO de Substituigdes de Aminoacido
Acido nucleico
K9SB2 427 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P
2017 B12 639: 640 Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P,
T93I
Y53F, S56A, K57E, S58E, N87P,
2017 D6 641; 642 T93A

Andlise cinética de proteinas de variantes K9SB2 parcialmente
purificadas

[0518] A cepa de E. coli Bw25113 (AilvC ), conforme descrito na
Patente n® U.S. 8.129.162, foi usada para expressar as 107 variantes a partir
da triagem de HTS secundaria e da K9SB2 de controle positivo. Os clones a
partir das placas de arquivo foram inoculados no interior das placas de 96
pogos profundos. Cada pogo conteve 3,0 ul de células a partir de placas de
arquivos descongeladas, 200 pl do meio de LB que contém 100 pg/ml de
ampicilina e 0,02% (p/v) de arabinose como o indutor. As células foram as
cultivadas de um dia para o outro a 37 °C com 80% de umidade durante a
agitacdo (900 rpm), colhida através de centrifugacdo (4.000 rpm, 7 minutos a 4
°C) (75004251, Thermo Scientific, Rockford, IL) e a pélete de célula foi
armazenada a -80 °C para analise posterior.

[0519] As péletes de célula congeladas em placas de pogos
profundos foram descongeladas em temperatura ambiente por 30 minutos ao
mesmo tempo. 75 pl de BugBuster a 50% (Novagen 71456, Darmstadt,
Germany) (v/v.em agua) foram adicionados a cada uma e as células foram
suspensas com o uso de um agitador de placa. A suspensdo de células em
Bug Buster a 50% foi incubada por 30 minutos em temperatura ambiente, o que
foi entdo seguido por uma incubacédo de 15 minutos a 60 °C. Os detritos de
célula e as proteinas termicamente instaveis desnaturadas foram peletizadas
através de centrifugacdo (4.000 rpm, 15 minutos a 4 °C) (75004251, Thermo

Scientific, Rockford, IL) e 75 pl do sobrenadante foram transferidos para uma
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placa de 96 pocgos de fundo plano (Corning, 3370, Corning, NY) e diluidos duas
vezes com 75 ul de HEPES 100 mM (pH 6,8), KCI 100 mM, MgCl, 10 mM.

[0520]A proteina total foi determinada usando-se o Ensaio de
Bradford com Coomaisse Plus (Thermo Scientific, n°23238, Rockford, IL). O
BSA foi empregado conforme o padrdo. A concentracdo de proteina foi medida
determinando-se a absorvancia a 595 nm com ouso de um espectrofotometro
Cary 300 (Agilent Technologies, Wilmington, DE).

[0521]Para determinar os valores Vnax € 0s valores Ky para
NADH e NADPH, as proteinas parcialmente purificadas foram submetidas a
ensaio em varias concentragdes de NADH (20, 30, 40, 60, 80, 120, 200 e 300
uM) e NADPH (60, 80, 120, 200, 300 e 400 uM). Os ensaios foram conduzidos
a 30 °C em HEPES 100 mM (pH 6,8), MgCl, 10 mM, KCI 100 mM e R/S-
acetolactato 4,8 mM. Entre 0,005 a 0,015 mg/ml de proteina total foi adicionado
ao ensaio. A taxa de conversdao de S-acetolactato para DHIV foi medida
através do monitorando da oxidacdo de NAD(P)H a 340 nm com o uso de um
leitor de placa Spectramax 384 Plus (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A
atividade foi calculada usando-se o coeficiente de extingdo molar de 6220 M
cm™. Os valores Vmax € K foram calculados plotando-se a atividade especifica
(U/mg) versus a concentracdo de cofator e os dados foram ajustados a
equacao de Michaelis-Menten com o uso do software Kaleidagraph (Synergy,
Reading, PA).

TABELA 27. VALORES CINETICOS PARA VARIANTES K9SB2 PARCIALMENTE PURIFICADAS

CoNFORME DETERMINADO ATRAVES DE ENSAIOS DE CONSUMO DE NAD(P)H

Vmax de Km de Vimax /Km de Vmax de Km de Vimax /Km
Variante NADPH, NADPH, NADH, NADH, NADH, de NADH,
U/mg uM I/min*mg U/mg uM I/min*mg
K9SB2 1,79 153 0,012 2,10 87,4 0,024
2011 A2 1,48 897 0,002 1,94 71,2 0,027
2011 A3 1,43 371 0,004 1,33 44,1 0,030
2011 A5 0,93 109 0,009 0,23 17,4 0,017
2011 A7 2,27 334 0,007 1,70 69,2 0,025
2011 A9 2,09 266 0,008 0,40 n/d n/a
2011 A11 2,21 294 0,008 1,25 25,8 0,048
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Vmax de Km de Vimax /Km de Vmax de Km de Vimax /Km
Variante NADPH, NADPH, NADH, NADH, NADH, de NADH,

U/mg uM I/min*mg U/mg uM I/min*mg
2011 B1 1,79 421 0,004 64,5 55171 0,001
2011 B2 0,33 254 0,001 0,02 264 0,007
2011 B3 1,87 505 0,004 0,68 225 0,003
2011 B4 0,36 294 0,001 0,26 171 0,002
2011 B7 n/d 1,03 n/a 0,48 25,5 0,019
2011 B8 0,83 109,5 0,008 0,61 28,7 0,021
2011 B10 0,88 171 0,005 0,46 7,53 0,061
2011 C1 1,06 404 0,003 1,51 191 0,008
2011 C3 1,08 844 0,001 2,53 500 0,005
2011 C6 1,19 388 0,003 1,90 189 0,010
2011 C7 0,71 946 0,001 1,95 457 0,004
2011 C8 1,73 1546 0,001 3,73 750 0,005
2011 C9 1,02 123 0,008 2,29 177 0,013
2011 C10 1,02 656 0,002 3,84 899 0,004
2011 C12 2,74 244 0,01 13,08 99 0,031
2011 D1 4,68 501 0,009 3,54 80,4 0,044
2011 D2 2,34 547 0,004 2,18 77,3 0,028
2011 D3 0,05 306 0,0002 0,05 44,3 0,001
2011 D4 0,47 857 0,001 0,44 91,6 0,005
2011 D5 0,75 550 0,001 0,42 57,1 0,007
2011 D6 0,70 200 0,004 0,52 25,11 0,021
2011 D8 0,04 214 0,0002 0,04 38,9 0,001
2011 D9 0,18 407 0,0004 0,16 50,2 0,003
2011 D11 0,78 185 0,004 0,61 15,0 0,041
2011 D12 0,74 190 0,004 0,80 39,0 0,021
2011 E3 0,77 163 0,005 1,54 128 0,012
2011 E4 1,59 270 0,006 3,78 234 0,016
2011 E8 0,91 435 0,002 2,16 252 0,009
2011 E11 5,56 6466 0,001 3,06 511 0,006
2011 F2 0,39 692 0,001 1,79 136 0,013
2011 F4 2,07 242 0,009 2,00 68,3 0,029
2011 F6 1,19 946 0,001 1,35 231 0,006
2011 F9 0,57 269 0,002 0,45 27,1 0,017
2011 F10 1,43 390 0,004 1,55 79,8 0,019
2011 G1 1,31 1533 0,001 0,50 40,1 0,013
2011 G3 0,61 1003 0,001 1,00 283 0,004
2011 G4 1,00 316 0,003 2,13 174 0,012
2011 G8 0,90 482 0,002 1,22 106 0,012
2011 G9 0,30 530 0,001 3,48 549 0,006
2011 G10 0,93 358 0,003 2,13 238 0,009
2011 H1 0,96 218 0,004 1,57 114 0,014
2011 H5 1,17 81,2 0,014 1,85 86,5 0,022
2011 H7 0,20 435 0,001 1,25 173 0,007
2011 H9 1,30 741 0,002 1,55 177 0,009
2012 A2 1,71 264 0,007 1,58 55,4 0,029
2012 A7 1,98 215 0,009 1,87 67,3 0,028
2012 A8 1,19 91,8 0,013 1,24 22,7 0,055
2012 A9 0,44 481 0,001 0,34 38,1 0,009
2012 A10 1,21 340 0,004 1,31 66,7 0,020
2012 A11 1,99 342 0,006 1,37 35,9 0,038
2012 B3 0,88 1214 0,001 0,42 63,8 0,007
2012 B4 4,34 1593 0,003 1,66 95,1 0,018
2012 B5 4,88 7389 0,001 1,19 85,2 0,014
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Vmax de Km de Vimax /Km de Vmax de Km de Vimax /Km
Variante NADPH, NADPH, NADH, NADH, NADH, de NADH,
U/mg uM I/min*mg U/mg uM I/min*mg
2012 B6 3,72 428 0,009 2,23 51,3 0,044
2012 B9 1,17 523 0,002 0,87 63,7 0,014
2012 C2 4,43 923 0,005 3,16 189 0,017
2012 C3 1,40 203 0,007 1,80 68,9 0,026
2012 C5 1,73 348 0,005 3,66 268 0,014
2012 C6 2,18 234 0,009 2,90 103 0,028
2012 C8 1,53 394 0,004 2,63 194 0,014
2012 C10 1,12 286 0,004 1,41 78,9 0,018
2012 D1 0,72 599 0,001 0,58 64,5 0,009
2012 D8 1,17 1528 0,001 0,47 73,6 0,006
2012 D11 0,43 334 0,001 0,52 27,7 0,019
2012 E5 2,13 257 0,008 4,77 313 0,015
2012 E9 1,07 1326 0,001 n/d n/d n/a
2012 F1 1,70 272 0,006 1,48 62,5 0,024
2012 F2 0,39 925 0,0004 0,79 97,8 0,008
2012 F3 1,40 2213 0,0006 0,94 142 0,007
2012 F4 2,70 719 0,004 1,50 72,9 0,021
2012 F7 0,86 840 0,001 0,77 117 0,007
2012 F10 1,92 170 0,011 1,75 27,4 0,064
2012 F12 0,90 1582 0,0006 1,75 117 0,015
2012 G3 1,47 1003 0,002 1,07 127 0,008
2012 G4 0,73 615 0,001 0,63 81,6 0,007
2012 G5 1,92 240 0,008 2,00 83,5 0,024
2012 G8 1,17 315 0,004 0,99 58,7 0,017
2012 G9 2,41 717 0,003 1,37 91,5 0,015
2012 G10 1,06 400 0,003 0,71 39,8 0,018
2012 G12 1,58 147 0,01 12,00 70,0 0,029
2012 H1 1,49 195 0,008 1,74 68,9 0,025
2012 H3 14,98 7389 0,002 1,45 99,0 0,015
2012 H7 1,14 246 0,005 1,30 76,2 0,017
2012 H9 0,37 210 0,002 n/d n/d n/a
2012 H1 10,65 162 0,004 0,62 32,0 0,019
2013 A2 0,58 285 0,002 0,64 71,0 0,009
2013 A4 0,63 188 0,003 0,86 81,5 0,011
2013 A5 0,61 886 0,001 0,88 210 0,004
2013 B2 0,62 282 0,002 0,71 70,4 0,010
2013 B5 6,68 7389 0,001 0,083 150 0,006
2013 B7 1,22 433 0,003 1,12 79,0 0,014
2013 B8 0,42 90,7 0,005 1,27 191 0,007
2013 B9 5,31 13970 0,0004 1,38 217 0,006
2013 B1 10,48 212 0,002 0,60 63,2 0,010
2013 C1 0,49 149 0,003 0,68 64,8 0,0105
2013 C6 0,54 163 0,003 0,36 24,4 0,015
2013 C8 2,87 3752 0,001 0,70 188 0,004
2013 C12 0,75 495 0,002 0,79 115 0,007
2013 D1 1,31 1608 0,001 0,87 188 0,005
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EXEMPLO 22

CONSTRUCAO DA CEPA PNY2259

[0522] A finalidade desse exemplo é descrever o conjunto dos
construtos usados para substituir a cépia cromossémica de kivD_LI(y) em
PNY2238 no local adh1A com kivD_Lg(y).

[0523] A delecéo/integracdo foi criada através de recombinacao
homéloga com produtos de PCR que contém regides de homologia a montante
e a jusante da regido alvo e do gene URAS3 para a selecao de transformantes.
O gene URAS3 foi removido através de recombinagdo homéloga para criar uma
delecdo/integragdo sem marcas. O plasmideo para integrar kivD_Lg(y) foi
derivado de um plasmideo construido para integrar UAS(PGK1)P[FBA1]-
kivD_LI(y) no local ADH1 de Saccharomyces cerevisiae. A construgdo do
plasmideo usado para integrar UAS(PGK1)P[FBA1]-kivD_LI(y) no local ADH1 é
descrita abaixo. Os plasmideos foram construidos em pUC19-URA3MCS.

CONSTRUCAO Do PLASMIDEO DE INTEGRACAO DE UAS(PGK1 )PFFBA11-KIVD

LKV)/DELECAO DE ADH1

[0524] A regido de codificagdo de kivD do cddon de Lactococcus
lactis otimizada para expressao em Saccharomyces cerevisiae, kivD_LI(y), foi
amplificada com o uso de pLH468 (SEQ ID NO: 139) como modelo com o
iniciador o0BP562 (SEQ ID NO: 197), que contém um sitio de restricdo de
Pmel, e o iniciador oBP563 (SEQ ID NO: 198), que contém uma extremidade 5'
com homologia a terminacdo 5' do Fragmento B de ADH1. O fragmento B de
ADH1 foi amplificado a partir do DNA genémico de CEN.PK 113-7D a partir de
Saccharomyces cerevisiae com o iniciador oBP564 (SEQ ID NO: 199), que
contém uma extremidade 5' com homologia a terminagéo 3' de kivD_LI(y), e o
iniciador o0BP565 (SEQ ID NO: 200), que contém um sitio de restricao de Fsel.
Os produtos de PCR foram purificados com um kit de Purificacdo de PCR

(Qiagen; Valencia, CA). O Fragmento B de kivD_LI(y)-ADH1 foi criado
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sobrepondo-se a PCR através da mistura do produtos de PCR do Fragmento B
de ADH1 e kivDJJ(y) e amplificando-se com os iniciadores oBP562 (SEQ ID
NO: 197) e oBP565 (SEQ ID NO: 200). O produto de PCR resultante foi
digerido com Pmel e Fsel e ligado a DNA ligase de T4 no sitios
correspondentes de pUC19-URA3BMCS ap6s a digestdo com as enzimas
apropriadas. O Fragmento A de ADH1 foi amplificado a partir de DNA
gendmico com o iniciador oBP505 (SEQ ID NO: 201), que contem um sitio de
restricdo de Sacl, e o iniciador oBP506 (SEQ ID NO: 202), que contém um Sitio
de restricdo de Ascl. O produto de PCR do Fragmento A de ADH1 foi digerido
com Sacl e Ascl e ligado a DNA ligase de T4 nos sitios correspondentes do
plasmideo que contém o Fragmento B de kivD_LI(y)-ADH1. ADH1 O
Fragmento C foi amplificado partir do DNA genémico com o iniciador oBP507
(SEQ ID NO: 203), que contém um sitio de restrigdo de Pacl, e o iniciador
oBP508 (SEQ ID NO: 204), que contém um sitio de restricdo de Sall. O produto
de PCR do Fragmento C de ADH1 foi digerido com Pad e Sail e ligado a DNA
ligase de T4 nos sitios correspondentes do plasmideo que contém o Fragmento
A de ADH1 /Fragmento B de kivD_LI(y)-ADH1. O promotor hibrido
UAS(PGK1)-Prga1 (SEQ ID NO: 406) foi amplificado a partir do vetor pRS316-
UAS(PGK1)-P rsai-GUS com o iniciador oBP674 (SEQ ID NO: 205), que
contém um sitio de restricdo de Ascl, e o iniciador OBP675 (SEQ ID NO: 206),
que contém um sitio de restricdo de Pmel. O produto de PCR de UAS(PGK1)-
Pesa1 foi digerido com Ascl e Pmel e ligado a DNA ligase de T4 nos sitios
correspondentes do plasmideo que contém Fragmentos ABC de kivD_LI(y)-
ADH1 para gerar o pBP1181.
CoNsTRUcAo DE PerP1716 E PBP1719

[0525] A kivDJJ(y) foi removida do pBP1181 de plasmideo de

integracdo de UAS(PGK1 )P[FBA1]-kivD_LI(y)/delecdo de ADH1. O

plasmideo foi digerido com Pmel e Fsel e o fragmento grande de DNA foi
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purificado em um gel de agarose seguido por um kit de extragcdo de gel
(Qiagen). O fragmento B de ADH1 foi amplificado a partir de pBP1181 com
o iniciador oBP821 (SEQ ID NO: 407), que contém um sitio de restricdo de
Pmel, e o iniciador oBP484 (SEQ ID NO: 408), que contém um sitio de
restricdo de Fsel. O produto de PCR do fragmento B de ADH1 foi digerido
com Pmel e Fsel e ligado com DNA ligase de T4 nos sitios
correspondentes do fragmento grande de DNA purificado em gel. Um
fragmento de PCR que corresponde ao 500bp de 3' de kivDJJ(y) foi
clonado no vetor resultando para a delecao direcionada de kivD_LI(y) em
PNY1528. O fragmento foi amplificado a partir de pBP1181 com os
iniciadores oBP822 (SEQ ID NO: 409), que contém um sitio de restricdo de
Notl, e oBP823 (SEQ ID NO: 410), que contém um sitio de restricao de
Pacl. O fragmento foi digerido com Notl e Pacl e ligated com DNA ligase de
T4 nos sitios correspondentes a jusante de URA3 no plasmideo acima com
a delecdo de kivD_LI(y) apdés a digestdo com as enzimas de restrigdo
apropriada. O plasmideo resultante foi designado pBP1716.

[0526] A regido de codificacdo de kivD a partir do cédon de
Listeria grayi otimizada para expressao em Saccharomyces cerevisiae (SEQ ID
NO: 411), kivD_Lg(y), foi sintetizada a partir de DNA2.0 (Menlo Park, CA). O
kivD_Lg(y) foi amplificado com os iniciadores 0BP828 (SEQ ID NO: 412), que
contém um sitio de restricdo de Pmel, e 0BP829 (SEQ ID NO: 413) que contém
um sitio de restricdo de Pmel. O produto de PCR resultante foi digerido com
Pmel e ligated com DNA ligase de T4 no sitio correspondente em pBP1716
apos a digestdo com a enzima apropriada. A orientacdo do gene clonado foi
verificada através da PCR com os iniciadores FBAp-F (SEQ ID NO: 414) e
oBP829 (SEQ ID NO: 413). Um isolado com kivD_Lg(y) na orientacdo correta
foi designado pBP1719.
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CoNSTRUCAO DA CEPA PNY2259

[0527]10O cassete de integracdo de kivD_Lg(y)/delecdo de
kivD_LI(y) foi amplificado a partir de pBP1719 com os iniciadores oBP505
(SEQ ID NO: 201 ) e 0BP823 (SEQ ID NO: 410). Células competentes do
PNY2238 foram criadas e transformadas com o produto de PCR com o uso de
um kit de Transformacéo Il de Levedura Frozen-EZ (Zymo Research; Orange,
CA). As misturas de transformacdo foram colocadas em placas em meios
completos sintéticos carentes de uracila suplementados com 1% de etanol a
30C. As cepas de transformante foram submetidas a triagem através de PCR
(JumpStart(TM) REDTaq (c) ReadyMix(TM)) com o uso dos iniciadores Ura3-
end F (SEQ ID NO: 222) e HY-50 (SEQ ID NO: 415). Os transformantes foram
cultivados em YPE (1% de etanol) e colocados em placas em um meio
completo sintético suplementado com 1% de EtOH e que contém &cido 5-fluor-
orético (0,1%) a 30 C para selecionar isolados que perderam o marcado de
URAS. A delecado de kivDJJ(y) e a integracdo de kivD_Lg(y) foi confirmada
através de PCR com os iniciadores HY-50 e oBP834 (SEQ ID NO: 416). Um
isolado correto continha kivD_Lg(y) no mesmo local e expresso a partir do
mesmo promotor como kivDJJ(y) em PNY2238 foi designado PNY2259.

EXEMPLO 23

CoNSTRUCAO DE DuAs BIBLIOTECAS DE GENE DE SATURACAO DE SiTio PARA

IDENTIFICAR AS VARIANTES CoM A PREFERENCIA DE COFATOR PARA NADH

[0528]No Exemplo 4, os iniciadores que tém o co6don de
degeneracdo NNK foram usados (N representa todos os 4 nucleotideos A, C G
e T enquanto K representa G e T). Nesse Exemplo, as misturas de iniciador
que contém iniciadores que codificam cada alteracdo de amino&cido individual
de A,C,D,E,F,G,H,I,L, M, N, P, Q, V, Wou Y para as posi¢des 53, 56 e 58
de KARI de K9 foram empregadas e as substituicdes para S, T, K e R foram

excluidas como nao preferenciais para essas posicoes. O tamanho da
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biblioteca de saturagéo que direcionada aos trés sitios de ligacao de fosfato de
NADPH (53, 56 e 58) de KARI de K9 é de 4.096 (em comparagdo com
32*32*32 ou 32.768 variantes que usam iniciadores de cddigo de degeneragao
NNK conforme no Exemplo 4).

[0529]1Um método de construcéo de biblioteca foi iniciado a partir
da posicdo 58. As misturas de iniciador foram primeiramente criadas
misturando-se todos os iniciadores que direcionam as mesmas posicoes (for
exemplo, a mistura de iniciador, K9_53f, foi criada misturando-se um mol igual
de todos os 16 iniciadores diretos que direcionam a posicdo 53 (listados na
tabela abaixo). De modo semelhante, o K9_56f e o K9_58f foram preparados.
O iniciador reverso compartilhado é K9_191G_112210r (SEQ ID NO: 174):
GGTTTCAGTTTCGCCTCTGAAGGTAGTTTC (chamado de SR neste
exemplo). A mutagédo na posigdo 58 foi primeiramente introduzida no AS6F1
através de PCR. O procedimento de mutagénese é semelhante aquele descrito
no Exemplo 4. Em resumo, K9_58f e SR foram fosforilados. Os iniciadores
fosforilados foram entdo usados diretamente para introduzir uma mutagdo na
posicdo 58 no AS6F1 com o uso do kit USB Change_lIt (USB Corporation,
Cleveland, OH, n°78480). O modelo foi removido com Dpn I. O produto de PCR
limpo (Zymo DNA Clean & Concentrator-5; Zymo Research Corporation, Irvine,
CA, Cat n°D4003) foi transformado em células KOBW-3a. Apds um cultivo de
um dia para o outro em placas de agar de LB em um incubador a 37 °C, todas
as células foram coletadas e o DNA foi extraido com o uso do kit Qiaprep Spin
miniprep (Qiagen Inc. Valencia, CA, Cat n®27106).

[0530]O DNA extraido foi entdo usado como modelos para
introduzir uma mutac&o na posicdo 56 com o uso de K9 _56f e SR como na
mutagénese para a posicdo 58. Finalmente, a mutacdo na posicdo 53 foi
introduzida de modo semelhante. Apds as mutacées em todas as trés posicoes

(53, 56 e 58) serem introduzidas no AS6F1, a nova biblioteca foi submetida a
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triagem conforme aquela descrita no exemplo 4 e alguns mutantes
selecionados séo listados na tabela abaixo.

[0531] O outro método comegou com a posicdo 53. A mistura de
iniciadores K9_56r e K9_58r foi preparada de modo semelhante com o uso dos
iniciadores listados na tabela abaixo). O iniciador direto compartilhado é
pBAD_266f: CTCTCTACTGTTTCTCCATACCCG (SEQ ID NO: 634; chamado
de SF neste exemplo). A mutagdo na posicao 53 foi primeiramente introduzida
no AS6F1 através de PCR. O procedimento de mutagénese é semelhante
aquele descrito acima com o uso de AS6F1 como o modelo e K9_53f e SR
como os dois iniciadores de PCR. O DNA que sofreu mutagéo resultante (na
posicao 53) foi usado como modelos e K9_56r e SF foram usados como os
iniciadores de mutagénese para introduzir uma mutacdo na posicao 56.
Finalmente, a mutacédo na posicédo 58 foi introduzida de modo semelhante com
o uso de K9 _58r e SF. Ap6s as mutacdes em todas as trés posicoes (53, 56 e
58) serem introduzidas no AS6F1, a nova biblioteca foi submetida a triagem

como descrito acima e alguns mutantes selecionados foram listados na tabela

abaixo.
TABELA 28. INICIADORES DIRETOS MUTACIONAIS.
Posigao/posigdes
direcionada(s) de K9- Iniciadores
KARI
53 K9_53F_031411f GTTATCATCGGATTATTCGAAGGA (SEQ ID NO: 544)

K9_53L_031411f GTTATCATCGGATTATTGGAAGGA (SEQ ID NO: 545)
K9_53Y_031411f GTTATCATCGGATTATATGAAGGA (SEQ ID NO: 546)
K9_53C_031411f GTTATCATCGGATTATGTGAAGGA (SEQ ID NO: 547)
K9_53W_031411f GTTATCATCGGATTATGGGAAGGA (SEQ ID NO: 548
K9_53P_031411f GTTATCATCGGATTACCAGAAGGA (SEQ ID NO: 549)
K9_53H_031411f GTTATCATCGGATTACATGAAGGA (SEQ ID NO: 550)
K9_53Q_031411f GTTATCATCGGATTACAAGAAGGA (SEQ ID NO: 551)
K9_531_031411f GTTATCATCGGATTAATTGAAGGA (SEQ ID NO: 552)
K9_53M_031411f GTTATCATCGGATTAATGGAAGGA (SEQ ID NO: 553)
K9_53N_031411f GTTATCATCGGATTAAATGAAGGA (SEQ ID NO: 554)
K9_53V_031411f GTTATCATCGGATTAGTTGAAGGA (SEQ ID NO: 555)
K9_53A_031411f GTTATCATCGGATTAGCTGAAGGA (SEQ ID NO: 556)
K9_53D_031411f GTTATCATCGGATTAGATGAAGGA (SEQ ID NO: 557)
K9_53E_031411f GTTATCATCGGATTAGAAGAAGGA (SEQ ID NO: 558)
K9_53G_031411f GTTATCATCGGATTAGGTGAAGGA (SEQ ID NO: 559




241/323

Posigéao/posicdes

direcionada(s) de K9- Iniciadores
KARI

56 K9_56F_031411f GGATTACCTGAAGGATTCAAA (SEQ ID NO: 560)
K9_56L_031411f GGATTACCTGAAGGATTGAAA (SEQ ID NO: 561)
K9_56Y_031411f GGATTACCTGAAGGATATAAA (SEQ ID NO: 562)
K9_56C_031411f GGATTACCTGAAGGATGTAAA (SEQ ID NO: 563)
K9_56W_031411f GGATTACCTGAAGGATGGAAA (SEQ ID NO: 564)
K9_56P_031411f GGATTACCTGAAGGACCAAAA (SEQ ID NO: 565)
K9_56H_031411f GGATTACCTGAAGGACATAAA (SEQ ID NO: 566)
K9_56Q_031411f GGATTACCTGAAGGACAAAAA (SEQ ID NO: 567)
K9_561_031411f GGATTACCTGAAGGAATTAAA (SEQ ID NO: 568)
K9_56M_031411f GGATTACCTGAAGGAATGAAA (SEQ ID NO: 569)
K9_56N_031411f GGATTACCTGAAGGAAATAAA (SEQ ID NO: 570)
K9_56V_031411f GGATTACCTGAAGGAGTTAAA (SEQ ID NO: 571)
K9_56A_031411f GGATTACCTGAAGGAGCTAAA (SEQ ID NO: 572)
K9_56D_031411f GGATTACCTGAAGGAGATAAA (SEQ ID NO: 573)
K9_56E_031411f GGATTACCTGAAGGAGAAAAA (SEQ ID NO: 574)
K9_56G_031411f GGATTACCTGAAGGAGGTAAA (SEQ ID NO: 575)

58 K9_58F_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAATTCTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 57
K9_58L_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAATTGTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 577)
K9_58Y_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAATATTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 578)
K9_58C_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAATGTTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 579)
K9_58W_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAATGGTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 580)
K9_58P_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAACCATGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 581)
K9_58H_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAACATTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 582)
K9_58Q_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAACAATGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 583)
K9_581_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAAATTTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 584)
K9_58M_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAAATGTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 585)
K9_58N_051611 f{GATTACCTGAAGGATTTAAAAATTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 586)
K9_58V_051611 {GATTACCTGAAGGATTTAAAGTTTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 587)
K9_58A_051611 {GATTACCTGAAGGATTT AAAGCTTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 588)
K9_58D_051611f GATTACCTGAAGGATTT AAAGATTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 589)
K9_58E_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAAGAATGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 590)
K9_58G_051611f GATTACCTGAAGGATTTAAAGGTTGGAAGAGAGC (SEQ ID NO: 591)

TABELA 29. INICIADORES DIRETOS MUTACIONAIS.

Posicao/posigbes  direcionada(s) | Iniciadores

de K9-KARI

56 K9_56F_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTGAATCCTTC (SEQ ID NO: 592)

9 56L_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTCAATCCTTC (SEQ ID NO: 593)
K9_56Y_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTATATCCTTC (SEQ ID NO: 594)
K9_56C_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTACATCCTTC (SEQ ID NO: 595)
K9_56W_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTCCATCCTTC (SEQ ID NO: 596)
K9_56P_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTTGGTCCTTC (SEQ ID NO: 597)
K9_56H_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTATGTCCTTC (SEQ ID NO: 598)
K9_56Q_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTTTGTCCTTC (SEQ ID NO: 599)
K9_561_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTAATTCCTTC (SEQ ID NO: 600)
K9_56M _071211r GCTCTCTTCCATGGTTTCATTCCTTC (SEQ ID NO: 601)
K9_56N_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTATTTCCTTC (SEQ ID NO: 602)
K9_56V_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTAACTCCTTC (SEQ ID NO: 603)
K9 _56A_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTAGCTCCTTC (SEQ ID NO: 604)
K9_56D_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTATCTCCTTC (SEQ ID NO: 605)
K9 _56E_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTTTCTCCTTC (SEQ ID NO: 606)
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Posicao/posigbes  direcionada(s) | Iniciadores
de K9-KARI

K9_56G-_071211r GCTCTCTTCCATGGTTTACCTCCTTC (SEQ ID NO: 607)
58 K9_58F_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCAGAATTT (SEQ ID NO: 608)
K9_58L_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCACAATTT (SEQ ID NO: 609)
K9_58Y_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCAATATTT (SEQ ID NO: 610)
K9_58C_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCAACATTT (SEQ ID NO: 611)
K9_58W_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCACCATTT (SEQ ID NO: 612)
K9_58P_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCATGGTTT (SEQ ID NO: 613)
K9_58H_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCAATGTTT (SEQ ID NO: 614)
K9_58Q_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCATTGTTT (SEQ ID NO: 615)
K9_581_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCAAATTTT (SEQ ID NO: 616)
K9_58M_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCACATTTT (SEQ ID NO: 617)
K9_58N_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCAATTTTT (SEQ ID NO: 618)
K9_58V_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCAAACTTT (SEQ ID NO: 619)
K9_58A_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCAAGCTTT (SEQ ID NO: 620)
K9_58D_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCAATCTTT (SEQ ID NO: 621)
K9_58E_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCATTCTTT (SEQ ID NO: 622)
K9_58G_071211r GTTCTTCTGCTCTCTTCCAACCTTT (SEQ ID NO: 623)

TABELA 30. LISTA DE ALGUNS MUTANTES COM OS VALORES DE Ky; MEDIDOS DOS

MESMOS
SEQ ID NO: 4cido
) . KM (uM) de KM (uM) de
Mutante ngclejcp, Mutagdes (NADH) (NADPH)
aminoacido
K9 Wt 26, 27 - 326 0,2
Y53Q, S56V, S58D,
BI7D12 625, 624 186V, N87P, T131M, 39 196
T191G
Y53E, S56V, S58D, 186V,
BI10F1 627, 626 N87P. T131M. T191G 74 573
Y53P, S56D, S58Q,
BJ6G6 629, 628 186V, N87P, T131M, 298 672
T191G
Y53P, S56V, S58E, 186V,
BJ7D6 631, 630 N87P. T131M. T191G 37 236
Y53A, S56D, S58D,
BJ7F7 633, 632 186V, N87P, T131M, 296 762
T191G
EXEMPLO 24

CoNsTRUCAO DE UMA CEPA ALD6A E DERIVADOS DE PRODUCAO DE ISOBUTANOL

[0532]Um fragmento de DNA de 5,3 kb (Bgll/EcoRV) do
pRS426::GPD- xpk1+ADH-eutD (SEQ ID NO: 383) que contém cassetes de
expressao para os genes xpkl e eutD de Lactobacillus plantarum foi adicionado
entre as sequéncias de divisa de ALD6, no sitio SnaBl do vetor de
pUC19::aldéD::loxP-URA3-loxP descrito no Exemplo 9, acima. A reacdo de
ligacéo foi transformada nas células de StbI3 de E. coli, que foram incubadas

em placas de placas de LB Amp para selecionar transformantes. A inser¢cao do
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cassete de xpkl-eutD foi confirmada através de PCR (iniciadores). Um clone
positivo (pUC19::Aald6:.URAS3::xpkS) foi obtido.

[0533]O vetor descrito acima foi linearizado com Ahdl e
transformado em células de PNY1507 (descritas no presente documento)
preparadas com o Kit de Transformacdo de Levedura Frozen-EZ da Zymo
Research (Cat. No. T2001) com uma modificacdo ao protocolo do fabricante
que inclui uma incubacao de resultado adicional de 2,5 horas em 2,0 ml de
meio de YPE (extrato de levedura, peptona com 1% de etanol). Os
transformantes foram obtidos através de disposicdo em placa em um meio
completo sintético sem uracila que forneceu 1% de etanol como a fonte de
carbono. Os transformantes remendados foram submetidos a triagem através
de PCR para confirmar a delecao/integracédo, com o uso de iniciadores N1090
e N1213 (SEQ ID NOs: 779 e 242). Um plasmideo que porta Cre recombinase
(PRS423::GAL1p-Cre; SEQ ID n? 271) foi transformada na cepa com o uso
selegdo de marcador de histidina. Os transformantes foram passados em YPE
suplementado com 0,5% de galactose. As colénias foram submetidas a triagem
para resisténcia a 5-FOA (perda de marcador de URA3) e para auxotrofia de
histidina (perda do plasmideo de Cre). A remocéo apropriada do gene de URA3
através dos sitios de loxP de divisa foi confirmada através de PCR com os
iniciadores N1212 e N1214 (SEQ ID NOs: 241 e 281). Finalmente, o plasmideo
de integragédo de alsS (SEQ ID NO: 780) foi transformado nessa cepa com o
uso do marcador de selecdo de geneticina incluido. Os integrantes foram
confirmados com o uso dos iniciadores N160SeqF5 e oBP512 (SEQ ID NO:
388 e 337).

[0534] Os plasmideos pYZ090AalsS e pBP915 (SEQ ID NOs: 371
e 182) foram transformados na cepa através da transformacédo de acetato de
litio (Protocolo n® 2 em "Methods in Yeast Genetics", 2005. Amberg, Burke e

Strathern). Os transformantes foram selecionados através da disposigcdo em
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placas em um meio completo sintético sem histidina e uracila com etanol como
a fonte de carbono. Os transformantes foram remendados e em seguida
remendados novamente em um meio completo sintético sem histidina e uracila
com 2% de glicose e 0,05% de etanol. Seis clones foram avaliados para cultivo
e producao de isobutanol. Um desses foi designado PNY2216.

EXEMPLO 25
DELECAO DE YMR226C A PARTIR DA CEPA PNY2211 DE S. CEREVISIAE (CONSTRUCAO

DE PNY2248)
[0535]O gene YMR226¢ foi deletado da cepa PNY2211 de S.

cerevisiae (descrita no Exemplo 9) através de recombinacdo homdloga com o
uso de um cassete de delegcdo baseado em KanMX4 linear amplificado por
PCR disponivel na cepa BY4743 ymr226¢cA::KanMX4 de S. cerevisiae (ATCC
4020812). Os iniciadores de PCR diretos e reversos N1237 (SEQ ID NO: 784)
e N1238 (SEQ ID NO: 785) amplificaram um cassete de delecao de 2,051 bp
de ymr226cA::KanMX4 do cromossomo Xlll. O produto de PCR conteve
sequéncias a montante e a jusante de 253 e 217 bp, respectivamente,
provocando a divisa do cassete de delecdo de ymr226cA::KanMX4, que séo
100% homdlogas as sequéncias que provocam a divisa do local de YMR226¢
nativo na cepa PNY2211. A recombinacdo e a troca genética ocorrem nas
sequéncias homélogas de divisa que deletam de modo eficaz o gene de
YMR226¢ e que integram o cassete de delecdo de ymr226¢A::KanMX4.

[0536] Aproximadamente 2,0 ug do produto amplificado por PCR
foi transformado na cepa PNY2211 tornada competente com o uso do método
de acetato de litio anteriormente descrito em Methods in Yeast Genetics (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, paginas 201 a 202
(2005)), e a mistura de transformacgéo foi disposta em placas em YPE mais
geneticina (50 pug/ml) e incubada a 30 °C para a selegdo de células com um

cassete de ymr226¢cA::KanMX4 integrado. Os transformantes foram submetidos a
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triagem para ymr226¢cA::KanMX4 através de PCR, com um iniciador N1240 interno
especifico para cassete de delegdo de KanMX4 voltado para fora de 5' (SEQ ID
NO: 786) pareado com um iniciador N1239 especifico para cromossomo voltado
para dentro de divisa (SEQ ID NO: 243) e um iniciador N1241 especifico para
cassete de delecdo de KanMX4 voltado para fora de 3' (SEQ ID NO: 787) pareado
com um iniciador N1242 especifico para cromossomo voltado para dentro de divisa
(SEQ ID NO: 244). Os clones de ymr226¢cA::KanMX4 PNY2211 positivos foram
obtidos, um dos quais foi designado PNY2248.
EXEMPLO 26

PRobUCAO DE IsoBUTANOL CoM RENDIMENTO DE DHMB DIMINUIDO EM NOCAUTE DE

YMR226C

[0537] Os transformantes de ymr226¢cA:.KanMX4 de PNY2211 e
um controle de ndo delecdo (PNY2211 com YMR226c nativo) foram testados
para producdo de butanol em um meio de glicose introduzindo-se,
primeiramente, os plasmideos que contém via de isobutanol pYZ090AalsS
(SEQ ID NO: 371) e pBP915 (SEQ ID NO: 182) simultaneamente através do
método de transformagdo de acetato de litio Rapido e Sujo descrito em
Methods in Yeast Genetics (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY (2005)). A selecdo de plasmideo foi baseada na auxotrofia de
histidina e uracila em placas de selecdo que contém etanol (meio completo
sintético com 1,0% de etanol -his -ura). Ap6s trés a cinco dias, diversos
transformantes que mostram o cultivo mais robusto foram adaptados para meio
de glicose remendando-se ao SD de 2,0% de glicose + 0,05% de etanol -his -
ura e incubados por 48 a 72 horas a 300 °C. Trés marcas com listras que
mostram o cultivo mais robusto foram usadas para inocular uma 10 ml de
cultura de semente em SD de 0,2% glicose + 0,2% de etanol -his - ura em 125
ml de frascos ventilados e cultivadas a 30 °C, 250 rpm por aproximadamente

24 horas. As células foram entao subcultivadas no meio completo sintético com
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2% de glicose + 0,05% de etanol -his -ura em 125 ml de frascos tampados
hermeticamente e incubados por 48 horas a 30 °C. Os sobrenadantes de cultura
coletados apds a inoculagéo e apds 48 horas de incubagédo foram analisados
através de HPLC para determinar a producao de isobutanol e através de LC/MS
para quantificar o DHMB. Observou-se que as cepas de controles produzem
DHMB em um rendimento molar de 0,03 a 0,07 mol por mol de glicose. Um pico
que corresponde ao DHMB néao foi observado em sobrenadantes de cultura das
cepas ymr226¢A, um dos quais foi designado PNY2249.
EXEMPLO 27

IDENTIFICACAO DE GENES QUE CoDIFICAM ENzIMAS DE ATIVIDADE DE ACETOLACTATO

REDUTASE (ALR) ComMm O Uso DA BIBLIOTECA DE NOCAUTE DE LEVEDURA

[0538]A partir de uma colecdo de nocaute ("KO") de >6.000
cepas de levedura derivadas da cepa BY4743, disponivel pela Open
Biosystems® (um divisdo da Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), 95 cepas
de nocaute de gente de desidrogenase candidatas foram escolhidas. As
culturas de partida de cepas de nocaute foram cultivadas em placas de pogo
profundo de 96 pogos (Costar 3960, Corning Inc., Corning NY, ou semelhantes)
em YPD de meio rico, e subcultivadas em um OD 600nm de partida de ~0,3 em
um meio que contém 0,67% de Base de Nitrogénio de Levedura, 0,1% de
casaminodcidos, 2% de glicose, e 0,1 M de K*-MES, pH 5,5. As amostras
foram tiradas ao longo de um periodo de 5 dias para mensuracées de DHMB e
DHIV. O DHIV e os dois isdbmeros de DHMB foram separados e quantificados
através de cromatografia liquida/espectrometria de massa ("LC/MS") em um
sistema AcquityTQD da Waters (Milford, MA), com o uso de uma coluna
Atlantis T3 (parte n® 186003539). A coluna foi mantida a 30 °C, e a taxa de
fluxo foi de 0,5 ml/min. A fase mével A foi 0,1% de acido formico em agua, e a
fase mével B foi 0,1% de &cido féormico em acetonitrila. Cada operacao

consistiu de 1 minuto a 99% de A, um gradiente linear sobre 1 minuto para 25%
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de B, seguido de 1 minuto a 99% de A. O efluente da coluna foi monitorado
para picos a m/z = 133 (ESI negativa), com tensdo de cone de 32,5 V, através
do detector de espectros de massa ACQ_TQD da Waters (s/n QBA688). O
assim chamado "DHMB rapido" tipicamente surgiu em 1,10 minuto, seguido do
DHIV em 1,2 minuto, e o DHMB "lento" surgiu em 1,75 minuto. A separacéo de
linha de base foi obtida e as areas de pico para o DHIV foram convertidas para
UM de concentracdes de DHIV através de referéncia as analises de solucdes
de padrdes criadas a partir de um estoque aquoso de 1 M. Essas mensuragdes
mostraram que a maior parte das mudancas nos niveis de DHMB ocorreu nas
primeiras 48 a 60 horas, consequentemente uma unica amostra foi coletada
aproximadamente naquele tempo em experimentos subsequentes. Nesse
experimento, o DHMB répido foi constatado em niveis muito mais altos que o
DHMB lento, o que nem sempre foi detectavel. A relacdo de DHIV para DHMB
rapido na maior parte das culturas foi ~ 3, mas uma cepa carente do gene de
YMR226C mostrou de modo consistente niveis muito baixos de DHMB rapido,
e DHIV normal, de modo que a relacdo de DHIV/DHMB rapido foi de cerca de
100. Isso sugeriu que o0 YMR226Cp é a ALR principal nessa base.

[0539] Para confirmar que YMR226Cp é a ALR principal nessa
base, os niveis in vitro de ALR e KARI foram testados na cepa de delecdo de
ymr226¢ (American Type Culture Collection (ATCC), Manassas VA, ATCC
n%4020812) e seu pai, BY4743 (ATCC n®201390; American Type Cultura
Collection, Manassas VA). Tubos de cinquenta ml que contém 6 ml de YPD
foram inoculados a partir de placas de agar de YPD e permitidos a crescer de
um dia para o outro (30 °C, 250 rpm). As células foram peletizadas, lavadas
uma vez em agua e suspensas novamente em 1 ml de tampé&o de citoplasma
de levedura (Van Eunen et al. FEBS Journal 277: 749 a 760 (2010)) que
contém um coquetel de inibidor de protease de levedura (Roche, Basel,

Switzerland, Cat n°® 11836170001, usado conforme direcionado pelo
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fornecedor, 1 tablete por 10 mils de tamp&o). Tolueno (0,02 ml, Fisher Scientific,
Fair Lawn NJ) foi adicionado, e os tubos foram agitados em velocidade superior
por 10 minutos em um agitador Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Bohemia
NY, Model G-560) para permeabilizagdo. Os tubos foram colocados em um
banho de agua a 30 °C, e os substratos foram adicionados as seguintes
concentragdes finais: (S)-acetolactato (criado enzimaticamente conforme
descrito abaixo no Exemplo 29) para NADPH 9,4 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis
MQO), 0,2 mM mais um sistema de regeneracao de NAD(P)H que consiste em ~
10 mM de glicose-6-fosfato e 2,5 U/ml de glicose-6-fosfato desidrogenase de
Leuconostoc mesenteroides (Sigma, St. Louis, MO, Cat n® G8404). Em
intervalos temporizados, as aliquotas (0,15 ml) foram adicionados a 0,15 ml de
aliquotas de 2% de &cido férmico para interromper a reacdo. As amostras
foram entado analisadas para DHIV e ambos os isdbmeros de DHMB através de
LC/MS conforme descrito acima; apenas o DHMB e DHIV foram observados.

As atividades especificas das duas enzimas nas duas cepas sdo mostradas na

Tabela 31.
TABELA 31. ATIVIDADES DE ENzZIMA ALR E KARI
Cepa KARI ALR
BY4743 1,7 mU/mg de proteina 20 mU/mg
cepa de delecao de ,
P YMR226% 2,2 mU/mg de proteina 0,1 mU/mg

[0540] Os dados sugerem que o produto de gene de YMR226C foi
responsavel por >99% da atividade de ALR.
EXEMPLO 28

IDENTIFICACAO DE GENES QUE CODIFICAM ENZIMAS DE ATIVIDADE DE

ACETOLACTASE REDUTASE (ALR) QUE UsAM A BIBLIOTECA DE EXPRESSAO

EXCESSIVA DE LEVEDURA

[0541]A partir de uma colecdo de "Levedura ORF" de >5.000

transformantes de Y258, cada um com um plasmideo que porta um gene



249/323

de levedura conhecido mais uma etiqueta de terminal C, sob o controle de
um promotor induzivel (Open Biosystems®, uma divisdo da Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA), noventa e seis cepas com plasmideos que
contém genes associados a atividade de desidrogenase foram cultivadas
em formato de 96 pocos através da adaptacdo protocolo de inducéo e
cultivo recomendado pelo fornecedor (Open Biosystems®). As células
foram peletizadas e permeabilizadas com Tolueno conforme descrito
acima, e uma mistura de substrato concentrada foi adicionada para
proporcionar concentragdes finais conforme no Exemplo 27. As amostras
temporizadas foram tiradas e analisadas para DHIV e ambos os isbmeros
de DHMB. As relagdes da ALR/KARI foram calculadas e comparadas. As
cepas com relacdes elevadas foram candidatas para a produgao excessiva
de atividades de ALR. Quando os dados para taxas relativas de formacéao
de DHIV e DHMB rapido foram exibidos em um diagrama de caixa da
Minitab® (Microsoft Inc., Redmond, WA), metade das relacdes esteve entre
~9 a 13, e a maior parte do resto esteve entre 3 e 19. As excegdes
identificadas como valores atipicos incluiram YERO081W, YIL074C,
YMR226C, YBR0O0O6W e YOR375C, para as quais as relacées de ALR/KARI
esteve entre 22 e 40. Em uma anadlise semelhante de taxas relativas de
formacao de DHIV de DHMB lento, metade das relagdes esteve entre 9 e
11, mas YMR226C, YPL275W, YER0O81W e YOL0O59W apareceram como
valores atipicos, com relacbées entre 13 e 25. Portanto, a superexpressao
de YMR226C e YERO081W aumentou a sintese de ambos os DHMBs. Além
disso, YILO74C, YBROO6W e YOR375C aumentaram a sintese de DHMB
rapido, e YPL275W e YOLO59W aumentaram a sintese de DHMB lento. As
sequéncias de DNA genbmico (que podem incluir introns) e as sequéncias
de traducdao de ORF de genes identificadas na superexpressdo sao

fornecidas na Tabela 6.
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EXEMPLO 29

INIBICAO DE KARI POR DHMB

PRODUCAO ENZIMATICA DE (S)-ACETOLACTATO

[0542] O (S)-acetolactato foi usado como um material de partida
para a sintese de DHMB. O (S)-acetolactato foi criado enzimaticamente, como
segue. Uma cepa TOP10 de E. coli (Invitrogen, Carlsbad, CA) modificada para
expressar BudB de Klebsiella (anteriormente descrita na Patente n® U.S.
7.851.188, a qual estd integralmente incorporada no presente documento a
titulo de referéncia; consulte o Exemplo 9 daquela patente) sob o controle de
IPTG foi usada como uma fonte de enzima. A mesma foi cultivada em 200 a
1.000 ml de volumes de cultura. Por exemplo, 200 ml foram cultivados em
Caldo Luria (Meiostech, Manassas, VA) que contém 0,1 mg/ml de Ampicilina
(Sigma, St. Louis, MO) em um frasco coénico de 0,5 I, o qual foi agitado a 250
rom a 37 °C. Em OD 600 ~0,4, o isopropiltiogalactosideo (Sigma, St. Louis,
MO) foi adicionado a 0,4 mM, e o cultivo foi continuado por 2 horas antes das
células serem coletadas por centrifugagéo, rendendo ~ 1 gr de células de peso
umido. De modo similar, purificagbes parciais foram conduzidas em escalas de
-0,5 a 5 gr de células humidas. Por exemplo, -0,5 g de células foram suspensas
em 2,5 ml de tampéo que contém Na-MES 25 mM de pH 6, rompidas através
de sonicacdo a 0 °C, e clarificadas por centrifugacdo. O extrato bruto foi
suplementado com pirofosfato de tiamina 0,1 mM, MgCl, 10 mM e EDTA 1 mM
(todas da Sigma, St. Louis, MO). Em seguida, 0,07 ml de sulfato de
estreptomicina aquosa a 10% em p/v (Sigma, St. Louis, MO) foi adicionado e a
amostra foi aquecida em um banho de agua a 56 °C por 20 minutos. Isso foi
clarificado por centrifugagéo, e sulfato de aménio foi adicionado a 50% de
saturacdo. A mistura foi centrifugada, e a pélete foi criada em 0,5 ml de Na-
MES 25 mM, pH 6,2, e usada sem caracterizacdo adicional. Sinteses de

acetolactato também foram conduzidas em varias escalas. Uma preparagao
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grande foi conduzida como segue: 5,5 g de piruvato de sodio foram dissolvidos
em Na-MES 25 mM, pH 6,2, para ~45 ml e suplementados com MgCl, 10 mM,
pirofosfato de tiamina 1 mM, EDTA 1 mM (todas da Sigma, St. Louis, MO),
acetato de sbédio 25 mM (Fisher Scientific, Fair Lawn NJ), e 0,25 ml de uma
preparacdo de BudB. A mistura foi agitada sob um medidor de pH em
temperatura ambiente. A medida que a reagdo prosseguiu, CO, foi
desenvolvido, e o pH cresceu. Acido pirGvico (Alfa, Ward Hill, MA) foi
adicionado lentamente através de uma bomba peristaltica para manter o pH
entre 6 e 7. A medida que o pH cresce, a reagdo de enzima tem a velocidade
reduzida, mas se permitida a cair para abaixo de 6, a descarboxilacdo de &cido
acetolactico se torna um problema. Quando a reacédo foi concluida, a mistura
foi armazenada a -80 °C.

SINTESE DE DHMB

[0543]10 DHMB foi sintetizado quimicamente a partir de (S)-
acetolactato. Trés ml de uma preparacgao de acetolactato bruto a ~0,8 M em pH
~8 foram tratados com 1,2 de NaBH4 equivalente (Aldrich Chemical Co,
Milwaukee, WI). A reacao foi permitida a repousar em temperatura ambiente de
um dia para o outro antes de ser dividida em duas e dessalinizada em duas
por¢cdes em uma coluna de didmetro de 60 cm x 1 cm de Biogel P-2 (Bio-Rad,
Hercules, CA) com o uso de agua como a fase mével. As fracbes que contém
DHMBs misturados foram concentradas através de evaporacdo rotativa e
ajustadas a um pH 2,2 com acido sulfurico.

[0544] Os diasteredmeros de DHMB foram separados com 0 uso
de um sistema de HPLC (que consiste em uma bomba de LKB 2249 e um
controlador de gradiente (LKB, agora uma divisdo da General Electric, Chalfont
St Giles, UK) e um detector de UV/vis 1040A da Hewlett- Packard (agora
Agilent, Santa Clara, CA) com uma Waters Atlantis T3 (5 um, 4,6 x 150 mm)

operada em temperatura ambiente em 0,2% de acido férmico aquoso, pH 2,5, a



252/323

uma taxa de fluxo de 0,3 ml/min, com uma detecg¢édo de UV a 215 nm. O DHMB
"rapido" foi eluido em 8,1 minutos e o DHMB "lento" foi eluido em 13,7 minutos.
O DHIV nao estava presente. As fragdes reunidas foram tiradas préxima a
secura, e coevaporadas com Tolueno para remover o acido formico residual. O
residuo foi entdo dissolvido em &gua e tornado basico com trietilamina (Fisher,
Fair Lawn, NJ).

DETERMINACAO DE CONCENTRACAO E ESTRUTURA ABSOLUTA DE DHMB

[0545]A concentragdo de solugbes de DHMB purificadas foi
determinada como segue. A concentragéo foi estimada com base no mmol de
acetolactato usado na reducdo de NaBH4. As porcdes dos DHMBs, foi
adicionada uma quantia conhecida de benzoato de sodio (criado dissolvendo-
se acido benzoico soélido (grau ACS, Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ) em NaOH
aquoso)) para proporcionar misturas de dois componentes em quantidades
(aproximadamente) equimolares. Uma amostra semelhante de DHIV também
foi preparada a partir do sal de sodio solido obtido através de sintese habitual
(Albany Molecular Research, Albany NY). As amostras foram coevaporadas
diversas vezes com D.-O (Aldrich, Milwaukee, WI) e redissolvidas em D0O.
Espectros de NMR de proéton integrados foram obtidos e usados para
determinar a relacdo molar de DHIV ou DHMB para benzoato. A comparagéo
dos espectros de NMR dos DHMBs com os espectros da literatura para os
acidos livres em CDCl; (Kaneko et al., Phytochemistry 39: 115 a 120 (1995))
mostrou que o DHMB rapido foi o isémero eritro. Visto que acetolactato
sintetizado enzimaticamente tem a configuragéo de (S) em C-2, o DHMB rapido
tem a configuragao de 25, 3S. O DHMB lente tem a configuragéo de treo 2S,
3R.

[0546] As diluicbes das amostras de NMR também foram
analisadas através de LC/MS com o uso de solucbes de &acido benzoico

preparadas separadamente com padrdes. O acido benzoico, o DHIV e os dois
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isdbmeros de DHMB foram separados e quantificados através de LC/MS em um
sistema AcquityTQD da Waters (Milford, MA), com o uso de uma coluna
Atlantis T3 (parte n®186003539), conforme descrito acima. O acido benzoico foi
detectado em m/z=121 (ESI negativa), e surgiu em 2,05 minutos. A
concentragdo de benzoato nas misturas estava dentro da incerteza
experimental do valor esperado. O experimento mostrou, ainda, que ambos 0s
isbmeros de DHMB tiveram ~80% da sensibilidade de DHIV em LC/MS (isto é,
a area de pico de MS observada/nmol injetado) ao longo da faixa de resposta
do instrumento. Portanto, sem um padrdo de DHIV é usado para quantificar o
DHMB constatado em extratos de célula ou em reacbes enzimaticas, as
concentragdes de DHMB aparentes precisam ser multiplicadas por 1,25.

MEDICAO DA INIBICAO DE KARI POR DHMB

[05471KARI purificada codificada por genes a partir de ou
Lactococcus lactis (SEQ ID NO: 864), um derivado de KARI Pseudomonas
fluorescens conhecida como JEA1 (SEQ ID NO: 799; Publicagdo de Pedido n®
US 2010/0197519, que é incorporado ao presente documento como um titulo
de referéncia em sua totalidade), ou uma variante de KARI Anaerostipes
caccae conhecida como K9D3 (SEQ ID NO:788), foi testada por sua
sensibilidade a inibigdo por DHMB em ensaios espectrofotométricos em um
instrumento UV160U Shimadzu (Quioto, Japdo) com uma unidade de controle
de temperatura TCC240A, ajustada em 30 °C. O tampao foi K+ Hepes 0,1 M,
pH 6,8, contendo MgCl, 10 mM e EDTA 1 mM. NADPH estava presente em 0,2
mM, e acetolactato racémico estava presente ou em isémero (S) 3 mM ou
0,725 mM. A taxa de oxidacdo de NADPH na presenca e auséncia de DHMB
rapido ou devagar foi medida. Vmax para cada amostra foi calculada a partir da
taxa observada e do Ky de acetolactato conhecido com uso da equacédo de
Michaelis-Menten. Um K; volumétrico foi estimado para cada medi¢cdo na

presenca de DHMB com uso da equacao Michaelis-Menten como modificado
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para inibicdo competitiva vs. acetolactato (o termo Ky na equacéo de Michaelis-
Menten € multiplicado por (1 +[l]/ Kj) e a equagédo € solucionada para K. Os
resultados foram convertidos para mM mediante o término do experimento
RMN e s&o mostrados na Tabela 32.

TABELA 32. VALORES K, PARA INIBICAO DE KARI POR ISOMEROS DE DHMB

Cepa DHMB rapido DHMB lento
JEA1 0,23 mM 0,23 mM
K9D3 0,3 mM 0,2 mM
L. lactis 2,8 mM 2,3 mM
EXEMPLO 30

INIBICAO DE DHAD POR DHMB

[0548] Acido diidréxi desidratase purificado (DHAD) a partir de
Staphococcus mutans foi testado para inibicdo de conversdo de diidroxi
isovalerato (DHIV) em 2-cetoisovalerato (2-KIV) por DHMB com uso de uma
modificacdo de um ensaio colorimétrico conforme descrito por Szamosi et al.,
Plant Phys. 101: 999 a 1.004 (1993). O ensaio ocorreu em um tubo Eppendorf
de 2 ml colocado em um bloco de aquecimento mantido em 30 °C. A mistura de
ensaio tinha um volume final de 0,8 ml contendo tampao Hepes-KOH 100 mM,
pH 6,8, MgCIl>,10 mM, DHIV 0,5 a 10 mM, DHMB 0 a 40 mM e 18 ug de DHAD.
O ensaio foi iniciado com a adicdo de uma matéria concentrada dez vezes de
substrato. As amostras foram removidas (0,35 ml) em momentos 0,1 e 30
minutos e a reacao foi interrompida pela mistura em 0,35 ml de 0,1 N de HCI
com 0,05% de 2,4-dinitrofenilhidrazina (Aldrich) em um segundo tubo de
Eppendorf. Ap6s a incubacdo por 30 minutos em temperatura ambiente, 0,35
ml de 4N de NaOH foi adicionado a mistura, misturado e centrifugado a
15.000xG por 2 minutos em uma centrifuga (Microcentrifuga da Beckman-
Coulter 18). A absorvancia da solucdo em 540 nm foi medida, entdo, em uma
cubeta de comprimento de trajeto de 1 cm com uso de um espectrofotometro

(Varian) Cary 300 Bio UV-Vis. Com base em uma curva padrdo que utiliza 2-
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KIV auténtico (Fluka), absorvancia de1 OD em 540 nm é produzida por 2-KIV
0,28 mM. A taxa de formagao de 2-KIV foi medida na presenga e auséncia de
DHMB rapido ou lento. Ambas as formas de DHMB se comportaram como
inibidores competitivos de DHIV. Suas constantes de inibicdo (Ki) foram
calculadas a partir da equacdo de Michaelis-Menten para inibicdo competitiva
simples : v = S*Vna/(S+K *(1 +l/Kj)), em que v é a taxa medida da formacgéo de
2-KIV, S é a concentracao inicial de DHIV, Vo é a taxa maxima calculada a
partir da taxa observada em DHIV 10 mM e nenhum DHMB, KM é uma
constante previamente medida de 0,5 mM, e | é a concentragdo de DHMB. Os
isdbmeros rapidos e lentos de DHMB tiveram constantes de inibicdo calculadas
de 7 mM e 5 mM, respectivamente.
EXEmMPLO 31

IDENTIFICACAO DE HOMOLOGOS DE YMR226C

[0549]10s homélogos do gene YMR226C de Saccharomyces
cerevisiae foram procurados por buscas do tipo BLAST do banco de dados de
nucleotideo ndo redundante GenBank (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), a
ferramenta de busca do tipo BLAST de genomas de fungos no banco de dados
Saccharomyces Genome (www.leveduragenome.org/cgi-bin/blast-fungal.pl) e a
ferramenta do tipo BLAST do Genolevures Project (genolevures.org/blast.
html#). Sequéncias Unicas de 18 espécies de levedura que mostram identidade
de sequéncia alta com YMR226C foram identificadas e o ORF completo para
esses genes foi recuperado a partir do registro aderido no banco de dados
associado. As sequéncias de polipeptidio codificadas por esses ORFs foram
determinadas pelo recurso de Translagédo de Vetor NTI (Invitrogen, Carlsbad
CA). As sequéncias de polipeptidio e polinucleotideo sdo mostradas abaixo na
Tabela 33. As espécies de levedura, numero de acesso ao banco de dados de
nucleotideo e sequéncias de DNA e proteina sdo dadas na Tabela. A

sequéncia S. kluyveri esta no banco de dados Genolevures sob o numero de
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acesso dado; os outros estdo em GenBank. As identidades de porcentagem
entre as sequéncias sdo mostradas na Tabela 34.

[0550]0s 18 ORFs foram alinhados com uso de AlignX (Vetor
NTI; o gene que codifica uma desidrogenase dependente de NADP+ putativo
de Neurospora crassa (XM_957621, identificada na busca do tipo BLAST no
GenBank com uso da sequencia de nucleotideo YMR226C) foi utilizado como
um grupo de saida). A arvore filogenética resultante € mostrada na Figura 11 e
um alinhamento de sequéncia € mostrado na Figura 12.

[0551]A identidade de sequéncia desses homdlogos com
YMR226C se encontra na faixa de um minimo de 55% (Yarrowia lipolytica e
Schizosaccharomyces pombe) a um maximo de 90% (S. paradoxus). Uma
busca do tipo BLAST também foi revelada em um cDNA de S. pastorianus
(numero de acesso CJ997537) com 92% de identidade de sequéncia em 484
pares de base, porém, visto que essa espécie &€ um hibrido entre S. bayanus
(cujo homdlogo YMR226C mostra 82% de identidade com a sequéncia de S.
cerevisiae), e devido a somente uma sequéncia de ORF parcial estar
disponivel, essa sequéncia nado foi incluida na comparagdo. Quando a
sequéncia de YMR226C da cepa S288C de laboratério candnica foi comparada
as sequéncias de 12 outras cepas de S. cerevisiae, somente 4 polimorfismos
de um unico nucleotideo sdo encontrados (identidade de sequéncia 99,5%),
indicando que esse é um gene altamente conservado naquela espécie.

TABELA 33: HOMOLOGOS DE LEVEDURA YMR226C

Numero de Acesso -
Espécie (data de acesso ao SEQID NO.do acido SEQ.ID NO do
nucleico aminoécido
banco de dados)

Saccharomyces AABY01000127 698 699

paradoxus (3/7/2011)

Saccharomyces bayanus | AACA01000631 700 701
(3/7/2011)

Saccharomyces castelli | AACF01000116 702 703
(3/7/2011)

Saccharomyces mikatae | AACH01000019 704 705
(3/7/2011)
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Namero de Acesso

Espécie (data de acesso ao SEQID NO.do acido SEQ.ID NO do
nucleico aminoacido
banco de dados)

Ashbya gossypii AE016819 (3/7/2011) | 706 707

Candida glabrata CR380959 708 709
(3/7/2011)

Debaryomyces hansenii | CR382139 710 711
(3/7/2011)

Scheffersomyces stipitis | XM_001387479 712 713

(anteriormente Pichia | (3/7/2011)

stipitis)

Meyerozyma XM_001482184 714 715

guilliermondii (3/7/2011)

(anteriormente Pichia

guilliermondii

Vanderwaltozyma XM_001645671 716 717

polyspora (antigamente | (3/4/2011)

Kluyveromyces

polysporus)

Candida dubliniensis XM_002419771 718 719
(3/7/2011)

Zygosaccharomyces XM_002494574 720 721

rouxii (3/7/2011)

Lachancea XM_002553230 722 723

thermotolerans (3/4/2011)

(Antigamente

Kluyveromyces

thermotoleransl)

Kluyveromyces lactis XM_451902 724 725
(3/4/2011)

Saccharomyces kluyveri | SAKLOH04730 726 727
(3/7/2011)

Yarrowia lipolytica XM_501554 728 729
(3/8/2011)

Schizosaccharomyces NM_001018495 730 731

pombe (3/8/2011)

TABELA 34: IDENTIDADE DE PORCENTAGEM DO HOMOLOGO YMR226C

Espécie | Sm | Sb | Sca | Ag | Dh | Ss (Mg | Cd [ Cg | Vp [ Sk | KI | Lt | Zr | Sce | Sp | YI | N
Spa 88 | 82 | 70 | 64 |62 | 62 | 58 | 57 | 67 | 68 | 68 | 69 | 68 | 68 | 90 | 55 | 55 | 5
Sm 82 | 70 | 64 | 60 | 62 | 58 | 56 | 67 | 69 | 68 | 70 | 68 | 69 | 86 | 57 | 56 | 5

Sb 71 | 63 |59 |62 | 58 | 53 | 67 | 66 | 68 | 70 | 69 | 67 | 82 | 56 | 56 | 5
Sca 60 | 62 | 61 | 60 | 59 | 65 | 69 |69 |71 |64 |70 | 69 |57 |53 |5
Ag 56 | 60 | 57 | 54 | 59 | 61 |62 |62 |62 |62| 63 |54 |55]|5
Dh 64 | 62 | 61 | 61 | 63 |62 |61 |59 63| 62 |57 |57 |5
Ss 68 | 64 | 61 | 62 | 62 | 64 | 62 | 63 | 62 | 56 | 58 | 5
Mg 60 | 57 | 58 | 60 | 60 | 59 | 62| 59 |57 |57 |5
Cd 57 | 62 | 59 | 60 | 54 | 60 | 58 | 57 | 53 | 4
Cg 69 | 70 [ 68 | 67 | 67 | 66 | 55 |56 |5
Vp 71|72 |67 |70 | 71 |58 |52 |5
Sk 77 | 71 |72 | 69 |53 |54 |5
Kl 71|72 | 71 56 | 52 | 5
Lt 69 | 69 |53 |60 |5
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Espécie | Sm | Sb | Sca | Ag [Dh | Ss | Mg | Cd | Cg | Vp | Sk | KI | Lt | Zr | Sce | Sp | YI | N
Spa 88 | 82 | 70 | 64 |62 | 62 | 58 | 57 | 67 | 68 | 68 | 69 | 68 | 68 | 90 | 55 | 55 | 5
Zr 69 | 58 | 55| 5
Sce 55 | 55 | 5
Spo 58 | 6

6

Yi
Nc

[0552] Tabela 34 Chave: Saccharomyces paradoxus ("Spa");
Saccharomyces mikatae ("Sm"); Saccharomyces bayanus ("Sb");
Saccharomyces castellii ("Sca"); Ashbya gossypii ("Ag"); Debaryomyces
hansenii ("Dh"); Scheffersomyces stipitis ("Ss"); Meyerozyma guilliermondii
("Mg"); Candida dubliniensis ("Cd"); Candida glabrata ("Cg"); Vanderwaltozyma
polyspora ("Vp"); Saccharomyces kluyveri ("Sk"); Kluyveromyces lactis ("KI");
Lachancea thermotolerans ("Lt"); Zygosaccharomyces rouxii ("Zr"); Saccharomyces
cerevisiae ("Sce"); Schizosaccharomyces pombe ("Spo"); Yarrowia lipolytica ("YI");
Neurospora crassa ("Nc")

EXEMPLO 32 (TEORICO)

A TRIAGEM DE ALDEIDOS DESIDROGENASES DE S. CEREVISIAE PARA A HABILIDADE DE

CONVERTER ISOBUTIRALDEIDO EM ACIDO ISOBUTIRICO COM USO DE ENSAIOS

ENZIMATICOS

[0553] Esse exemplo demonstra um método para determinar quais
15 aldeidos desidrogenases enddgenas de S. cerevisiae podem converter de
modo enzimatico isobutiraldeido em &cido isobutirico.

[0554]Cepas de S. cerevisiae que contéem interrupcoes
individuais nas enzimas de aldeido desidrogenase conhecidas sdo obtidas a
partir de ATCC: BY4741 Aald2::kanMX4 (ATCC #4000753); BY4741
Aald3::kanMX4 (ATCC 20 #4000752); BY4741 Aald4::kanMX4 (ATCC
#4001671); BY4741 Aald5::kanMX4 (ATCC #4000213); e BY4741
Aald6::kanMX4 (ATCC #4002767).

[0555] As cepas de delecdo acima séo primeiramente cultivadas de

um dia para o outro em tubos que contém 5 ml de meios com YPD em 30 °C. As
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culturas de um dia para o outro de 5 ml sgo transferidas para 100 ml de meio em
um frasco de 500 ml e encubados em 30 °C, agitando a 220 rpm. As culturas
séo colhidas quando as mesmas alcangam chegam de 1 a 2 de O.D. em 600
nm. As amostras sdo lavadas com 10 ml de Tris (pH 7,5) 20 mM e entédo séo
ressuspensas em 1 ml do mesmo tampao Tris. As amostras sdo transferidas
para tubos de 2,0 ml que contém 0,1 mm de silica (Lysing 30 Matrix B, MP
biomedicals). As células sdo quebradas, entdo, em um batedor de esferas
(BIO101). O sobrenadante é obtido por centrifugagdo em uma microcentrifuga a
13.000 rpm em 4 °C por 30 minutos. Tipicamente, 0,06 a 0,1 mg de proteina de
extrato bruto é utilizada em um Unico ensaio. A proteina nos extratos brutos foi
determinada pelo ensaio Bradford com coloracdo de Coomassie.

[0556] A atividade de aldeido desidrogenase é medida seguindo
um protocolo proporcionado por Sigma-Aldrich e por Bostian e Betts (Bostian,
K.Um. e Betts, G.F. (1978) Biochemical Journal 173, 773 a 786). Os extratos
brutos das cepas de delecdo acima e da aldeido desidrogenase
comercialmente disponivel sdo testados com uso desse método.

[0557]Um ensaio alternativo é adicionar isobutiraldeido em
concentragdes de 1 a 30 mM em aproximadamente 0,1 mg de proteina de
extrato bruto em recipientes de GC de vidro vedados que sdo encubados em
30 °C por 30 minutos. Os extratos sdo centrifugados, entdo, através de filtros
spin de 0,22 ym (Corning, Cat #8169) a 3.000 rpm por 3 minutos e o filtrado é
transferido para um recipiente de GC para andlise por GC-MS. Isobutiraldeido
e acido isobutirico sdo detectados.

[0558] O método GC utiliza um Agilent 7890 GC equipado com um
espectrébmetro de massa 5975 para detec¢cdo e uma coluna do tipo DB-1701
(ID 30 m x 0,25 mm, pelicula de 0,25 ym) de Agilent (Santa Clara, CA). O gas
carreador € hélio em uma taxa de fluxo constante de 1.0 ml/min; a diviséo de

injetor € 1 : 10 em 250 °C; a temperatura de forno é 40 °C por 1 min, 40 °C a
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120 °C em 10 °C/min, e 120 °C a 240 °C e 30 °C/min. A deteccdo de MS é

utilizada em modo de varredura total para identificagdo e quantificagédo de

isobutiraldeido e acido isobutirico. Curvas padrdes calibradas sao geradas para

0s seguintes compostos: isobutiraldeido, acido isobutirico e isobutanol.
EXEMPLO 33

CONSTRUCAO DE VETORES DE EXPRESSAO PARA EXPRESSAO DE GENE DE VIA DE

ISOBUTANOL EM S. CEREVISIAE

CONSTRUCAO DE PLH475-JEA1

[0559]0 plasmideo pLH475-JEA1 (SEQ ID NO: 419) foi

construido para expressdo de ALS e KARI em levedura. pLH475-JEA1 é um
vetor pHR81 (ATCC #87541 ) que contém os seguintes genes quimeéricos: 1) o
promotor CUP1 (SEQ ID NO: 789), regido de codificacdo de acetolactato
sintase a partir de Bacillus subtilis (AlsS; SEQ ID NO: 790; SEQ ID NO de
proteina: 791 ) e terminador 2 CYC1 (SEQ ID NO: 792); 2) um promotor ILV5
(SEQ ID NO: 793), regido de codificacdo de Pf5.IlvC-JEA1 e terminador ILV5
(SEQ ID NO: 794); e 3) o promotor FBA1 (SEQ ID NO: 795), regido de
codificacdo de S. cerevisiae KARI (ILV5; SEQ ID NO: 796; proteina SEQ ID
NO: 797) e CYC1 terminador (SEQ ID NO: 798).

[0560] A regido de codificacdo de Pf5.IIvC-JEA1é uma KARI de
codificacdo de sequéncia derivada de Pseudomonas fluorescens, contendo,
porém, mutagdes, que foi descrita na Publicacdo de Pedido de Patente n® US
2009/0163376 e US 2010/0197519, que estdo integralmente incorporadas no
presente documento a titulo de referéncia. A KARI codificada em Pf5.llvC-JEA1
(acido nucleico e aminoacido SEQ ID NOs: 799 e 800) tem as mudangas de
aminoacido em comparag¢ao com a KARI de Pseudomonas fluorescens natural.

VETOR DE EXPRESSAO PLH468

[0561] O plasmideo pLH468 (SEQ ID NO: 139) foi construido para

expressao de DHAD, KivD e HADH em levedura.
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[0562]As regibes de codificagcdo para cetoisovalerato
descarboxilase (KivD)de L. lactis e alcool desidrogenase de figado de cavalo
(HADH) foram sintetizados por DNA2.0 com base em codons que foram
otimizados para a expressdo em Saccharomyces cerevisiae (SEQ ID NOs: 801
e 802, respectivamente) e fornecidos em plasmideos pKivDy-DNA2.0 e
pHadhy-DNA2.0. As proteinas codificadas sdo SEQ ID NOs: 803 e 804,
respectivamente. Vetores de expressao individuais para KivD e HADH foram
construidos. Para montar pLH467 (pRS426::Prpns-kivDy- TDH3!), vetor pNYS8;
também chamado de pRS426.GPD-ald-GPDt, descrito na Publicacdo de
Pedido de Patente US US2008/0182308, Exemplo 17, que é incorporada ao
presente documento a titulo de referéncia) foi digerido com enzimas Ascl e Sfil,
extirpando, assim, o promotor GPD e a regido de codificacdo de ald. Um
fragmento promotor TDH3 (SEQ ID NO: 805) de pNY8 foi amplificado por PCR
para adicionar um sitio de Ascl na terminacdo 5' e um sitio de Spel na
terminagéo 3', como uso de OT1068 iniciador 5' e OT1067 iniciador 3' (SEQ ID
NOs: 806 e 807). O fragmento de vetor digerido por Ascl/Sfil foi ligado ao
produto de PCR do promotor TDH3 digerido com Ascl e Spel e o fragmento de
Spel-Sfil que contém a regido de codificagdo de kivD de cddon otimizado
isolada do vetor pKivD-DNA2.0. O vetor gerado por ligacdo tripla pLH467
(pRS426::PTDH3-kivDy-TDH3t). pLH467 (SEQ ID NO: 808) foi verificado por
sequenciamento e mapeamento de restricdo. pLH435 (pRS425::PGPM1-
Hadhy-ADH1t) foi derivado do vetor pRS425::GPM-sadB (SEQ ID NO: 809)
que é descrito na Publicagio de Pedido n® US 2009/0305363, Exemplo 3, que
€ incorporado ao presente documento a titulo de referéncia. pRS425::GPM-
sadB é o vetor pRS425 (ATCC #77106) com um gene quimérico que contém o
promotor GPM1 (SEQ ID NO: 810), regido de codificacdo de uma
desidrogenase de butanol de Achromobacter xylosoxidans (sadB; DNA SEQ ID

NO: 811 ; proteina SEQ ID NO: 812), e terminador ADH1 (SEQ ID NO: 444).
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pRS425: :GPMp-sadB contém sitios de Bbvl/ e Pad nas terminagdes 5' e 3' da
regido de codificagdo de sadB, respectivamente. Um sitio de Nhel foi
adicionado a terminacao 5' da regido de codificacdo de sadB por mutagénese
direcionada por com uso dos Iniciadores OT1074 e OT1075 (SEQ ID NO. 813 e
814) para gerar o vetor pRS425-GPMp-sadB-Nhel, que foi verificado por
sequenciamento. O pRS425::Pgpmi-sadB-Nhel foi digerido com Nhel e Pad
para retirar a regido de codificacdo de sadB e ligado ao fragmento Nhel-Pad
que contém a regido de codificagdo HADH de cdédon otimizado do vetor
pHadhy-DNA2.0 para criar pLH435 (SEQ ID NO: 815). Para combinar cassetes
de expressao KivD e HADH em um unico vetor, vetor de levedura pRS411
(ATCC # 87474) foi digerido com Sad e Notl e ligado ao fragmento Sacl-Sall do
pLH467 que contém o cassete Prpurs-kivDy- TDH3t junto com o fragmento Sall-
Notl de pLH435 que contém o cassete Pgpui-Hadhy-ADH1t em uma reagéo de
ligacéo tripla. Isso rendeu o vetor pRS411::Prpps-kivDy-Pgri-Hadhy (pLH441 |
SEQ ID NO: 816), que foi verificado por mapeamento de restricao.

[0563]A fim de gerar um vetor de coexpressdao para todos o0s
genes na via de isobutanol inferior: ilvD, kivDy e Hadhy, utilizou-se pRS423
FBA ilvD(Strep) (SEQ ID NO: 817) como a fonte do gene llvD. Esse vetor de
transferéncia contém uma origem F1 de replicacdo (nt 1.423 a 1.879) para
manutencdo em E. coli e uma origem de 2 microns (nt 8.082 a 9.426) para
replicacdo em levedura. O vetor tem um promotor FBA1 (nt 2.111 a 3.108; SEQ
ID NO: 795) e terminador FBA1 (nt 4.861 a 5.860; SEQ ID NO: 818). Além
disso, 0 mesmo carrega o marcador His (nt 504 a 1.163) para selegcdo em
levedura e marcador resistente a ampicilina (nt 7.092 a 7.949) para selecdo em
E. coli. A regido de codificacdo de ilvD (nt 3.116 a 4.828; SEQ ID NO: 819;
proteina SEQ ID NO: 820) de UA159 de Streptococcus mutans (ATCC

#700610) esta entre o promotor FBA1 e o terminador FBA1 que formam um
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gene quimérico para expressdo. Além disso, hd uma etiqueta de lumio unida a
regidao de codificacdo de ilvD (nt 4.829 a 4.849).
[0564] A primeira etapa foi linearizar pRS423 FBA ilvD(Strep)
(também chamado de pRS423-FBA(Spel)-livD(Streptococcus mutans)-Lumio)
com Sacl e Sacll (com sitio de Sacll com terminacdo cega com uso de DNA
polimerase de T4) para proporcionar um vetor com comprimento total de 9.482
bp. A segunda etapa foi isolar o cassete kivDy-UADHy do pLH441 com Sacl e
Kpnl (com sitio de Kpnl com terminagdo cega com uso de DNA polimerase de
T4) o que proporciona um fragmento de 6.063 bp. Esse fragmento foi ligado ao
fragmento de vetor 9.482 bp de pRS423-FBA(Spel)-llvD(Streptococcus
mutans)-Lumio. Esse vetor pLH468 gerado (pRS423::Prgas-ilvD(Strep)Lumio-
FBA1t-P rpns-kivDy-TDH3t-Pgpyii-hadhy-ADH1t), que foi confirmado por
sequenciamento e mapeamento de restrigao.
EXEMPLO 34

CONSTRUCAO DE CEPA HOSPEDEIRA S. CEREVISIAE QUE CONTEM MODIFICACOES EM

PIRUVATO DESCARBOXILASE E HEXOQUINASE 2

[0565]Esse exemplo descreve insercao-inativagdo dos genes
endogenos PDC1, PDC5 e PDC6 de S. cerevisiae. Os genes PDC1, PDC5 e
PDC6 codificam as trés maiores isoenzimas de piruvato descarboxilase. A
Hexoquinase 2, que é responsavel pela fosforilagdo de glicose e repressao
transcricional, também é inativada. A cepa de inativacdo de PDC/HXK2
resultante foi utilizada como um hospedeiro para vetores de expressao
pLH475-JEA1 e pLH468.

CONSTRUCAO DE CASSETE DE INTEGRACAO PDC6::Pcpni1-SADB E DELECAO DE PDC6

[0566]Um cassete de integracdo pdc6::Pgpumi-sadB-ADH1t-
URAG3r foi feito ao unir o segmento GPM-sadB-ADHt (SEQ ID NO: 821) de
pRS425::GPM-sadB (descrito na Publicacdo de Pedido de Patente n® US
2009/0305363, incorporada a titulo de referéncia) ao gene URA3r de
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pUC19-URA3r. O pUC19-URA3r (SEQ ID NO: 822) contém o marcador
URA3 de pRS426 (ATCC # 77107) divido por sequéncias de repetigcao
homologa de 75 bp para permitir a recombinacdo homdéloga in vivo e
remocao do marcador URAS3. Os dois segmentos de DNA foram unidos por
SOE PCR (conforme descrito por Horton et al. (1989) Gene 77:61 a 68)
usando como modelo DNAs de plasmideo pRS425::GPM-sadB e pUC19-
URA3r, com DNA polimerase da Phusion (New England Biolabs Inc.,
Beverly, MA; catalogo n? F-540S) e Iniciadores 114117-11A até 114117-
1D (SEQ ID NOs: 823, 824, 825, 826), e 114117-13A e 114117-13B (SEQ
ID NOs: 827 e 828).

[0567]0s Iniciadores externos para o SOE PCR (114117-13A
e 114117-13B) continham regides de ~50 bp de 5' e 3' as regides a
montante e a jusante do promotor e terminador PDC6, respectivamente. O
fragmento de PCR de cassete completo foi transformado em BY4700
(ATCC # 200866) e transformantes foram mantidos nos meios completos
sintéticos sem uracilo e suplementados com 2% de glicose em 30 °C com
uso de tecnologias genéticas padrao (Methods in Yeast Genetics, 2005,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, pp. 201 a
202). Transformantes foram submetidos a triagem por PCR com uso dos
Iniciadores 112590-34G e 112590-34H (SEQ ID NOs: 829 e 830) e 112590-
34F e 112590-49E (SEQ ID NOs: 831 e 832) para verificar a integracao no
local de PDC6 com delecao da regido de codificacdo de PDC6. O marcador
URA3r foi reciclado por plagueamento em meios completos sintéticos
suplementados com 2% de glicose e 5-FOA em 30 °C seguindo protocolos
padrbées. A remogao de marcador foi confirmada ao remendar colénias das
placas com 5-FOA em meios com SD-URA para verificar a auséncia de
cultivo. A cepa identificada resultante tem o genétipo: BY4700 pdc6::Pgpumi-

sadB-ADH1t.
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CONSTRUCAO DE CASSETE DE INTEGRACAO DE PDC1::Pppcs-ILVD E DELECAO DE PDC1

[0568]Um cassete de integragdo pdc1::Pppcs-ilvD-FBA1t-URAS3r
(SEQ ID NO: 833) foi feito ao unir o segmento ilvD-FBA1t de pLH468 ao gene
URAS3r de pUC19-URA3r por SOE PCR (conforme descrito em Horton et al.
(1989) Gene 77:61 a 68) com uso de um modelo de DNAs plasmideo pLH468 e
pUC19-URA3r DNAs, com DNA polimerase da Phusion (New England Biolabs
Inc., Beverly, MA; catalogo n® F-540S) e Iniciadores 11417-27A até 114117-
27D (SEQ ID NOs: 823, 824, 825, 826).

[0569]0s Iniciadores externos para o SOE PCR (114117-27A
e 114117-27D) continham regides de ~50 bp de 5' e 3' ~50 homélogas as
regides a jusante do promotor PDC1 e a jusante da sequéncia de
codificacdo PDC1. O fragmento PCR de cassete completo foi transformado
em BY4700 pdc6::Pgpmi-sadB-ADH1t e transformantes foram mantidos nos
meios completos sintéticos sem uracilo e suplementados com 2% de
glicose em 30 °C com uso de tecnologias genéticas padroes (Methods in
Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, pp. 201 a 202). Os transformantes foram submetidos a triagem
por PCR com uso de Iniciadores 114117-36D e 135 (SEQ ID NOs 834 e
835) e Iniciadores 112590-49E e 112590-30F (SEQ ID NOs 832 e 836)
para verificar a integracao no local de PDC1 com delecdo da sequéncia de
codificagcdo de PDC1. O marcador URA3r foi reciclado por plaqueamento
nos meios completos sintéticos suplementados com 2% de glicose e 5-FOA
em 30 °C seguindo protocolos padrées. A remocdo do marcador foi
confirmada ao remendar as col6nias das placas com 5-FOA em meios com
SD-URA para verificar a auséncia de cultivo. A cepa "NYLA67" identificada
resultante tem o gendétipo: BY4700 pdcé6:: PgemisadB-ADH1t pdct:: Pppci-
ilvD-FBaftt
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DELECAO DE His3

[0570] Para deletar a regido de codificagdo de HIS3 enddgena,
um cassete de his3::URA3r2 foi amplificado por PCR a partir do DNA de
modelo URA3r2 (SEQ ID NO: 837). URA3r2 contém o marcador URAS3 de
pRS426 (ATCC # 77107) dividido por sequéncias de repeticdo homdlogas de
500 bp para permitir a recombinagédo homéloga in vivo e remog¢ao do marcador
URA3. O PCR foi feito com uso de DNA polimerase da Phusion e Iniciadores
114117-45A e 114117-45B (SEQ ID NOs: 838 e 839) que gerou um produto de
PCR de ~2,3 kb. A por¢cédo de HIS3 de cada iniciador foi derivada da regido 5' a
montante do promotor HIS3 e da regido 3' a jusante da regido de codificacdo
de modo que a integragdo do marcador URAS3r2 resulte na substituicdo da
regido de codificacdo de HIS3. O produto de PCR foi transformado em NYLA67
com uso de tecnologias genéticas padrdes com uso de tecnologias genéticas
padrées (Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, pp. 201 a 202) e transformantes foram
selecionados em meios completos sintéticos sem uracilo e suplementados com
2% de glicose em 30 °C. Os transformantes foram submetidos a triagem para
verificar a integragdo correta por plaquemento de réplica de transformantes em
meios completos sintéticos sem histidina e suplementados com 2% de glicose
em 30 °C. O marcador URASr foi reciclado por plagueamento em meios
completos sintéticos suplementados com 2% de glicose e 5-FOA em 30 °C
seguindo protocolos padrées. A remocgcao de marcador foi confirmada ao
remendar colénias de placas com 5-FOA em meios com SD-URA para verificar
a auséncia de cultivo. A cepa identificada resultante, denominada de NYLA73,
tem o gendtipo: BY4700 pdcé:: PgpmisadB-ADH1t pdc1:: PppciilvD-FBatt

DELECAO DE HxK?2

[0571] Um cassete de hxk2::URAS3r foi amplificado por PCR a

partir do modelo URAS3r2 (descrito acima) com uso de DNA polimerase da
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Phusion e Iniciadores 384 e 385 (SEQ ID NOs: 840 e 841 ) que gerou um
produto de PCR de ~2,3 kb. A por¢do de HXK2 de cada iniciador foi derivada
da regido 5' a montante do promotor HXK2 e da regido 3' a jusante da regido
de codificacdo de modo que a integragdo do marcador URA3x2 resulte na
substituicdo da regido de codificacdo de HXK2. O produto de PCR foi
transformado em NYLA73 com uso de tecnologias genéticas padrdes (Methods
in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, pp. 201 a 202) e transformantes foram selecionados em meios
completos sintéticos sem uracilo e suplementados com 2% de glicose em 30
°C. Os transformantes foram submetidos a triagem por PCR para verificar a
integracdo correta no local de HXK2 com a substituicdo da regido de
codificacdo de HXK2 com uso dos Iniciadores N869 e N871 (SEQ ID NOs: 842
e 843). O marcador URA3r2 foi substituido por plagueamento em meios
completos sintéticos suplementados com 2% de glicose e 5-FOA em 30 °C
seguindo protocolos padrées. A remocgcao de marcador foi confirmada ao
remendar colénias de placas com 5-FOA em meios com SD-URA para verificar
a auséncia de cultivo e por PCR para verificar a remogéo de marcador correta com
uso dos Iniciadores N946 e N947 (SEQ ID NOs: 844and 845). A cepa identificada
resultante denominada NYLA83 tem o gendtipo: BY4700 pdc6::P grui-sadB-ADH 1t
pdc1:Pppci-ilvD-FBA1t Ahis3 Ahxk2.

CONSTRUCAO DE CASSETE DE INTEGRACAO DE PDC5::KANMX E DELECAO DE PDC5

[0572]Um cassete de pdc5::kanMX4 foi amplificado por PCR a
parir do DNA cromossomal YLR134W de cepa (ATCC n® 4034091) com uso de
DNA polimerase da Phusion e Iniciadores PDC5: :KanMXF e PDC5::KanMXR
(SEQ ID NOs: 846 e 847) que gerou produto de PCR de ~2,2 kb. A porgédo de
PDC5 de cada iniciador foi derivada da regido 5' a montante do promotor PDC5
e da regido 3' a jusante da regido de codificacdo de modo que a integracéo do

marcador kanMX4 resulte na substituicdo da regido de codificagcdo de PDC5. O
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produto de PCR foi transformado em NYLA83 e transformantes foram
selecionados conforme descrito acima. Os transformantes corretos
identificados denominados NYLA84 tém o gendtipo: BY4700 pdc6::Pgpm-sadB-
ADHT1t pdc1:Pppci-ilvD-FBA1t Ahis3 Ahxk2 pdc5::kanMX4. Os vetores de
plasmideo pLH468 e pLH475-JEA1 foram simultaneamente transformados em
cepa NYLA84 (BY4700 pdc6::Pgpmi-sadB-ADH1t pdci1:PppciilvD-FBatt
pdc1:PppciilvD-FBATt Ahis8 Ahxk2 pdc5::kanMX4) com uso de tecnologias
genéticas padrées (Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) e a cepa resultante foi mantida em
meios completos sintéticos sem histidina e uracilo e suplementados com 1 %
de etanol em 30 °C.

EXEMPLO 35 (TEORICO)

CONSTRUCAO DE CEPA HOSPEDEIRA S. CEREVISIAE QUE CONTEM MODIFICACOES EM

PIRUVATO DESCARBOXILASE, HEXOQUINASE 2 E ALDEIDO DESIDROGENASE

[0573] Esse exemplo descreve a inativacdo de uma ou mais
aldeidos desidrogenases para abolir ou reduzir a formacao de &cido isobutirico.
A interrupcdo de ALD2 é utilizada como um exemplo, porém o método pode ser
utilizado para a interrup¢cdo de qualquer aldeido desidrogenase. A cepa
derivada de NYLA84 resultante € utilizada como um hospedeiro para vetores
de expressao pLH475-JEA1 e pLH468.

DELECAO DE ALD2

[0574]Um cassete de ald2::URA3r é amplificado por PCR a partir
de modelo de URA3r2 (descrito acima) com uso de DNA polimerase da
Phusion e Iniciadores TO01 e T002 (SEQ ID NOs: 848 e 849) que gera um
produto de PCR de ~2,3 kb. A porcédo de ALDZ2 de cada iniciador é derivada da
sequéncia 5' e da sequéncia 3' do gene ALD2 de modo que a integracédo do
marcador URAS3r2 resulte na substituicdo da regido de codificacdo ALD2. O

produto de PCR é transformado em NYLA84 com uso de tecnologias genéticas
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padrdes (Methods in Yeast Genetics, 2005, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY, pp. 201 a 202) e transformantes sao
selecionados em meios completos sintéticos sem uracilo e suplementados com
1 % etanol em 30 °C. Transformantes sdo submetidos a triagem por PCR para
verificar a integragcéo correta no local de ALD2 em que a substituicdo da regiao
de codificacdo ALDZ2 utiliza os Iniciadores T0O03 e T004 (SEQ ID NOs: 850 e
851). O marcador URAS3r2 é reciclado por plagueamento em meios completos
sintéticos suplementados com 1% de etanol e 5-FOA em 30 °C seguindo
protocolos padrdes. A remogdo de marcador € confirmada ao remendar
coldénias de placas com 5-FOA em meios com SE-URA para verificar a
auséncia de cultivo e por PCR para verificar a remogao de marcador correta
com uso dos Iniciadores T004 e T0O05 (SEQ ID NOs: 851 e 852). A cepa
identificada resultante € denominada NYLA84 Aald2 e € do gendtipo: BY4700
pdcé:: Pgpmi-sadB-ADH1t pdc1:: Pppeq-ilvD-FBA t Ahis3 Ahxk2 Aald2.
EXEMPLO 36

PRODUCAO DE ISOBUTANOL EM S. CEREVISIAE RECOMBINANTE EM NYLA84

MEeTopo HpLC

[0575] Anadlise para glicose e composicdo de subproduto de
fermentacdo é bem conhecida por aqueles versados na técnica. Por exemplo, um
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utiliza uma coluna do tipo
Shodex SH-1011 com uma pré-coluna do tipo Shodex SH-G (ambas disponiveis
por Waters Corporation, Milford, MA), com deteccdo de indice refrativo (RI). A
separacgao cromatografica é alcancada com uso de 0,01 M de H.SO4 como a fase
movel com uma taxa de fluxo de 0,5 ml/min e uma temperatura de coluna de 50 °C.
O tempo de retengéo de isobutanol é 47,6 minutos.

PRODUCAO DE ISOBUTANOL EM S. CEREVISIAE RECOMBINANTE EM NYLA84

[0576] A finalidade desse exemplo é descrever a produgédo de

isobutanol na cepa de levedura NYLA84. A cepa de levedura compreende delecdes
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de PDC1 , PDC5, e PDC6, trés isoenzimas de piruvato descarboxilase de
codificagéo de genes e delegdo de Hexoquinase 2 de codificacdo de HXK2. A cepa
também contém construtos para expressdo heterdloga de AlsS (acetolactato
sintase), KARI (ceto acido reductoisomerase), DHAD (diidréxi acido desidratase),
KivD (cetoisovalerato decarboxilase), SadB (alcool desidrogenase secundaria) e
HADH (alcool desidrogenase de figado de cavalo).

CONSTRUCAO DE CEPA

[0577] Os plasmideos pLH468 e pLH475-JEA1 foram introduzidos
em NYLAB84, por métodos de transformacao mediados por acetato de litio/PEG.
Os transformantes foram selecionados em meio completo sintético sem glicose,
histidina e uracilo. Etanol (1 % em v/v) foi utilizado como a fonte de carbono.
Apos trés dias, os transformantes foram remendados em meio completo
sintético sem histidina e uracilo suplementado tanto com 2% de glicose quanto
com 0,5% de etanol como fontes de carbono. Recipientes de congelador foram
feitos para diluicdo de culturas de fase log com 45% de glicerol para uma
concentracgao final de glicerol de 15% (em p/v).

PRODUCAO DE ISOBUTANOL

[0578] Os recipientes de congelador foram utilizados para inocular
80 ml de meio completo sintético sem histidina e uracilo suplementado tanto
com 2% de glicose quanto com 0,5% de etanol como fontes de carbono.

Condigdes de fermentagéo:

[0579]Um 1 litro de agente de fermentacdo foi preparado e
esterilizado com 0,4 | de agua. ApGs resfriamento, meio esterilizado com filtro
foi adicionado para proporcionar as concentragdes finais seguintes em 800 ml
de pos-inoculacéo:

Meio (concentracéo final):

6,7 g/l de Base de Nitrogénio de Levedura sem aminoacidos

(Difco)
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2,8 de g/l, Suplemento de Meio de Retirada Sintético de Levedura
sem Histidina, Leucina, Triptéfano e Uracilo (Sigma Y2001)

20 ml/l de 1 % (em p/v) de L-Leucina

4 ml/l de 1 % (em p/v) de L-Triptéfano

1 ml/l de ergosterol/tween/solugéo de etanol

0,2 ml/l de DF204 da Sigma

10 g/l de glicose

[0580] O agente de fermentagéo foi ajustado para controlar em pH
de 5,5 com KOH, 30% de dO, temperatura 30 °C e fluxo de ar de 0,2 SLPM (ou
0,25 vvm). Na inoculagéo, o fluxo de ar foi ajustado a 0,01 SLPM inicialmente,
entdo aumentado para 0,2 SLPM uma vez que o cultivo foi estabelecido. A
glicose foi mantida em 5 a 15 g/l do comeco ao fim por adicdo manual.

[0581]O ar foi continuamente suprido ao fermentador em 0,25
vvm. A aeracdo continua levou a um esgotamento significativo de isobutanol da
fase aquosa do fermentador. Para quantificar a perda de isobutanol devido ao
esgotamento, o efluente gasoso do fermentador foi diretamente enviado para
um espectrometro de massa (Espectrometro de massa da Prima dB, Thermo
Electron Corp., Madison, WI) para quantificar a quantidade de isobutanol na
corrente de gés. Os picos de isobutanol em massa para carregar relacées de
74 ou 42 foram monitorados continuamente para quantificar a quantidade de
isobutanol na corrente de gas. A glicose e os acidos organicos na fase aquosa
foram monitorados durante a fermentacdo com uso de HPLC. A glicose
também foi monitorada rapidamente com uso de um analisador de glicose (YSI,
Inc., Yellow Springs, OH). O isobutanol na fase aquosa foi quantificado por
HPLC conforme descrito no método HPLC no presente documento acima apdés
a fase aquosa ser removida periodicamente do fermentador. A titulacéo eficaz,
corrigida para a perda de isobutanol devido ao esgotamento, foi 7,5 g/l. A

titulacdo de acido isobutirico foi 1,28 g/l (Figura 14).
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ExXeEmPLO 37 (TEORICO)

PRODUCAO DE ISOBUTANOL EM S. CEREVISIAE RECOMBINANTE EM NYLA84 AALD2

[0582] A finalidade desse exemplo é descrever a producdo de
isobutanol na cepa de levedura NYLA84. A interrupgédo de ALDZ2 é utilizada
como exemplo, porém o exemplo pode ser utilizado para interrupcdo de
qualquer aldeido desidrogenase. A cepa de levedura NYLA84 Aald2
compreende delecées de PDC1, PDC5 e PDCB6, trés isoenzimas de piruvato
descarboxilase de codificagdo de genes, delegcdo de Hexoquinase 2 de
codificacdo de HXK2 e delecdo de aldeido desidrogenase de codificagdo de
ALD2. A cepa também contém construtos para expressao heterdloga de AlsS
(acetolactato sintase), KARI (ceto acido reductoisomerase), DHAD (diidroxi
acido desidratase), KivD (cetoisovalerato decarboxilase) e SadB (alcool
desidrogenase secundaria).

CONSTRUCAO DE CEPA

[0583] Os plasmideos pLH468 e pl_H475-JEA1 sado introduzidos
em NYLA84 Aald2, por métodos de transformacdo mediados por acetato de
litio/PEG. Os transformantes séo selecionados no meio completo sintético sem
glicose, histidina e uracilo. O etanol (1 % v/v) é utilizado como a fonte de
carbono. Apos trés dias, os transformantes séo remendados em meio completo
sintético sem histidina e uracilo suplementado tanto com 2% glicose quanto
com 0,5% de etanol como fontes de carbono. Os recipientes de congelador séo
feitos por diluicdo de culturas de fase log com 45% de glicerol para uma
concentragao final de glicerol de 15% (em p/v).

PRODUCAO DE ISOBUTANOL

[0584] Os recipientes de congelador sédo utilizados para inocular
80 ml de meio completo sintético sem histidina e uracilo suplementado tanto
com 0,25% de glicose quanto com 0,5% de etanol como fontes de carbono. Um

1 litro de agente de fermentacao é preparado e esterilizado com 0,4 | de agua.
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apés o resfriamento, o meio esterilizado com filtro é adicionado para
proporcionar as concentragdes finais seguintes em 800 ml. Pds-inoculagao:

Meio (concentracéo final):

6,7 g/l de Base de Nitrogénio de Levedura sem aminoacidos
(Difco)

2,8 de g/l de Suplemento de Meio de Retirada Sintético de
Levedura sem Histidina, Leucina, Tript6fano e Uracilo (Sigma Y2001 )

20 ml/l de 1% (em p/v) de L-Leucina.

4 ml/l de 1% (em p/v) de L- Triptéfano

1 ml/l de ergosterol/tween/solugéo de etanol

0,2 ml/l de DF204 da Sigma

10 g/l de glicose

[0585] O agente de fermentacéo é ajustado para controlar em pH
5,5 com KOH, 30% de dO, temperatura 30 °C e fluxo de ar de 0,2 SLPM (ou
0,25 vvm). Na inoculagao, o fluxo de ar é ajustado a 0,01 SLPM inicialmente,
entdo aumentado para 0,2 SLPM uma vez que o cultivo é estabelecido. A
glicose é mantida em 5 a 15 g/l do comeco ao fim por adicdo manual.

[0586]A quantidade de perda de isobutanol devido ao
esgotamento, o efluente gasoso do fermentador € diretamente enviado para um
espectrébmetro de massa (Espectrdbmetro de massa da Prima dB, Thermo
Electron Corp., Madison, WI) para quantificar a quantidade de isobutanol na
corrente de gas. Os picos de isobutanol na massa para carregar relagdes de 74
ou 42 sdo monitorados continuamente para quantificar a quantidade de
isobutanol na corrente de gas. A glicose e os acidos organicos na fase aquosa
sdo monitorados durante a fermentagdo com uso de HPLC. A glicose é
também monitorada rapidamente com uso de um analisador de glicose (YSI,

Inc., Yellow Springs, OH). O isobutanol e o &cido isobutirico na fase aquosa
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sao quantificados por HPLC apés a fase aquosa ser removida periodicamente
do fermentador.
EXEMPLO 38

ANALISE DA PrRopucAo DE Acipo ISOBUTIRICO

[0587]As cepas foram inoculadas no meio completo sintético,
menos histidina e uracilo, suplementado com 0,05% de etanol. Uma vez
que as culturas tenham alcangado um estado estacionario, as mesmas
foram submetidas a subcultura em meio fresco (OD inicial = 0,2). Para
PNY2205 (Exemplo 13), o meio foi suplementado com 0,05% etanol para
satisfazer a exigéncia C2 observada em leveduras PDC KO que nédo tém a
via de fosfocetolase. Para PNY2209 (Exemplo 13), as células foram
submetidas a subcultura em meios sem etanol. Para os clones ald6A
(PNY2216 e clones isogénicos, Exemplo 24), um meio sem etanol foi
utilizado. As culturas foram cultivadas em frascos de agitagdo com tampa
de atarraxar (20 ml de meio em frascos de 125 ml). Os sobrenadantes da
cultura foram coletados imediatamente apds a inoculacdo e novamente
apdés 48 horas. Esses sobrenadantes da cultura foram analisados por
HPLC (descrito em US20070092957, incorporado ao presente documento a
titulo de referéncia) para determinar o consumo de glicose e a
concentracdo de acido isobutirico.

TABELA 35. RENDIMENTO MOLAR DE ACIDO ISOBUTIRICO EM CEPAS DE ALD6A.

c Rendimento molar de acido isobutirico
epa ) )
(mol/mol de glicose consumido)
PNY2205* 0,09
PNY2209* 0,07
PNY2209 0,09
PNY2216 e 5 outros clones isogénicos 0,03

* Indica que o meio de cultura foi suplementado com etanol a

0,05%
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EXEMPLO 39

PRODUCAO AUMENTADA DE ISOBUTANOL E PRODUCAO DE SUBPRODUTO

DiMINUIDA EM CEPAS NOVAS

[0588]0 propésito desse exemplo € descrever experimentos
de cultivo de escala pequena com as cepas recentemente construidas com
0 uso do plasmideo pK9G9.0OLE1 p.ilvD para suprir os genes de via de
isobutanol restantes. As novas cepas hospedeiras PNY1528, PNY2243,
PNY2237 e PNY2238 foram transformadas com o plasmideo pK9G9.OLE1
p.ilvD e testadas para a producdo de isobutanol. Os transformantes foram
obtidos pela selegcdo no meio completo sintético sem uracila com etanol a
1% como a fonte de carbono. Os transformantes foram remendados no
meio completo sintético sem uracila com glicose a 2% e etanol a 0,05%
como fontes de carbono. Remendos foram usados para inocular o meio
liquido (meio completo sintético sem uracila com glicose a 0,3% e etanol a
0,3% como fontes de carbono). Para testar a produgao de isobutanol, as
culturas liquidas foram subcultivadas no meio completo sintético sem
uracila que contém glicose a 2% e etanol a 0,05% como fontes de carbono
que também continham mistura de vitamina BME (Sigma Cat.n°B6891). As
culturas foram incubadas em recipientes de soro vedados (10 ml do meio
em recipientes de 15 ml) a 30°C com agitacdo (250 rpom em um agitador
Infors Multitron). Apds 48 horas, o meio de cultura foi filtrado (coluna Spin-
X) e analisado por HPLC (conforme descrito anteriormente na Publicagéo
de Patenten?US20070092957). O rendimento molar do isobutirato de
subproduto de via foi diminuido por 50% em cepas que carregam o ald6A.
Revelou-se que as cepas com base em PNY2238 tém maior consumo de
glicose e titulacdo de isobutanol (resultados de clone K mostrados na

tabela abaixo).
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TABELA 36. RENDIMENTO MOLAR DE ACIDO ISOBUTIRICO NAS CEPAS DE ALD6A

Rendimento molar de acido
Cepa Fendtipo relevante isobutirico (mol/mol de glicose
consumido)
PNY2205* ALD6+, dependente de C2 0,09
PNY2209* ALDG6+, independente de C2 0,07
PNY2209 ALDG6+, independente de C2 0,09
PNY2216 e 5 outros clones .
isogénicos ALDB6-, independente de C2 0,03

* indica que o meio de cultura foi suplementado com etanol a 0,05%. Todas as
cepas continham o plasmideo pK9G9.0OLE1 p.ilvD. Para as cepas derivadas de
PNY2237 e PNY2238, os dados apresentados sdo uma média de duas réplicas
biol4gicas.

EXEmMPLO 40

CoNSTRUCAO DE UmA BIBLIOTECA DE GENE DE SATURACAO EM SiTiO E TRIAGEM

DA PRODUCAO DE ISOBUTANOL DAS VARIANTES RESULTANTES Em PNY2259

[0589] A mistura de iniciador inverso (chamada de K9_309r nesse
exemplo) que contém Iniciadores que codificam todas as 20 alteragbes de
aminoacido individuais na posicdo 309 (Tabela 37) e o iniciador direto
K9_131T_08021 1f:GGACTTGATGTCACTATGATC (chamado de K9_131 Tf
nesse exemplo) foram empregados para criar uma biblioteca de saturacédo de
sitio unico que direciona a posicdo de 309 de K9 KARI. Um plasmideo que
contém a variante K9SB2 (pHR81 - ILV5p.K9SB2.TEF1 (M4)p.iivD (SEQ ID
NO: 930, também chamada de "pLH744").

[0590]Em resumo, um megainiciador foi preparado através de
uma PCR regular. A mistura de PCR de megainiciador consistia em 45 pul de
SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, n®10572063), 2,0 ul de K9_131Tf (20 uM),
2,0 pl de K9_309r (20 uM) e 1,0 ul de modelo (50 mg/ul). O programa de PCR
para fazer o megainiciador é:a temperatura inicial foi 95°C por 1,0 minuto
seguida por 35 ciclos de aquecimento/resfriamento. Cada ciclo consistia em
95°C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos e 72°C por 1,0 minuto. O

megainiciador foi, entdo, usado para introduzir a mutacdo em K9SB2 com o
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uso do mesmo procedimento conforme mostrado no Exemplo 5. Os clones da
biblioteca de saturagéo de sitio unico foram sequenciados.

[0591]As variantes exclusivas resultantes juntamente com o
pLH744 foram analisadas para a producdo de isobutanol e formacdo de
subproduto na levedura (tripla para cada mutante). As cepas de via de levedura

foram feitas no hospedeiro PNY2259 (MATa ura3A:loxP his3A pdc6A

pdciA::P[PDC1]-DHAD!ilvD_Sm-PDC1t- P[FBA1]-ALS!alsS_Bs-CYCHt
pdc5A::P[PDC5]-ADH!sadB_Ax-PDC5t gpd2A::loxP fra2A::P[PDCA]-
ADH!adh_HI-ADH1t adh1A::UAS(PGK1)P[FBA1]-kivD_Lg(y)-ADH1t

yprcA15A::P[PDC5]- ADH|adh_HI-ADH1t ymr226¢cA ald6A::loxP; Exemplo 22)
pela transformacdo dos vetores de KARI. As células transformadas foram
plagueadas no meio sintético sem histidina ou uracila (etanol a 1% como a
fonte de carbono). Trés transformantes foram transferidos para placas novas
do mesmo meio. Os transformantes foram testados para a producdo de
isobutanol sob condi¢gbes anaerdbicas em placas de 48 cavidades (Axygen,
Union City, CA n® 391 -05- 061).

[0592] As colbnias de levedura da transformagcdo nas placas de
SE-Ura apareceram apés 5 a 7 dias. As trés colbnias de cada variante foram
remendadas em placas de SE-Ura novas e incubadas a 30°C por 3 dias.

PROCEDIMENTO E MEIO DE CULTIVO

[0593] Dois tipos de meio foram usados durante o procedimento
de cultivo das cepas de levedura: um meio de pré-cultura aerdbico e um meio
de cultura anaerébico. Todos os produtos quimicos foram obtidos junto a
Sigma a ndo ser que notado de outra maneira (St. Louis, MO).

[0594]Meio de pré-cultura aerdbico (SE-Ura): 6,7 g/l de base de
nitrogénio de levedura sem aminoacidos (Difco, 291940, Sparks, MD), 1,4 g/l

de suplemento de meio de retirada sintética de levedura sem histidina, leucina,
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triptofano e uracila, etanol a 0,2%, glicose a 0,2%, 0,01% em p/v de leucina,
0,002% em p/v de histidina e 0,002% em p/v de triptofano.

[0595] Meio de cultura anaerdbico (SEG-Ura-His): MES a 50 mM
(pH 5,5, 6,7 g/l de base de nitrogénio de levedura sem aminodcidos (Difco,
291940, Sparks, MD), 1,4 g/l de suplemento de meio de retirada sintética de
levedura sem histidina, leucina, triptofano e uracila, etanol a 0,1%, glicose a
3%, leucina a 0,01%, 0,002% em p/v de histidina, triptofano a 0,002%, 30 mg/I
de &cido nicotinico, 30 mg/l de tiamina e 10 mg/l de ergosterol feito em 50/50
em v/v de solucdo de Tween/etanol.

[0596] As células remendadas foram inoculadas em placas de 48
cavidades. Cada poco contém 1,5 ml de meio aerdbico. As placas foram
cobertas com folhas permeaveis e cultivadas a 30°C com agitacdo de um dia
para o outro. A densidade celular (ODgg) foi, entdo, medida. A quantidade de
células para fazer 1,5 ml da suspensao de células (no meio anaerébico) com a
ODeqo final = 0,2 para cada poco foi calculada e 1,5 ml da suspensao de células
foi preparado com o meio anaerdbico e adicionado a cada poco. O oxigénio em
placas de 48 cavidades foi removido com o uso de uma camara anaerdbica
seguindo o protocolo do fabricante (Coy Laboratory Products Inc. Grass Lake,
MI). As células foram, entdo, cultivadas a 30°C com agitacdo por dois dias. A
densidade celular (ODegqo) foi, entdo, medida. Os melhores mutantes cultivados
foram submetidos ao mesmo cultivo de dois dias nas placas de 48 cavidades
para a medicdo de producdo de isobutanol. Apds o cultivo anaerébico de dois
dias, a densidade celular (OD600) foi, entdo, medida. As células foram
centrifugadas em 4.000 g por 5 minutos e o sobrenadante foi coletado para a
medicao de isobutanol com o uso de LC/MS.

ANALISE DE Lc/Ms DAs CEPAS DE LEVEDURA CoM MUTANTES DE K9 KARI

[0597] As amostras foram retiradas por analise LCMS no final do

periodo de cultivo anaerdbico. A anédlise LCMS foi realizada com o uso de uma
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unidade de separagdes Waters AcQuity UPLC e espectrédmetro de massa triplo
ou quadruplo AcQuity TQD (Waters, Milford, MA) com uma coluna de
separacbes Waters AcQuity UPLC HSS T3 (Waters, Milford, MA). Os
compostos foram separados com o uso de um gradiente de fase inversa de
agua (acido férmico a + 0,1%) e acetonitrilo (acido férmico a + 0,1%) iniciando
com 99% aquoso e finalizando com 99% orgéanico, a uma taxa de fluxo de 0,5
ml/min. As cromatografias foram analisados com o uso do software Waters
Masslynx 4.1 (Waters, Milford, MA). Os rendimentos micromolares para
isobutanol foram calculados com o uso do software Waters Quanlynx (Waters,

Milford, MA) com o uso de uma curva de calibracdo de analises triplicadas de

padrdes.
TABELA 37. INICIADORES INVERSOS
Posicédo(bes)
direcionada(s) Iniciadores
de K9-KARI
309 K9 _3091_111711r: CTTTCTCATAGCCTTAATGTGGAC (SEQ ID NO: 884)

K9_309L_111711r: CTTTCTCATAGCCTTTAAGTGGAC (SEQ ID NO: 885)
K9_309Y_111711r: CTTTCTCATAGCCTTATAGTGGAC (SEQ ID NO: 886)
K9_309C_111711r: CTTTCTCATAGCCTTACAGTGGAC (SEQ ID NO: 887)
K9_309W_111711r: CTTTCTCATAGCCTTCCAGTGGAC (SEQ ID NO: 888)
K9_309P_111711r: CTTTCTCATAGCCTTTGGGTGGAC (SEQ ID NO: 889)
K9_309H_111711r: CTTTCTCATAGCCTTATGGTGGAC (SEQ ID NO: 890)
K9_309Q_111711r: CTTTCTCATAGCCTTTTGGTGGAC (SEQ ID NO: 891)
K9_309M_111711r: CTTTCTCATAGCCTTCATGTGGAC (SEQ ID NO: 892)
K9_309N_111711r: CTTTCTCATAGCCTTATTGTGGAC (SEQ ID NO: 893)
K9_309V_111711r: CTTTCTCATAGCCTTAACGTGGAC (SEQ ID NO: 894)
K9_309A_111711r: CTTTCTCATAGCCTTAGCGTGGAC (SEQ ID NO: 895)
K9_309D_111711r: CTTTCTCATAGCCTTATCGTGGAC (SEQ ID NO: 896)
K9_309E_111711r: CTTTCTCATAGCCTTTTCGTGGAC (SEQ ID NO: 897)
K9_309G_111711r: CTTTCTCATAGCCTTACCGTGGAC (SEQ ID NO: 898)
K9_309S_111711r: CTTTCTCATAGCCTTAGAGTGGAC (SEQ ID NO: 899)
K9_309T_111711r: CTTTCTCATAGCCTTAGTGTGGAC (SEQ ID NO: 900)
K9_309R 111711r: CTTTCTCATAGCCTTTCTGTGGAC (SEQ ID NO: 901)
K9_309K 111711r: CTTTCTCATAGCCTTCTTGTGGAC (SEQ ID NO: 902)

TABELA 38. LISTA DE ALGUMAS VARIANTES COM ODggo E TITULACAO DE ISOBUTANOL

(MM) APOS O CULTIVO ANAEROBICO DE DOIS DIAS

Variante Amincd ?\Ildc?: SFa Repetigao ODsao isgt'f&’t'iﬁif’(ﬁfm
1 0,5502 76,99
K9C4 927 2 0,6578 84,05
3 0,7301 98,91
K9C8 928 1 0,6887 116,57
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Variante Amincd ?:ch): SFa Repetigao ODsoo isggl:]::r?slo(ieM)
2 0,5309 78,77
3 0,6859 102,49
1 0,6314 88,39
K9SB2 427 2 0,5977 81,18
3 0,2325 44,60
EXEMPLO 41

CONSTRUCAO DE K9sB2 SH (K9sB2 SHORT), UMA VERSAO TRUNCADA DE

K9sB2

[0598]Um gene que codifica uma versdao de K9SB2 sem os
primeiros cinco aminoacidos de N-terminal (MEECK) foi preparado por PCR
com o Kit Phusion® High-Fidelity PCR (n® de Catalogo E0553L, New England
Biolabs). Os Iniciadores Kshort1
(AAACCGGTTTAAACAGTATGGCTAAGATTTACTACCAAGAAGACTG; SEQ
ID NO: 903) e YGrev (TTCTGTTTTATCAGACCGCTTC; SEQ ID NO. 904)
foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville [A).
Diferente dos Iniciadores, mistura de dNTP (Cat n® 18427-013, Invitrogen,
Carlsbad, CA), modelo e ddH20, os reagentes usados aqui foram supridos com
o kit indicado acima. A mistura de PCR consistia em 1 pl de K9SB2 em um
plasmideo pBAD.KARI (20 mg/ul; a preparacdo de plasmideo descrita no
Exemplo 17; SEQ ID NO: 428), 2 ul de cada iniciador (20 uM de estoques), 10
ul do tampéao 5* Phusion HF, 2 pl de mistura de dNTP a 5 mM, 0,5 ul de
polimerase e 28 ul de ddH»0. As seguintes condicbes foram usadas para a
reacdo de PCR: A temperatura inicial foi 98 °C por 2 minutos seguidos por 30
ciclos de aquecimento/resfriamento. Cada ciclo consistia em 98°C por 10
segundos, 48°C por 30 segundos e 72°C por 1,5 minuto. Na conclusdo da
ciclagem de temperatura, a amostra foi mantida a 72°C por mais 10 minutos e,
entao, retida aguardando a recuperacao de amostra a 4°C.O produto de reagao
foi separado do modelo por meio da eletroforese em gel de agarose (agarose a

1 %, tampado 1X TBE) e recuperado com o uso do Kit lllustra GFX™ PCR DNA
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e Gel Band Purification (Cat n® 28-9034-70, GE Healthcare Sciences,
Piscataway, NJ) conforme recomendado pelo fabricante. O produto de PCR
purificado foi digerido com Pmel e Sfil e ligado nos sitios correspondentes de
pBAD-ps-JEA1 (SEQ ID NO: 905) e a sequéncia do construto resultante
K9SB2_SH em pBAD.KARI (SEQ ID NO: 929) foi confirmada.

EXEMPLO 42

GERACAO DE PLASMIDEOS DE EXPRESSAO DE LEVEDURA PARA ESTUDOS DE K9SB2 E

OUTRAS ENzIMAS KARI
CoNnsTRUCAO DE PHR81-LLV5P-K9SB2-TEF(M4)-LLVD (PLH744: SEQ ID NO: 930)
[0599] O gene K9SB2 foi extirpado de pHR81-ILV5p-K9SB2 pela
digestdo de Pmel e Sfil e ligado com pHR81-ILV5p-K9D3-TEF(M4)-livD

(pBP2090) nos sitios de Pmel e Sfil. O vetor ligado foi nomeado pHR81-ILV5p-
K9SB2-TEF(M4)-lvD  (pLH744) e esse vetor foi confirmado por
sequenciamento.
CoNSTRUCAO DE K9sB2 SH DHAD (SEQ D No: 931)
[0600]O produto de PCR K9SB2_SH digerido (descrito no

exemplo 41) foi ligado aos sitios Pmel e Sfil de pLH744 e confirmado por
sequenciamento.

CoNSTRUCAO DE K9sB2 SH 81 (SEQID No: 932)

[0601]O produto de PCR K9SB2_SH digerido (descrito no
exemplo 41) foi ligado aos sitios Pmel e Sfil de pHR81-Pllv5-KARI-K9.G9 e
confirmado por sequenciamento.

CONSTRUCAO Dos PLASMIiDEOS PARA A EXPRESSAO DE LEVEDURA DOS

DERIVADOS DE K9sB2

[0602] Os plasmideos de expressao de levedura para as variantes
listadas na Tabela 39 (descritos nos exemplos 17 e 21) foram gerados pela

subclonagem dos genes de KARI correspondentes dos plasmideos pBAD.KARI
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nos sitios de Pmel e Sfil do plasmideo pLH744 e no plasmideo pHR81-Pllv5-
KARI-K9.G9. Os construtos foram confirmados por sequenciamento.

TABELA 39: DERIVADOS DE K9SB2 SUBCLONADOS EM PLASMIDEOS DE

EXPRESSAOQ DE LEVEDURA

Derivado de K9SB2 Nome alternativo D dz;?nqo%i?gi)a de ID g;;sﬂtireﬁgde
K9SB2-K90M K9_David 431 432
K9SB2-G55D K9_Eliza 433 946
K9SB2-Q91L K9_Frank 440 947
K9SB2-A303D K9_Grace 445 948

K9SB2-M94-V307I K9_Ingrid 455 949
K9SB2-F67I K9_Jarvis 437 950

K9SB2-A56G-K90N K9_Kelly 452 951
K9SB2-G55C K9_Norman 481 952
K9SB2-P135S K9_Ophelia 488 953
K9SB2-F53L K9_Pat 441 954
K9SB2-Q94lI K9_Quentin 495 955
K9SB2-F67L K9_Ralph 496 956

KOSB2HBIHS0- K9_Sophia 502 957

K9SBz E13Y- Mok K9_Tiberius 509 958
K9SB2-A56V K9_Ursala 511 959
K9SB2-184L K9_Victor 514 960
K9SB2-W59C K9_Watson 520 961
K9SB2-T93A K9_Xavier 641 642

CONSTRUCAO D0s PLASMIDEOS PARA A EXPRESSAO DE LEVEDURA DAS VERSOES

TRUNCADAS D0OS DERIVADOS DE K9sB2

[0603]As versdes truncadas com terminal N dos derivados de
K9SB2 foram preparadas conforme descrito no exemplo 41, com modificagdes.
O iniciador Kshort1 foi substituido pelo iniciador 5'-fosforilado KPSH1
(AAACAGTATG GCT AAG ATT TAC TAC CAA GAA GAC TG; SEQ ID NO:
906) que foi sintetizado pela Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville 1A).
K9SB2 na PCR foi substituido por misturas agrupadas das variantes
(plasmideos pBAD.KARI) listadas na Tabela 39. Os produtos de PCR
purificados foram digeridos com Sfil e ligados aos sitios Pmel e Sfil de pHR81-

PIv5-KARI-K9.G9. O sequenciamento de DNA com TempliPhi™ (GE
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Healthcare) e Iniciadores pHR81-F (ACACCCAGTATTTTCCCTTTCC) e
pHR81-Rev (CTA GTG TAC AGA TGT ATG TCG G) (SEQ ID NOs: 924 e 925)
foi realizado para identificar cada derivado truncado. As variantes identificadas
sdo indicadas na Tabela 40. As sequéncias de codificacdo para as versdes
truncadas foram subclonadas subsequentemente nos sitios Pmel e Sfil do
plasmideo pLH744 e confirmadas por sequenciamento.

TABELA 40. VERSOES TRUNCADAS DOS DERIVADOS DE K9SB2

Variante ID de sequéncia de Aminoacido ID de Seﬂﬂire(i)i;de acido

K9_David_SH 196 263
K9_Eliza_SH 266 907
K9_Frank_SH 267 908
K9_Grace_SH 389 909
K9_Ingrid_SH 405 910
K9_Jarvis_SH 781 911
K9_Kelly_SH 782 912
K9_Norman_SH 783 913
K9_Ophelia_SH 835 914
K9_Pat SH 853 915
K9_Quentin_SH 854 916
K9_Ralph_SH 855 917
K9 Ursala_SH 856 918
K9_Watson_SH 857 858
K9_Xavier_SH 859 919

Construcao de K9_Zeke_SH (K9SB2-K90M-T93A) e K9_Annabel_SH
(K9SB2-K90M-T93I)

[0604]K9_Zeke SH (SEQ ID NO: 860, proteina SEQ ID NO: 861)
e K9 _Annabel SH (SEQ ID NO: 862, proteina SEQ ID NO: 863) foram
derivados de K9_David_SH por meio da mutagénese direcionada que emprega
o Kit QuikChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis (n® de Catalogo
210518; Agilent Technologies, Stratagene Products Division, La Jolla, CA).
Com excecédo dos Iniciadores, modelos e ddH:0, todos os reagentes usados
aqui foram supridos com o kit indicado acima. Os Iniciadores foram sintetizados

pela Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville 1A).
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[0605]Para K9_Zeke SH, os Iniciadores empregados foram
oMT93A (GATCCCAGATGAAATGCAGGCTGCCATGTACAAAAACGACATCG;
SEQ ID NO: 920)) e oMT93Arev
(CGATGTCGTTTTTGTACATGGCAGCCTGCATTTCATCTGGGATC; SEQ ID
NO.921). A mistura de reagéo continha 1 pl de K9_David_SH no vetor derivado
de pHR81-Pllv5-KARI-K9.G9 (20 mg/ul), 1 ul de cada iniciador (150 mg/ul), 5 ul
do tampao de reacdo 10x, 1 pl da mistura de dNTP, 1,5 ul de QuikSolution, 1 pl
da enzima QuikChange Lightning e 38,5 ul de ddH>0. Para K9_Annabel_SH, os

Iniciadores foram substituidos por oMT93I
(GATCCCAGATGAAATGCAGGCTATCATGTACAAAAACGACATCG; SEQ ID
NO: 922) e oMT93Irev

(CGATGTCGTTTTTGTACATGATAGCCTGCATTTCATCTGGGATC; SEQ ID
NO: 923).

[0606] As seguintes condicbes foram usadas para ambas as
reacdes: A temperatura inicial foi 95 °C por 2 minutos seguidos por 18 ciclos de
aquecimento/resfriamento. Cada ciclo consistia em 95°C por 20 segundos,
60°C por 10 segundos e 68°C por 6 minutos. Na conclusdo da ciclagem de
temperatura, as amostras foram retidas aguardando a recuperagéo de amostra
a 4°C.2 ul do Dpn | foram adicionados a cada reacdo e as misturas foram
incubadas por 1 hora a 37°C.2 ul de cada reacdo mutagénica foram
transformados em E. coli Quimicamente Competente One Shot® Stbl3™
(Invitrogen, n? de Catadlogo C7373-03) de acordo com as instrugbes do
fabricante. Os transformantes foram espalhados em placas de agar que contém
o meio LB e 100 mg/ml de ampicilina (Cat n® L1004, Teknova Inc. Hollister, CA)
e incubados a 37°C de um dia para o outro. Multiplos transformantes foram,
entdo, selecionados por TempliPhi™ DNA sequencing™ (GE Healthcare), que
empregou os Iniciadores pHR81-F (ACACCCAGTATTTTCCCTTTCC; SEQ ID
NO: 924) e pHR81- Rev (CTA GTG TAC AGA TGT ATG TCG G; SEQ ID NO:
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925). As variantes com as sequéncias confirmadas (K9_Zeke SH e
K9_Annabel_SH nos vetores derivados de pHR81-Pllv5-KARI-K9.G9) foram
subclonadas nos sitios Pmel e Sfil de pLH744 (SEQ ID NO: 930).

EXEMPLO 43

ProbucAo DE IsoBUTANOL DE K9sB2 E DERIVADOS CULTIVADOS SOB

CONDICOES ANAEROBICAS EM PLACAS DE 48 CAVIDADES

[0607]Os plasmideos de expressdo de levedura para K9SB2,
K9SB2_SH e K9SB2-T93A, preparados com o vetor derivado de pLH744
conforme descrito no Exemplo 42, foram empregados para avaliar a produgao
de isobutanol na levedura cultivada sob condi¢gdes anaerdbicas em uma placa
de 48 cavidades. As cepas de produgdo de isobutanol foram feitas no
hospedeiro PNY2259 (MATa ura3A:loxP hisSA pdc6A pdci1A:P[PDC1]-
DHAD}ilvD_Sm-PDC1t-P[FBA1]-ALS|alsS_Bs-CYC1t pdc5A::P[PDC5]-
ADHisadB_Ax-PDC5t gpd2A:loxP  fra2A::P[PDC1]- ADHjadh_HI-ADH1t
adh1A::UAS(PGK1)P[FBA1]-kivD_Lg(y)-ADH1t yprcA15AA::P[PDC5]-
ADHjadh_HI-ADH1t ymr226¢cA ald6A:loxP) pela transformagcdo dos
plasmideos que contém as sequéncias de codificacdo para os variantes de
KARI e pelo plagueamento no meio sintético sem uracila (etanol a 1% como a
fonte de carbono).As colbnias de levedura da transformacéo nas placas de SE-
Ura apareceram apés 3 a 5 dias de incubacao a30°C. Pelo menos trés colbnias
de cada variante foram remendadas em placas de SE-Ura novas e incubadas a
30°C.

CoNDICOES DE CULTIVO DE LEVEDURA

[0608] Meio de cultivo aerdbico: Meio de SE-Ura com 2 g/l de
etanol.

[0609] Meio de cultivo anaerdbico: SEG-Ura com 30 g/l de glicose
e 1 g/l de etanol, suplementado com 10 mg/l de ergosterol, tampao de MES a

50 mM (pH 5,5), 30 mg/l de tiamina e 30 mg/l de acido nicotinico.



286/323

[0610] Placas de 48 cavidades: Axygen n° de catdlogo P-5ML-48-
C-S, volume total de 5 ml/pogo, volume de cultura de 1,5 ml/poco.

[0611] As placas foram cobertas com um filme adesivo permeavel
(VWR; numero de catalogo 60941-086) para o cultivo aerdbico. As placas
foram agitadas a 225 rpm a 30 °C. Para o cultivo anaerdbico, placas
recentemente incubadas cobertas com um filme permeéavel foram purgadas de
oxigénio pelo equilibrio em uma camara anaerébica por 2 horas. As coberturas
de placa foram, entdo, trocadas por coberturas de aluminio adesivas (VWR;
nuamero de catalogo 89049-034) e cada placa foi colocada em uma caixa de
plastico impermeavel (Mitsubishi Gas Chemical America, Inc; Nova York, NY;
Catélogo 50-25) juntamente com um pacote de sequestrante de oxigénio novo
(Mitsubishi Gas Chemical America, Inc; Nova York, NY; Catalogo 10-01). O
conjunto inteiro (placa(s) e pacote de sequestrante de oxigénio dentro de uma
caixa de plastico impermeavel vedada) foi removido da cadmara anaerdbica e
agitado a 225 rpm a 30°C.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

[0612] Colbnias de levedura unica em placas de agar de SE-Ura
foram semeadas em placas de agar de SE-Ura e incubadas a 30°C até que
remendos densos de células tenham crescido. As pré-culturas liquidas em
placas de 48 cavidades foram inoculadas com lacos dessas células para o
cultivo aerdbico inicial. Apds a agitacdo de um dia para o outro, a ODggo de
cada poco de cultura foi medida pela transferéncia de 0,15 ml de cada po¢o em
uma placa de 96 cavidades de fundo arredondado e pela medicdo da
absorbancia de cada po¢o a 600 nm com um leito de placa Molecular Devices
(Sunnyvale, CA). Uma transformacgédo linear com base em uma linha de
calibracdo determinada experimentalmente foi aplicada a essas densidades
Opticas medidas por leitor de placa para converter as mesmas em valores de

absorbancia comparaveis para um espectrofotdbmetro com base em cuveta.
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[0613]Uma porgcdo calculada de cada pogo de pré-cultura
aerdbica foi inoculada no pogo correspondente de uma placa de 48 cavidades
nova com 1,5 ml do meio de SEG-Ura, para alcangar uma ODg inicial (em
unidades de absorbancia de espectrofotdbmetro de cuveta) de 0,2. No
processo de inoculagdo da placa nova, a placa de pré-cultura aerobica foi
centrifugada, o sobrenadante foi removido de cada poco e as células em
cada poco foram ressuspensas no meio de SEG-Ura novo. Essa placa de
cultivo anaerdbico foi agitada por 3 dias. A concentracédo de isobutanol nos
sobrenadantes de cultura foi medida por HPLC (Tabela 41).

TABELA 41. TITULACOES DE ISOBUTANOL ALCANCADAS NO PRIMEIRO CICLO DE

PASSAGEM ANAEROBICA

. - . Desvio padrao de
. o ) Titulagéo de isobutanol i -
Variante n- de cavidades o titulagéo de
média (mM) )
isobutanol
K9SB2 16 35,2 11,9
K9SB2_SH 8 67,4 12,2
K9SB2-T93A 8 40,8 9,1

[0614]Um cultivo anaerdbico de acompanhamento foi iniciado
a partir do primeiro cultivo anaerdbico conforme segue: Uma porcao
calculada de cada poco de cultura anaerbébica foi inoculada no poco
correspondente de uma placa de 48 cavidades nova com 1,5 ml do meio de
SEG-Ura, para alcangar uma ODsgg inicial (em unidades de
espectrofotdbmetro de cuveta) de 0,2. No processo de inoculacdo da placa
nova, a placa de cultivo foi centrifugada, o sobrenadante foi removido de
cada poco e as células em cada poco foram ressuspensas no meio de
SEG-Ura novo, a fim de minimizar o arrastamento de metabdlitos de um
cultivo para o proximo. A placa de cultivo anaerdbico de acompanhamento
(segundo ciclo) foi agitada por 2 dias. A concentragdao de isobutanol nos

sobrenadantes de cultura foi medida por HPLC (Tabela 42).



288/323

TABELA 42. TITULACOES DE ISOBUTANOL ALCANCADAS NO SEGUNDO CICLO DE

PASSAGEM ANAEROBICA

Titulagao de isobutanol Desvio padrao de
Variante n® de cavidades ¢ - titulagao de
média (mM) .

isobutanol
K9SB2 16 67,6 10,8
K9SB2_SH 8 85,7 9,2
K9SB2-T93A 8 76,3 16,8

EXEMPLO 44

CARACTERIZACAO CINETICA DE K9G9, K9sB2 E K9sB2 SH

[0615] K9G9, KO9SB2, K9SB2_SH foram sobre-expressa por meio
dos plasmideos pBAD.KARI na cepa de E. coli Bw251 13 (AilvC) e purificadas
para a medicao detalhada dos parametros cinéticos.

[0616] As analises cinéticas de cofator, purificacdo e expressao
foram realizadas conforme descritas no exemplo 18, com as seguintes
modificacdes. As culturas de expressdo foram cultivadas em 20 ml de LB com
100 pg/ml de ampicilina e 0,2% (p/v) de arabinose em um frasco com tampa
ventilada de 125 ml. O meio de expresséo foi inoculado com 1/10 do volume da
cultura de 8 horas. As culturas de expressado foram cultivadas por 18 horas
para K9SB2 e 24 horas para K9SB2_SH.

TABELA 43. REACOES DE COMPARACAO DE PARAMETROS CINETICOS cOM NADH E

NADPH
SEQID Vmaxde Knde Vina/Km de Vmaxde Kn de Vima/Km de
Variante NO: NADPH, NADPH, NADPH, NADH, NADH, NADH,
) U/mg uM I/min*mg U/mg UM I/min*mg
K9G9 644 2,2 241 0,091 1,9 78,2 0,024
K9SB2 427 1,7 44,8 0,038 1,8 11,6 0,155
K9SB2_SH 637 1,7 109,9 0,015 1,7 13,3 0,128
EXEMPLO 45

ProbucAo DE IsoBUTANOL DE K9sB2 E DERIVADOS

[0617] A analise de producdo de isobutanol em placas de 48
cavidades foi realizada, conforme descrito, no exemplo 42, com as seguintes

modificagcbes. Os meios de cultivo aerdbico e anaerdbico sdo iguais aqueles
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descritos no exemplo 19, mas com 0,01% em p/v de histidina adicionado. Os
valores de ODgy das pré-culturas aerdbicas foram medidos com o uso de um
espectrofotdbmetro Cary 300 (Agilent Technology, Wilmington, DE). Uma Heraeus
Multifug X1R com um rotor M-20 (Thermo Scientific, Waltham, MA) foi usada para
peletizar as células de pré-cultura aerdbica e o0 meio de cultivo usado foi descartado.
As placas com péletes de célula foram transformadas na Coy Anaerobic Bag (Grass
Lake, MI) e 100 pl do meio de cultivo anaerdbico foram adicionado a cada pélete.
Permitiu-se que o meio de cultivo anaerdbico fosse desgaseificado por pelo menos
24 horas antes da placa de 48 cavidades receber 1,5 ml aliquotas; esse processo
foi realizado dentro de uma bolsa anaerdbica. A placa de cultura anaerdbica foi
inoculada com o volume apropriado da ressuspensao celular e coberta com uma
folha de aluminio adesiva. As placas foram colocadas em um sistema MCG 2.5L
AnaeroPack (MCG, Japéo). A caixa foi vedada e removida da bolsa anaerébica e
colocada em um incubador de 30°C por 80 horas com agitacdo a 220 rpm. Trés
transformantes foram analisados por variante, seis transformantes foram analisados
para K9D3 e K92B2 (Tabela 44).

TABELA 44. TITULACOES DE ISOBUTANOL

Variante SEQ ID NO: Titulagédo de isobutanol, mM
K9D3 645 76,4 +9,7
K9SB2 427 93,8+ 3,3
K9_Frank 440 27,8105
K9_Grace 445 89,4 +15,5
K9_Ingrid 455 88,3+5,4
K9_Jarvis 437 91,858
K9_Kelly 452 40,9 +45
K9_Norman 481 66,2 10,6
K9_Ophelia 488 28,3+5,3
K9_Pat 441 77,1 +25,6
K9_Quentin 495 80,1 +£10,8
K9_Ralph 496 82,1+21,3
K9_Sophia 502 25,3 +13,44
K9_Tiberius 509 11,4+10,4
K9_Ursala 511 57,3 +26,2
K9_Victor 514 93,0+ 11,4
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[0618] A andlise de producdo de isobutanol em recipientes de
soro foi realizada para selecionar variantes conforme descrito no exemplo 19
com as seguintes modificagbes. As variantes de KARI foram expressas na
levedura dos plasmideos derivados de pLH744, preparados conforme descrito
no Exemplo 42. Histidina foi adicionada tanto a pré-cultura aerdbica quanto ao
meio de cultivo anaerdbico a uma concentracéao final de 0,01% em p/v. Trés ou

quatro transformantes foram analisados por variante (Tabela 45, 46 e 47).

TABELA 45. EXPERIMENTO DE TITULACAO DE ISOBUTANOL

K9SB2 427 1 75 28,2 +6,85 2,11 +0,16
K9SB2_SH 637 1 75 87,9 £ 1,04 2,49 £ 0,04
K9SB2 427 2 48 85,0 +4,35 2,67 +£0,06
K9SB2_SH 637 2 48 97,4 £4,79 2,49 0,07
TABELA 46. EXPERIMENTO DE TITULACOES DE ISOBUTANOL 2
| Titulagéio de Isobutanol/
Variante SEQIDNO: Passagem | Horas | .
isobutanol, mM )
Glicerol
K9SB2 427 1 44 30,2 £ 41 2,30 £ 0,15
K9SB2_SH 637 1 44 40,3 £ 5,6 2,41 £ 0,07
K9_David 431 1 44 36,2 +3,5 2,40 +£0,10
K9_David_SH 196 1 44 41,9+6,4 2,37 £ 0,04
K9_Grace 445 1 44 40,2+5,5 2,30 £ 0,05
K9 Pat 441 1 44 29,0 + 3,1 2,35+0,10
K9SB2 427 2 46 59,2+0,6 2,61 £0,03
K9SB2_SH 637 2 46 74,8 £ 3,0 2,58+0,03
K9_David 431 2 46 63,8 £ 0,6 2,65 + 0,06
K9_David_SH 196 2 46 76,7+1,5 2,53 £ 0,04
K9_Grace 445 2 46 62,3 £ 3,1 2,52 £ 0,07
K9_Pat 441 2 46 50,1 +2,1 2,48 £ 0,07
TABELA 47 TITULACOES DE ISOBUTANOL
Titulagéao de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
K9SB2 427 2 50 66,2 +1,8
Annabel_SH | 862 2 50 74,4 +24
Zeke_SH 860 2 50 76,8 8,3

HMMER2.0(2.29)
NOME KARIs Verificadas por
Funcionalidade

Versao de formato de arquivo: um identificador
exclusivo para esse formato de arquivo salvo.
Nome do perfil HMM
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Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
LENG 354 Comprimento de Modelo: a quantidade de estados de
Amino ALPH correspondéncia no modelo
MAP sim Alfabeto de simbolos: Isso determina o alfabeto de

55

ec 8 17:34:51 2008

alibrate exp-KARl.hmm

ild n KARIs Verificadas por
Funcionalidade exp-KARl.hmm exp-
KARI_mod.aln

-1000-1000-8455 -4 -8455 -4

558 85 338 -294 453 -1158 197 249
902 -1085 -142 -21 -313 45 531 201
384 -1998 -644 2708 0.110102

simbolos e o tamanho das distribuigoes de
probabilidade de emisséao de simbolo. (Amino, o
tamanho de alfabeto é estabelecido em 20 e o alfabeto
de simbolos em "ACDEFGHIKLMNPQRSVWY" (ordem
alfabética).

Indicador de anotagdo de mapa: se estabelecido que
sim, cada linha de dados para a coluna de
estado/consenso de correspondéncia na segao
principal do arquivo é seguida por um nimero extra.
Esse nimero gera o indice da coluna de alinhamento a
partir de qual o estado de correspondéncia foi feito.
Essas informagdes fornecem um "mapa" dos estados
de correspondéncia (1..M) nas colunas do alinhamento
(1.alen). O mesmo é usado para alinhar rapidamente o
modelo de volta para o alinhamento original, por
exemplo, ao usar hmmalign-mapali.

Linha de comando para cada comando HMMER que
modifica o arquivo salvo: Esse significa que hmmbuild
(parametros padrao) foi aplicado para gerar o arquivo
salvo.

Linha de comando para cada comando HMMER que
modifica o arquivo salvo: Esse significa que
hmmecalibrate (parametros padrao) foi aplicado ao
arquivo salvo.

NUmero de sequéncia: o nimero de sequéncias em
que o HMM foi treinado

Data de criagao: Quando o arquivo salvo foi gerado.
Oito transigdes "especiais" para controlar partes das
partes com especificidade para algoritmo do modelo de
Plano 7. A probabilidade nula usada para converter
esses de volta para as probabilidades de modelo é 1.0.
A ordem dos oito campos é N->B, N->N, E->C, E->J, C-
>T, C->C, J->B, J->J.

A distribuigao de probabilidade de transigao para o
modelo nulo (estado G Unico).

Os parametros de distribuigdo de valor extremo p e
lambda respectivamente; ambos valores de ponto
flutuante. Esses valores sdo definidos quando o modelo
¢ calibrado com hmmcalibrate. Os mesmos s&o usados
para determinar os valores E de pontuagées de bit.

Posicao em
C D E F G H I K L M N P Q R S T \ w Y
alinhamento
b-
i->m m->i m->d | i->m | i->i | d->m | d->d m->e
>m
-650 -1463
1(Q) -648 | -4356 -136 -44 |-1453 |-1166 | -219 ) 321 |-1417 | -911| -227 |-1496 | 3263 | 122 (-643 | -684 ) -1542 § 7100%
1455 1239 1030
-149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 (359 | 117 [-369 | -294 |-249
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Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- 38 | -5840 | -6882 | -894 |-1115| -701 |-1378[-650| *
Posigao em
c D E|lFla|H |1 |k|Le|im|N|P]lalRrR]|s]|T|Vv]|@w]|yY
alinhamento
oM) |-4231| -3929 | -5216 |-5402|-3438 |-4370|-a528 | ~ |-5113|-2613 |5320| ~ |-4790|-4977|-4823| ~ |-a4s9| ~ |-a103| | 7200%
3232 5052 4692 3629 4017
- | 47| 501 | 232 | 42 |-382| 307 | 104 |-625| 209 | -a67 |-722| 276 | 396 | 44 | 95 |361 | 121 |-368 -206 |-251
- |-8303| 3318 | -325 |-8473|-136 | -701 [-1378] * | *
3(F) |-1308 | -1104 | -2227 |-2120 | 3516 |-2093 | 244 |-196|-1891| 64 | 66 16'26 2076 | -1503 | 1798 16'17 1350 |-389 | 305 |1335| 8600%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 38 | -5840 | -6882 | -804 |-1115| -943 |-1060| * | *
4p) | 1616 | 1744 | 1125 | 33 |-2015]-1540 | -262 16'86 937 |-1765|-911| 252 |-1658 | 154 | -383 |-488| 640 | -3 |-2038 14'21 8700%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-721| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 118 |-369| -205 |-249
- | -0t | 7402 | 1125 | -894 |-1115|-2352| 314 | * | *
5C) | -346 | 2578 | 1084 | -712 | 2002 |-1540 | -384 |-167 | -624 | -a82 | 125 | -731 |-1705 | -451 | -883 |-631| -338 | -50 | -774 |-133| 8800%
- | 49| 500 | 235 | 43 |-381| 398 | 106 |-626| 210 | -466 |-721| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 118 |-369| -205 |-249
- |-1009 | -1006 | -7567 | -131 |-3527|-1916| -a44 | * | -
6(S) | 800 | -586 | -1937 |-1415| -821 |-1740 | -954 |1279|-1204 | 584 | 19 | ~ |-1964 |-1013| ~ |1715| -a73 |1117|-1320 |-938| 9000%
1258/ 41358
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 398 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 7 | -6953 | 7995 | -804 |-1115| -146 |-3378| - | *
7(K) | -956 | -2411 | -803 | 501 [-2743|-1919| 558 | | 2435 [-2420| ~ | 57 |-2010| 1146 | 458 | 820 | 224 | ~ |-2577| " | e100%
2486 1502 2040 1913
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 |-106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
8(v) |-2472| -2010 | -5089 |-4702 |-2534|-4789 -4391 |2241|-4574 | -151 | | * |-4600 |-4417|-4628| ~ | -2 |3023|-3952| ~ | 9200%
1318 4442 4080 3510
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 |-106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
oY) |-4673 | -3685 | -5210 |-5505 | 2423 |-5069 [-1332| ~ |-s085| 392 | ~ | _ |-4920 |-3835|-4458| ~ |-a533| ~ | -s81 |4349| 9300%
3424 2838|3726 4313 3643
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 |-106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
10(Y) |-2170 | -2625 | -2489 [-2007 |-1555[-2086| ~ | ~ | o06 |-2674| ~ | ~ |-3206| _ |-1078| _ [1039 | ~ |-2009|4185| 9400%
148/1 | 2628 2098 2051 15813 2058 2435
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 |-106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
11(0) | -2498 | -4412 | 3500 | 1042 |-4581|-2437|-1765| ~ | 733 |-a361| | 515 |-2061|-1429|-2709| ~ |-2588|  |-a550| | 9500%
4500 3682 2158 3974 3541
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 |-106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
12k) | 11 | 2371 | 348 | 819 |-2602| -535 | 527 | | 2204 [-2387| | 590 |-1960 | -68 | 904 |-67 | -837 | _ |-2554| | 9600%
2443 1461 1993 1871

- -149 | -500 233 43 | -381 | 399 | -106 |-626( 210 | -466 (-720| 275 | 394 | 45 96 | 359 [ 117 [-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115| -701 |-1378| * *
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Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
13(D) |-2663 | -4633 | 3700 | 580 |-4789 |-2487 |-1872 731 |-4578 -3046 | 1551 | -2987 2742 -4759 9700%
4738 3963|1073 2092 4201 3709
- 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | -106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- -8 | -8139 | -o181 | -894 |-1115| -701 |-1378| * | -
Posigao em
c D E|F|la|H |1 |k ]| L|[M[N]|]P|aQ@|R|s|T|v]|w]Y
alinhamento
14(C) | 2503 | 3193 | -4266 |-3818|-2010|-3276 |-2896 | 762 |-3517 |-1437| ~ | ~ |-3509|-a212|-3411| ~ [-1792[1507|-2796| | 9800%
1051|3233 2499 2431
- 4149 | -500 | 233 | 43 |-381| 399 | -106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -294 |-249
- -8 | -8139 | -o181 | -894 |-1115| -701 |-1378| * | -
15(D) |-1363 | -2005 | 2748 | 542 |-3202|-2072| -920 | | 290 |-2912|  [1270|-2204 | -a89 |-1186| 53 | 1116 | _ |-3086| | 9900%
2977 2023 2518 2349
- 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | -106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
16(L) |-1268 | -1113 | -3338 | -540 |-1057 |-2827 [-1716 | 569 |-2409 | 2209 |-236 23-31 -2862 | -2089 | -2316 | -232 | -1213 | 1306 | -1645 13'04 10000%
- 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | -106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -ot81 | -894 |-1115| -701 |-1878| * | *
17(s) |-1350 | -2877 | 588 | 1045 |-3189| 496 | -920 | | -628 [-2001| _ |1860|-2289 | -a89 |-1184|2130| 190 | ~ |-3077| ~ | 10100%
2963 2011 2503 2343
- 1149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- |-2836| -8139 | -325 | -894 |-1115| 701 |-1378| * | -
18(G) | -454 | -832 | -968 |-1110|-2112| 3143 |-1211| ~ |-1317[-2264| | -978 |-1499 [-1202 |-1421 |-646| 774 | ~ |-1916| " | 10200%
2091 1691 1550 1919
- 149 | -500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -294 |-249
- 38 | -5840 | -6882 | -894 [-1115|-3008| -179 | * | *
19(H) | -898 | -1313 | -545 | -482 | -320 |-1336| 4207 | ~ | -160 |-1493| | -579|-1675| -363 | -322 |-934 | -951 | ~ | -725 | 107 | 10300%
1552 1035 1354
- 4149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- 38 | -5840 | -6882 | -894 |-1115|-3008| -179 | * | *
20D) | 872 | -1812 | 3234 | 432 |-2215| -967 | -433 | | -569 |-2269| _ | 99 |-1453 | -184 |-1141|-728| -073 | ~ [-2146| ~ | 10400%
2172 1704 1814 1646
- 149 | -500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -294 |-249
- 38 | -5840 | -6882 | -894 |-1115|-3008| -179 | * | *
21(E) | -766 | -1695 | 521 | 2831 |-2050|-1029| -203 | | -118 |-1919| ~ | 69 |-1441| -4 | -527 |-653| -814 | ~ |-1988| ~ | 10500%
1804 1331 1512 1505
- 149 | -500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -294 |-249
- 38 | -5840 | -6882 | -894 |-1115|-3008| -179 | * | *
22(Y) |-1337 | -1229 | -1681 |-1596 | 1268 |-1957 | 121 |-918 [-1294 | -769 |-585 12'29 -2163 |-1111 | -1301 14'43 1359 |-932 | 592 |3932| 10600%
- 149 | -500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -294 |-249
- 38 | -5840 | -6882 | -894 |-1115| -109 |-3775| * | *
23(1) |-1337 | 1931 | -4749 |-4227 |-1724 |-4227 |-3320 |2306 |-3952 | 1990 |-634| | 94 |-as38|-3812| ~ |[-2047 [1576|-2801| | 107005
3878 3411 2629
- 149 | -500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -294 |-249
- 8 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *




294/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
24(1) -2801 | -2299 -5406 |[-5003 |-2108 |-5164 | -4649 |3051|-4886 | 1593 | -869 48-29 -4788 | -4454 [ -4829 44‘93 -2764 11435 -3781 35‘85

- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 | 359 | 117 |-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 (-1115( -701 (-1378 | * *

25(K) | -234 | 2632 | 306 | -500 |-3007|-2141] -719 2540 |-2619 778 | -2231 | 2257 | 968 152 -2738 10900%
2712 1730 1109 2288 2136
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
Posigao em
c D E|lFla|H |1 | k|L|m|N|P]lal|lRrR]|s]|T|Vv]|@w]|Y
alinhamento
26(G) |-2184 | -39001 | 796 | 392 [-4174|2903 [-1580| ~ |-1636|-3037| | -067 |-2810| -1 |-2062|1069|-2220| ~ |-4130| | 11000%
4030 3173 3530 3229
- | 49| 501 | 233 | 42 |-375| 399 | 104 |-625| 210 | -463 |-722| 276 | 396 | 44 | 96 |358 | 116 |-371] -206 |-251
- | -155 | 3318 | -9181 |-3674 | -118 | -701 [-1378] * | *
27(K) | -3243 | 3775 | -a129 |-2558|-4750 |-3647|-1400 | ~ |3681 |-3617| ~ | = |-ass0|-1076| 1318 | ~ |[-2876| _ |-33e5| | 12600%
4021 2982 2368 3119 3817 3374
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
28(K) |-1684 | -2025 | -1665 | -979 |-3407 [-2535|-923 | ~ |2737 |-2865| | 202 |-2581|1301 | 804 | _ |1es1| ~ [-2005| ~ | 12700%
3021 2032 1564 2645 2448
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
20(v) |-2623 | -2122 | 5300 [-4990 |-2769 |-5101|-5131 [2388|-4045|-1532| |  |.4868|-4890 |-5101| ~ |-2619 [3219[-a505| = | 12800%
1474| 4790 4482 3990
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
30(A) | 3309 | -1828 | -4057 [-4294|-4382| 656 |-3657| ~|-4169|-a428| ~ [ ~ | ~ |.3e94|-3937| _ | se | ~ [-e10| | 12900%
4147 3497 2821 |20047 1470 2957 4522
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
31(v) |-2625 | 2122 | 5304 |-4993|-2772|-5111|-5142| ~ |-a950|-1532| |  |-4873|-a896|-5108| ~ |-2621|2806|-a512| " | 13000%
2881 1474) 4796 4492 3997
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s50 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
32() |-2700 | -2287 | -5403 |-5009 |-2155 |-5170 |-4698 3324 |-2809 | 1175 |-912| ~ |-4802 |-4495|-a860| ~ |-2757|1192|-3838 | | 13100%
4835 4506 3622
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -o181 | -804 [-1115| -701 [-1378| * | *
33(G) |-4435 | -4203 | -5002 |-5462 [-5893 | 3834 [-5028| ~ |-5765|-6207| | ~ |-4804|-5546|-5385| _ |-4815| ~ [-4924| ~ | 13200%
6627 5970 | 5141 4727 5862 5849
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
34(v) |-a838 | -3766 | 5229 [-5579| 1502 [-5108|-1300|  [-5134|-3040| ~ |  |-a963|-3861|-4500| ~ |-a689| 2086 |4507| 13300%
3726 3131|3723 4356 3881
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -o181 | -804 [-1115] -701 |-1378| * | -
35(G) |-4435 | -4203 | -5002 |-5462 [-5893 | 3834 [-5028| ~ |-5765|-6207| ~ | © |-4804|-5546|-5385| _ |-4815| ~ [-4924| = | 13400%

6627 5970| 5141 4727 5862 5849




295/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 394| 45 | 9% |359 117 |-369|-294 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
36(S) |-1473 | -2007 | -3647 [-3780|-3430 |-2363|-3314 | 228 |-3616|-3373| |  |-3003|-3395 |-3541|3475|-1185| ~ [-3027| | 13500%
2876 | 2840 2307 3474
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
37(Q) |-4589 | -4392 | -3027 |-a146 |-5099 |-4221|-a009|  |-3840|-5564| | ~ |-4693|a575 |-3826| _ |-a772| _ |-4577| _ | 13600%
5073 5304 4230 4704 5612 4751
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
Posicao em
c D el Fla|nH 1| k| L|m|[N]P|la|]R|[s|T|Vv]|]w]|yY
alinhamento
38(G) | 677 | -2128 | -3838 |-4171[-4647| 3536 |-3816|  |-4340|-4729| | ~ |-3a19|-3871|-4137| _ |-2005| ~ |-4725| _ | 13700%
4506 3857 3009 1784 3297 4735
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
39(H) |-2667 | -3375 | -2682 |-2114 |-3744 |-3201| 4738 | | -445 |-3553| | | ee6 |-1265|1506 | _ |-2557| ~ [-3282| ~ | 13800%
3782 2886 2112 2614 3469 2908
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
40(A) | 3631 | -2768 | -4492 |-4815|-4888 |-2992 |-4271| ~ |-a818|-5025| | _ |-3728|-4477|-a545| ~ |-2762| ~ |[-4724| ~ | 13900%
4781 4365| 3727 2567 3852 4942
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -o181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | -
41(H) |-3103 | -3404 | -2950 |-2573| -783 |-3679 | 4549 | ~ |-1372|-3071| _ | ~ |-3764|2546 |-1428| ~ |-2076| ~ |2269 |-295| 14000%
3407 2715 2454 2990 3308
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
42(A) | 3357 | 1795 | -4134 |-4277|-4057 |-2118|-3548 | = |-4035|-a024| ~ | " |-2000|-3608 |-3823| 217 |-1660 [-276 |-4363| | 14100%
3549 3192| 2817 4211
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
43(Q) | 1061 | 1950 | -2044 |-1475 |-1236 |-2372 |-1154 | -789 | -1218 | 1062 |1123| 743 |-2446 | 2895 |-1441 13'92 1005 | -693 | -1678 12'78 14200%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
44(N) | -4000 | -4117 | -3389 |-3749|-5073 |-3911|-a123| ~ |-4503|-5797 | ~ |4397 |-4479|-4255 |-a502| ~ |-a312| " |-aes0| _ | 14300%
6022 5419 4115 5371 4731
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
45(L) | -a414 | 3800 | -5638 |-5628|-2200|-4980|-a628| ~ |-5423|3316 | | ~ |-a0907|-a750|-5002|  |-4309| ~ |-3e65| | 14400%
1886 1236 5514 5379 2629 3690
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
46(R) |-1731 | -3015 | 275 | -931 |-3487|-2518|-973 | ~ |2s21 |-2955| | 224 |-2603| 256 |2808 | ~ |-1613| _ [-2005| " | 14500%
3116 2123 1596 2730 2515
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249




296/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| 701 |-137s| - |
47(D) |-2896 | -4843 | 3855 | 944 | ~ |-2600|-2082| ~ |-2528(-4903| | ~ |-3196|1786 |-3536| ~ |-3007| ~ _|-5004| " | 14600%
50347 5082 4373 1209 2501 4517 3956
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
48(S) |-1536 | -2212 | -2363 |-2679 |-4203 |-2270 |-3082 | ~ |-3331|-a524 | | 288 |-3026 |-2967 |-3497 |3508|-1962| ~ [-4477| " | 14700%
4365 3676 3259 4066
- | 148 | 500 | 232 | 44 |-381| 398 | 105 |-627| 211 | -a65 |-721| 275 | 393 | 45 | o5 |30 | 118 |-370| -295 |-250
- | -155 | 3318 | -9181 |-2405| -302 | 701 [-1378] * | *
49(G) |-2521| -3968 | 1232 | -o11 [-4849|3373 [-2126| ~ |-2535|-a752| | -53 |-3115|-1836|-3440| ~ |-2716| ~ |-4880| | 15400%
4854 4136 2084 4157 3914
- | 149 | 500 | 5233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
Posigao em
c D E|lFla|H |1 |k|Lv|im|N|P]lalRrR]|s]|T|Vv]|]w]|yY
alinhamento
50(v) |-2767 | -2324 | 5232 [-4770| 396 |-4827|-3784 | -36 |-4546| 848 |-611|  |-a518|-3080 |-4367| ~ |-2716|3323[-3037| ~ | 15500%
4472 4081 2660
- | 148 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 211 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- | -148 | 3381 | -9181 | -203 |-2028|-7041 [-1378| * | *
51(D) |-1684 | -3285 | 2735 | 2014 |-3554|-2196|-1177| ~ | 92 |-3279| ~ | ee2 |-2505| -770 |-1505| ~ |-1e66 | 332 [-3460| ~ | 15700%
3350 2427 1483 2676
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
52(v) |-3122 | -2888 | -5092 [-5160|-3522 |-4180 |-4687 [-905 |-5060 |-2626 | | |-a579|-4940 |-4923| ~ |-3297 [3796|-a414| = | 15800%
2570 4662 4013 4190
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
53v) | 369 | 366 | 3075 |-2462| -883 |-2557|-1420 [1415| 378 | -757 |-117 | -209 | -2610 |-1809 | -2037 16’30 1166 |2145|-1385 | -343 | 15000%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- - | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
54(v) |-2624 | -2122 | 5302 [-4991|-2772 |-5108|-5130 [2623|-4048|-1533 | |  |-a871|-4894 |-5108| ~ |-2620[3088|-4511| | 16000%
1475 4794 4488 3996
- | -149 | 00 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
55G) | 929 | -2107 | -3852 |-a182 [-4633 | 3492 -3809 | ~ |-4335|-a73 | | ~ |-3132|-3863|-4127| _ |-1982| _ |-4720| _ | 16100%
4486 3835 2097 1761 3275 4725
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
56(L) |-3427 | -2938 | -5791 |-5325 |-1449 |-5374 |-4410 | -543 |-5063 | 3041 |-255| ~ _|-4820 |-4126|-a601| _ |-3351| 883 |-3184| | 16200%
5207 4757 3234
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
57(R) |-3040 | -3724 | -3266 | 82 |-4620|-3470|-1306| ~ | 804 |-a529| |  |-3439|-978 3800 | ~ |-2709|  [-3353| ~ | 16300%
3905 2874 2133 2894 3682 3267
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *




297/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
58(K) | 31 | -2412 | -803 | 1532 |-2743|-1920| -550 |  |1722 |-2a21| | -556 | 1229 | 727 | 1079 |-566| -893 | ~ |-2579| " | 16400%
2483 1503 2041 1915
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -0181 | -804 [-1115] -701 |-1378| - | -
59(G) |-2671| -4661 | 1614 | 587 [-4832(3103 [-1901| ~ |-2269|-a648| ~ | 421 |-3049|-1587|-3230| ~|-2766|  |[-4850| | 16500%
4806 4047 2207 4245 3752
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
60(S) |-1499 | -2308 | -1932 [-1859|-4006 | 1604 |-2121| ~ [1362|-3793| ~ |  |-2827|-1794 |-1902|2738|-1771| _ [-3910| _ | 16600%
3754 2945|1833 2070 3479
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |39 | 117 |-369| -204 |-249
- | 247 | -8139 | -2699 | -894 [-1115| 701 [-1378] * | *
61(K) | 1362 | -2232 | -619 | -98 |-2567| -427 | -435 | | 1599 |-2265| ~ |1101|-1861| 886 | -41 | 833 | -7a0 | ~ |-2441| _ | 16700%
2309 1349 1868 1767
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 9 | 7900 | -8943 | -804 |-1115| -344 |-2238| * | *
Posicao em
c D el fFla|nH 1| k| L|m|[N]P|la|]RrR|[s|T|Vv]|]w]|yY
alinhamento
62(S) |-1288 | -1904 | 3742 [-4011|-4384 |-2155|-3503 | ~ [-3096|-a479| | ~ |-p948|-3606 |-3832(3517| 228 | ~ [-a600| | 16800%
4209 3573 2789 3028 4451
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
63W) | 726 | -873 | -8261 |-2634| 1926 |-2567 |-1425 | 660 |-2252 | -701 | -68 21'74 2617 |-1898 | 18 16'48 -972 | 983 | 4091 |-058| 16900%
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | -
64(E) | 1527 | -2404 | 212 | 1636 |-2722|-1878| -556 |-626 | 1241 |-2419| ~ | 350 |-1985| 100 | 650 | 96 | 70 | ~ |-2589| ~ | 17000%
1497 2025 1903
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
65(K) | -8 | -5575 | -895 | 770 |-2502|-1963| -609 | ~ |2589 | 22 |  |[-631|-2052| 692 | -617 |-889| -006 |-361|-2455| | 17100%
2192 1353 1836
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 5 | -8139 | -o181 | -804 [-1115] -701 |-1378| - | -
66(A) | 3631 | -2768 | -4492 |-4815|-4888 |-2002 [-4271| ~ |-4818| " | |-3728|-4477|-4545| ~ |-2762| i " | 17200%
4781 502584365 3727 2567 385247247 | 4942
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -o181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
67(Q) |-1006 | -2441 | -869 | 1767 [-2780|-1965| 586 | | 1702 [-2445| ~ | -603 |-2052 | 1923 | 873 |-888| 236 |-630|-2596| | 17300%
2510 1534 1949
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -0181 | -804 [-1115] -701 [-1378| - | -
68(A) | 1489 | -2303 | 167 | 1234 |-2711|-1873|-547 | | 895 |-2408| ~ |1161|-1977| -e0 | -648 | 666 | 141 | | -257 | | 17400%
2462 1485 2014 1892
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *




298/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
69(D) | 2104 | -2898 | 2124 | 985 |-3163|-2096| 1397 | ~ | -693 |-2897| | -723 |-2329| -543 |-1250| ~ |-1368| _ [-3087|-530| 17500%
2035 2025 1245 2501
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
70(G) |-2294 | 2898 | -2521 |-2885 |-4852| 3641 [-3456| ~ |-5796|-5094| ~ | 365 |-3545 |-3376 |-4005|  |-2700| ~ |-4708| | 17600%
5042 4356 2451 3996 4575
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
71(F) | -2596 | -2266 | -74685 |-4188 | 3199 [-4136 | 1018 | 505 |-3812| 1986 |-405 35'95 -3961 | -3157 | -3524 | -327 | -2509 13'37 1621 [ -840 17700%
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
72v) | 47 | -2348 | 338 | 950 |-2668 |-1854| -512 |-507 | 1721 |-2364 | | -400 |-1947| 672 | 436 806 | 687 | _ [-2533| | 17800%
1438 1970 1851
- | 149 | 500 | 232 | 46 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-721| 277 | 393 | 45 | 95 |359 | 119 [-370| -205 |-250
- | -155 | 3318 | -9181 |-2159 | -366 | -701 [-1378] * | *
73(V) | -1810 | -1639 | -4149 |-3689|-1869 |-3417|-2822| 20 [-3369 | 320 [-897| ~ | 112 |-3099|-3201| ~ | -767 |3269|-2700| ~ | 18400%
3230 2619 2354
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
Posicao em
c D el Fla|mH |1 | k]| L ]|m|[N]P|]la|R|[s|T|Vv]|]w]|yY
alinhamento
74K) | 847 | 1003 | -2131 |-1554| 304 | 127 |-1127|-637 | 1445 | 645 |1186 15’34 2401 | -1174 | 1547 | -764 | -172 | -528|-1519 [1413| 18500%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
75(T) | -1284 | 2794 | 1526 | 1200 |-3096 [-2041| 1280 | ~ | -548 |-2808| | -668 |-2242| 427 |-1005|1451| 1827 | ~ |-2086| | 18600%
2863 1914 2411 2064
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
76(v) |-1089 | -957 | 3143 [-2535| -943 |-2618|-1496 [1052|-2198 | -792 [1859 -146 | 686 |-1884 |-2111 16'95 945 |2346|-1458 11'06 18700%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
77W) | 1606 | -2321 | 752 | 612 |-2628| 323 | -527 | | 1480 |-2331| ~ |-510|-789 | 73 | 421 | 23 [ -820 |  |2212| ~ | 18800%
2366 1416 1936 1843
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
78(E) |-1509 | -3540 | 1372 |3127 |-3861| -120 |-1391| ~ [-1319(-3605| | -900 |-2659 |-1005 |-1976 |-400| -655 | ~ [-3790| " | 18900%
3685 2787 3194 2957
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
79(A) | 3390 | -1868 | -4002 |-4341|-4332|-2153|-3680 |  |-4157|-4333| | ~ |-2048|-3730|-3919| | 931 | ~ |-as80| ~ | 19000%
3942 3471 | 2869 1525 2894 4483
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
80(v) | 2003 | 4721 | -a449 |-3995|-2160|-3763|-3240|1342|-3745|-1435| - | - |-3855|-3494|-3700| - |-5s |2574|-3091| - | 19100% |




299/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
1124 3561 2979 2698
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
81(K) | 1714 | -2501 | -959 | 446 |-2858 [-2043| -654 | ~ | 1964 |-2506 | | -689 |-2135| -203 | 1088 | 428 |-1032| ~ [-2652| | 19200%
2574 1609 2148 2027
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | -
82W) | 265 | -2347 | 815 | 432 |-2663| 634 | -519 | | 619 |-2361| | -495|-1952| 1955 | -600 [-382| 147 | | 2858 | | 19300%
2410 1438 1966 1853
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
83(A) | 3391 | -1860 | -3998 [-4279|-4411|-2128|-3684 |  [-4197|-a490| ~ |  |-2929|-3720|-3959| 706 |-1718|  |-a636| ~ | 19400%
4207 3565 2837 3001 4534
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
84D) |-2747 | -a795 | 3813 | 396 |-a912|-2496|-1935| ~ |-2324(-4735| = | " |-3082| 603 |-3206| = |-2844| ~ |-a020| ~ | 19500%
4905 4166 | 1079 2353 4347 3809
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
85(v) |-2717 | -2200 | 5338 | _|-2254|-5099 |-4670 [1963|-4844 | 1553 | |  |-a770|-4500 |-a836| ~_|-2688 |2741|-3899| | 19600%
47951 1011| 4759 4427 3628
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
Posicao em
c D E|lFla|H |1 | k|Lv|im|N|P]lalRrR]|s]|T|[Vv]|@w]|Y
alinhamento
86(V) |-2635 | -2129 | 5306 [-4970 |-2652 |-5125|-5011 [2554|-4015| -354 | ~ |  |-ags52|-4798 |-5038| ~|-2622[3019[-4355| ~ | 19700%
1368 | 4781 4487 3902
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
87(M) |-1340 | -1208 | -3317 |-2708 | -968 |-2860 |-1708 | 577 |-2346 | 932 |4131 23-32 -2878 | 250 |-2265 |-228 |-1278 | -506 | -1629 13'13 19800%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
88() |-2566 | -2177 | -5017 |-4470| 669 |-2496 |-3487 2791 |-a191 | 1116 [1304| ~ |-4208|-3615|-3972| ~ |-2499|1692|-2860 | | 19800%
4156 3687 2711
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
89(L) |-4414 | -3800 | -5638 |-5628 |-2290 |-4980 |-4628| ~ |-5423|3316 | | ~ |-4997 |-4750|-5002|  |-4309| ~ |-ae65| ~ | 20000%
1886 1236 5514 5379 2629 3690
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
90() | 1212 | -1286 | -3846 |-3262|-1360 |-3195 |-2166 [1616|-2918 | 1031 [-a93| ~ |-3211|-2583|-2782| | 1598 |1209|-2020| = | 20100%
2824 2308 1668
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
91(P) |-1614 | -2214 | -3396 [-3710|-4516 |-2407|-3618 | ~ [-3076(-4705| ~ |  |3993 |-3625|-3900 | 656 |-2068 | ~ [-4610|-447| 20200%
4516 3849 | 2890 3354




300/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 394| 45 | % |359 17 |-369|-294 |-249
. 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
92(D) |-4580 | -4701 | 4174 |-3014|-5700|-3967|-3905|  |-4478|-s024| ~ | ~ |-a501|-3870|-a026| = [-4750| = |-a922| " | 20300%
6376 5744|3355 4440 5894 5031
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -o181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
93(E) |-1123 | -2199 | -983 | 2715 |-2589 [-2046| -042 | | -625 |-2356 [1979| -870 |-2250 | -554 |-1093| 463 | 932 | ~ [-2660| | 20400%
2250 1902 2064
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
94(H) | 399 | -1137 | 2012 | -14 | 1582 |-2306| 1600 [ 246 | | 190 |-325| ~ |-2374|1474 |-1479| -94 | -005 | 896 [-1557| | 20500%
14252 1456 1158
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | -
95(Q) |-2742 | -3142 | -2766 |-2681[-2790 |-3344 |-2460 [-160 |-1802 | 2456 | ~ | ~ |-3710|4317 |-1866|  |-2844| ~ |[-3205| | 20600%
2353 | 2682 2894 2559 2711
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 3099 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
96(A) | 1981 | 2315 | -809 | -268 |-2645| -531 | -579 | | 232 |-2350| ~ | -567|1217 | 711 | 445 | 447 | -874 | ~ |-2540| | 20700%
2374 1445 1951 1883
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -o181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | -
97(D) | 491 | 2351 | 1394 | 1381 |-2671|-1854| 1062 | | 1010 [-2367| = | -489 -1947 [ 1017 | 362 |-760| 250 |-623|-2535| ~ | 20800%
2421 1440 1852
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
Posigao em
c D el Fla|H |1 | k]| L|m|[N]P|]la|R|[s|T|Vv]|]w]|yY
alinhamento
98(V) |-2039 | -1706 | -4456 |-3939 |-1846 |-3939 |-3049 |1986 |-3656 | 1460 |-826 | 804 |-3870 | -335 |-3565 31'05 -2000 | 2330 | -2796 24'42 20900%
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
99(Y) |-4840 | -3766 | -5230 |-5581| 1898 |-5109|-1300| _ [-5135|-3041| ~ |  |-a064|-3861|-a501|  |-4600| ~ | 3225 |4377| 21000%
3727 3132|3723 4357 3883
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -o181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | -
100(E) | -163 | -2353 | 734- | 1681 |-2674|-1850| 888 |  |1ees | -792 | | 777 |-1952| 890 | 286 |-766| 238 | _ |-2536| | 21100%
2422 1443 1975 1856
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- | -257 | -8139 | -2649 | -894 [-1115| -701 [-1378] * | *
101(E) | 1017 | 2763 | 862 | 2042 |-3060 [-1913| 775 | | -495 |-2773| ~ |1956 |-2143 | -136 |-1056 | 265 |-1185|  |-2048| ~ | 21200%
2836 1886 2377 2207
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. -9 | -7891 | -8933 | -804 [-1115| -338 |-2061| * | *
102(€) | -944 | 2422 | 863 |2138 |-2740| -436 | 567 | | 8oa |-2437| _ | -518|-1994 | 1767 | -673 | 109 | -885 | _ |-2605| | 21300%
2493 1515 1023 1917
- 19 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |39 | 117 |-369| -204 |-249




301/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- -8 | -8139 -9161 -894 |-1115| =701 |-1378| * * |
103(l) | -2660 | -2156 -5316 |[-4965 |-2520 |-5119 | -4900 |3165|-4894 | 294 } ) -4828 | -4705 [ -4975 ) -2642 |2240|-4202 } 21400%
1251 [ 4775 4470 3814
- -149 -500 233 43 -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 | 359 | 117 [-369| -294 [-249
- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115]| -701 |-1378| * *
104(E) | 1068 | -2341 -760 | 2003 | 628 |-1887 | -876 § 1240 | -2347 ) -529 |-1983 | 881 | -618 | -804 | -855 ) -2530 § 21500%
2380 1436 1954 1862
- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 (359 | 117 [-369( -294 [-249
- -8 -8139 -9181 -894 (-1115( -701 (-1378 | * *
105(P) | -343 | -3144 1561 442 |-3538 | -489 (-1216 J -1038 | -3274 ) -848 | 2974 | -812 |-1635| 469 |-1644 ) -3462 . 21600%
3329 2420 2849 2693
- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 (359 | 117 [-369( -294 [-249
- -8 -8139 -9181 -894 (-1115( -701 (-1378 | * *
106(N) | -1173 | -2375 -814 827 |-2376|-2071| 1767 § -479 |-2336 - 3151 |-2218 | -415 | -957 ) -1120 | -198 | -2486 | 647 21700%
2279 1509 1093
- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 (359 | 117 [-369( -294 [-249
- -8 -8139 -9181 -894 (-1115( -701 (-1378 | * *
107(M) | -3415 | -2890 -5826 |-5252 (-1352 |-5488 [-4282 (1361 (-5022 | 2621 (2728 ) -4778 | -4005 | -4613 ) -3292| 69 |-3071 ) 21800%
5181 4776 3194
- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 (359 | 117 [-369( -294 |-249
- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115| -701 |-1378| * *
108(K) | -1941 -308 -1997 |[-1232 (-3650 [ -2740 [-1025 § 3059 |-3010 y 499 |-2766 | 1457 | 1261 ) -90 ) -3002 § 21900%
3210 2208 1817 2858 2622
- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 (359 | 117 [-369( -294 |-249
- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115| -701 |-1378| * *
109(P) | 1129 | -2426 -740 964 |-2747|-1913 | -589 ) 1139 | -2440 j -552 | 1941 | 1446 | -655 |-480 | -913 ) -2610 } 22000%
2491 1525 2050 1935
- -149 -500 233 43 -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 | 359 | 117 [-369| -294 [-249
- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115]| -701 |-1378| * *
Posicao em
C D E F G H | K L M N P Q R S T \ w Y
alinhamento
110(G) | -2276 | -2907 -2347 |[-2709 |-4832 | 3554 |-3349 § -3678 | -5053 § 1193 [ -3507 | -3243 [ -3937 ) -2674 ) -4703 j 22100%
5005 4315 2418 3974 4521
- -149 -500 233 43 -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 | 359 | 117 [-369| -294 [-249
- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115]| -701 |-1378| * *
111(A) | 1730 | -2349 958 -198 [-2661 |-1868 | -535 ) 927 |-2362 . 414 |-1966 | 788 | -630 | 790 | -840 |-303 |-2540 y 22200%
2405 1444 1863
- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 (359 | 117 [-369( -294 |-249
- -8 -8139 -9181 -894 (-1115( -701 (-1378 | * *
112(T) | 1350 | -1149 -14 -1451 | -1155 | -2314 [-1111 | 758 [-1275 |-1024 (1167 14-75 -2388 [-1111 [-1501 | 334 | 1843 | 354 [-1581 11-82 22300%
- -149 -500 233 43 -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 | 359 | 117 [-369| -294 [-249
- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115]| -701 |-1378| * *
113(L) |-3333 | -2796 | -58069 |-5293 |-1506 |-5535 |-4502 | 1096 |-5103 | 2935 | -282 ) -4857 | -4172 | -4762 ) -3236 | 506 |-3264 § 22400%
5232 4864 3351
- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 (359 | 117 [-369( -294 [-249
- -8 -8139 -9181 -894 (-1115( -701 [-1378 | * *




302/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
114(A) | 1769 | -1525 | 158 | -857 |-1603 | 148 | -891 | | -752 | 187 |-712|  |-2208| ee0 [-1135| ~ | -013 |1305[-1913| ~ | 22500%
1181 1040 1111 1442
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
115(F) | -4110 | -3437 | -5436 |-5431| 4216 |-5143 |-2150 | _ |-5074| 563 | | ~ |-4871|-3087 |-4561| ~ |-a016|  |-1356 [-202| 22600%
1742 1124| 4200 4547 2374
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
116(A) | 3091 | -1820 | -3098 |-4219|-4413| 119 |-3637| ~ |-4134|-a469| |  |-2896 |-2656 |-3027 [1514|-1679| ~ |-4632| ~ | 22700%
4216 3523 2798 2083 4539
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| 701 |-1378| * | =
117(H) | -5197 | -4539 | -4720 |-5009 |-4036 |-4506 | 5435 | ~ |-a011|-5786| | ~ |-4960|-5011|-a732| ~ |-5395| ~ |-4083| | 22800%
6314 5667 | 4954 5391 6022 3641
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| 701 [-1378| * | *
118(G) |-4435 | -4203 | -5092 |-5462 |-5893 | 3854 |-5028 |  |-5765(-6297| | ~ |-4804 |-5546|-5385| _ |-4815| ~ |-a924| ~ | 22000%
6627 5970| 5141 4727 5862 5849
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
119(F) | -4044 | -3387 | -5534 |-5444 | 4093 |-5246 |-2370| ~ |-5107 | 1089 |-868| ~ |-4880 |-3998 |-4592| ~ |-3934| ~ |-1536 |-523| 23000%
1514 4443 4639 2200
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
120(N) | 885 | -1899 | -2020 |-1781|-2056|-2135|-1925| ~ [-1809| 3 |  |3468|-2633 |-1676 -2141 | 413 |-1a37| ~ |-3104| | 23100%
2602 2052 2139 2737
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
121() |-2673 | -2169 | -5324 |-4969 |-2477 |-5123 |-4876 3203|4893 | 358 | | _ |-4824|-a681|-a961|  |-2653 [1960|-a158| = | 23200%
1211] 4780 4472 3791
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
Posicao em
c D E|lFla|H |1 |k|Le|im|N|P]lalRrR]|s]|T|Vv]|]w]|Y
alinhamento
122(H) | -3381 | -3705 | -3197 |-3491|-4166 | 638 |5216 | ~ |-3798|-5304| | = |-a185|-3770|-a879| _ |-3702| _ |-4170| | 23300%
5496 4811 3481 3508 4793 3759
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
123(Y) | -4816 | -3757 | -5210 |-5549 | 3410 |-5097 | 2153 | |-5105|-3041| |  |-4955|-3851|-4483| ~ |-ae69| _ | -547 |3677| 23400%
3719 3127|3715 4344 3870
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
124(G) | 1065 | -2519 | 948 | -272 |-2820| 1844 | 998 | ~ | o72 | -284 |  |1553|-2000 | -220 | -802 |-938|-1011| ~ |-2708| ~ | 23500%
2566 1622 2133 2021

- -149 | -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626( 210 | -466 (-720| 275 | 394 | 45 96 | 359 [ 117 [-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 (-1115( -701 (-1378 * *




303/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
125(Q) | -412 | -2285 | -2466 |-2186 |-2088 |-2877|-2019| ~ |-1588| 1526 | | |-3153| 3585 |-1718|  [-1964| _ |-2789| ~ | 23600%
1589 1121| 2187 2137 1719 2414
- | -149 | 00 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 [-1378| * | *
126(I) |-2254 | 1916 | -4813 |-4439 |-2466 |-4221 |-3932 3248|4248 |-1515| |  |.4250 |-4063 |-4255 | 230 |-2280 |2003|-3673 | | 23700%
1324| 4044 3237
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
127(K) | -888 | 2234 | 334 | 1172 |-2504|-1881| 543 | -93 | 1370 | -300 13'37 465 |-1974 | 655 | -646 |-794 | -827 [1255|-2448 17-93 23800%
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
128(P) | 715 | -1925 | -3618 |-3897 |-4464 | 653 |-3504| ~ |-4053|-4520| ~ |  |3775 |-a503|-3011| _ |-1770| ~ |-4647| _ | 23000%
4274 3596 2770 1550 3067 4548
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
129(P) | 479 | 2308 | -1173 | -637 |-2015|-2106 | -848 | | -289 |-2586| _ | -884 | 2238 | 1247 | 2195 | 51 |-1147| ~ |-2757| | 24000%
2610 1713 2184 2174
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
130(A) | 1787 | -2663 | 1377 | 529 |-2076 |-1992| -762 | ~ | 1785 |-2680| | -623 |-2161| -319 | -936 | 207 |-1120| ~ |-2853| | 24100%
2736 1776 2285 2146
% | -149 | -500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- |-2336| 8139 | -325 | -894 [-1115| 701 [-1378] * | *
131(F) | 1308 | -1104 | -2227 |-2120 | 3516 |-2003 | 244 |-196|-1891| 64 | 66 16'26 -2278 | 1503 | 1798 16'17 1350 |-389 | 305 [1335| 24200%
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 38 | -5840 | -6882 | -804 |-1115|-3008| <179 | * | *
132(P) | -603 | -937 | -997 |-1058|-1832[-1041[-1002| _ |-1074|-1874| = |-992 | 3539 |-1085|-1192|-789| -866 | _ |-1765| | 24300%
1737 1416 1383 1661
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 38 | 5840 | -6882 | -894 |-1115|-3098| -179 | * | *
133(K) | -804 | -1483 | 564 | -230 |-1920|-1335| 101 | ~ | 2889 |-1630| ~ | -349|-1569 | 232 | e9s |-786| -759 | ~ |-1637| | 24400%
1605 1021 1358 1317
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 38 | -5840 | -6882 | -804 |-1115| -109 |-3775| * | *
Posicao em
c D E|lFla|mn |1 | k]| |im|N|P|lal|lrR]|s|T|Vv|@w]|Y]|
alinhamento
134(D) | -2405 | -4159 | 3349 | -651 |-4260 | 261 |-1744| ~ |-1947|-4207| ~ |2151|-2936 |-1416|-2754| ~ |-2a71| = |-a324|e37 | 24500%
4307 3514 2102 3802
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
135() | -2047 | 1713 | -4504 |-3983 |-1821 |-3943 |-3061 |2461|-3697 | 1581 | -797 35'93 -3873 | -3371 | -3587 | -342 | -2009 | 1904 | -2784 24'41 24600%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
136(D) |-2024| -3444 | 3495 | -680 |-3868|-2331|-1596| 44 |-1632|-3675| - |ess |-2782|-1248|-2305|478|-2088| - |-3911| - | 24700%




304/323

Titulagédo de

Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
2015 3196 3098
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
137(v) | -3122 | -2888 | -5092 |-5160 |-3522 |-4180 |-4687 | -005|-5060 [-2626 | | ~ |-4579 |-4940 |-4923| " |-3207|3796|-4414| ~ | 24800%
2570 4662 4013 4190
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | -
138() | 53 | -875 | -3230 |-2609 | 1867 | -393 |-1422 |2613|-2036 | 723 | -81 21'57 -2608 | -1885 | -2086 16’33 276 |-271(-1325 | 844 | 24900%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
139(M) | 315 | -2345 | -4754 |-4279|-1396 |-4001 |-3301 |-697 |-3877 | 816 |4676| _ |-3904|-3361|-3676| ~ |-2531|  |-2746|2629| 25000%
3879 3242 1114
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
140(v) | -2623 | -2122 | -5301 |-4990 [-2770 | -5102 |-5132 |2415| 4945 |-1532| |  |-4880 |-4800|-5102| ~ |-2619|3206|-4506 | ~ | 25100%
1474 4791 4483 3991
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
141(A) | 3405 | 2528 | -4529 |-4796 |-4340 |-2257 |-3851| ~ |-4447|-a351| | ~ |-3052|-3976 |-4112| ~ |-1844| ~ |-4572| | 25200%
3901 3532 3057 1643 2029 4519
- | -149 | 00 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
142(p) | -4853 | -a302 | -5213 |-5573 |-5853 |-4408 |-5077| ~ |-5780|-6281| | ~ |a43t0 |-5648|-5398| ~ |-5197| ~ |-4000| ~ | 25300%
6679 6067 | 5357 5166 6092 5786
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
143(K) | -4484 | -4357 | -4380 |-3092 |-5413 |-4230 |-3307 | ~ |s904 |-5171| _ | ~ |.4535|-3079|-2169| ~ |-a408| ~ |-a403| | 25400%
5555 4707 3021 4529 5264 4729
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
144(G) | 2167 | -1833 | -3963 |-4199 |-4430 | 2715 |-3642| _ |-a146|-4a89| ~ |  |-2898 |-3661|-3939 | 910 |-1682| ~ |-a647| ~ | 25500%
4236 3540 2795 2094 4556
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 8139 | -9181 | -894 [-1115| -701 |-1378] * | *
145(P) | -2604 | -2948 | -4094 |-4235|-3511|-3260 |-3767| ~ |-3912|-3066 |2095| ~ |4036 |-3912|-3822| ~ |-2063| = |-4027| | 25600%
3353 3659 2883 3249 3787
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
Posigao em
c D E|lFla|H |1 |k|Le|im|N|P]lalRrR]|s]|T|Vv]|]w]|Y
alinhamento
146(G) | -4435 | -4203 | -5092 |-5462 |-5893 | 3834 |-5028 | ~ |-5765|-6207| |  |-4804|-5546|-5385| _ |-4815| ~ |-4924| ~ | 25700%
6627 5970 5141 4727 5862 5849
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
147(H) | -2569 | -3440 | -1867 |-1702|-3820 |-2096 | 4731 | | 634 |-3639| | ~ |1s51 |-1305| -748 | _ |-2510| ~ |-3434| = | 25800%
3830 2063 | 1838 2470 3482 2990




305/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 394| 45 | 9% |359 117 |-3sg|-294 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
148(T) | 194 | -1498 | -3255 |-2809 |-2240 | -2026 |-2201| ~ |-2652| 1634 | | ~ |-2747 |-2309 |-2684| 567 | 2687 | ~ |-2682| | 25000%
1754 1430| 2330 1484 2351
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
149(v) | -3122 | -2888 | -5092 |-5160 |-3522 |-4180 |-4687 | -005|-5060 |-2626 | | ~ |-4579 |-4940 |-4923| " |-3207|3796|-4414| | 26000%
2570| 4662 4013 4190
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 [-1378| * | *
150(R) | -4845 | -4446 | -5107 |-4682|-5507 |-4412|-3701| ~ |-2789|-s502| ~ | © |-4754|-3672|4219 | ~ |-4832| = |-4538| ~ | 26100%
5946 5118] 4521 4989 5644 4993
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
151(R) | -962 | 2395 | 777 | 1012 |-2721| 76 [1031| | -142 [-2413| | -560|-2018 | -128 | 2308 [1224| 66 |  |-2585| ~ | 26200%
2459 1501 2023 1919
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
152(E) | -902 | -2032 | -899 | 2078 |-2228 |-1934 | 611 18'97 259 | -221 11'56 520 |-2024 | 816 | 736 |-858 | 1303 |-287 |-2205 | 537 | 26300%
-~ |49 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
153(Y) | -4820 | -3765 | -5219 |-5565 | 3303 |-5093 [-1317| _ |-5127|-3017| | _ |-4950 |-3868 |-4500| ~ |-a679| ~ | -565 |4052| 26400%
3703 3111|3732 4356 3867
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
154(v) | 129 | 1901 | -989 | 821 [-2060[-1960| 654 | _ | 498 | -52 | ~ |-703|-2057 | 695 | -796 | 443 | -344 |1871|-2192| | 26500%
1704 1037 1626
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
155(0) | 576 | -2355 | 344 | 1156 |-2675 |-1856 | -515 |-508| 1502 |-2370| | 571 |-1949| 1878 | 419 |-764| -822 | ~ |-2538| | 26600%
1444 1976 1856
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
156(G) |-3239 | -3889 | 516 |-2361(-5355| 3646 |-3337| _ |-3818|-5498| ~ | ~ |-3005|-3187|-a377|  |-3532| ~ |-a8e5| ~ | 26700%
5629 4951| 2619 3211 4837 4826
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | *
157(G) | 753 | -2516 | -789 | 488 |-2848|2300 | -672 | | 596 |-2520| | 481 |-2112| -224 | 471 |-962|-1024| = |-2604| ~ | 27300%
2582 1627 2149 2033
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| 701 [-1378| * | *
Posicao em
c D E|lFla|H |1 | k|L|m|N|P]lalRrR]|s]|T|Vv]|@w]|Y
alinhamento
158(G) | 52 | -2212 | -3792 |-4133|-4698 | 3627 |-3843| _ |-a356|-4812| | ~ |-3216|-3001|-a170| _ |-2005| " |-a734| _ | 27400%
4580 3937| 3058 1874 3384 4766
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249




306/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- -8 | -8139 | -9181 -894 |-1115| =701 |-1378| * * |
159(V) | -2485 | -2030 -5123 |-4769 |-2667 | -4797 | -4593 | 2349 | -4661 | -1545 14-24 45-02 -4648 | -4554 [ -4752 41-15 825 |2986(-4159 36-78 27500%

- -149 | -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626( 210 | -466 (-720| 275 | 394 | 45 96 | 359 [ 117 [-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115| -701 |-1378| * -

160(P) | -2541 | -3139 | -2413 |[-2753 [-4726 |-2991 (-3342 -3527 | -5058 1199 | 4031 |-3244 (-3757 -2911 -4583 27600%
5055 4393 2665 4148 4362

- -149 | -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626( 210 | -466 (-720| 275 | 394 | 45 96 | 359 [ 117 [-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115| -701 |-1378| * *

161(C) | 1577 | 3078 1357 | -656 |-2664 | -219 | 891 -617 |-2434 -891 (-2199 | -545 [-1093 [ 872 |-1043 -2701 27700%
2359 1576 1946 2102

- -149 | -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626( 210 | -466 (-720| 275 | 394 | 45 96 | 359 [ 117 [-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115| -701 |-1378| * *

162(L) | -2140 | -2404 | -3995 |-3997 |-2053 |-3121 |-3283 -3689 | 3041 -3626 | -3433 [ -3567 [ 480 |-2414 -3145 27800%
1687 1200 3360 1973 2755

- -149 | -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626( 210 | -466 (-720| 275 | 394 | 45 96 | 359 [ 117 [-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 (-1115( -701 (-1378 | * *

163(l) | -2527 | -2092 | -5072 |(-4613 2047 (-4674 (-3911 (2658 |-4413 | 117 |-841 -4439 | -4023 | -4320 -2488 |2176|-3342 27900%
4323 3916 3040

- -149 | -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626( 210 | -466 (-720| 275 | 394 | 45 96 | 359 [ 117 [-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 (-1115( -701 (-1378 | * *

164(A) | 3631 | -2768 | -4492 |-4815|-4888 |-2992 | -4271 -4818 | -5025 -3728 | -4477 | -4545 -2762 -4724 28000%
4781 4365 3727 2567 3852 4942

- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 | 359 | 117 |-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 (-1115( -701 (-1378 | * *

165(V) | -2623 | -2122 | -5301 |-4990 |-2770 |-5102 | -5132 | 2426 | -4946 | -1532 -4869 | -4891 | -5102 -2619 13200 -4506 28100%
14741 4791 4483 3990

- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 | 359 | 117 |-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115| -701 |-1378| * -

166(H) | -495 | -2631 903 |[-2051| 722 [-3242( 8753 -2056 | -2342 -3330 |-1815 [ -2362 -2233 -981 |3315| 28200%
2386 1863 | 2047 2318 2272

- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 | 359 | 117 |-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 (-1115( -701 (-1378 | * *

167(Q) | -4589 | -4392 | -3927 |-4146 (-5099 (-4221 (-4099 -3840 | -5564 -4693 | 4575 | -3826 -4772 -4577 28300%
5973 5304 [ 4230 4704 5612 4751

- -149 | -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626( 210 | -466 (-720| 275 | 394 | 45 96 | 359 [ 117 [-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115| -701 |-1378 | * *

168(D) | -2873 | -4605 | 3943 | -902 |-4948 |-2633 |-2157 " |-2604 |-4922| | a28 |-3235|-1872|-3575| ~ |-3009| ~ |[-a932| ° 28400%
5087 4387 2522 4491 3946
- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 (-720| 275 | 394 45 96 | 359 [ 117 [-369| -294 |-249
- -8 -8139 | -9181 | -894 (-1115( -701 (-1378 | * *
169(A) | 1776 | -1612 | -1274 | 138 [-1698 [-2092 | -816 } 150 [-1526 |-780| -943 | 1212 | -538 |-1013 § -894 11275|-1968 | 635 [ 28500%

1295 1056

- -149 | -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626( 210 | -466 (-720| 275 | 394 | 45 96 | 359 [ 117 [-369| -294 |-249

- -8 -8139 | -9181 | -894 |-1115| -701 |-1378| * *




307/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
Posigao em
c D E|lFla|H |1 | k|Le|im|N|P]lal|lRrR]|s]|T|[Vv]|@w]|Y
alinhamento
170(S) | 1545 | 2420 | 1001 |-1518 |-4049 |-2206 |-2206| = |-2264|-3038| | ~ |-2814 |-1909 |-2758 |2666| 2313 | ~ |-4143| | 28600%
3839 3103 1627 3045 3560
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- - | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
171(G) | -2999 | -3461 | -2078 |-3207|-5161 | 3669 [-3454| | 15 [-5188| |  |-3046|-3312|-3140| ~ |[-3317| = |-ae22| _ | 28700%
5283 4565|3174 3128 4492 4749
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
172(N) | -877 | -2349 | -736 | 911 |-2668|-1860| -518 | | 711 [-2363|  |1880|-1954| 436 | 799 |71 | 1230 |-539|-2534| = | 28800%
2415 1440 1855
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
173(A) | 3631 | -2768 | -4492 |-4815|-4888 |-2002 [-4271 | _ |-4818|-5025| |  |-3728|-4477|-4545| = |-2762| ~ |-a724| ~ | 28000%
4781 4365 3727 2567 3852 4942
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 [-1378| * | *
174(K) | 1368 | -2507 | -1358 | -720 |-2953 |-2298 | 1933 | ~ | 1975 | 851 | _ | -0s8|-2360 | 859 | 1012 | _ |1004 | ~ |-2690| | 29000%
2603 1706 1273 2245 2165
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
175(D) | 27 | -2613 | -2320 | 1049 |-2923 [-1962| 1973 | ~ | 544 |-2624|  |1408|-2115| 345 | -869 |-969 |-1058| ~ |-2793| " | 29100%
2684 1712 2231 2087
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
176(v) | 1096 | -038 | -3279 |-2658 | -899 |-2643 |-1513 |1265| 1006 | 1388 |-124 22'32 -2688 | -1950 | -2151 17'25 -311 |1669-1425 | 827 | 29200%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
177(A) | 3342 | -1826 | -4064 |-4295|-4368 | 111 |-3651| ~ |-a159|-a412| |  |-2003|-3680 |-3020| ~ | 409 | ~ [-a599| ~ | 29300%
4129 3484/ 2820 1469 2049 4508
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
178(L) | -4414 | -3800 | -5638 |-5628|-2290 |-4980 |-4628 | ~ |-5423|3316 | _ | " |-4997|-4750|-s002|  [-4309| ~ |-ae65| ~ | 29400%
1886 1236 5514 5379 2629 3690
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
179(5) | 2216 | -1831 | -3961 |-4157 |-a400| 656 |-3608| ~ |-4076 |-a462| |  |-2892 |-3613|-3895|2686|-1675| ~ |-4623| | 29500%
4213 3514 2782 2082 4523
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
180(Y) | -3634 | -3050 | -4918 |-4872| 36 |-4597 |-1405| 223 |-4437| 250 | |  |-4494 |-3522|-4004| = |-3536| | 2928 [4349| 29600%
1998 3545 3782 2621
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
181(A) | 3391 | -1860 | -3998 |-4279|-4411|-2128|-3684| - |-4197|-4490| - | - |-2929|-3729|-3959|7oe|-171s| - |-4636| - | 29700% |




308/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
4207 3565 2837 3001 4534
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
Posicao em
c D E|lFla|H |1 |k|Le|m|N|P]lal|lRrR|s|T|Vv]|6w]|yY
alinhamento
182(K) | 370 | 307 | 113 | -351 |-2280|-1925| -615 | 324 | 1888 |-2040| ~ | -632 |-2022 | 205 | -736 |1541| 14 | _ |-2330| _ | 29800%
1194 1628 1726
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * |
183(G) | 2572 | -2028 | -3034 |-4246|-4575| 2752 [-3783|  |-a316|-4661| _ | ~ |-3070|-3837|-a002| ~ |-1898| = |-a701| ~ | 20900%
4406 3751/ 2058 1679 3191 4686
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| 701 |-1378| * | -
184() |-2178 | -1808 | -4630 |-4153 |-2094 |-4190 |-3417 [3121|-3009 | 311 | ~ | 698 |-4099 |-3656 |-3864| ~ |-2148 [1742|-3147| ~ | 30000%
1023 3388 2761
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | *
185(G) | -4435 | -4203 | -5092 |-5462|-5893 | 3834 |-5028| _ |-5765|-6297 | ~ |  |-a804 |-5546|-5385| _ |-4815| ~ |-a924| ~ | 30100%
6627 5970| 5141 4727 5862 5849
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
186(G) | 1392 | 2751 | -4353 |-4536 |-4308 | 2864 |-3681|  |-4233[-4354| | ~ |-2890 |-3744|-3957 | 712 |-1656|  |-4553| | -30200%
4084 3425 2859 2014 4470
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
187(G) | 855 | -1822 | -3738 |-3769 |-4188 | 2507 [-3358| _ |-3e67|-4196| | | 986 |-3302|-a621| ~ |2s334| " |-a408| ~ | 30300%
3950 3283 2667 1441 2867 4236
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 [-1378| * | *
188(R) | -3706 | -3692 | -4490 |-3846 | 1391 [-4057 |-2273| ~ |-1008|-3355| ~ | ~ |-4263|-2675|3048 | _ |-3671| _ |-2203| ~ | 30400%
3795 3181/ 3458 3768 3813 1328
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- | -155 | -8139 | -3345 | -894 [-1115| -701 [-1378] * | *
189(A) | 2844 | -1670 | -3814 |-3873 |-4048 |-1958 [-3316 |  |-3686|-4061| | ~ |-2734|-3301|-3572|1088| 1907 |  |-a286| | 30500%
3787 3156 2508 2713 4136
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 7992 | -9034 | -894 |-1115|-1303| 750 | * | *
190(G) |-4176 | -3995 | -4855 |-5222|-5686 | 3828 -4823 |  |-5583(-6087| _ | ~ |-a606 |-5312|-5178| ~ |-4560| ~ |-a754| | 30600%
6386 5741/ 4896 4461 5613 5635
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 7992 | -9034 | -894 |-1115| -422 |-1980| * | *
191(v) | 2496 | -2036 | -5139 |-4788 |-2680 |-4825 |-4637 [2502|-4686 |-1549 | |  |-ae8 |-a584|-a783| ~ | 629 |2919|-a191| ~ | 30700%
1431 4527 4148 3706
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
192() | -2760 | -2307 | -5270 |-4785| 1172 |-4884 |-3992 [3346|-4576 | 662 |-572|  |-4535|-4008 [-a400| ~ |-2703|757 [-3223| ~ | 30800%
4539 4134 3041




309/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 394| 45 | 9% |359 117 |-369|-294 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
193(E) | 454 | -3086 | -801 |3279 |-4125|-2346|-1888| | ~ |-3932| ~ |  |1208 |-1533|-2450| = |-2007| " [-a121| ~ | 30000%
3919 18/68 3156 | 1291 1842 3305 3395
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
Posicao em
c D E|lFla|H |1 | k|Le|m|N|P]lal|lRrR]|s]|T|Vv]|@w]|Y
alinhamento
194(T) | -2738 | -3109 | -4509 |-4810 |-4918 |-3305 |-4346| ~ |-4769|-5072| ~ |  |-3008|-4580|-4545| ~ | 4033 | ~ |-ae84| ~ | 31000%
4865 4551/ 3087 2999 4113 4915
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
195(T) | 1323 | -1975 | -2766 |-2978 |-4207|-2152|-3105| ~ |-8295|-4229| ~ | 134 |-2001 |-2988 |-3387 |-113 | 3742 | ~ |-4405| | 31100%
4004 3354 2069 4119
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
196(F) | -4110 | -3437 | -5436 |-5431| 4216 |-5143|-2159| _ |-5074| 563 | | ~ |-4871|-3987|-4561| ~ |-a016| _ |-1356 |-202| 31200%
1742 1124| 4290 4547 2374
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
197(K) | -111 | -2844 | -1470 | 1220 |-3204 |-2415| -860 | ~ |2448 |-2708| ~ |  |-2a75| 767 2054 | ~ |-1432| ~ |-2858| ~ | 31300%
2039 1945| 1056 1421 2544 2356
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
198(E) | 545 | -3735 | 1715 | 2880 |-3981|-2308 |-1442 | ~ |-1408 |-3725| ~ | -e09 |-2713 | 1281 |-2087| _ |-2041| ~ |-3008 | " | 31400%
3818 2024 1777 3331 3046
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
199(E) | -4574 | -a665 | -2714 | 3919 |-5655 |-3095 |-3886 |  |-4238|-5808| | ~ |-4513|-3838|-4570| = |-a726| ~ |-a878| ~ | 31500%
6219 5604 3415 4456 5786 5197
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
200(T) |-1211| 1331 | -3446 |-2962 |-1399 |-2495 |-1930 | -869 |-2610 | -1374 | -769 24'03 -2815 | -2309 | -2526 16'85 3305 | 195 [-1933 |1430| 31600%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
201(E) |-1941 | -3202 | -921 |3203 |-3618|-2473|-1316| | o16 [-3225| ~ |  |-2749| -923 |-1064| _ |[-1902|-171|-3398| = | 31700%
3186 2465| 1147 1790 2802
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
202(T) |-1286 | -1898 | -3764 |-4016|-4320 |-2157|-3572| ~ |-3959|-4408| ~ | ~ |-2047|-3588|-3797 | 697 | 3756 | ~ |-a554| = | 31800%
4120 3517 2789 2989 4399
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
203(D) | -4580 | -4701 | 4174 |-3014|-5700 [-3967|-3905 |  [-4478|-6024| |  |-a501|-3870|-a926| = |-a750|  |-a922| " | 31900%
6376 5744|3355 4440 5894 5231
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249




310/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| 701 |-137s| - |
204(L) | -3705 | -3122 | -6060 |-5527 |-1359 |-5814 |-4569 |1065|-5292 | 3069 |-146| ~ |-4963 |-a163|-4s28|  |-3571| _ |-3150| | 32000%
5564 5215 1279 3298
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
205(F) |-6777 | -3220 | -5271 |-5259 | 4268 |-4892 |-2120 | 417 |-a916 |-1143| | ° |-4753|-3056 |-a473| ~ |-3740| = |-1349|-269| 32100%
1314] 4142 4270 1899
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
Posicao em
c D E|lFla|H |1 |k|Le|im|N|P]lal|lRrR|s]|T|Vv]|@w]|yY
alinhamento
206(G) | -4435 | -4203 | 5092 |-5462|-5893 | 3834 |-5028 | ~ |-5765|-6297| |  |-a804|-5546|-5385| _ |-4815| ~ |-a924| = | 32200%
6627 5970 5141 4727 5862 5849
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
207(E) | -4574 | -4665 | -2714 | 3919 |-5655 |-3995 |-3886 |  |-a238|-5898| |  |-4513|-3838|-a570| ~ |-4726| ~ |-4878| | 32300%
6219 5604 3415 4456 5786 5197
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
208(Q) | -3157 | -3746 | -3170 |-2450|-4497 |-3515|-1763| | -a43 [-3809| = | = |-3620|4200 | 1284 | ~ [-2044| = |-ass6| | 32400%
4161 3189 | 2392 3063 3900 3420
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
209(A) | 2672 | -1334 | -3318 |-2853|-1740 | 371 |-2072 | 483 |-2577 |-1549 |-928|  |-2798 |-2205|-2567| ~ | 191 | 932 |-2245| = | 32500%
2359 1629 1899
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
210(v) | -2620 | -2125 | -5293 |-4983 |-2756 |-5076 |-5100 | 1877 |-a932 |-1522 | ~ | ~ |-4855|-4870|-5082| = |-2619|3416|-a480| = | 32600%
1466 4777 4456 3969
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- - | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
211(L) | -4414 | -3800 | -5638 |-5628 |-2200 |-4980 |-a628 | ~ |-5423|3316 | |  |-4997 |-4750|-5002| ~ |-a309| ~ |-3865| | 32700%
1886 1236 5514 5379 2629 3690
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
212(C) | 2243 | 5044 | -4840 |-4445|-1998 |-3905 |-3598 | -31 |-4138 | 449- [-930| ~ |-a040|-3778 |-a010| ~ |-2306 [1347|-3200| ~ | 32800%
3902 3184 2883
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
213(G) | -4435 | -4203 | 5092 |-5462|-5803 | 3834 |-5028 |  _[-5765|-6297| |  |-a804 |-5546|-5385| _ [-4815| ~ |-a024| | 32900%
6627 5970 5141 4727 5862 5849
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
214(G) | 677 | -2128 | -3838 |-4171|-4647 | 3536 |-3816|  |-4340|-4749| ~ | ~ |-3149|-3871|-4137| _ |-2005| ~ |-4725| _ | 33000%
4506 3857 3009 1784 3297 4735
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *




311/323

Titulagéo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
215(v) | 378 | 724 | -3707 |-3104|-1180 |-2086 |-1919 |1210|-2734 | 1302 [-359| ~ |-3014 |-2382|-2566| | 1123 |1949|-1773| ~ | 33100%
2627 2089 1423
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
216(M) | -948 | -1407 | -1515 | 156 |-1452|-2164 | 1677 | _ | -821 |-1302|1976| ~ |[-2245| 718 |-1173| 773 | 1715 [1332|-1794 | | 33200%
1030 1113 1343
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
217(E) | 1397 | -2528 | -725 | 2286 |-2032| 240 | -791 | | 328 |-2645| | -674|-2162| -351 | -039 | 545 [-1095| ~ |-2828| = | 33300%
2681 1744 2007 2143
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| 701 |-1378| * | =
Posigao em
c D E|lFla|H |1 | k|Le|im|N|P]lal|lRrR]|s]|T|Vv]|@w]|Y
alinhamento
218(L) | -3705 | -3122 | -6060 |-5527 |-1359 |-5814 |-4569 |1065|-5292 | 3069 |-146| ~ |-4963 |-a163|-4s28|  |-3571| ~ |-3150| | 33400%
5564 5215 1279 3298
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
219(v) |-2600 | -2108 | -5251 |-4894 |-2568 |-5025 |-4783 | 2479 |-4810 | -1354 [1358| ~ |-4772 |-4654|-a895| ~ |-2584|3018|-a181| _ | 33500%
4863 4362 3758
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | *
200(K) | -1633 | -2005 | -1573 | 706 |-3375|-2487| -000 | ~ | 2025 |-28a9| ~ | T |-2541|171a | 784 | ~ |-105 | ~ |-2804| ~ | 33600%
3003 2008| 1128 1509 2617 2418
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
221(A) | 2352 | 2066 | -2593 |-2000 | -947 |-2434 |-1271|-a86| -32 | -832 | 714 18'17 2498 | -1493 | -1702 14'83 274 | 453 |-1419 | 501 | 33700%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
202(G) | 224 | -1905 | 3562 |-3696|-3684 3361 |-8297 | ~ [-3625| 81 | |  |-2977|-3326|-3545| ~ |-1763| " |-a088| ~ | 33800%
3220 2886 2733 1606 2574 3810
-~ |49 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
223(F) | -4781 | -3756 | -5207 |-5542| 4341 |-5070 [-1342| ~ |-5111|-2071| |  |-4049|-3874|-a496| ~ |-4e50| ~ | -591 |1725| 33900%
3653 3085 3743 4351 3829
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
224(E) | -2413 | -a114 | 551 | 3465 |-4392|-2485|-1689 |  [-1608 |-a112| | * |-2951|-1336| 871 |  |-2a41|  |-a239| | 34000%
4248 3396 | 1094 2119 3763 3395
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
205(T) | -1461 | -1864 | -3139 |-2645 |-2659 |-2483|-2136| _ |-1646|-2350| ~ | ~ |-2036|-1995| 920 |  |3354 | 967 |-2989| = | 34100%
1734 1761| 2208 1748 2654
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -




312/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
206(L) | -3831 | -3266 | -5314 |-5148 | -673 |-5068 |-2476 | ~ |-4706 | 3059 |-789|  |-4756 |-3864 |-4314|  |-3729| ~ |-1672 [1736| 34200%
1443 4359 4462 2115
- | -149 | 00 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 [-1378| * | *
227(V) |-1819 | -1960 | -4426 |-4359 |-2077 |-3057 |-3800 | -439 |-4098 [-2145| | ~ |-3600|-3879|-4011| | 2510 |2999|-3974| ~ | 34300%
1909 | 3451 2397 3608
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
208(E) | -2863 | -4790 | 1397 | 3563 |-4990 -2504 [-2061| ~ |-2476|-a8a8| | ~ |-3182|-1761|-3454| _ |-2088| ~ |-4951| ~ | 34400%
5021 4298 1204 2476 4462 3920
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
229(A) | 2686 | 1916 | -1440 | 275 |-2529| -202 |-1240| | -098 |-2345[1183| ~ |-2355| -005 |-1425|512 |-1158| ~ |-2697| | 34500%
2176 1184 1817 2174
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
Posicao em
c D E|lFla|H |1 | k|L|m|N|P]lalRrR]|s]|T|V]|@w]|Y
alinhamento
230(G) | -4435 | -4203 | 5092 |-5462|-5893 | 3834 |-5028 | ~ |-5765|-6297| |  |-a804|-5546|-5385| _ |-4815| ~ |-a924| = | 34600%
6627 5970 5141 4727 5862 5849
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
231(Y) | -4099 | -3483 | -4921 |-5048| -109 |-4705|-1565| ~ |-a404 |-2334 [2010|  |-4707 |-3735|-a111| " |-a088| " | -847 |4618| 34700%
2914 3723 4065 3172
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
232(Q) | 1711 | 2410 | 772 | 934 |-2739|-1925| 604 | _ | -171 |-2433| ~ |-574 |-2035| 2086 | 345 | 902 | 923 | ~ |-2608| | 34800%
2477 1524 2042 1941
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
233(P) | -3403 | -4071 | -1922 | 817 |-5020(-3359|-3173| = |-3337|-5281| _ | ~ |4045 |-2989|-3760|  |-3624| ~ |-4763| ~ | 34900%
5423 4771 2564 3320 4817 4636
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
234(E) | -2870 | -4786 | 1265 | 3587 |-4993 |-2600|-2068| ~ |-2483|-4852| ~ | " |-3188|-1768|-3458| ~ |[-2074| " |-a950| ~ | 35000%
5026 4303 1212 2484 4467 3925
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
235(M) | -3089 | -2618 | -5526 |-4976 |-1443 |-5128 |-4045 | 653 |-4735 | 1429 |4269| ~ |[-4610 |-3915 |-4423| ~ |-2095|1140|-3054| ~ | 35100%
4803 4378 3074
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
236(A) | 3631 | -2768 | -4492 |-4815|-4888 |-2002 |-4271| ~ |-a818|-5025| |  |-3728|-4477|-a545| ~ |-2762| = |-4724| = | 35200%
4781 4365 3727 2567 3852 4942
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
237(Y) -4797| -3764 | 5203 |-5543|1114| - |-1339| - |-5111|-3o13| - | - |-4951|-3s7e|-4497| - |-4ses| - |-5ss |4723| 35300% |




313/323

Titulagéo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
5069" 3694 3107|3741 4354 3859
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
238(F) |-3828 | -3605 | -4146 |-2086 | 4292 |-a207|-2080| | 774 |-3071| | ~ |-4434|-3287|-2952| = |-3858| _ |-1503|-494| 35400%
3492 3005 3556 3868 3571
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | -
239(E) |-2775 | -4471 | -511 | 3582 |-4815|-2610(-2057|  |-2317|-4711|  |1234|-3182|-1755|-3103| ~ |-2884| = |-a753| ~ | 35500%
4863 4124 2442 4306 3820
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
240(C) | -1407 | 5023 | -4397 |-4323|-3016 |-2468|-3398 |  [-3052|-2540| ~ |  |-3133|-3588 |-3744| _ |1473 [1125|-3677| ~ | 35600%
1251 2082 3044 1803 3390
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
241(L) | -3370 | -2847 | -5795 |-5233 |-1386 | -5465 |-42908 | 708 | -5010 | 2859 |1349| ~ |-4777 |-4026 |-4622| = |-3254|814 |-3103| | 35700%
5155 4755 3213
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
Posicao em
c D E|lFla|H |1 |k|L|m|N|P]lal|lRrR]|s]|T|Vv]|]w]|yY
alinhamento
242(H) | 2519 | -4224 | -445 | 946 |-4287 |-2505|4583 |  [-1764|-4237| _ |2007 |-3009 |-1430 [-2361| ~ |-2569| ~ |-a267| ~ | 35800%
4377 3571 2209 3893 3353
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
243(E) |-3177 | 2571 | -2701 | 3711 |-4851|-3438|-3a79| = |-3558|-a932| ~ | ~ |-4005|-3370|-3802| ~ |-3451| ~ |-4554| ~ | 35900%
4765 4406 | 3081 3269 4260 4504
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
2a4(L) | -85 | -1333 | -3893 |-3280 [-1111|-3185 |-2083 |1066|-2910 | 2310 |1961|  |-3170 |-2501 |-2721| ~ | -113 | 436 |-1850 | ~ | 36000%
2823 2289 1558
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
245(K) | -2513 | -3173 | -2941 |-2370|-4402 |-3004 |-1824| = |3ee6 |-3734| | ~ |-3377|-1447| 616 | | 751 | ~ |-3625| _ | s36100%
3895 3088 2271 2537 3485 3471
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
246(L) | -3571 | -3023 | -5954 |-5375 |-1321 |-5646 |-4390 |-532 |-5138 | 2062 |1671|  |-4852 |-4044 |-4689| ~ |-3436|742 |-3082| | 36300%.
5358 4963 3239
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
247(1) | -2980 | -2484 | -5473 |-5109 |-1958 | -5196 |-4587 |3728|-4915 | 267 |-781|  |-4833 |-a427|-4799| ~ |-2049| -64 |-3627| | 36400%
4933 4598 3397
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
248(V) |-1685 | -1668 | -4095 |-3732 |-2081 |-3082 | 2893 |-227 |-3402 |-1488 [1383 31'23 -3419 | -3145 | -3320 | 367 [-1807 33322874 25'04 38500%




314/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 394| 45 | 9% |359 117 |-3sg|-294 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
249(D) | 2963 | -4569 | 3864 |-1039|-4953|-2751|-2187| | 767 |-4822| ~ | ~ |-3314|-1891|-3072| ~ |[-3080| ~ |-a770| " | 36600%
4998 4260 1424 2624 4467 3962
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
250(L) | -2768 | -2715 | -4842 |-4633 |-1675|-3998 |-3790 | ~ |-4207 | 306 |-562|  |-4179 |-3740|-3089| ~ | 699 | ~ |-3154| | 36700%
1038 4150 3399 1545 3067
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 [-1378| * | *
251(M) | -2822 | -2356 | -5342 |-4861 |-1750 |-4985 |-4151 |2567|-4663 | 173 |4005| ~ |-4501 |-4076 |-4487| ~ |-2764|766 |-3321| | 36800%
4649 4251 3210
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
252(Y) |-4562 | -3630 | -5142 |-5401| 1516 |-4902|-1300| ~ |-a968|-2083| ~ | ~ |-a868 |-3786|-4393 | 381 |-4432| ~ | 2413 |4375| 36900%
3544 2086 | 3671 3662
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
253(E) |-1959 | -3457 | -568 | 3135 |-3841|-2347|-1410| _ |-1165(-3547| _ | " |-2716|1879 |-1e66| | 692 | ~ |-s709| ~ | 37000%
3622 2751 1000 1757 3162 2960
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
Posigao em
c D E|lFla|H |1 |k|Lr|m|N|P]lalRrR|s|T|Vv]|@w]|yY
alinhamento
254(G) | -347 | -2818 | 1215 | 201 |-3253 | 2635 | -921 | | 1474 |-2822| | ~ |-2a59| 486 | 58 |  |-1435| ~ |-2023| | s7100%
2021 1972| 1002 1397 2521 2378
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
255(G) | -4435 | -4203 | -5092 |-5462|-5893 | 3834 |-5028 |  [-5765|-6297| |  |-a804 |-5546|-5385| _ [-4815| ~ |-a924| | 37200%
6627 5970 5141 4727 5862 5849
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
256(1) | -2042 | 1768 | -4321 |-3740 |-1316|-3753 | -2668 |3134|-3389 | 1017 |1999| 194 |-3653 |-2958 |-3221 28-84 1980 | -344 | -2325 20'73 37300%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
257(A) | 1914 | -1640 | 1237 | 128 |-1748| -661 | -793 13'55 577 | -49 |-817| -905 |-2155 | -498 | -993 [1037| 162 11'49 -2002 | 624 | 37400%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
258(N) | 365 | -3809 | 1001 | 557 |-4083 | 1196 |-1518| ~ [-1535|-3838| ~ |s219|-2763|-1148 |-2243| ~ |-2131| ~ |-a027| ~ | 37500%
3930 3055 1845 3433 3144
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
259(M) | -3656 | -3159 | -5816 |-5350 |-1349 |-5421 |-4248 |-822|-4928 | 948 | | ~ |-4838 |-4039|-4539| ~ |-3558| _ |-3044| | 37600%
4920 | 5248 4860 1557 3030
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249




315/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| 701 |-1378| - |
260(R) | -1614 | -1949 | 2260 |-1663| -886 [-2765|-1089 | ~ [-1089| 360 |  |2239|-2814|-1215| 2408 | _ |-1535| | 1995 |1548| 37700%
1596 1133 1789 1468
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
261(Y) | -1548 | -2073 | 568 | -500 |-2846 |-2207 | 1172 | | 441 |-2041|  [1645|-2446| -659 |-1264| ~ [-1509| ~ |-2924|3695| 37800%
2086 2110 1389 2582
-~ |49 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
262(S) | 279 | -1844 | -3877 |-4131|-4448| 136 |-3634|  |-a132|-4511| | ~ |-2003 |-3648|-3936 [3391|-1692| ~ |-ae61| ~ | 37900%
4260 3561 2782 3009 4566
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
263() | 279 | -1844 | -3877 |-4131|-4448| 136 [-3634| ~ |-a132[-4511| ~ |  |-2003 |-3648 |-3036 |3391|-1602| ~ |-4661| _ | 38000%
4260 3561 | 2782 3009 4566
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
264(S) | -2212 | -2711 | -4019 |-4348|-4697 [-2809 | ~ | ~ |-as27|-s5102| | ~ |-3638|-4203 |-4355|3681|-2664| ~ |-4616| | 38100%
470454988 4364 3492 3902 4605
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
265(N) | -2725 | -4778 | 2906 | 990 |-4896 |-2486|-1922| ~ [-2320|-4718| = |3035|-3069 |-1612|-3311|  |[-2821| ~ |-a919| _ | 38200%
4885 4140 2334 4325 3794
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | *
Posigao em
c D E|lFla|H |1 | k|Le|m|N|P]lal|lRrR]|s]|T|Vv]|@w]|Y
alinhamento
266(T) | -2061 | -3396 | -596 | 903 |-4071|-2367|-1713|  |-1685|-3850 | ~ |2125|-2850 |-1369 |-2277| ~ |3157| ~ |-a0s5| ~ | 38300%
3874 3103 1897 3351 3271
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- - | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
267(A) | 3410 | -2035 | -3979 |-4200|-4573 | 659 |-3798| ~ |-a332|-4660| _ | ~ |-3080|-3858|-a009| ~ [-1908| = |-ae97| ~ | 38400%
4400 3754| 2978 1690 3194 4687
- | -149 | 00 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * |
268(E) | -2118 | -3486 | -1036 | 2964 |-3035 |-2588 |-1284| = | 1878 |-3417| ~ | * |-2827|1323|-773 | ~ |-2032| = |-3a55| " | 38500%
3596 2636 1209 1923 3199 2917
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
269(Y) |-4524 | -3618 | -5100 |-5310| 1910 |-4972|-1209| ~ | 634 [-2051| ~ | ~ |-4847|-3741|-a209| = |-4391| | 2997 |4211| 38600%
3522 2965 3649 4199 3637
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- | <155 | -8139 | -3345 | -894 |-1115| -701 |-1378| * | *
270(G) | -4176 | -3995 | -4855 |-5222|-5686 | 3828 |-4823 | ~ [-5533|-6087| _ |  |-ae06|-5312|-5178| | | " |.a7s4| | ss700%
6386 5741/ 4896 4461456105613 5635
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *




316/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
271(D) | -2710 | -4705 | 3025 | 1828 |-4880| 1758 |-1932| ~ [-2320|-4703| ~ | ~ |-3073|-1621|-3207| ~ |[-2809| ~ |-a804| _ | 38800%
4863 4115 1084 2330 4301 3793
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
272(YV) | -2497 | 2175 | -4651 |-4317| 2447 | ~ |-2215| 255 |-3766 | 892 [1558|  |-38s6 |-3100|-3468| ~ [-2410| ~ |-1615|3508| 38900%
40476 3537 3181 1282
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
273(v) | -1425 | 1250 | -3480 |-2894 |-1283|-3035|-1955| 691 [-2570| -1 [-420| ~ |-3060| 942 [-2514| | 1701 |2578|-1907| ~ | s9000%
2568 2129 1553
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| 701 |-1378| * | =
274(T) | 516 | -1643 | -1918 |-1401|-2170 |-2112|-1387| _ |-123a|-2016| | ~ |-2421|-1129| 887 [1341| 2345 | 822 |-2454| = | 39100%
1759 1265 1422 2006
- | 149 | 00 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| 701 [-1378| * | *
275(G) | 677 | -2128 | -3838 |-4171|-4647| 3536 |-3816| _ [-4340|-4749| ~ | ~ |-3149|-3871|-a137| _ |[-2005| = |-a725| _ | 39200%
4506 3857| 3009 1784 3207 4735
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
276(P) | -092 | -2210 | 343 | -359 |-2447 |-1960 | -675 21'43 533 |-2204 13'51 651 | 2813 | -260 | -802 | 465 | -939 |-873 |-2467 |1093| 39300%
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
277(R) | -1214 | -2548 | -1007 | 1072 | 175 |-2145| -716 | | 848 |-2528| | -795 |-2228| -273 | 2862 | 417 |-1133| ~ |-2671| ~ | 30400%
2587 1653 2191 2084
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
Posicao em
c D E|lFla|H |1 | k|L|m|N|P]lalRrR]|s]|T|Vv]|]w]|Y
alinhamento
278(V) | 289 | -20358 | -5133 |-4789 |-2692 |-4777 |-4630 |2142|-2689 |-1561| |  |-4e49|-a585|-a784| ~ |-2487 |3125|-4202| | 39500%
1443|4511 4102 3717
-~ |49 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
279() | -2265 | -1919 | -4828 |-4452 |-2473 |-4254 |-3954 |3155|-a265 |-1516 | | ~ |-a279 |-a082 |-4274 | 226 | -2088 |2182|-3688| ~ | 39600%
1326/ 4066 3250
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
280(D) | 1731 | -3162 | 2320 | -550 |-3318|-2239 |-1273| _ |-11a5|-3214| = |20905|-2573| -899 |-1742|  [1851| ~ |-33e6|1327| 39700%
3221 2403 1561 2804
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
281(E) | 1097 | -2699 | 1227 | 2368 |-2004 |-2011| -796 | _ | 381 [-2704| | -640|-2190| -358 | -002 | ~ [-1162| ~ |-2885|1152| 39800%
2753 1808 1065 2310
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -




317/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
282(E) | 166 | -2372 | 859 | 1835 |-2692|-1861|1182 | | 490 |-2388| | 590 | 478 | 1356 | -620 | 116 | -837 |  |-2555| | 39900%
2444 1462 1994 1871
- 49 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- 8 | -8139 | -ot81 | -894 |-1115| -701 |-1878| * | *
283(T) | 228 | -1688 | -3655 |-3444|-3179 |-2145|-2891| ~ |-3215(-3076| | ~ |-2821|-2016|-3214 |2251| 2366 |1397|-3549 | | 40000%
2611 2328 | 2557 3270
- 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -o181 | -894 |-1115[ 701 |-1878| * | *
284(K) | -2001 | -3623 | -3848 |-2331|-4472|-3512|-1356 | | 2042 |-3413|1860| ~ |-3430| -937 | 2705 | _ |-2650|  |-3267| = | 40100%
3769 2188 2874 3556 3189
- 1149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- 8 | -8139 | -ot81 | -894 |-1115| -701 |-1878| * | *
285(E) | 443 | 2370 | 732 | 1690 |-2691|-1863| -526 | | 1659 [-2085| | -498|-1960 | 1120 | 437 |106 | -836 |  |-2552| ~ | 40200%
2442 1460 1992 1869
- 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- -8 | -8139 | -ot81 | -894 |-1115| -701 |-18378| * | *
286(A) | 1871 | -2286 | -843 | 814 |-2570|-1928 | -578 | 269 | 1096 |-2279 | ~ | -586 |-2019 | -136 | 1056 | 62 | -881 |  |-2488| | 40300%
1391 1889 1849
- 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -294 |-249
- -8 | -8139 | -o181 | -894 |-1115| -701 |-18378| * | *
287(M) | -3656 | -3159 | -5816 |-5350 |-1349 |-5421 |-4248 |-822|-4928 | 948 |4920| ~ |[-4838 |-4039 |-4539| ~ |-3558| _ [-3044| | 40400%
5048 4860 1557 3030
- 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- -8 | -8139 | -ot81 | -894 |-1115| -701 |-1378| * | *
288(K) |-1646 | -2891 | -1591 | 287 |-3346| -526 | -912 |  |2831 [-2832| | ° |-2554|-a72 | 1762 |  _|-1524| = |-2885|1245| 40500%
2971 1997| 1146 1527 2597
- 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -294 |-249
- -8 | -8139 | -o181 | -894 |-1115| -701 |-1378| * | *
289(E) | 172 | -2394 | 367 | 2205 |-2713| -487 | -545 | | -134 |-2400|  [1305|-1975| 663 | 831 |-795| 72 | ~ |-2577| ~ | 40600%
2465 1485 2015 1891
- 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- 8 | -8139 | -o181 | -894 |-1115| 701 |-1878| * | *
Posigao em
c D E|F|la|H |1 |k ]| L|M[N]|]P|a|R]|s]|T|v]|w]Y
alinhamento
200(C) | 1574 | 3024 | 5695 |-4122|-2155 |-3932|-3330 [1746|-3870 |-1406 | | ~ |-3957|-3613| | ~ |-2046 |2342|-3118| _ | 40700%
1109 3691 380583144 2720
- 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| -701 |-1878| * | *
201(L) | -187 | -2175 | -4307 |-3889 | -898 |-3779 |-2344 |-944 |-3485 | 2855 |-476 |  |-3782|-3025|-3208| ~ |-2345| ~ |-1846 [1565| 40800%
3390 2972 1269
- 1149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- 8 | -8139 | -ot81 | -894 |-1115[ -701 |-1878| * | =
202(K) | 862 | -2347 | 143 | 1211 |-2665|-1855| 873 | | 1692 |-2362 | 917 | -492 |-1949 | &/89 | -603 |-763| 783 | ~ |-2582| ~ | 40900%
2414 1968 1851
- 149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- 8 | -8139 | -o181 | -894 |-1115[ 701 |-1878| * | *
293(D) |-214s| -3878 | 2790 |1765|-4119|-2356|-1511| - |-1467|-3852| - | 24 |-2782|-1139|2142| - |-21ea| - |-4oz4| - | 41000% |




318/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
3962 3075 1879 3473 3155
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -o181 | -804 [-1115] -701 |-1378| - | -
204(1) | -2630 | -2131 | -5302 |-4991 [-2737 |-5092 |-5106 [3464|-4941|-1495| ~ | ~ |.4862|-4869 |-5086 | _ |-2627 |2071|-4467| | 41100%
1447 4789 4473 3968
- | -149| 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | -
205(Q) | 346 | -3134 | -1818 |-1401|-3862|-2760|-1314|  [1320 [-3271| ~ | * |-2036|3817 | -a30 | ~ [-2031| = |-3278| | 41200%
3433 2513|1545 2018 3060 2908
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | -
206(S) |-1354 | -2895 | 1712 | 354 |-3192|-2068| -914 | | -621 [-2003| _ |1817|-2288 | 724 |-1177[1978| 96 | ~ |-3076| ~ | 41300%
2967 2012 2508 2340
- | -149| 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369 | -204 |-249
. 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
207(G) | -4435 | -4203 | 5002 |-5462|-5803 | 3834 |-5028 |  [-5765|-6297| |  |-a804 |-5546|-5385| ~ [-4815| ~ |-a204| | 41400%
6627 5970 5141 4727 5862 5849
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 8 | -8139 | -o181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | -
208(E) | -437 | -2374 | -769 | 2013 |-2697 |-1895| -552 | | 623 |-2389 | _ |-536|-1991| -97 | 777 | 820 [ 1488 | ~ |-2559| ~ | 41500%
2438 1472 1999 1890
- | -149| 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
209(F) |-4347 | -3577 | -4619 | -543 | 3858 |-4820|-1320|  |-ae09|-2000| | " |-a750|-3628|-a209| ~ [-4237| = | -601 |2917| 41600%
3438 2894/ 3532 4078 3546
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 [-1378| - | -
300(A) | 2827 | -1603 | -4068 |-3628 |-2047 |-3165 |-2823 [1205|-3349|-1486| | ~ |-3432|-3073|-3208| | 197 [1100|-2812| = | 41700%
1089) 3103 2387 2447
- | -149| 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 304 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
301(K) |-2364 | -3363 | -2464 | 163 |-4038 |-3041|-1188| ~ |2928 [-3234| | " |-3047| -758 | 2488 |-458|-2152| ~ |-3159| | 41800%
3501 2487|1693 3194 2895
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 [-1378| - | -
Posigao em
c D el Fla|nHn |1 | k]| L]|Mm[N]P|la|lrR|[s|T|Vv]|]w]Y
alinhamento
302(M) | -893 | -2361 | 740 | 1780 |-2680| -557 | 524 | | 930 |-2376|1895| -498 |-1958 | -66 | 722 | 775 | -833 | _ [-2545| | 41900%
2429 1982 1864
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -o181 | -804 [-1115] -701 |-1378| - | -
303(W) | 2965 | -2553 | -4795 |-4482 | 3045 |-4315[-1779| ~ |-4093| o2 |-087| ~ |-4170|-3330|-3743| _ |-2878|664 | 4754 | -84 | 42000%
1426 3564 3475
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| * | *
304(1) |-2621 | -2136 | -5246 |-4859 |-2364 |-4987 |-4577 [3052|-4747 | -250 |1043| ~ |-4713|-4488|-a769| ~ |-2507 |2384|-3034| ~ | 42100%
4641 4301 3596




319/323

Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- | -149 | -s00 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 394| 45 | % |359 17 |-369|-294 |-249
. 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
305(L) | 684 | -1319 | -1741 | 761 |-1375|-2223 |-1037 |-927 |-1042 | 1693 | -533 12'87 2325 | -915 |-1349| 767 | -152 | 84 |-1756 13'29 42200%
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -o181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
306(E) | 364 | -4165 | 621 |3314 |-4393 |-2308|-1686|  |-1836|-4169 | | 728 |-2893 |-1330|-2626 | ~ |[-2402| = |-a362| = | 42300%
4282 3446 2045 3767 3401
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
307(N) | 039 | o79 | -1235 | -681 |-1738 | 1352 | 935 13'57 -549 |-1572|-816 | 2186 | -2155 | -482 | 165 10'22 -880 | 30 [-1990 |1446| 42400%
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | -
308(Q) | 667 | 2303 | -773 | 511 | -272 | 316 | -544 | [1211 |-2405| ~ | 584 |-1989 | 2135 | 1528 |-812| -868 |  |-2566| | 42500%
2465 1484 2019 1895
- | -149| 500 | 233 | 43 |-381 | 3099 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 304 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
309(A) | 2050 | -1857 | -1081 | -526 |-2013 |-2012| 188 | | -85 [-1213| | 486 |-2103 |-3476 | 1657 |-953| 306 |-261|-2169| ~ | 42600%
1645 1011 1624
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -o181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | -
310(G) | -1848 | -2469 | -2089 |-2202| 1262 | 2944 |-2358| ~ |-2004 |-3628 | | 234 |-3167 |-2550 |-3185|  [-2162| ~ |-2814| | 42700%
3563 3017 1986 3009 1874
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
. 5 | -8139 | -0181 | -804 [-1115| -701 |-1378| - | *
311(Y) | 475 | 1019 | 1606 |-1042| 225 |-2192| -935 |-946 | -891 |-1226 [1222| 357 |-2267 | 1002 | 1577 11'72 -888 [-800 [-1730 |2246| 42800%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -0181 | -804 [-1115] -701 [-1378| - | -
312(P) | -87 | -2372 | -1362 | 756 |-3738|-2205|-2007| ~ |-1924|-3575| ~ | _ |s3598 |-1697|-2362| ~ | 286 | ~ |-3832| | 42000%
3445 2761|1555 1566 2803 3277
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- |-2336| -8139 | -325 | -894 [-1115| -701 [-1378] * | *
313(K) | -804 | -1483 | -564 | 230 |-1920 |-1335| -101 | _ |2889 [-1630| | -349|-1569 | 232 | 698 |-786| -750 |  |-1637| | 43000%
1605 1021 1358 1317
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 38 | -5840 | -6882 | -804 |-1115|-3098| <179 | * | *
Posigao em
c D el fFla|nH 1| k]| L]|m|[N]P|la|RrR|[s|T|Vv]|]w]|yY
alinhamento
314(E) | 766 | -1695 | 521 | 2831 [-2050|-1020| -203 | | -118 |-1919| | 69 |-1a41| -a | -507 |-653| 814 | ~ |-1988| ~ | 43100%
1804 1331 1512 1505
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
. 38 | -5840 | -6882 | -804 [-1115| -109 |-3775| * | -
315(T) | -042 | -2382 | -739 | 1086 |-2714| 151 | 581 | | -171 |-2415| | 414 |-2004 | -128 | 839 [1365| 1730 |  |-2502| | 43200%
2459 1499 2017 1915
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 304 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
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Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| 701 |-137s| - |
316(M) | -2196 | -1920 | -4499 |-3891 | 1726 |-3822 |-2504 | 645 | -3523 | 1973 |3030 34'42 -3673 | -2938 | -3257 29'44 2114 | 326 |-2014 |1662| 43300%
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
317(H) | 883 | 2314 | 747 | 517 |-2618|-1863| 1714 |-647 | 1272 |-2322 14'08 1011| 472 | -69 | 433 |-772 1411 |-299 | -2507 18'36 43400%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
318(A) | 2474 | -2307 | -816 | -367 |-2797| 273 | -722 | | 555 |-2507| _ | 592 |-2110| 837 | -805 |-138|-1008| ~ |-2699| ~ | 43500%
2529 1610 2092 2039
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
319(M) | -154 | -986 | -2485 | -337 | 1024 | -375 |-1232 | 325 | -444 | 867 |1235 17'52 2474 [ -1419 | 1020 14'55 670 |-411| 831 |535 | 43600%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
320(R) | -1311 | -2432 | -1349 | -724 |-2724|-2272| -799 | ~ | 613 | -644 [1079| 976 | 597 | -a82 | 2008 | ~ [-1219| ~ |-2579| " | 43700%
2361 1246 2044 2061
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
321(R) | 897 | -2364 | -833 | 905 |-2678 [-1930| -568 | | 1293 |-2366 [1485| -575 [-2020 | -117 | 2045 | 95 | -893 | ~ |-2543| ~ | 43800%
2405 1984 1892
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
322(N) | 505 | -2300 | -750 | 523 |-2598| 121 | -525 |-504| 485 | 95 | ~ [1720|-1957| 348 | 224 |551 | -821 | ~ |-2497| ~ | 43000%
1395 1910 1828
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
323(E) | 444 | -2266 | -766 | 1488 |-2551|-1871 -533 22'76 889 |-2266 |1474| 1478 |-1963 | 682 | -629 |-781| 12 |-279|-2472 | 476 | 44000%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378| = | *
324(N) | 1511 | 1770 | -728 | -204 |-2244 |-1781| -426 | 282 | 601 |-2121| ~ |1769 |-1827| 1398 | 447 |-7a8| 766 | _ |-1779| ~ | 4at00%
1133 1713 1595
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
325(N) | 1053 | -3109 | 1756 | 1735 |-3404 [-2143|-1074| | -846 |-3124|  |2158 |-2417| -657 |-1430| ~ | 197 | ~ |-3303| = | 44200%
3191 2054 1361 2727 2540
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
Posigao em
c D E|lFla|H |1 | k]|Lv|m|N|P|lal|lRrR]|s|T |V @w]|Y]|
alinhamento
326(H) | -2064 | -3071 | -1245 |-1267|-3262|-2570 | 4711 |  |-1060|-3528| |  |-2961| 1288 |-1287| 670 |-2133| ~ |-3310| | 44300%
3611 2812 1479 3161 2601
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |s59 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
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Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
327(Q) | 891 | -2204 | 332 | 948 |-2585| -739 | -587 | | -131|-138 | | -518| 1404 | 2021 | -634 |-785| 619 |-561|-2495| ~ | a4400%
2316 1391 1830
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
328() |-1632 | -1661 | -2846 | -86 [-1626|-2983 |-1663 |3240|-1327 | -191 |-722| = |-3016|-1615| 822 | ~ |-1556|-560|-2157| | 44500%
2160 2097 1805
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
329(E) | -2734 | -3605 | -1382 | 3593 |-3624 |-2086 |-2317 |  _[-2175|-3167 [1983| ~ |-3440|-2054 |-2556| ~ |-2820| = |[-3020| | 44600%
3317 1898 2649 3234 3370
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- |-2336| -8139 | -325 | -804 |-1115| -701 |-1378| * | *
330(W) | 1530 | 1265 | -2088 |-1964 | 479 |-1810| -483 | ~ |-1470| -968 |-802| ~ |-2104 |-1454|-1405| = |-1583| ~ |5462 | 838 | 44700%
1181 1648 1757 1218
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 38 | 5840 | -6882 | -894 |-1115| -109 |-3775| * | *
331(K) | 8 | -2067 | -905 | 437 |-2275|-1941| -611 |-307| 2031 |-2031 11'89 -636 | -2030 | 1425 | -709 |-864 | -350 |1337-2323 17'22 44800%
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * |
332(V) |-2445 | -2012 | -5067 |-4708 |-2628 |-4682 |-4459 |1586|-45680 [-1533 | |  |-4575|-4456|-a653| ~ |1117 |3227|-a085| | 44900%
1402| 4414 3990 3597
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
333(G) | -4435 | -4203 | 5092 |-5462|-5893 | 3834 |-5028 | ~ |-5765|-6207| | | -a80 |-5546|-5385| _ |-4815|  |-a924| ~ | 4s000%
6627 5970| 5141 4727 5862 5849
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | 8139 | -9181 | -804 [-1115| -701 |-1378] * | *
334(E) | 1477 | 2744 | 762 | 2410 |-3114|-2113| -884 | | -445 [-2492| | 619 |-2207 | -a51 | 1346 | ~ [-1280| ~ |-2952| = | 45100%
2850 1912 1191 2412 2088
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
335(K) | -1204 | 2643 | 366 | 1309 |-2098|-2086| -724 | _ |2626 |-2637| | -718|-2200| 1198 | 862 | _ |-1133| ~ |-2770| | 4s200%
2722 1741 1073 2287 2133
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
336(L) |-3571| -3023 | -5954 |-5375 |-1321 |-5646 |-4390 |-632 |-5138 | 2962 |1671|  |-4852 |-4044|-a689| ~ |-3436|742 |-3082| | 45300%
5358 4963 3239
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
337(R) | -4845 | -4446 | -5107 |-a682|-5507 |-a412|-3791|  |-2780|-5502| ~ |  |-a754|-3672| 4219 |-989|-4832| = |-as38| | 45400%
5946 5118 4521 5644 4993
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 [-1378| * | =
Posigao em
c D E|lFla|H |1 | k|Le|im|N|Pr]lalRrR]|s|T|Vv]|@w]|Y
alinhamento
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Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
338(L) | 943 | -2422 | 1002 | 1200 |-2741| 377 | 572 | | 982 |-2439| | -522|-1998 | -117 | -681 |1129| 534 | ~ |-2600 | | 45500%
2493 1517 2044 1921
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 |-1115| 701 |-1378| * | *
339(M) | -3391 | -2886 | -5774 |-5202 |-1338 |-5407 |-4210 | -576 | -4943 | 1721 |a369| ~ |-4742|-3963|-a548| ~ |-3273|771 |-3038| | 45600%
5109 4689 3137
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -894 [-1115| 701 |-1378| * | -
340(M) | -1812 | -1601 | -3997 |-3375| 696 |-3401 |-2222 |-516|-2983 | 441 |4360| ~ [-3334 |-2559| 641 | _ |-1740| 404 |-1934| | 45700%
2991 2503 1661
449 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- 8 | -8139 | -9181 | -804 |-1115| -701 |-1378] * | *
341(P) | 102 | 1789 | 1729 |-1313| 428 |-2112|-1410| ~ |-1236|-2235| _ | ~ |3205 | 695 |-1607|703 |-1207|  |-2613| ~ | 4s800%
2021 1470| 1394 1700 2121
- | -149 | 00 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- | -259 | -8139 | -2637 | -894 [-1115| 701 [-1378] * | *
342(W) | -3486 | -3022 | -4312 [-4121| 1891 [-4228|-1173| | 310 |-2389| | |-4206|-2071|-3005| ~ |-3396|  |5e644 | 611 | 45900%
2749 2250 3147 3484 2818
-~ | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [350 | 117 |-369| -204 |-249
- | -239 | 7889 | -2749 | -894 |-1115|-1500| 583 | * | *
343() |-2220 | 1737 | -4860 |-4531|-2271|-4617 |-4497 |3348|-4448 |-1059 | ~ | ~ |-4407 |-4340|-a550|  |[-2216|2150|-3915| = | 46000%
1008 4311 3974 3445
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- | 114 | 7e60 | -3820 | -894 [-1115|-1149| 865 | * | *
344() | 1699 | 2218 | 532 | -33 |-2555| -553 | -413 | [1212 [-2260| | 582 |-1822| 37 |-536 |9e6 | 724 | _ |-2439| _ | 4s100%
2304 1348 1859 1755
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- 0 | 7753 | -8795 | -804 |-1115| -807 |-1111| * | *
345(A) | 1523 | 2088 | -769 | -231 |-2383|1040 | 522 | | 928 |-2120| | -517 |-1922| 1335 | 611 | 251 | -768 |-123|-2361| | 46200%
2084 1245 1732
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- -9 | -7949 | -8991 | -894 |-1115|-1432| 668 | * | *
346(N) | -1650 | -3264 | 1760 | -348 |-3555| 23 |-1131| | 324 |-3285| = |2847|1624 | -733 |-1607| ~ |-1e45| ~ |-3466| | 46300%
3362 2448 1438 2887 2662
- | -1a9 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -a66 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 [359 | 117 |-369| -204 |-249
- | 193 | 7842 | -3049 | -894 [-1115|-1432| 668 | * | *
347(K) | 150 | -2932 | -2433 |-1483|-3710|-2747| -907 |  |3369 [-2897| _ | ~ |-2774| -ass | 1175 | ~ |-1888| ~ |-2822| ~ | 46400%
3141 2178 1487 1994 2848 2610
- | 149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- A1 | -7e60 | -8702 | -804 |-1115|-1824| 479 | * |
348(L) | -740 | -922 | -1768 | 154 | -921 |-2070 | -829 |1384| 247 | 1472 |-100 12'02 2134 | -805 | 485 10'85 677 | 471 |-1340 | -944| 46500%
- | 49| 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
- A1 | 7660 | -8702 | -804 |-1115| -943 |-1059| * | *
349(v) | 138 | -1046 | -3186 |-2509 |-1089 |-2803 |-1711| 589 | 645 | 945 |-236|  |-2830|-2012|-2236| ~ [-1154|2537|-1701| ~ | 46600%
2305 1892 1344
- | -149 | 500 | 233 | 43 |-381| 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 | 45 | 96 |359 | 117 |-369| -204 |-249
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Titulagédo de
Variante SEQIDNO: Passagem Horas isobutanol,
mM
- -9 | -7842 | -8885 | -894 |-1115| -380 |-2109 | * * |
Posigao em
C D E F G H I K L M N P Q R S T Vv w Y !
alinhamento
350(D) | -2086 | -3722 2888 | 1158 [-4001 | 1601 [-1510 § -1573 | -3773 § -904 |-2733 | -1154 | -2294 ) -2125| 575 |-3993 i 46700%
3811 3018 1833 3117
- -149 -500 233 43 -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 | 359 | 117 [-369| -294 [-249
- -8 -8046 | -9088 | -894 |-1115| -701 |-1378| * *
351(K) | -78- 2308 398 -137 [-2626 | -483 | 542 i 2441 |-2323 ) -447 | 531 720 | -562 |-724| 290 ) -2493 } 46800%
2374 1400 1929 1812
- -149 -500 233 43 -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 | 359 | 117 [-369| -294 [-249
- -8 -8046 | -9088 | -894 |-1115]| -701 |-1378| * *
352(D) | 898 -1911 1604 | -335 [-2089 [-1892 | -573 17-48 489 | -144 (811 | -609 | 347 | -182 | -708 | 541 | -74 |-281|-2188 16-05 46900%
- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 (359 | 117 [-369( -294 |-249
- -10 -7745 -8787 | -894 (-1115( -701 (-1378 | * *
353(K) | -1676 | -2544 -1956 |[-1135|-2823 | -2531 | -800 ) 2955 |-2426 ) ) -2548 | -407 | 1469 ) -1517 | -119|-2497 (1619 47000%
2469 1683 [ 1240 1628
- -149 -500 233 43 | -381 | 399 | 106 |-626| 210 | -466 |-720| 275 | 394 45 96 (359 | 117 [-369( -294 |-249
- -11 -7649 -8691 -894 (-1115( -701 (-1378 | * *
354(N) | -1074 | -1925 -1092 |[-1190 (-3523 [-1781 [-1760 ! -1701 | -3432 j 3429 | 1327 |-1460 | -2119 |1182|-1362 ) -3601 ! 47100%
3345 2589 2558 3046
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REIVINDICACOES

1. CELULA HOSPEDEIRA RECOMBINANTE, caracterizada por

compreender uma via projetada de producdo de isobutanol e pelo menos um
dentre:

i) um polipeptideo heter6logo com atividade de cetol-acido
redutoisomerase (KARI) selecionado a partir do grupo que consiste em:

1. um polipeptideo que tem pelo menos cerca de 90% de
identidade com uma enzima KARI derivada de Bifidobacterium angulatum,
Bifidobacterium dentium, Zymomonas mobilis, Clostridium beijerinckii ou
Anaerostipes caccae ou um fragmento ativo do mesmo;

2. um polipeptideo que tem pelo menos cerca de 90% de
identidade ou pelo menos cerca de 95% de identidade com a SEQ ID NO: 27,
29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63 ou 65; ou

i) um polinucleotideo heterélogo que codifica o polipeptideo
heterdlogo com atividade de KARI de i).

2. CELULA, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo polipeptideo heterdlogo com atividade de KARI ter pelo menos cerca de
90% ou pelo menos cerca de 95% de identidade com a SEQ ID NO: 27, 29,
141, 143, 275 ou 277.

3. CELULA, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 2,
caracterizada pelo polipeptideo heterblogo com atividade de KARI
compreender substituicdes nos aminoacidos que correspondem a S56 e S58
da SEQ ID NO: 27; ou

pelo polipeptideo heterdlogo com atividade de KARI compreender
substituicdes nos aminoacidos que correspondem a S56 e S58 da SEQ ID NO:
27 e uma substituicdo de um ou mais dos aminoacidos que correspondem a
186, N87, T131 ou T191 da SEQ ID NO: 27; ou

pelo polipeptideo heterdlogo com atividade de KARI compreender
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uma substituicdo de aminoacido em uma ou mais das posi¢des que
correspondem aos aminoacidos A41, S56, S58, 187, T131, T191, R227 ou
Q246 da SEQ ID NO: 27.

4, CELULA, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 3,
caracterizada por ter uma produtividade de isobutanol eficaz de pelo menos
cerca de 3, pelo menos cerca de 4 ou pelo menos cerca de 5 gramas por
grama de células apés cerca de 48 horas, em que pelo menos as ultimas cerca
de 24 das 48 horas estdo sob condigdes anaerdbias.

5. CELULA, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 4,
caracterizada pelo polipeptideo heterélogo com atividade de KARI ter um Ky
para NADH menor que cerca de 350, menor que cerca de 100, menor que
cerca de 50 ou menor que cerca de 10 uM em pH 6,8.

6. CELULA, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 5,
caracterizada por ser uma célula hospedeira de levedura selecionada a partir
de Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Hansenula, Candida,
Kluyveromyces, Yarrowia, Issatchenkia ou Pichia, preferencialmente
Saccharomyces cerevisiae.

7. CELULA, de acordo com uma das reivindicagcdes 1 a 6,
caracterizada pela via projetada de producdo de isobutanol compreender as
seguintes conversdes de substrato em produto:

a) piruvato em acetolactato

b) acetolactato em 2,3-diidroxiisovalerato

c) 2,3-diidroxiisovalerato em 2-cetoisovalerato

d) 2-cetoisovalerato em isobutiraldeido; e

e) isobutiraldeido em isobutanol;

em que cada uma das conversfes de substrato em produto é
catalisada por uma enzima que € expressa de modo recombinante pela célula

hospedeira.
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8. CELULA, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizada
por todas as conversbes de substrato em produto serem catalisadas por
enzimas heterdlogas a célula hospedeira; ou

por pelo menos um polinucleotideo heterélogo que codifica pelo
menos uma das enzimas heterdlogas a célula hospedeira estar integrado de
modo cromossémico na célula hospedeira; ou

pelas conversdes de substrato em produto serem catalisadas por
enzimas substancialmente localizadas no citosol; ou

pela conversdo de substrato em produto de isobutiraldeido em
isobutanol ser catalisada por uma enzima &lcool desidrogenase que utiliza
NADH como um cofator.

9. CELULA, de acordo com uma das reivindicagdes 1 a 8,
caracterizada por compreender ainda capacidade reduzida, interrompida ou
eliminada de converter acetolactato em 2,3-diidroxi-2-metilbutirato; ou

por ter expressao ou atividade de piruvato descarboxilase reduzida,
interrompida ou eliminada, preferencialmente atividade de PDC1, PDC5 ou PDC6
reduzida, interrompida ou eliminada ou uma combinagé&o das mesmas; ou

por ter expressao ou atividade de glicerol-3-fosfato desidrogenase
dependente de NAD reduzida ou eliminada; ou

por ter expressao ou atividade de FRA2 reduzida ou eliminada; ou

combinagdes das mesmas.

10. CELULA, de acordo com uma das reivindicacdes 1 a 9,
caracterizada por produzir isobutanol sob condicées anaerdbicas e em que a
razdo molar de isobutanol para glicerol é maior que 1.

11.  METODO PARA PRODUZIR ISOBUTANOL, caracterizado
por compreender:

a) fornecer uma célula hospedeira recombinante, conforme

definida em uma das reivindicacbes 1 a 10; e
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b) contatar a célula hospedeira de a) com um substrato de
carbono sob condi¢gbes nas quais o isobutanol é produzido.

12. METODO, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado
por pelo menos uma porgéo do contato ocorrer sob condi¢cdes anaerdbicas; ou

pelo contato ocorrer na presenga de um extratante; ou

pelo contato ocorrer na presenca de uma quantidade suficiente de
extratante organico para formar um sistema bifasico que compreende uma fase
aquosa e uma fase organica.

13.  METODO, de acordo com uma das reivindicagdes 11 a 12,
caracterizado por um ou mais dentre a taxa eficaz, titulagdo eficaz ou
rendimento eficaz de isobutanol estar aumentado em comparacao a uma célula
hospedeira recombinante que ndo compreende pelo menos um dentre um
polipeptideo heter6logo com atividade de KARI ou um polinucleotideo
heterélogo que codifica um polipeptideo com atividade de KARI.

14.  METODO, de acordo com uma das reivindicagdes 11 a 13,
caracterizado pela razdo molar de isobutanol para glicerol ser maior que 1.

15.  POLIPEPTIDEO, caracterizado por compreender pelo menos
cerca de 90% de identidade ou pelo menos cerca de 95% de identidade ou pelo
menos cerca de 99% de identidade com a SEQ ID NO: 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41,
43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 417, 419, 421, 423, 425, 427, 429, 431,
433, 434, 435, 436, 437, 438, 439, 440, 441, 442, 443, 444, 445 446, 447, 448, 449,
450, 451, 452, 453, 454, 455, 456, 457, 458, 459, 460, 461, 462, 463, 464, 465, 466,
467,468, 469, 470, 471,472,473, 474,475,476,477,478, 479, 480, 481, 482, 483,
484,485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498, 499, 500,
501, 502, 503, 504, 505, 506, 507, 508, 509, 510, 511, 512, 513, 514, 515, 516, 517,
518, 519, 520, 521, 522, 523, 524, 525, 526, 527, 528, 529, 530, 531, 532, 533, 534,
535, 536, 537, 624, 626, 628, 630, 632 ou um fragmento ativo das mesmas, em que

o dito polipeptideo tem atividade de cetol-acido redutoisomerase.



1/25

Fig. 1

NH; 2 NH;
NHs:

™ o ] H20
HQ 2e 2H 47 o ; NH;
h ) 2e 2 H
OH
o o o 5 o 2e. 21
a b c d i
g OH? . OH_> */ZeAZH T» OH—\V> L—»ﬁ\
0 on HO o e o e B OH
)%LKOH HS-CoA'Ye" 2H
f

2e.2H 4 t
HS-CoA

S-CoA

[¢]
/\/Ik i o
S-CoA




2/25

NIHAATANYI IMANWSY TOID I I HIDH VY NNTINY NS d A9 LY - -
—--NNITAGIISMSATSHIFIDANTVIHISY THHNYIIHADSIVAS

DISTAWAYAAOAO I TUNYWYOISIVNIAZADIAAZDATYNNS IS ANKN
WOATAQHYALDADIAS TIMIWYHNIAALI IMd2LI AaDATYINS IS AHNS

YIODHANTAAT T TINTOHIAYWAdYAOVIATIAIOTIATIALIDODTAYD
SA9S0AITAAITIWAH I DA AYNYAAAOVINTIEIDVOHTYIADDI TAYD

mwaDEMEMDxMHBmHH@Bmwwwbﬁuﬁiwmqm>zxdzwmm&udww4H4DmHw
mwhADBMHMFM@BBMQ>O4&4@@HAWH@%@A42DA<&@BA§QOM>@>AU&>@

UOVATASIALEDAVAAVINIAA TAVIdAADN AR VA9HSAY TLYONM INd
HDTIAISHALHDd DAY INIACAQNAJATIIDARINIAOHYANTNNOYITNA

dIINAATOS0AEAd I, TINATAVOVAVY CAD LA T OHY A VALY SOHHTO
mHozwaHmommazHdHEHHmmmx¢mmm49w>mmﬁomm¢mm3mxmomwaw

>B>Q>wmqu20¢04mwgmwwwH TVAMASOI ISTADAHAAAANN-—— - - -
ITANDOSENVNTIVHVHOOSO XD IAVI IMOATTISTNOAADA X THYWM DITW

(562}
(10€)}

(G%2)
(152}

{GoT)
(102)

(ST
(1ST)

(66)
(107T)

(Sp)
(15)

(1)

Z b1

S4dd
61

54d
ot

S4dd
64

CSdd
64

Sdd
63

SAd
6

07

01



3/25

9170 LA AGAALLATADVIVOO ITONY AT ITYAONYMDLYADHAY I TOdA9Y (G T)
94 TALALTINIL LN I ¥OVI TV IVIVAYILIAMYIOHAADHAYAAAIADT (9P T)
5ITALALIALIL LN I VORI TYOTVAVAY IO TdMIMOAdUDIAVAAAIADT (95 T)

OmAQHMBMEEMBqu>UmmmOOqumwmqmﬂmqmmwadmam>m>ﬂumb@M (05T}

L NG

IS RN
LY
ed B

o
]

OALALINIATHDAVIIVARIATATTIIANT ADAEINIDHYADTYSOVIINGY  (56) STI0=]
DHAAINIATEDADAdYONIATATYIANTALAH INADHVIDAYNDOVIINIY (56) 9¢A

OHSAIMIATHOADMAYATIATCATNAdIIAZIH INIDHYAVIVIDVYSINGY (Z6) gZA
OIALISIAIHOADMIVIKIACIMATITOAHINTOHVAYIVSDAIINGY (00T) ZS
SALALNANTEOAOMdVARAATALSAAAADDIH INIDHYAATYNDIAINAY (G6) Lo
ONYATTIATHDADMIVARAAIHAASANI ASAHINADHYAVIVYOANINIE (96) [
INIATIIATHO ADMIVARIAIHAISIMI ADAH INIDHVATIVYOIAINGT (96) ¥
DEHATSHAIHDADUAY INACACHAAAIDDAHINIDHVINTANDVIINGE (00T) 6
IAAHA ISODTACAVIARIAGTIVAY EOATII TADI BIVIAASH-OHIADT (9F) ST}0E]
IEYEATAOBI NIV IINIAGVIAIVIVALALQADA ANV AAASH-OIEADT (9F) EFA
TAVEATADODI AAd ¥ INAANVODAYESAd TALADANNYNAYSH-OVIIDI (€¥) CEH
TQEYA IYYOEEQA VI INTIJVMIYYIYNL TAMADVADVMASY SAdETIYI (Q9) A
IHAANA INYONACATTINI TAVYINYAVALVAD TOVYIVIYMSMSONATOA (5F) i
TANYMIITMOADCIYTINI IAVIYYY EZdASYATTODENVOIASASIdIIoA (9F) A
TASYAAVYDAIDAdTTINAAGYIYIVAYASOATTODIMVAAASISIALIOA (9F) 17
AN ANIVOMAAN T TIRT 1AV AV I AATID0IAVDIMSHSOTATOT  (06) 63
T ARE =SS T NOTEYESDS0 D IAY I DO Y SATAGU YA AL AYH-~—~ {T) STFOE]
T ATE-OL IO S EYHONSO LD TAY DDIOTTYAAMACEEASRDAYR -~~~ (T} AT
AANH-SLOE I NDYEYESGSO 30 T IV IAIAS T —RALASRA A AAN -~~~ ~ (T} gy
ATTASSTITNONEYRASDSD ST I¥ IS I IR TOVASOA L AR TEZA0 - (1) T8

AAZA-SS AR TN IYHYHODSS 20T ITAMN ST TNT O LN R A A A~ ——~ - {1} L
ANGA-OSINTIYEVHDNSS AD T TVAD I AS TAAIHEARIOTIN - - (1) [t
ANIA-SSTHINTYHTVEINED XS TATANIS BAAS TAVI Y HAM T LT -~~~ {7) %
TAND -2 STAYNTYHYHOOS O A8 LAY I SESETTSTROCATAZ THNRIDEER (7] £

w7

3

Ll

=y
-

<

B
—



4/25

-—-DAIMAYAQI9SOLIGWYOITEAVO INA I IINMYYRIAVI T -8 (G62) STI0EY 1
- —NAIMAYAQANOOAIIWIITAVOANA T TINVYATIAVITAJA—D¥EA (G62) SEH
||||||||||| AMIAIJWDTITESOANATIHNOND TODTIAAd A ——D¥ON (262) STH
TH-NEEMAATINS ¥ IMAWATI TIVOADI IRV VRITadD - N (00€)  ZS
|||||||| TAMYIOIMSHADYTAMDANA TAHAVANIIEYNASDdd - NION (562) L
I3 -LVHAYATaOoONNM S AN T HADAIE THYANOZTADTTHIAAY--0¥aD (F62) 2M
NASIVHAYAYAADNNMS INTITAIOAITTHIHSATAD ANV ~-O¥¥0 (Fo2) T
|||||| NNITYAEASMSATSIIAIOANTVIHASYTIMINTAAHAOSOVASH (008) 64

JAAIQOYANDSHIAVIATINNINATALI T9dDIAAIDAIVINS ISOIMAL (GPg) STIPeT 1
ONATANYINONOIAVIAIRNAMACTITIAIIDSAZADATVINS ISOIWAY (S72) 92M

QY TADMYALONDI O TANNRNYALOAIT TISOSAZADAGVINS TSIV (2F2) G2H
ATAIMSATIDSOIAATIVINYIMSTANI AMIDSATADATVINS ISAYNNY (052) ZS

FTIMNMYILOAOI L TAMHNAMMIAALI IO IDAAOATTLAS ISAMWNS (Sh2) LM
AAQIIFIVASOAD IO THACHDEIAANTAL- - NI AAOADYIASOSMEAWIN (9F2) ZH
QAHAEAYASOA0 T TOADWIMALEE I IAL——-SIAOOADVIAS ISMIWIN (972) 1TH
AATACMYALSUOIASTINMINGIALAALI INdOI T AAOAIVINS ISAIWDS (062) 64
JO9FAWTAAT TMWNAHTATIAYIIOVAOVALIIZIDYEATYITIOOITAYOH (S6T sTICERT "1
JOOH X ITAAT TMHEHTATI AT IAdYAOVHLTATADLHITY I IO TAYOY (SR 9Z3

IOVEEITAAT TYWNAHNO AL AVNE AV AOVA LTI HAOVI ITYIT9DXTIAYDYE (002 Zs
T990ATTAAT TINAHWIEI AYNIIVAOVIATITADTATITASADDDTAVOE (561 L
TOOFNWITATAATIEOAZIZY I AADADVALTATISNAATINADONTIANDH (961) 24
TOOANYTAATANTABIATI AYIAADAOVALTACIORADTHNISONTAQDE (96T) 14
JDSOAITAATI TAWEHI DE I XYNY IAAOVIATITIOVONTYIADDITAVOA (00Z) 6

)

)
JDOIXITAAT TMWIHOATIAVIAADZAOVANTIRIDIATHS LTDODTAVOT (Z6T) STH

)

)

DA TIAALAANALLAT IDATYOD I ONYMAWNY I TIVHOSYNOHSAITYdL9d (GF1) ST30®T 1
OATAAII AT ALLTTTOANTYDS IDNIMANYIOIYNDLVADIAYATIYAADT (SFT1)  SG¢M
9ATALIALAINALIATAIAIIVO IONVAS TYIHOYNDIVADAAVITYAAVI (ZPT1) G2
DATALHAATIALLIIADSHIDDTDSVAVIVIAHYNISYADAAVATIAADD (QGT) ZS

ge 'bi4



5/25

OADSIVIND
DADI¥Y NS

(LPE)
(6eg)
(T%E)
(ZFE)
(PFE)

sT30T T 0]
97

¢z

Zs

LY

45 S
™

63

o¢ 'bi4



6/25

Fig. 4 (pLH556)
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Fig. 6
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TCA.GACTCA
TCG.CAACAA
TCT.GATACT
AAG.AAGGAA
AAGGAAACAA
AAGGACAAAA
AAGGAAAARA
AAAGCCAAGG
ARAAGAACAAA
AAGAAGACCA
GCAAAGGAGT
AAGAAGAAGC
GCCAAGGAGA

301

CCAACTGGAT
CAAACTGGAC
CCAACTGGAT
GAAGTTGGAT
ACAATTGGAT
TCAACTAGAT
CARATTGGAT
TCGTCTTGAT
TTTTTTGGAT
TAAACTGGAT
AGAATTAGAT
TGTGCTTGAT
TCAATTGGAC
CCAGCTAGAT
TAAATTGGAC
CCAGCTGGAT
TAAATTGGAT
CAAGCTGGAC
CARGCTGGAC

351

TGCCARAGGA
TGCCAGAGGA
TGCCGGAGGC
TTCCTGAGGA
TACCTGAGGA
TACCGAAAGA
TACCCAAGGA
TGCCAAAGGA
TTCCTCATGA
TGCCAGAAGA
TACCTGAAGA
TACCAGAAGA
TGCCGGAAGA
TGCCCGAAGA
TACCAAAGGA
TGCCACAAGA
TGCCRAAAGGA
TGCCCAAGGA
TGCCCGAGGA

401

18/25

TTGACCAAGG
TTGAGCCTCA
TTAATTAAAC
TTGCTGGCTC
TTTGTAAAG.
TCACCAAGG.
TCAATGCTG.
TTTCTAAAG.
CTAC.AAAGA
TTGATCAAG.
TAGA.ATCGA
TGGAGACCG.
TCCGCCAAGA

ATCACTCAAG
ATCACACAGA
ATCACACAGG
GTGACAGAGC
GTGACCCAAC
GTATCTAAGC
GTGACCGAAC
GTCTCTGAGT
GTTACTATTA
GTTACAGACT
ATTTCTGATA
GTGACCGAAA
GTCACTGAMNM
GTGACTCAGA
GTCACTGCAA
ATCACTCAAG
GTTTCTGATT
GTGTCCAAGG
GTCAGCCAGC

GTTCAAAGAC
GTTCAAAGAC
ATTCAAGGAT
ATTTAAGGAT
GTTCCGAGAC
ATTCTCTGAC
TTTCGCCGAC
TTTTGCTAGC
ATTTG. .AAC
GTTCAAGGAC
ATTCAAAGAT
ATTTAAAGAT
ATTCAAGGAT
GTTCAAAGAC
ATTTCAAGAT
GTTCAAGGAT
ATTTGCTGAT
GTTTTCCGAG
GTGGAGGGAT

AATTTCCA. .
TTTACCCG. .
RATATCCT. .
AATATCCT..
AATATCCA. .
AGTATCCT. .
AATACCCA.
ACTTCCCT. .
GTTACCCA. .
AGTTTCCA. .

ACTACAAG. .
GGTTGGCGAG

CAGAAAAGAT
CAGAAAAGAT
CCGAGAAGAT
TTGAGACCAT
TGGACCAGAT
TCGAGACTAT
ATGATGGCAT
TTTCGTCACT
AAGATTCAAT
TTGAAAACGT
TTAATAGAAT
CGGAAAAAAT
CTGAGAAGAT
CGGACAAAAT
TTGACACCAT
CAG&AMARAAT
TGAAGTCTAT
TCGAGGAGAC
CGGAGGAGGT

ATTGACATTT
ATTGATATTC
ATTGACATCC
ATTGATATCT
ATTGATATTT
GTGGATGTAT
ATCGATGTGT
ATCGACGTTT
CT.GATGTAT
ATCGACATCC
ATTGATATAT
ATTGACATCT
ATCGATATTT
ATCGACATCC
ATCGATATTT
ATTGACATTC
ATCGATGTCT
GTGGACGTGC
ATCCATGTGC

ACTATCAAAA
CAAATTAAARA
AATATTAAAA
GATGCAAAGA
GAATCTAAGG
GAAGCCAAGG
CAAGCTAAAG
GAAGCACAGG
AGCGCTCAAG
AACGCAARAG
GAAGTATCGG
GGTATCCAGG
GGCGTGCAAG

CAAGCCCTTT
CAAGCCCTTT
CAAGCCCTTC
TCAACCATTC
CCGCCCATTT
CAAGCCATTT
CRAGCCTTTC
TAAGCCGTTC
TTCAAAATTC
CAAGCAGTTT
CCCAGAATTT
CAAACCATTC
TCAACCTTTC
CCAGCCTTTT
AARACCATTT
CAAGCCCTTC
TCCTGGGGTA
CGAGAACATT
CAGGGGGTTT

TGGTGAACAA
TGGTGAACAA
TGATAAACAA
TGATTAATAA
TAATTAACAA
TAGTCAACAA
TGATCAACAA
TGGTGAATAA
TAATTAATAA
TGATCAATAA
TGATTAACAA
TGATCAATAA
TGATTAACAA
TGATCAACAA
TGATCAACAA
TGGTGAACARA
TGATTAATAA
TTATCAACAA
TGGTCAATAA

TCCATTCTGC
TCCATTCTGC
TTCATCATGA
TTCATATAGG
TTCATGTTGA
TTTATATTGG
TATATATCGG
TGCATATCGG
TCCACATTGG
TTCATGTGGC
TTCTTCCTCT
TGCTGCCTTT
TGCTGCCTGT

350
ATTGAGAATT
ATTGAAAACT
ATTGRARACT
TTGGATAATC
TTGGAGGGAC
ATCAATGATT
ATTTCTGGTT
ATTACTGGGT
ATTGCTGGAA
TTGGCTGACT
ATTGCAAAAT
TTGGATGGTT
ATTGATAACT
GTCGACAATT
TTGGATAARAT
ATTGAAAACT
ATTGAGTCAT
GTGTCCAAGC
GTTGGGAACT

400
CGCTGGGAAG
CGCTGGTAAG
TGCCGGCARAA
TGCCGGGAAG
CGCAGGTAAG
TGCAGGCTTG
TGCTGGAAAA
TGCGGGGAAA
TAGTGGTAAA
CGCTGGTAARA
TGCAGGTAARA
TGCAGGCAAA
TGCCGGTAAA
CGCGGGCAAG
TGCCGGTAAG
TGCCGGAAAG
TGCTGGACTT
CGCCGGCATG
TGCTGGTCTC

450
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GCCCTTGGTA
GCTCTTGGTA
GCCCTGGGCT
GCATTAGGTT
GCCCTCGGCA
GCTTTGGGCC
GCTCTTGGAA
GCATTGGGAA
GCCTTGGGGA
GCGTTGGGGT
GCATTAGGAA
GCGTTAGGCT
GCTTTGGGAT
GCGCTCGGAT
GCATTAGGTA
GCTCTTGGCA
GCTCTAGGTA
GTCCACGGCA
GTAAAAGG. .

451

TGTGTTTGAC
CGTGTTCGAC
CGTGTTCGAC
AATGATGGAT
GGTTTTCAAC
GATGTTTCAA
CATGATGCAA
CATGTTCCAT
AATGTTTGAT
AATGGTTAAC
TATGTTTGAG
AATGATCAAC
TATGATAGAT
CATGATCCAG
TATGTTCGAC
CGTGTTTGAC
CATGATTACT
CATGTTCCAC
CATGTTTGCC

501

TGCCCATTTT
TGCCCATCTT
TGCCAATTTT
TGCACATTTT
TACCTATTAT
TGCCAATCAT
TTCCCATTTT
TACCCATCTT
TACCTTTACT
TGCCATTATT
TTCCAATATT
TGCCAATCTT
TGCCTATTTT
TGCCCATCTT
TACCTATCTT

19/25

CCGACCGTGT
CGGACCGTGT
CCGAACGTGT
CCGATCGTGT
CTGAGAGGGT
GTGATGAAGT
AAGCATCTGT
GAGCCAATGT
AAGAAGAAGT
CTGACAAAGT
GTGATACTAT
CTGATCCTGT
CTGATGTTGT
CCGACCCCGT
CTGATAAAGT
GTGACCGTGT
CCGATAARAGT
CCGAAAAGGT
« GC

ACCAACGTCA
ACCAACGTCT
ACCAACGTCA
ACCAATGTCT
ACTAATGTTA
ACTAATGTTT
ACGAATGTCT
ACCAATGTTC
ACTAATGTCA
ACCAACGTCC
ACTAACGTTT
ACCAATGTCT
ACTAACGTTG
ACTAACGTTA
ACCAATGTCT
ACCAACGTCA
ACCAATGTTC
ACAAACGTGC
ACCAACGTCA

TCAAGCCAAG
CCAAGCTAAG
CCARGCCAAG
CCARAAGAAG
GAAAGCCAAG
GAAARAGAAG
TAAGGCTAAA
CAARAAGARL
TAAAAAAARRA
CAAGARAGAAG
CAAGGCTAAA
CAAAGCCAAG
CAAAGCAAAG
CAAGGCCARAA
CAARAGAARA

GGGGGAGATT
TGGGGAGATT
CGGGGAAATT
AGGTGATATT
GGGGGARAATC
TGGAACCATT
TGGTGAAATC
TGGTGAAATT
TGGAGAATTG
TGGAGACATT
TGGTAATATC
TGGTACCATC
CGGTACCATC
GGGCACAATC
TGGTGATATT
GGGCCAGATC
CATTGATCTT
TGGCTCCATC
TCCCTCCATC

CAGCTTTAAT
CGGCTTTGAT
CGGCGTTGAT
TGGGGTTGAT
TCGGCTTGGT
TAGGGTTAAT
TGGGACTCAT
TTGGGTTGAT
TTGGAGTCAT
TTGCATTGAT
TTGGATTAAT
TAGCTCTTAT
TTGCCCTTAT
TCGGGCTTAT
TGGGGTTAAT
CGGCTTTAAT
TTGGTATGAT
TCGGACTCAY
CCGGCCTGAT

AACTCAG.

AACTCAG. ..
AACTCAG. . .
AACTCCG. . .
AATTCCG. ..
AACAGCG. ..
AATTCTG. . .
AATGCTG. . .
CCTTATG. ..
AACAGTG.

AATGGTG. . .
AATTTCG. ..
AATTCCG. ..
AACTCTG. ..
AATTCTG. ..

GCAACACAAG
GATACACAGG
GCCACACAGG
GATATAAAAG
TCGATGGACG
GACACAGATG
AGTGACAGTG
TCCCAAGAGG
AAAGATGAAG
GACCCTGAGG
GAGAATGAGG
AARACTGAAG
RGTAGCGAGG
GACCCCAATG
GCAGATGAAG
GCAACGGAGG
AATATTGATG
AACCAGAACG
GCCGAAGAAG

TAATATCACT
TAATGTCACA
CAACGTCACG
CAATGTGACG
GCACTTGACT
TACCATCACA
CAACATGACT
AAACTTARACT
TCGTATGACT
CAATTTAACA
CTGTTTAACA
CAATATTACT
CAACGTTACC
AAATGTTACC
CAAAGTTACT
CAATATCACA
GGCTATGACT
TTCTGTCACT
CAACATGACC

ATATCCAGGA
ACGTCCAGGA
ACATCCAGGA
ATGTGAAGGG
ATATCCAGGA
ATATGTTATC
ATATCCAAGG
ARAATCAATGG
ATATTACGGA
ATATCGCAGG
ATATTAAAGG
ATATTGAAGG
ACATCAAAGG
ATATTCAAGG
ACGTGGAAGG
ATATCCAGGA
ACGCCGTTAC
ACATTGAGAT
ACATCAACGT

500
CAAGCTGTGC
CAGGCTGTTC
CAAGCAGTGC
CAAGCTGTGT
CAGGAGGTTC
CAGGCTGTTT
CAGGCTGTGA
CAGGAGGTGT
CAAGCAGTTT
CAATTGTTGT
CAAGCTGTAC
CAAGCTGTCT
CAAGCTGTTT
CAAGCCGTTC
CAAGCTGTTT
CAAGCTGTAC
CGTGCGGTTC
CAGCAGTTTG
CAAGCCATCC

550
GGATATTGTG
GGATATTGTG
GGACATCGTC
TGATATTGTG
GGACATTGTC
AGATGTTGTT
AGATATCGTC
AGATATTGTG
TGATGTGGTT
TGATATCGTC
TGATATTGTC
TGATATCGTA
TGACATCGTT
TGATATCGTG
TGATGTCGTT
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TGCCCATATT
TTCCTATATT
TCGGCGAGAT
TGCCCATCTT

551
AACTTGGG.T
AACTTGGG.C
RACTTGGGGC
AACTTAGG.
AATGTTGG.
AATATAGG.
AACATCGG.
AACATTGG.
TTCATTGG.
AACTTGGG.
AATTTAGG.
AACTTGGG.
AACTTAGG.
AACCTGGG.
AACATTAG.
AATTTGGG.
AACGTTGG.
AACATTGG.
AACATCGG.

SO0 3 00 03960493

601

ATTGTGCCTC
ATTGTGCATC
ACTGTGCTTC
ACTGTGCTTC
ACTGTGCCAC
ACTGTCCAAC
ACTGTGCCTC
ACTGTGCTTC
ATTGTGCATC
ACTGTGCAAC
ATTGTGCAAC
ACTGTGCTAG
ATTGTGCTTC
ACTGCGCTAC
ACTGTGCTAC
ATTGTGCCTC
ACTGCTCTAC
ACTGTGCCAC
ACTGCGCCAC

651

GAGCTTATCA
GAACTTATAA
GAACTGATCA
GAATTAATTA
GAGCTCATTA
GAATTGATTA
GAACTCATTA
GAAACTATCA
GAAACTATTA

20/25

CCAAGCCAAG
CTACAGCAAA
GCGAAAGCGA
CAAGGCCCGC

TCGGTGGCTG
TCGGTAGCTG
TCGGTGGCCG
TCAGTTGCTG
TCGATTGCCG
TCAATTGCTG
TCGATTGCTG
TCAGTGGCCG
AGTATTGCTG
TCGATTGCTG
TCAATTGCAG
TCTGTCGCTG
TCTGTTGCCG
TCTGTCGCTG
TCGGTTGCTG
TCAATCGCTG
AGTATTGCCG
TCCATCGCCG
TCTATTGCCG

CAAGTTTGCC
TAAGTTTGCC
CAAGTTTGCC
TAAATTTGCC
GAAACATGCG
TAAGGCAAGT
CAAGGCTGCT
AAAGGCAGCA
TAAAGCTGCT
AARACATGCT
TARATTTGCA
CARACATGCA
GAAGCATGCT
GAAGCACGCG
TAAACACGCT
TAAGTTTGCC
CAAGTCTGCC
CAAGGCCGCC
CAAGGCTGCT

ACACCAAGAT
ACACTAAGAT
ACACGAAGAT
ATACCAAGAT
GCACCAAGAT
GCACCAAGAT
ACACCAGAAT
ATTCCAAAAT
ATACTGGTAT

AATTCAG. ..
AACAAGG. ..
AACAAGG. ..
GGCTCCGAGG

GCAGGGATGC
GCAGAGATGC
GCAGAGACGC
GAAGAGATGC
GCCGCGAAGC
GAAGAGACTC
GAAGAGACCC
GTAGAGAACC
GACGTGTTCC
GTAGAGACGC
GCATAGAAGC
GTAGAGATGC
GTAGAGATGC
GCAGAGAAGC
GTAGAGAGGC
GCAGAGACGC
GCAGAGAATC
GACGAGAGCC
GGAGAGAACC

GTGGGGGCGT
GTCGGGGCTT
GTCGGTGCGT
GTGAGGGCCT
GTCAAGGCTT
GTCAAGTCGT
GTTAAGTTCT
GTTAACTACT
GTTCGTAGTT
GTCAGGGCAT
GTTAAAGCAT
GTCAGAGCCT
GTCAGAGCGT
GTGCGTGCTT
GTTAAGGCAT
GTGGGGGCGT
CTTGCTCAAT
GTGCGATCTT
GTGCGCAGCT

CAGAGTCATC
TAGAGTCATT
CAGAGTTATC
TAGGGTGATA
CCGGGTCTTC
TAGAGTTCTT
CAGAGTTTTG
CAGGGTCATG
TAGAGTCATT

GTGGTTCGGG

ATACCCAACG
ATACCCAACG
ATACCCCACA
ATACCCAACA
CTACCCTGGT
TTACCCTGGA
TTACCCTGG™
TTACCCTGGA
TTATAAAAAT
ATACCCAACG
TTACCCAACA
TTATCCRACC
ATATCCAACT
TTACCCTACA
ATACCCAGGT
ATACCCAACA
ATACGTAGGC
CTACGTTGGA
ATACGCGGGA

TCACTGATAG
TCACTGAGAG
TCACTGACAG
TTACTGAAAG
TCACCAGGGC
TTTCGCAAGT
TCTCGCATTC
TTTCTCATTC
TCACCGATAC
TCACACAATC
TCACTGARAG
TCACTCAAAG
TCACTCAGTC
TCACCCAGAG
TCACTGARAG
TCACTGATAG
TCACTTCCGC
TCACTGAGAC
TCACCGACGC

CTAATCGCAC
CTAATTGCAC
TTGATCGCGC
TTGATAGCCC
GAAATTGCGC
GAGGTTGACC
GAAGTTGATC
GAGGTGGATC
GAAGTTGATC

AGATATTGTA
TGATATTTTG
CGACATTGTC
AGACATTGTG

600
GGTTCCATCT
GGCTCCATCT
GGCTCCATCT
GGGTCCATTT
GGCTCTATTT
GGTGGAATTT
GGATCGATCT
GGTGCAGTAT
GGAGGTGGTT
GGTGCTATAT
GGATCTATAT
GGTGCAATCT
GGTTCTATCT
GGATCTATTT
GGTTCCATTT
GGTTCTATCT
GGCTCCGTTT
GGAGGAATCT
GGCTCCATCT

650
TTTAAGAAAG
TTTGAGAATG
TTTGAGAAAG
TTTGAGAAGG
CATGCGGAAG
TTTAAGAAAG
TTTGAGAAAG
TTTGAGARAG
ATTTAGARAAA
CTTAAGGHAG
TTTAAGAAAG
TTTGAGGAAG
TTTGAGAAAA
CCTGCGCAAG
TTTGCGTAAG
TTTGAGAAAG
TTTGCGTAAG
TCTCCGAAARA
GCTGCGCAAG

700
CAGGGCTAGT
CAGGGTTAGT
CGGGGCTGGT
CGGGTATCGT
CGGGCTCTGT
CTGGTAATGT
CAGGTGCTGT
CTGGGGCAGT
CAGGTGCAGT
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GAATTGATCA
GAATTGATTA
GAATTGGTGA
GAATTAATCA
GAACTGATCA
GAATTAGICG
GAGCTCATCA
GAGACTATTG
GAGAACATCG
GAGCTGATCG

701

CGAAACTGAA
CGAAACTGAG
TGAGACCGAG
CGAAACTGAA
AGAAACGGAA
TGAAACTGAA
GTTGACCGAG
RAGAGACAGAG
ACTTACTGAA
CGAAACCGAG
TAACACTGAA
TGAAACCGAG
CGAAACTGAG
GGAGACCGAG
RAGAGACCGAA
CGAGACTGAA
CGAARACCGAA
TGAGACCGAG
CGAGACCGAG

751

AGAATGTCTA
AGAATGTTTA
AAAACGTCTA
BATCTGTCTA
AGAARAGTGTA
AGCTGGTTTA
ATGCTGTTTA
AAAAGGTGTA
ATGCTGTTTA
ACGACGTCTA
ATAAAGTTTA
AARAAGGTTTA
AACAGGTTTA
AGAAGGTTTA
AGAAGGTTTA
AGAATGTTTA
ATAATGTTTA
ACGCTGTTTA
ATGCCGTCTA

801

TTTGATCGTG
TTTGATTGTG
CTTAATCGTA

21/25

ACACCGACAT
ATACAAAGAT
ACACCAATAT
ATACTGGTAT
ACACAAACAT
ATACAARAAAT
ACACTAAAAT
ACACTCGCAT
ACACTCGAAT
CCACGCGCAT

TTTTCACTGG
TTTTCCCTGG
TTCTCACTGG
TTCTCAGTTG
TTCTCCATGG
TTTTCAAATG
TTCTCTTTGG
TTCTCGTTGG
TTTAGTGTTG
TTTTCTGTGG
TTTTCTGTAA
TTTTCCTTAG
TTCTCTCTAG
TTTTCTCTGG
TTTTCTATGG
TTTTCACTAG
TTCAGCGTTG
TTCTCCGTCG
TTCAGCGTGG

CAA.GGACAC
CAA.GGACAC
CAA.GGACAC
CGATGGAGTT
CCA.GGGATT
CGC.GGGTAC
TGA.AGGTAC
TGA.GGGAAC
TAC.TGGTAC
CAG.AGGTAC
TGA.AAACAC
TGA.AGGTAC
CAA.AGGTAC
CGA.AGGCAC
CCA.AGACAC
CAA.GGATAC
CAA.AAATAG
CGC.TGGAAC
TGC.CGGTGT

TACGCAACTT
TATGCGACTT
TATTCCACTT

TAGAGTAATT
CAGAGTTATT
CAGAGTGATT
TAGGGTCATT
CAGGGTTATT
CAGAGTCATG
TAGAGTCATT
TCGTATTATG
CCGAGTCATT
CCGTGTCATG

TTAGATACAG
TTAGATACAG
TCAGATACAG
TTAGATACAA
TTCGTATGCG
TCAGATTCAA
TTCGTTTCCA
TTCGTTTTGG
TTCGTTATAA
TCAGGTACAA
TTAGATATAA
TTAGATATAA
TTAGATACAA
TTAGATACAA
TTAGATTCCG
TTAGATACAG
TGAGATTCCA
TGCGATTCCG
TGAGGTTCTA

CACCCCATTA
CACTCCGTTG
TACGCCGTTG
CACCCCITGG
TGAACCCCTA
TGAACCATTA
CCAACCTTTG
CGAGCCTTTG
TGA&CCATTA
AACACCACTA
TACTCCTTTA
TAACCCATTA
TACTCCTCTA
ACAACCCCTT
TGTCCCATTA
TACCCCATTG
TGAGCCTTTG
CGAGCCTCTG
CGATCCCTTG

CCAGGAAACA
CAAGGAAGCA
CCAGAAAGCA

GAAATTGCTC
GAAATTGCAC
GRAATTGCTC
GAGATTGCTC
GAGGTCGCTC
AGTATTGATC
CTAATTGCAC
GAGGTTGATC
GAGGTTGATC
GAGATTGACC

AGGCAACGAG
AGGTAACGAA
AGGTAATGAG
GGGTGATAAT
CGGTAACGAA
GGGCGATATG
CGGTGATCAG
CGGTGATGCC
AGGTGACACT
AGGTGACAAG
AGGTGACCAA
AGGTGATACG
GGGTGATGCC
GGGCGACTCT
TGGTGATACA
AGGTAACGAG
CGGAGACAAA
AGGAGACAAG
TGGTGATAAG

ATGGCTGATG
ATGGCCGATG
ATGGCCGACG
ARG .CAGACG
GATGGTGATG
TTATCCGAAG
GATGCCTCTG
GGCCCAGAAG
ACACCAGAAG
TATGCCGATG
TATGCAGATG
TATGCAGATG
TATGCAGATG
TACGCTGACG
TATGCAGATG
ATGGCTGATG
ACACCCGAAG
GTCGCTGACG
ACGCCCGATG

AAACACTGTA
GAACACTGTA
GAACACCGTG

CTGGTATGGT
CAGGTATGGT
CGGGTAATGT
CAGGTAATGT
CAGGTAACGT
CTGGTAATGT
CAGGGCTAGT
CTGGCTTGGT
CTGGAGCCGT
CTGGCCAGGT

750
GAGCAAGCCA
GAACAAGCCA
GAACAAGCTA
GAGCGTGCTA
GAGAATGCCA
GAARAGGCAA
GGAGCTGCTG
GAGGCTGCGA
GATGCTGCCG
TCCAAAGCAG
GRAAAAGGCAG
GACCGTGCTA
GATCGTGCTA
GAGAAAGCCA
GAAAAGGCAA
GAACAAGCCA
CAAAAGGCTG
TCCAAGGCCG
AACAAGGCTG

800
ACGTGGCTGA
ACGTGGCTGA
ACGTGGCTGA
ACGTAGCAGA
ATATCGCTGA
ACGTAGCTGA
ATATCGCAGA
ATATTGCGGA
ATGTTGCTGA
ATATCGCGGA
ACATCGCTGA
ACATTGCAGA
ACATTGCTGA
ATATCGCAGA
ACATTGCAGA
ACGTGGCTGA
ACATTGCTGA
ATATTGCCGA
ATATCGCAGA

850
ATTGCAGACA
ATTGCAGACA
GTTGCCGACA
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TTTAATTGTA
TACAATTGTC
GGTTGTCGTA
AGTTATCGTG
AATCATTGTG
AGTGGTTGTT
TTTGATTGTG
TTTGATAGTT
CCTTATTGTG
CTTGATCGTT
CCTAATCGTT
TTTAATCGTC
TCTGATCGTC
GGTGATTCTT
GTTCATCACC
GATCGTGGTG

851

CGCTAATCTT
CACTAATCTT
CCCTGATCTT
CTTTGATATT
TGGTCGTTTA
CATTAGTCTT
CCTTGGTATT
CTTTGGTGTT
CTTTGATTTT
TCCTGGTCTT
TTTTGGTATT
TTTTGGTTTT
TTTTGGTATT
TTTTGGTTTT
CTTTGATCTT
CTTTAATCTT
CACTTGTTTT
CTCTCATTTT
CGTTGGTCTT

AGCGATAAAT
CCTAAGTAG.
CCGCTTGAGT
CCTAATTAA.
GACTAA. . ..

AACTGA. . ..

22/25

TACACCACTT
TATGCCACAT
TTCGGACTTA
TTTGGTATCA
TTTGCTGTGT
TTTGCATCTT
TACTCTACCA
TACACCACTT
TATGCTACTT
TATGCCACTT
TACGCAACCT
TATGCAACCT
TATGCAACTT
TTTGCCCTCA
TACACTCTCA
TTCGTCGTAA

TCCAACCAAC
TCCTACCAAC
CCCCACCAAC
CCCAACCTCT
CCCATCCGCG
TTCAACCAAT
CCCAAGTCAC
TCCTACCCAT
CCCAAATCAT
CCCAACACAC
CCCAACATGC
TGCTTCAAAC
TGCTTCCAAC
CGCTTCGAAC
CFCTICTAAC
TCCAACAAAC
CCCATCCCAT
CCCCAACCAC
CCCTAGCCAT
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CAAGAAAACA
CCAGAAGATC
CAAGAAAGCA
CCAGAAAGCA
CGAGANMAGC
CAAGAAAACA
GCAGAAAGCC
CTAGAAAATC
CTAGAAAGCC
CAAGARAACC
CGAGAAARACC
CTAGAAAGCA
CCAGAAAACA
CTCGCAGAGA
CTCGACGAGA
CACGACGGGA

CAAGCATCGC
CAAGCGTCAC
CAAGCCTCGC
CAAGGTTCCG
CAAGGTTCTC
CAAGCCAGCT
CAGGCTTCTG
CAGGCTGGAG
CAAGCTTCTC
CAGGCATCGG
CAAGCTTCTG
CAAGCATCCC
CAAGCATCTC
CAGGCTTCGC
CAGGCATCAC
CAAGCGTCAC
CAAGGTGGTG
CAGGCTTCTC
CAGGCTGGCG
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GAACACAGTA
CAACACCGTA
AAATACCGTT
GAACACCGTC
CAAAACTGTC
AAATACCGTT
AAACATGGTG
GAATACCGTT
TAATACTGTC
TAATACTGTC
AAACACCGTC
AAACACTGTC
AAATACTGTA
AAACGTCGTT
GAATGTCGTC
GAACGTTGTT

CTCACCACAT
CTTACCATAT
CCTACCACAT
CATTCCACGT
TGTACGATAC
CATCTCACTT
CCTCTCATGT
CAGTTCATGT
CAGATCATGT
CTTCGCACAT
CATCCCATAT
CTTACCATAT
CTTACCACAT
CTTACCACAT
CATACCACCT
CTCATCATAT
CCAATCATGT
CTACTCACGT
CTGGTATTAT

NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:
NO:

ATTGCTGACA
GTTGCAGAGA
ETTGCTGAGA
ATAGCCGAAA
ATTGCGGAAA
ATTGCTGATA
GTAGCAGATG
ATCGCTGATG
ATTGCGGATG
ATCGCTGATG
ATCGCGGACG
ATTGCTGACA
ATTGCAGACA
ATTGCCGATA
ATTGCCGATA
GTTGCTGATA

900
CTTCCGTGGA
CTTTCGCGGG
CTTTCGCGGT
CCATCGCGAT
TCACCGCAAC
ATACCGTGAA
TTACAAGGCT
TCATAGAGGG
TTATAGAAAA
CTACAGGGGC
CTATCGTGGA
CTATCGCGGT
TTACCGTGGC
TTACCGTGGT
CTACAGAGGC
CTTCCGTGGA
GTACAGAAAG
CTACCGAAAG
GCACCGCAAG
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XM_957621 TCGACATGA . . . . . . . (SEQ ID NO: 75)



Fig. 13
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Rendimento molar

Rendimento molar de DHMB em pontos de tempo indicados
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REsumo
“CELULA HOSPEDEIRA RECOMBINANTE, METODO PARA PRODUZIR
ISOBUTANOL E POLIPEPTIDEO”

Trata-se de células hospedeiras de levedura recombinantes e
métodos para o seu uso para a produgdo de isobutanol. As células hospedeiras
de levedura fornecidas compreendem uma via biossintética de isobutanol e
pelo menos um dentre atividade de aldeido desidrogenase reduzida ou
eliminada, atividade de acetolactato redutase reduzida ou eliminada; ou um
polinucleotideo heterdlogo que codifica um polipeptideo que tem atividade de

cetoacido redutoisomerase.



Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolégicas de que trata a Resolugao INPI 228 de 11/11/2009:
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