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(67) Resumo: COMPOSIGOES DE ENZIMA E METODOS PARA
A HIDROLISE ENZIMATICA APERFEICOADA DE CELULOSE. A
presente invencgao refere-se a um processo para a hidrolise enzimatica
de celulose para produzir um produto de hidrélise compreendendo
glicose a partir de um estoque de alimentacgao lignoceluldsico pré-
tratado e enzimas para uso no processo. O processo compreende
hidrolisagao parcial de uma pasta fluida aquosa de um estoque de
alimentagéo lignocelulésico pré-tratado com enzimas celulase, uma ou
mais do que uma enzima b glicosidade e um agente de ligacéo para
ligacéo da b-glicosidade aos solidos de fibra presentes na pasta fluida
aquosa. Os solidos de fibra separados sdo, desse modo, obtidos, e,
em seguida, ressuspensos em uma solugdo aquosa para produzir uma
pasta fluida ressuspensa. A hidrélise é, em seguida, continuada para
produzir o produto de hidrolise compreendendo glicose.
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Relatério Descritivo da Patente de inveng¢ao para "COMPOSI-
COES DE ENZIMA E METODOS PARA A HIDROLISE ENZIMATICA A-
PERFEICOADA DE CELULOSE".
Campo da Invencéao

A presente invengao refere-se as enzimés para a hidrolise de
celulose e métodos de uso das mesmas. Mais especificamente, a presente
invencao se refere as enzimas celulase e B-glicosidase para hidrolise enzi-
maética de celulose para produzir um produto de hidrélise compreendendo
glicose a partir de um estoque de alimentagao lignoceluldsico pré-tratado.

Antecedentes da Invencao

O etanol combustivel é atualmente produzido de estoques de
alimentagao tais como amido de milho, cana de agucar e beterrabas de agu-
car. Contudo, o potencial para producao de etanol destas fontes é limitado,
visto que muita da gleba de terra cultivada que € adequada para a produgao
destas colheitas ja estd em uso como uma fonte de alimento para seres hu-
manos. Além disso, a produgdo de etanol a partir deste estoque de alimen-
tagao tem um impacto negativo no ambiente porque 0S combustiveis fosseis
usados no processo de conversdo produzem diéxido de carbono e outros
subprodutos.

A produgéo de celulose a partir de estoques de alimentacao con-
tendo celulose, tais como residuos agricolas, gramas e residuos de area
florestal, tem recebido muita atengdo nos anos recentes. As razoes para isto
sdo porque estes estoques de alimentagdo sao amplamente disponiveis €
pouco Custosos, € seu uso para produgéo de etanol proporciona uma alter-
nativa a queima ou aterro de materiais de residuo lignoceluldsico. Além dis-
so, um subproduto de conversdo de celulose, lignina, pode ser usado como
um combustivel para energizar o processo ao invés de combustiveis fésseis.
Varios estudos tém concluido que, quando o ciclo de produgéo total e con-
sumo € levado em conta, o uso de etanol produzido de celulose gera perto
de zero gases de estufa.

Os estoques de alimentagdo celuldsicos que sdo os mais pro-

missores para produgéo de etanol incluem (1) residuos agricolas tais como
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forragem de milho, espigas de milho, fibra de milho, palha de trigo, palha de
cevada, palha de aveia, cascas de aveia, palha de arroz, cascas de arroz,
palha de canola, e forragem de feijao-soja; (2) gramas tais como grama de
vara, miscanthus, grama de corda, grama de centeio e grama de canério de
cana; (3) biomassa de area florestal tais como fibra de polpa de madeira re-
ciclada, madeira dura, madeira macia e serragem; e (4) residuos de proces-
samento de agucar, tais como bagago e polpa de beterraba.

A primeira etapa de processo de conversdo de estoque de ali-
mentagao lignoceluldésico em etanol envolve quebra do material fibroso para
liberar mondmeros de agucar, tais como glicose, a partir do estoque de ali-
mentagao para conversdo em etanol na etapa subsequente de fermentagao.
Os dois processos primarios sido hidrélises acida, que envolve a hidrélise do
estoque de alimentagéo usando-se uma etapa simples de tratamento acido,
e hidrdlise enzimatica, que envolve um pré-tratamento acido seguido por
hidrolise com enzimas celulase.

No processo de hidrolise acida, o estoque de alimentagdo €
submetido a vapor e a um &cido forte, tal como acido sulfurico, a uma tempe-
ratura, concentracio acida e comprimento de tempo que sao suficientes pa-
ra hidrolisar a celulose em glicose e hemicelulose em xilose e arabinose. No
caso quando acido sulfarico é usado, o acido pode ser concentrado (25-80%
em p/p) ou diluido (3-8% em p/p), medido como o peso de acido no peso de
solugdo aquosa acidificada que estd presente com o estoque de alimenta-
cdo. A glicose €, em seguida, fermentada a etanol usando-se levedura, € 0O
etanol é recuperado e purificado por destilagao.

No processo de hidrélise enzimatica, a temperatura de vapor,
concentracdo acida e tempo de tratamento sdo escolhidos para serem mais
brandos do que no processo de hidrélise acida, tal que a area superficial da
celulose é grandemente aumentada a medida que o estoque de alimentagao
fibroso é convertido em uma textura turva, mas existe pouca conversdo da
celulose em glicose. A celulose pré-tratada €, em seguida, hidrosilada a gli-
cose em uma etapa subsequente que usa enzimas celulase, e o va-

por/tratamento acido neste caso é conhecido como pré-tratamento. Antes da
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adicdao de enzima, o pH do estoque de alimentagéo acido € ajustado a um
valor que é adequado para a reacdo de hidrolise enzimatica. Tipicamente,
isto envolve a adi¢do de alcali a um pH entre cerca de 4 a cerca de 6, que é
a faixa de pH 6tima para celulases, embora o pH possa ser mais alto se ce-
lulases alcalofilicas sdo usadas.

Em um tipo de processo de pré-tratamento, a pressao produzida
pelo vapor é trazida para baixo rapidamente com descompressao explosiva,
que é conhecida como explos&o de vapor. Foody (Patente dos Estados Uni-
dos N° 4.461.648) descreve o equipamento e condigdes usadas no pré-
tratamento de explosdo de vapor. A explosdo de vapor com &cido sulfurico
adicionado para alcangar um pH de 0,4 a 2,0 tem sido O processo de pré-
tratamento padrdo por duas décadas. Ele produz material pré-tratado que é
uniforme, e requer menos enzima celulase para hidrolisar celulase do que
outros processos de pré-tratamento.

As enzimas celulase catalisam a hidrélise da celulose (ligagdes
B-1, 4-D-glucan) no estoque de alimentagdo em produtos tais como glicose,
celobiose, e outros celooligossacarideos. A celulase é um termo generico
que denota uma mistura de muitienzima compreendendo exo-celobio-
hidrolases (CBH), endoglucanases (EG), e B-glicosidases (BG) que podem
ser produzidas por varias plantas e microorganismos. As enzimas celulase
operam sinergisticamente para hidrolisar celulose em glicose. CBHIl e CBHll
geralmente agem nas extremidades dos polimeros de glicose em microfibri-
las de celulose que liberam celobiose (Teeri e Koivula, Carbohydr. Europe,
1995, 12:28-33), enquanto as endoglucanases agem em localizagoes aleato-
rias na celulose. Juntas, estas enzimas hidrolisam celulose em celooligossa-
carideos, principaimente celobiose. A celobiose € hidrosilada em glicose por
B-glicosidase. E conhecido que muitas exo-celobio-hidrolases (CBH) e en-
donucleases (EG) se ligam a celulose no estoque de alimentagao, via modu-
los de ligagdo de carboidrato (CBMs), tais como dominios de ligacao de ce-
lulose (CBDs), enquanto muitas enzimas B-glicosidase, incluindo enzimas B-
glicosidase de Trichoderma e Aspergillus, nao contém tais mdédulos de liga-

cédo e, desse modo, permanecem em solugdo. Enzimas celulase podem con-
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ter uma regido ligante que liga o0 dominio catalitico ao moédulo de ligacao de
carboidrato. Acredita-se que a regido ligante facilita a atividade do dominio
cataliticamente ativo.

Enzimas celulase contendo um CBD foram produzidas por en-
genharia genética. Por exemplo, a Patente dos Estados Unidos N°
5.763.254 (Wdldike et al) descreve a produgédo de enzimas de degradacgao
de celulose geneticamente projetadas derivadas de dominios de ligagao de
carboidrato contendo Humicola, Fusarium e Myceliopthora. O objetivo dos
estudos foi produzir enzimas de degradacéo de celulose ou hemicelulose
com novas combinag¢bes do dominio cataliticamente ativo, a regiéo ligante e
o CBD, ou para produzir enzimas de degradagéo de celulose ou hemicelulo-
se contendo CBD daquelas que carecem de um CBD. Contudo, a capacida-
de destas novas enzimas hidrolisarem estoque de alimentacéao lignocelulési-
co n&o foi demonstrada.

Um problema significante com processos de hidrélise enzimatica
€ a grande quantidade de enzima celulase requerida, que aumenta o custo
do processo. O custo de celulose monta em mais do que 50% do custo de
hidrdlise. Existem varios fatores que contribuem para o requerimento de en-
zima, mas um de significancia particular é a presenca de compostos que
reduzem a taxa de reagdo de celulase e/ou microorganismos na fermenta-
¢ao subsequente do agucar. Por exemplo, glicose liberada durante o proces-
so inibe celulases, particularmente B-glicosidase (Alfani et al., J. Membr.
Sci., 1990, 52:339-350). A celobiose produzida durante hidrélise de celulose
€ um inibidor particularmente potente de celulase (Tolan et al, em Biorefine-
ries — Industrial Processes and Products, Vol. 1 Ed. Kamm et al., Capitulo 9,
pagina 203). Outros inibidores soliveis sdo produzidos durante pré-
tratamento, incluindo produtos de degradagéo de agucar, tais como furfural e
hidroxil-metil-furfural, derivados de furan, acidos organicos, tal como acido
acetico, e compostos fendlicos soltveis derivados de lignina. Estes compos-
tos também inibem levedura, que diminui produgéo de etanol e, consequen-
temente, torna o processo mais custoso. Embora os efeitos de inibidores

possam ser reduzidos pela realizagdo de hidrélise em uma concentracio
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mais diluida, isto requer o uso de um reator de hidrdlise grande, que se soO-
ma a despesa do processo.

Sacarificacdo e Fermentagdo (SSF) simultaneas € um método
de conversido de biomassa lignocelulésica em etanol que minimiza inibigao
de glicose de celulase (ver, por exemplo, Ghost et al., Enzyme Microb. Te-
chnol., 1982, 4:425-430). Em um sistema de SSF, hidrélise enzimatica é efe-
tuada concorrentemente com fermentagao de levedura de glicose em etanol.
Durante SSF, a levedura remove glicose do sistema, fermetando-a em eta-
nol, e isto diminui a inibicdo da celulase. Contudo, uma desvantagem deste
processo é que as enzimas celulase s&o inibidas pelo etanol. Em adigao,
SSF ¢ tipicamente efetuada em temperaturas de 35-38°C, que é mais baixa
do que os 50°C 6timos para celulase, e mais alta do que os 28°C o6timos pa-
ra levedura. Esta temperatura intermediaria resulta em desempenho abaixo
do padrdo por ambas enzimas celulase e a levedura. Como um resultado, a
hidrélise requer tempos de reagdo muito longos e vasos de reagao muito
grandes, ambos 0s quais s&0 custosos.

Outra abordagem que foi proposta para reduzir a inibicao por
glicose, celobiose, e outros inibidores solliveis é a remogédo de produtos de
hidrélise através de toda hidrolise, efetuando-se a reagdo em um reator de
membrana. Um reator de membrana contém uma membrana de ultrafiltragao
que retém particulas e componentes de alto peso molecular, tal como enzi-
ma, enquanto permite que moléculas de peso molecular mais baixo, tais co-
mo agucares, passem através da membrana como peremeado.

Um exemplo de um processo utilizando um reator de membrana
é descrito em Ohlson and Tragardh (Biotech. Bioeng., 1984, 26:647-653).
Neste processo, a hidrdlise enziméatica de salgueiro pré-tratado (uma espé-
cie de arvore de salgueiro) é realizada em um reator com uma membrana
tendo um corte de peso molecular de 10.000. As celulases tém um peso mo-
lecular de 50.000 e sdo, portanto, retidas pela membrana no reator de hidro-
lise, enquanto os agucares sdo removidos e substituidos com solugédo tam-

pao de um recipiente de alimentagao com substrato fresco adicionado inter-
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gem de tais reatores é que as membranas requeridas para um sistema de
hidrélise comercial sdo extremamente grandes e caras. As membranas s&o
também propensas a turvamento por sélidos suspensos presentes na mistu-
ra de reagao.

Varios grupos tém investigado a recuperagao e reciclagem de
enzimas celulase durante hidrélise enzimatica para reduzir a quantidade de
enzima necessaria durante o processo de conversdao. Em alguns casos, isto
tem também envolvido a remog¢ao continua de hidrolisados a partir da mistu-
ra de reacdo para remover compostos inibitorios.

Por exemplo, Ishihara et al (Biotech. Bioeng., 1991, 37:948-954)
descrevem a reciclagem de enzimas celulase durante a hidrélise de madeira
dura vaporizada e polpa kraft de madeira dura. O processo envolve a remo-
cdo de uma mistura de reagdo de celulase a partir do reator, seguido pela
remocao de residuo insoluvel contendo lignina a partir da mistura por filtra-
gem com succgdo. As enzimas celulase que estao no filtrado sdo separadas
dos produtos de hidrdlise, tais como glicose e celubiose, por ultrafiltragao e,
em seguida, retornadas para o reator de hidrélise. Conforme citado pelos
investigadores, uma vantagem deste sistema € que a etapa extra de remo-
cdo de sdlidos seria ndo-pratica em uma aplicagéo industrial devido a eleva-
c¢ao no custo de matéria-prima. Em adigdo, muitas das celulases permane-
cem ligadas a celulose, e sao dificeis de recuperar.

Larry et al (Appl. Microbiol. Biotechnol., 1986, 25:256-261) des-
crevem uma abordagem para reutilizagdo de celulases que envolve realiza-

¢éo da hidrélise em um reator de coluna contendo celulase (Floco Solka). Os
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A Patente dos Estados Unidos N° 3.972.775 (Wilke et al) des-
creve um processo para reciclagem de celulase em que os produtos de hi-
drdlise sdo separados em uma fase contendo agucar aquosa € uma fase
sélida contendo sdlidos gastos n&o-hidrolisados apods a hidrolise ser comple-
tada. Os sdlidos gastos sdo lavados com agua para recuperar enzima ad-
sorvida nos mesmos, e a agua de lavagem resultante contendo a enzima
desorvida ¢ alimentada para a reacdo de hidrélise. Os sélidos gastos rema-
nescentes podem ser usados como uma fonte de combustivel para o siste-
ma. Contudo, o processo de Wilke et al incorre no custo da lavagem de agua
adicional apés a hidrdlise, que é significante devido a grande quantidade de
material sélido e a natureza do particulado fino dos solidos. Em adicao, o
processo nao resulta na remocéo de inibidores de enzimas celulase presen-
tes durante a reagéo de hidrdlise, visto que a separagao de hidrolisados é
efetuada apds completagio da reagdo de hidrélise.

Ramos et al (Enzyme Microb. Technol., 1993, 156:19-25) descre-
vVem um processo em que aparas de eucalipto explodidas por vapor sao hi-
drolisadas usando-se celulase com remogao de agucares soluveis, e a reci-
clagem de enzima. O processo envolve cessamento da reagao em tempos
de incubagdo selecionados, e coleta do residuo contendo enzima nao-
hidrolisada em um filtro de vidro sinterizado. O residuo contendo enzima é
lavado com tampao de hidrélise para remover agucares soluveis. O residuo
lavado é, em seguida, ressuspenso em enzima B-glicosidase fresca conten-
do tamp&o de hidrdlise fresco, e incubado a 45°C para hidrélise subsequen-
te. Um problema com este processo é que a adicdo repetida de B-
glicosidase fresca ap0s ressuspensido aumentaria significantemente o custo
do processo.

Lee et al (Biotech. Bioeng., 1994, 45:328-336) examinam a reci-
clagem de enzimas celulase em um procedimento envolvendo mais de cinco
etapas sucessivas de hidrdlise. O processo envolve adigcdo de enzimas celu-
lase e B-glicosidase (Novozym® 188) a vidoeiro tratado com perdxido, e re-
cuperagao do substrato residual por filtragem apés 12 horas de hidrélise. O
substrato fresco é, em seguida, adicionado ao substrato residual recuperado
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para alcangar uma concentragdo de substrato total de 2%, e a mistura resul-
tante ¢ ressuspensa em B-glicosidase contendo tampao, e a hidrélise é per-
mitida continuar. A reciclagem de celulase seguida por hidrélise &€ subse-
quentemente repetida trés vezes. Também descrito é um procedimento para
reciclagem de celulases presentes na mistura de reagéao completa ambos
antes e apds toda a celulose ser hidrolisada. Similar a Ramos et al., uma
limitacdo deste processo € que a B-glicosidase deve ser adicionada a reagao
a cada etapa de reciclagem.

A Patente dos Estados Unidos N° 5.962.289 (Kilburn et al) des-
creve uma hidrélise enzimatica de trés fases. A primeira etapa do processo
envolve adigcdo de ambas endoglucanase e exoglucanase a um material lig-
noceluldsico a ser hidrolisado a celobiose. A segunda etapa envolve adigéo
deste material a uma coluna Avicel® para adsorver a endoglucanase e exo-
glucanase. Em uma terceira etapa, o eluente contendo celobiose é, em se-
guida, aplicado a uma segunda coluna Avicel® contendo B-glicosidase imo-
bilizada via um CBD. A B-glicosidase imobilizada hidrolisa a celobiose em
glicose. Uma limitagdo deste método é que a produgéo de glicose é efetuada
em trés etapas de processo distintas, o que é altamente complexo e custoso.
Uma segunda limitagdo é que o envio da pasta fluida de material lignoceluld-
sico parcialmente hidrolisado através da coluna de Avicel® em uma taxa de
fluxo alta de um processo de hidrélise comercial é muito dificil. Em adigao,
os efeitos altamente inibitorios de celobiose estdo presentes durante a hidro-
lise de celulose.

Atualmente, existe muita dificuldade na técnica para operar uma
hidrélise enzimatica de celulose eficiente. Um obstaculo chave é superar os
efeitos inibitérios de glicose e, especialmente, celobiose em celulase. O de-
senvolvimento de tal sistema permanece um requerimento critico para um
processo converter celulose em glicose.

Sumario da Invencao

A presente invengdo se refere a enzimas para a hidrdlise de ce-

lulose e métodos de uso das mesmas. Mais especificamente, a presente

invencado se refere a enzimas celulase e B-glicosidase para a hidrdlise enzi-
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choderma.

A presente invencdo também pertence a composi¢do de enzima
conforme descrita acima, no qual as enzimas celulase compreendem uma
enzima celobio-hidrolase (CBH) selecionada a partir do grupo consistindo
em enzimas celulase CBHI e CBHII, e combinac¢des destas, € uma enzima
endoglucanase (EG) selecionada a partir do grupo consistindo em enzimas
celulase EGI, EGIl, EGIV, EGV e EGVI, e combinag¢Oes destas.

A presente invencdo também pertence a composigéo de enzima
conforme descrita acima, na qual, na etapa de hidrolisagdo parcial (etapa
(i), cerca de 75% a cerca de 100% (p/p) das enzimas celulase totais presen-
tes na composicdo de enzima se ligam aos solidos de fibra presentes na
pasta fluida aquosa.

A presente invengédo também pertence a composigéo de enzima
conforme descrita acima, na qual a uma ou mais do que uma enzima B-
glicosidase é produzida por Aspergillus, Humicola, Trichoderma, Bacillus,
Thermobifida, ou uma combinacdo destas. Preferivelmente, a enzima B-
glicosidase é produzida por Trichoderma ou Aspergillus. A enzima 3-
glicosidase pode estar ocorrendo naturalmente, ou ser uma proteina de fu-
sao geneticamente modificada.

A presente invengéo também pertence a composigao de enzima
conforme descrita acima, na qual cerca de 75% a cerca de 100% (p/p), ou
cerca de 90% a cerca de 100% (p/p) da enzima B-glicosidase total presentes
na composicdo de enzima compreendem um dominio de ligagao de celulose.
O dominio de ligacdo de celulose pode ser um dominio de ligagéo de celulo-
se de Familia |. Além disso, o dominio de ligacdo de celulose pode ser um
dominio de ligacdo de celulose bacteriana ou fungica. Opcionalmente, a en-
zima B-glicosidase compreende um ligante, que liga operavelmente o domi-
nio de ligacao de celulose a enzima B-glicosidase.

De acordo com a presente invengdo, é também provido um uso

de uma composicdo de enzima para a hidrélise enzimatica de celulose para
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compreendendo enzimas celulase, uma ou mais do que uma enzima -
glicosidase, e um agente de ligacéo para ligagéo da enzima B-glicosidase ao
estoque de alimentagdo lignocelulésico pré-tratado, no qual o uso da com-
posicao de enzima compreende:

(i) hidrolisagao parcial de uma pasta fluida aquosa do estoque de
alimentagéo lignocelulésico pré-tratado com a composigcao de enzima para
produzir uma pasta fluida hidrosilada compreendendo glicose, oligbmeros de
glicose, ou uma combinacdo destes, e sdlidos de fibra nao-hidrosilados
compreendendo celulose e lignina;

(i) separa¢do dos sélidos de fibra nao-hidrosilados a partir da
pasta fluida hidrosilada para produzir sélidos de fibra separados, nos quais
as enzimas celulase e a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase se
ligam aos sélidos de fibra separados;

(iii) ressuspensdo dos sdélidos de fibra separados em uma solu-
¢80 aquosa para produzir uma pasta fluida ressuspensa; e

(iv) continuagdo da hidrélise da pasta fluida ressuspensa para
produzir o produto de hidrélise compreendendo glicose.

O agente de ligagdo é um mddulo de ligagéo de carboidrato ope-
ravelmente ligado a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase. Preferi-
velmente, o médulo de ligagado de carboidrato é um dominio de ligagao de
celulose.

A presente invengéo também pertence ao uso da composi¢ao de
enzima conforme descrito acima, no qual as enzimas celulase sio produzi-
das por Aspergillus, Humicola, Trichoderma, Bacillus, Thermobifida, ou uma
combinagéo destas. Preferivelmente, as enzimas celulase sio produzidas
por Trichoderma.

A presente invengdo também pertence ao uso da composicao de
enzima conforme descrito acima, no qual as enzimas celulase compreendem
uma celobio-hidrolase (CBH) selecionada a partir do grupo consistindo em
enzimas celulase CBHI e CBHII, e combinacgdes destas, e uma endogluca-
nase (EG) selecionada a partir do grupo consistindo em enzimas celulase
EGI EGIll FGIV FCV o rambinarfac docta o
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processo pode ser um processo em batelada, ou um processo continuo.

A presente invengdo supera varias desvantagens da técnica an-
terior levando-se em conta as dificuldades encontradas nas etapas efetua-
das durante a conversio de estoque de alimentagao lignoceluldsico em gli-
cose. Pela separagao dos sdélidos hidrolisados da fase aquosa, e ressuspen-
sao0 dos soélidos separados com uma solugdo aquosa, glicose, celobiose, e
outros compostos presentes na fase aquosa que inibem as enzimas celulase
s&o0 removidos, ou suas concentragoes sé&o reduzidas. Na auséncia de glico-
Se ou celobiose, ou pela diminuicdo de sua concentragao, a hidrdlise pode
proceder com eficiéncia aumentada. Pela realizacdo de uma hidrélise da
pasta fluida de estoque de alimentagdo aquoso com enzimas celulase e en-
zima B-glicosidase que se ligam ao estoque de alimentagdo pré-tratado, a
enzima B-glicosidase ¢ transportada através da pasta fluida ressuspensa em
vez de ser removida com a fase aquosa. Desde que a enzima B-glicosidase
esteja presente na pasta fluida ressuspensa, quando a hidrélise é permitida
continuar, qualquer celobiose que permanece no estoque de alimentacgédo é
eficientemente convertida em glicose. Além disso, a atividade de celulase
estara presente quando a hidrélise é continuada, visto que as enzimas celu-
lase também se ligam ao estoque de alimentacdo pré-tratado, e sdo trans-
portadas através da pasta fluida ressuspensa. Uma outra vantagem da in-
vengao € que a enzima B-glicosidase ndo necessita de ser adicionada du-
rante hidrdlise continuada da pasta fluida ressuspensa conforme requerido
Se a enzima permanecesse na fase aquosa, tornando, desse modo, o pro-
CessO menos custoso.

Este sumario da invengdo néo descreve necessariamente todas
as caracteristicas da invencao.

Breve Descricdo dos Desenhos

Estas e outras caracteristicas da invengao tornar-se-ao mais a-
parentes a partir da seguinte descrigdo na qual referéncia é feita aos dese-
nhos em anexo, no qual:

A figura 1A mostra um fluxograma de processo ilustrando as e-

tapas de processamento de um estoque de alimentacao lignoceluldsico de
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acordo com as concretizagdes da invengdo. FIGURA 1B mostra um fluxo-
grama de processo ilustrando as etapas de processamento de um estoque
de alimentag&o lignoceluldsico usando reatores de hidrélise de fluxo ascen-
dente.

As FIGURAS 2A e 2B mostram a hidrélise de 5% de celulose de
palha de trigo pré-tratada por Trichoderma celulase contendo B-glicosidase
com um CBD com e sem ressuspensdo. A hidrélise com ressuspensao foi
filtrada e ressuspensa em 24 horas, enquanto a hidrélise sem ressuspensao
foi operada sem interrupgdo. Na FIGURA 2A, a dosagem de celulase é 16
mg/g, € na FIGURA 2B, a dosagem de celulase é 24 mg/g.

A figura 3 mostra a hidrolise de 5% de celulose de palha de trigo
pré-tratada por Trichoderma celulase contendo B-glicosidase nativa que ca-
rece de um CBD. As hidrdlises foram filtradas e ressuspensas em 24 horas.

As figuras 4A e 4B sao géis de SDS-PAGE de B-glicosidase puri-
ficada sem um CBD (BG) e B-glicosidase com um CBD (BG-CDB) apds incu-
bagdo na presenga (+) ou auséncia (-) de palha de trigo pré-tratada. Na FI-
GURA 4A, a incubagao foi efetuada a 4°C, e na FIGURA 4B, a incubacgéo foi
efetuada a 50°C. Apds 30 minutos de incubagédo, as misturas de reagao fo-
ram centrifugadas, e a fracdo de sobrenadante separada por SDS-PAGE, e
visualizadas por mancha azul de coomassie.

Descricao Detalhada

A seguinte descrigao € de concretizagdes preferidas.

A presente invengao se refere a enzimas para a hidrdlise aper-
feicoada de celulose. Mais especificamente, a presente invencgao se refere a
enzimas celulase e enzimas B-glicosidase para a conversao enzimatica a-
perfeicoada de estoques de alimentagao lignoceluldsicos, € métodos de uso
das mesmas.

A seguinte descricdo € de uma concretizagdo por meio de e-
xemplo somente e sem limitagdo a combinagcdo de caracteristicas necessa-
rias para efetuar a invengao em efeito.

A invengdo proporciona uma composi¢do de enzima e processo

para a hidrélise de estoques de alimentacgao lignocelulésicos que aperfeico-
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am a economia de hidrélise enziméatica pela diminuigéo da inibigao por glico-
se e outros compostos. O processo envolve realizar uma hidrolise parcial de
uma pasta fluida de estoque de alimentagdo pré-tratado com celulases e
uma ou mais de uma B-glicosidase que se ligam ao estoque de alimentagao
pré-tratado, via um agente de ligagao, e, em seguida, separa¢do dos solidos
de fibra nao-hidrolisados, que contém lignina e celulose nao-hidrolisada, a
partir da fase aquosa, que contém glicose, oligdmeros de glicose e celobio-
se. Os solidos separados sdo, em seguida, ressuspensos em uma solugao
aquosa para produzir uma pasta fluida ressuspensa. A enzima celulases e B-
glicosidase sao transportadas através da pasta fluida ressuspensa em virtu-
de de sua capacidade de se ligar aos sélidos. A hidrdlise da pasta fluida res-
suspensa €, em seguida, permitida continuar para produzir um produto de
hidrdlise compreendendo glicose. Pela separagdo da fase de sdlidos e fase
aquosa, glicose e outros inibidores soluveis, tal como celobiose, sdo removi-
dos, ou suas concentragdes sao reduzidas, de modo que a hidrdlise pode
continuar sem ou com inibigdo reduzida.

O processo pode ser um processo continuo, com alimentagéo
continua de pasta fluida de estoque de alimentagao pré-tratado e retirada de
produto de hidrélise. Alternativamente, 0 processo pode ser um processo em
batelada.

O processo é efetuado em uma pasta fluida de estoque de ali-
mentacdo de modo que a digestibilidade da celulose no estoque de alimen-
tacao pelas enzimas celulase é aumentada. As enzimas celulase convertem
pelo menos uma porgao da celulose no estoque de alimentagédo em glicose,
celobiose, oligbmeros de glicose, ou uma combinag¢ao destes.

O estoque de alimentacao para o processo € um material ligno-
celuldsico. Pelo termo "estoque de alimentagao lignocelulésico", entende-se
qualquer tipo de biomassa de planta, tal como, mas limitada a, biomassa de
planta ndo-arborizada, colheitas cultivadas, tais como, mas nao limitadas a,
por exemplo, mas n&o limitadas a, gramas C4, tais como grama de vara,
grama de corda, grama de centeio, miscanthus, grama de canario de cana,

ou uma combinacdo destas, residuos de processamento de agucar, por e-
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xemplo, mas n3o limitados a, bagaco, polpa de beterraba, ou uma combina-
¢ao destas, residuos agricolas, por exemplo, mas nao limitados a, forragem
de feijao-soja, forragem de milho, palha de arroz, cascas de arroz, palha de
cevada, espigas de milho, palha de trigo, palha de canola, palha de aveia,
cascas de aveia, fibra de milho, ou uma combinacao destes, biomassa de
area florestal, por exemplo, mas ndo limitada a, fibra de polpa de madeira
reciclada, serragem, madeira dura, por exemplo madeira de alamo, madeira
macia, ou uma combinagdo destes. Além disso, o estoque de alimentacao
lignocelulésico pode compreender material de despejo de celulose, ou maté-
rias de despejo de areas florestais, tais como, mas néo limitados a, papel
para impressao de jornais, papeldao e similares. O estoque de alimentacao
lignocelulésico pode compreender uma espécie de fibra ou, alternativamen-
te, o estoque de alimentagéao lignocelulésico pode compreender uma mistura
de fibras que se originam de estoques de alimentagao lignocelulésicos dife-
rentes. Em adi¢éo, o estoque de alimentagéo lignocelulésico pode compre-
ender estoques de alimentagao lignoceluldsicos frescos, estoque de alimen-
tacao lignoceluldsico parcialmente seco, estoque de alimentagao lignocelu-
Iésico totalmente seco, ou uma combinacgao destes.

Os estoques de alimentagédo lignocelulésicos compreendem ce-
lulose em uma quantidade maior do que cerca de 20%, mais preferivelmente
maior do que 30%, mais preferivelmente maior do que 40% (p/p). Por exem-
plo, o material lignoceluldésico pode compreender de cerca de 20% a cerca
de 50% (p/p) de celulose, ou mais, ou qualquer quantidade entre estas, por
exemplo, mas nao limitado a, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42,
44, 46, 48 e 50% (p/p) de celulose. O estoque de alimentagao lignocelulésico
também compreende lignina em uma quantidade maior do que cerca de
10%, mais preferivelmente em uma quantidade maior do que cerca de 15%
(p/p). O estoque de alimentagao lignoceluldsico pode também compreender
pequenas quantidades de sacarose, frutose e amido.

Exemplos de estoques de alimentagao lignoceluldsicos preferi-
dos incluem (1) despejos agricolas, tais como forragem de milho, palha de
trigo, palha de cevada, palha de canola, patha de aveia, palha de arroz, e
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forragem de feijdo-soja; e (2) gramas, tais como grama de vara, miscanthus,
grama de corda e grama de canario de cana.

A presente invengdo é praticada com material lignocelulésico
que foi pré-tratado. Os métodos de pré-tratamento sdo pretendidos para dis-
tribuirem uma combinagao suficiente de agdo mecéanica e quimica de modo
a romper a estrutura de fibra e aumentar a area superficial de estoque de
alimentagdo acessivel a enzimas celulase. A acdo mecénica inclui tipica-
mente, mas ndo esta limitada a, o uso de pressao, moagem, agitagao, desfi-
bramento, compressao/expansao, ou outros tipos de agao mecéanica. A agao
quimica pode incluir, mas nao esta limitada a, o uso de calor (frequentemen-
te vapor), acido, alcali e solventes. Varios métodos de pré-tratamento quimi-
CO e mecanico sao bem-conhecidos na técnica.

Antes do pré-tratamento, o estoque de alimentagao lignoceluld-
sico pode ser lixiviado. Isto pode ser efetuado, por exemplo, conforme des-
crito no WO 02/070753 (Griffin et al., que € incorporado aqui por referéncia).
Contudo, mesmo se lixiviamento for praticado, uma quantidade substancial
de composto de inibicdo é produzida no processo de pré-tratamento subse-
quente.

O pré-tratamento é empregado para aumentar a suscetibilidade
da pasta fluida de estoque de alimentagao lignoceluldsico ser hidrolisada por
enzimas celulase. Por exemplo, o pré-tratamento pode ser efetuado para
hidrolisar a hemicelulose, ou uma porcéao desta, que esta presente no esto-
que de alimentacao lignocelulésico, em agucares monomeéricos, por exem-
plo, xilose, arabinose, manose, galactose, ou uma combinagao destas. Pre-
ferivelmente, o pré-tratamento é realizado de modo que a hidrélise quase
completa da hemicelulose e uma pequena quantidade de conversao de celu-
lose em glicose, ocorra. A celulose é hidrolisada em glicose em uma etapa
subsequente que usa enzimas celulase. Durante o pré-tratamento, tipica-
mente um &cido diluido, a uma concentragédo de cerca de 0,02% (p/v) a cer-
ca de 2% (p/v), ou qualguer quantidade entre estas (medida como a percen-
tagem de peso de acido puro no peso total de estoque de alimentagao seco

mais solucdo aquosa) é usado para o pré-tratamento do estoque de alimen-
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tacao lignocelulésico. Preferivelmente, o pré-tratamento é efetuado a uma
temperatura de cerca de 180°C a cerca de 250°C por um tempo de cerca de
6 segundos a cerca de 120 segundos, e um pH de cerca de 0,8 a cerca de
2,0. O pré-tratamento pode ser efetuado em um estagio simples ou em mais
do que um estagio. Preferivelmente, pelo menos um estagio é efetuado na
faixa de temperatura, por um periodo de tempo e a faixa de pH colocados
acima.

Uma abordagem ao pré-tratamento do estoque de alimentacao é
explosdo com vapor, usando as condi¢gdes de processo descritas nas Paten-
tes dos Estados Unidos N° 4.461.648 e 4.237.226 (que sao aqui incorpora-
das por referéncia). Outro método de pré-tratamento da pasta fluida de esto-
que de alimentacao envolve pré-tratamento continuo, significando que o es-
toque de alimentacdo lignoceluldésico € bombeado através de um reator con-
tinuamente. Pré-tratamento acido continuo é familiar aqueles versados na
técnica, ver, por exemplo, Patente de Patente dos Estados Unidos N°
5.536.325 (Brink); Pedido dos Estados Unidos co-pendente N° US
60/687.224 (Foody e Tolan); Patente dos Estados Unidos N° 4.237.226 (Gre-
thlein; que sdo aqui incorporados por referéncia). Outros métodos que sao
conhecidos na técnica podem ser usados conforme requerido para a prepa-
racao de um estoque de alimentagao pré-tratado, por exemplo, mas nao limi-
tado a, aqueles descritos na Patente dos Estados Unidos N° 4.556.430
(Converse et al.; que é incorporado aqui por referéncia).

O estoque de alimentagao lignocelulésico pré-tratado pode op-
cionalmente ser lavado com agua antes da hidrélise enzimatica. A etapa de
lavagem ou lixiviamento pode remover alguns dos inibidores de enzimas ce-
lulase e leveduras, tais como acucares dissolvidos e produtos de degrada-
cdo de agucar, lignina dissolvida e compostos fendlicos, e outros compostos
organicos no sistema. Contudo, embora lavagem apés pré-tratamento caia
dentro do escopo da invencéo, ela pode nao resultar na remogao de todas
as impurezas insollveis presentes, e ela pode aumentar o custo do proces-
S0.

O material lignocelulésico pré-tratado é fluidificado em uma solu-
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¢éo aquosa para produzir uma pasta fluida de estoque de alimentagao aquo-
sa, ou "pasta fluida aquosa". Por exemplo, mas sem desejar estar limitando,
a solugcdo aquosa pode ser agua de processo, agua fresca, condensado de
vapor, ou correntes de reciclo de processo. A concentracdo de estoque de
alimentagao lignocelulésico pré-tratado na pasta fluida aquosa depende do
tamanho de particula, retengdo de agua, capacidade de bomba, e outras
propriedades do estoque de alimentagdo. Tipicamente, a concentragdo esta
entre cerca de 3% e 30% (p/p), ou entre cerca de 10% e cerca de 20% (p/p)
de sdlidos de fibra (também conhecidos como sélidos suspensos ou nao-
dissolvidos), ou qualquer quantidade entre estas. A pasta fluida aquosa pre-
ferivelmente tem uma concentracao de sdlidos que a capacita a ser bombe-
ada. Conforme é bem-conhecido na técnica, a concentragao de sélidos sus-
pensos ou nao-dissolvidos pode ser determinada por filtragem de uma a-
mostra de pasta fluida usando-se papel de filtro de microfibra de vidro, lava-
gem da massa do filtro com agua, e secagem da massa durante a noite a
105°C. E preferido que os sdlidos de fibra compreendam pelo menos cerca
de 20% a cerca de 70% de celulose por peso, ou qualquer quantidade ente
estas. Por exemplo, os soélidos suspensos podem compreender 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65% ou 70% de celulose por peso.

O pH da pasta fluida aquosa € geralmente ajustado para dentro
da faixa do pH 6timo para as enzimas celulase usadas. Geralmente, o pH da
pasta fluida aquosa é ajustado para dentro de uma faixa de cerca de 3,0 a
cerca de 7,0, ou qualquer pH entre esta. Tipicamente, o pH esta dentro de
uma faixa de cerca de 4,5 a cerca de 5,5, ou qualquer pH entre esta. Contu-
do, deve ser apreciado que o pH da pasta fluida pode ser mais alto do que
cerca de 4,5 a cerca de 5,5 se as enzimas celulase usadas sao alcalofilicas
ou acidofilicas. O pH da pasta fluida pode ser ajustado usando-se qualquer
acido ou base conhecido na técnica. Por exemplo, se a pasta fluida é basica
(por exemplo, se um pré-tratamento bésico é realizado), acido sulfurico pode
ser usado. Se a pasta fluida é acida, o pH pode ser ajustado com bases se-
lecionadas a partir do grupo consistindo em aménia, hidroxido de amonio,

cal, hidroxido de célcio, hidroxido de potassio, hidréxido de magnésio, hidro-
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xido de sodio, e mistura destes. Preferivelmente, a base é selecionada a par-
tir do grupo consistindo em amoénia, hidroxido de amoénio e hidréxido de sé6-
dio.

A temperatura da pasta fluida de estoque de alimentagao aquo-
sa é ajustada de modo que ela esteja dentro da faixa 6tima para a atividade
das enzimas celulase. Geralmente, uma temperatura de cerca de 45°C a
cerca de 55°C, ou qualquer temperatura entre estas, é adequada para mui-
tas enzimas celulase. Contudo, a temperatura da pasta fluida pode ser mais
alta para enzimas celulase termofilicas.

As enzimas celulase e uma enzima B-glicosidase com agente de
ligagdo sao adicionadas a pasta fluida aquosa, antes, durante ou apds o a-
juste da temperatura e pH da pasta fluida aquosa apés pré-tratamento. Pre-
ferivelmente, as enzimas celulase e B-glicosidase sdo adicionadas a pasta
fluida de estoque de alimentacgao lignoceluldsico pré-tratado apds o ajuste da
temperatura e pH da pasta fluida. A hidrélise parcial do material lignocelulé-
sico pré-tratado €, em seguida, realizada.

Uma celulase € uma enzima com atividade hidrolitica para celu-
lose nos sdlidos de fibra, e que compreende pelo menos um dominio cataliti-
co. Uma enzima celulase geralmente tem dominios adicionais, incluindo,
mas nao limitados a, um moédulo de ligacdo de carboidrato, ou outros domi-
nios funcionais.

Pelo termo "enzimas celulase" ou "celulases”, entende-se uma
mistura de enzimas que hidrolisam celulose. A mistura pode incluir glicobio-
hidrolases (GBH), celobio-hidrolases (CBH) e endoglucanases (EG). Embora
enzimas GBH possam formar um componente da mistura de enzima, seu
uso na hidrdlise enzimatica de celulose € menos comum do que enzimas
CBH e EG. Em um exemplo nao-limitativo, a mistura inclui enzimas CBH e
EG. A enzima GBH hidrolisa principalmente cadeias de polimero de celulose
de suas extremidades para liberar glicose, enquanto a enzima CBH hidrolisa
principalmente cadeias de polimero de celulose de suas extremidades para
liberar celobiose, e a enzima EG hidrolisa principalmente polimero de celulo-

se no meio da cadeia. A enzima GBH pode ser uma enzima tendo uma ativi-
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dade de tipo ECN23.2.1.73, a enzima CBH pode ter uma atividade de enzima
de tipo ECN23.2.1.91, e a enzima EG pode ser uma atividade de tipo
ECN®3.2.1.4 ou ECN®3.2.1.151.

As enzimas celulase podem ser produzidas por varias plantas e
microorganismos. O processo da presente invengao pode ser efetuado com
qualquer tipo de enzimas celulase, indiferente de sua fonte. Entre os mais
amplamente estudados, celulases caracterizadas e comercialmente produzi-
das sdo aquelas obtidas de fungos do género Aspergillus, Humicola e Tri-
choderma, e das bactérias do género Bacillus e Thermobifida. A celulase
produzida pelos fungos filamentosos Trichoderma longibrachiatum compre-
ende pelo menos duas enzimas celobio-hidrolase denominadas CBHI e C-
BHII, e pelo menos quatro enzimas EG. Também, celulases EGI, EGII, EGlII,
EG V e EGVI foram isoladas de Humicola insolens (ver, Schulein et al., Pro-
ceedings of the Second TRICEL Symposium on Trichoderma reesei Cellula-
se and Other Hydrolases, Espoo 1993, P. Suominen and T. Reinikainen,
Eds. Foundation for Biotechnical and Industrial Fermentation Research, Hel-
sinki 8:109-116, que é aqui incorporado por referéncia).

A enzima CBHI é definida como uma CBH que hidrolisa princi-
palmente cadeias por um mecanismo de retengdo conforme seria conhecido
a um versado no assunto. A enzima CBHIl pode ser um membro de uma
Familia 7, 10 ou Familia 48 de glicohidrolases. Em uma concretizagao prefe-
rida, a enzima CBHIl é um membro da Familia 7. Em uma concretizagao
mais preferida, a enzima CBHI é a CBHI da Familia 7 de Trichoderma.

A enzima CBHII é definida como uma enzima que hidrolisa prin-
cipalmente cadeias de polimero de celulose por um mecanismo de inversao
conforme seria conhecido a um versado no assunto. A enzima CBHII pode
ser processiva. A enzima CBHIl pode ser um membro da Familia 6, 9 ou 74.
Em uma concretizagdo preferida, a enzima CBHIl € um membro da Familia
6. Em uma concretizacdo mais preferida, a enzima CBHIl é a CBHII da Fa-
milia 6 de Trichoderma.

Exemplos de enzimas EG que podem ser usadas na pratica des-

ta invengao sao colocados na Tabela 1 abaixo:
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Tabela 1: Exemplos de enzimas EG

Enzima EG Familia de Glico-idrolase
EGI 7
EGII 5
EGIl 12
EGIV 61
EGV 45
EGVI 74

Preferivelmente, as enzimas EG sao enzimas fdngicas, tais co-
mo enzimas expressas de Trichoderma. As enzimas EG preferivelmente
contém um CBD (dominio de ligagdo de celulose), embora uma certa pro-
porcao das enzimas EG possa ser incluida na mistura de enzima celulase
que carece de uma CBD.

A dosagem de enzima celulase é escolhida para converter celu-
lose do estoque de alimentagao pré-tratado em glicose. Por exemplo, uma
dosagem apropriada de celulase pode ser cerca de 1,0 a 40,0 Unidades de
Papel Filtro (FPU ou IU) por grama de celulose, ou qualquer quantidade en-
tre estas. A FPU é uma medi¢ao padrao familiar ao versado no assunto, e é
definida e medida de acordo com Ghose (Pure and Appl. Chem., 1987,
59:257-268).

As enzimas celulase usadas na pratica desta invengao se ligam
a componentes do estoque de alimentagdo pré-tratado. Contudo, deve ser
aparente que a composi¢ao de enzima pode compreender algumas celula-
ses que nao se ligam ao estoque de alimentagao lignoceluldsico pré-tratado,
tais como aquelas que nao compreendem um dominio de ligagcao de celula-
se. A percentagem de enzimas celulase que se ligam a celulose (sélidos)
pode estar entre cerca de 75% e 100% (p/p) das enzimas celulase totais
presentes na composi¢ao de enzima: por exemplo, a percentagem de enzi-
mas celulases que se ligam a celulose pode ser cerca de 75, 78, 80, 83, 85,
87, 90, 93, 95, 97 ou 100% (p/p) das enzimas celulase totais presentes na
composi¢ao de enzima.

A conversao de celobiose em glicose € efetuada pela B-
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glicosidase. Pelo termo "B-glicosidase" entende-se qualquer enzima que hi-
drolisa o dimero de glicose, celobiose, em glicose. A atividade da enzima B-
glicosidase é definida por sua atividade pela Comissdo de Enzima como
ECN©93.2.1.21. As enzimas B-glicosidase para uso nesta invengao sdo solu-
veis em agua. Existem muitos micrébios que produzem B-glicosidase, e as
propriedades destas enzimas variam, incluindo estrutura (peso molecular,
orientagéo tridimensional, composi¢cdo de aminodcido, e local ativo), e ativi-
dade catalitica (taxa e cinética de hidrélise de celobiose, e capacidade de
agir em outros substratos). A enzima B-glicosidase pode vir de varias fontes;
contudo, em todos os casos, a enzima B-glicosidase € capaz de hidrolisar
celobiose em glicose. A enzima B-glicosidase pode ser uma Familia 1 ou
Familia 3 de glicosideo hidrolase, embora outros membros de familia pos-
sam ser usados na pratica desta invengao. A enzima B-glicosidase preferida
para uso nesta invengdo é a proteina Bgl1 de Trichoderma reesei. Outras
formas podem incluir outras proteinas Bgl de Trichoderma ou enzimas [-
glicosidase de outros organismos.

A ligacdo da B-glicosidase ao estoque de alimentagéo pre-
tratado é efetuada por um agente de ligagdo que liga a enzima B-glicosidase
ao estoque de alimentacao pré-tratado. Pelo termo "agente de ligagao"”, en-
tende-se qualquer composto quimico para ligagdo da B-glicosidase aos soli-
dos de fibra. A afinidade do agente de ligagdo ao estoque de alimentagéao
pré-tratado é forte o bastante para permitir a aderéncia da enzima [-
glicosidase aos solidos de fibra na pasta fluida de estoque de alimentagao
aquosa, permitindo, desse modo, que ela seja transportada através da se-
gunda hidrdlise (hidrélise continuada).

O agente de ligagdo pode ser um produto quimico fixado a en-
zima B-glicosidase na forma de uma modificagéo quimica. Esta modificagao
envolve fixacdo a enzima de um produto quimico com afinidade suficiente
para os sélidos de fibra. Exemplos de produtos quimicos adequados incluem
detergentes, tensoativos, poliglicois, proteinas e fragmentos de proteina.
Exemplos de detergentes e tensoativos incluem, mas nao estao limitados a,

acidos de bile (colato, deoxicolato, taurocolato, glicolato, e glicodeoxicolato,
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sdo exemplos), alquil glicosideos (n-nonil-B-D-glicopiranosideo, n-octil- B-D-
glicopiranosideo, n-heptil-B-D-glicopiranosideo, n-hexil-B-D-glicopiranosideo,
dodecil-B-D-maltosideo, octil- B-D-tioglicopiranosideo, glicopiranosideo, €
decil-B-D-maltosideo, sdo exemplos, e detergentes zwiteridnicos. Exemplos
de poliglicéis incluem, mas néo estao limitados a, polietileno glicol e polioxie-
tilenos.

O agente de ligagdo pode também ser uma proteina ou fragmen-
to de proteina. Exemplos de proteina e fragmentos de proteina incluem a-
queles descritos acima para uso como dominios de ligagdao. Exemplos adi-
cionais de proteinas que podem servir como um agente de ligagdo incluem,
mas nao estdo limitados a, hidrofobin, estreptolisin, swollenin ou expansin.
Exemplos de fragmentos de proteina que podem servir como agente de liga-
¢ao incluem, mas nao estao limitados a, politriptofan, politrosin e hélices an-
fipaticas.

Preferivelmente, o agente de ligacdo € um dominio de ligagao tal
como um modulo de ligacao de carboidrato (CBM) que é operavelmente li-
gado a enzima B-glicosidase. Pelo termo "mdédulo de ligagdo de carboidrato”
ou "CBM", entende-se qualquer proteina e sequéncia de peptideo que se
ligam n&o-covalentemente ao(s) carboidrato(s) presente(s) nos sdlidos de
fibra. Preferivelmente, o médulo de ligagao de carboidrato € um dominio de
ligagdo de celulose (CBD) que se liga a celulose nos sdlidos de fibra.

CBDs sdo encontrados na natureza como dominios discretos em
proteinas, tais como celulases, e também em enzimas nao-hidroliticas. Até
aqui, mais de vinte e quatro familias de sequéncias de CBD foram identifica-
das. O CBD para a pratica desta invengao pode ser derivado de qualquer
fonte de CBDs. Por exemplo, o CBD pode ser derivado de uma bactéria ou
fungo, embora CBDs tenham sido isolados de uma variedade de outros or-
ganismos. Exemplos ndo-limitativos de microbios dos quais CBD pode ser
derivado incluem Aspergillus, Humicola, Trichoderma, Bacillus, Thermobifi-
da, ou uma combinacdo destes. Sequéncias de CBD preferidas para a prati-
ca da invengdo sdo CBDs Tipo |, que sdo derivados de fungos. Alternativa-

mente, a sequéncia de DNA que codifica um CBD pode ser preparada sinte-
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ticamente por métodos conhecidos aqueles versados na técnica, tais como
metodo de fosforamidita (Beaucage and Caruthers, Tetrahedron Letters,
1981, 22:1859-1869, que é incorporado aqui por referéncia.

O termo "operavelmente ligado" se refere a uma ligagao entre
enzima B-glicosidase e o dominio de ligagao que capacita o dominio de liga-
¢ao a aderir aos sélidos de fibra na pasta fluida aquosa. A ligagédo pode ser
via um ligante, ou o dominio de ligagdo pode estar ligado a B-glicosidase
sem uma regiao ligante de intervencgao.

Um outro exemplo de um agente de ligagdo que pode ser usado
na pratica da invengcao € um produto quimico que se associa com ambos a
enzima B-glicosidase e os sdlidos de fibra. Exemplos nao-limitativos de tais
produtos quimicos incluem, mas ndo estdo limitados a, polications, polia-
nions, floculantes e moléculas anfipaticas. Além disso, este quimico pode ser
uma proteina ou fragmento de proteina, tais como aqueles descritos acima
para uso como dominios de ligacao, ou um produto quimico tal como aquele
descrito acima para uso na modificagao quimica.

Pelo termo "ligante", entende-se uma sequéncia de aminoacido
unindo o dominio de ligacao de celulose de uma enzima celulase ou B-
glicosidase, e ligando-as ao dominio cataliticamente ativo da enzima. A regi-
ao ligante pode ser hidrofilica e ndo-mudada, e enriquecida em certos ami-
noacidos, incluindo glicina, asparagina, prolina, serina, treonina, glutamina,
ou combinagdes destas. Preferivelmente, a estrutura do ligante concede fle-
xibilidade a sequéncia. Enquanto nao se deseja estar ligado a teoria, a estru-
tura flexivel é acreditada facilitar a atividade do dominio catalitico. Contudo,
conforme seria evidente a um versado no assunto, ndao é essencial que um
ligante esteja presente.

A capacidade de uma enzima B-glicosidase ou uma enzima celu-
lase se ligar a celulose pode ser determinada por ensaios de ligagao de celu-
lose usando-se material lignoceluldsico pré-tratado. Tais ensaios sao familia-
res aqueles versados na técnica, e envolvem contatar 5 gramas de material
lignoceluldsico pré-tratado com 50 mg de enzima B-glicosidase, com agente

de ligacdo, em uma solugdo aquosa por 5 a 15 minutos a uma temperatura
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de 20°C a 40°C, em seguida separando-se os solidos de fibra da enzima por
filtragcdo, e medindo-se a quantidade de enzima que permanece na solugao.
O agente de ligagao se liga a B-glicosidase e aos sélidos de fibra, permitin-
do, desse modo, que a enzima B-glicosidase seja retida no reator de hidroli-
se junto com sdlidos de fibra.

Qualquer fonte de B-glicosidase pode ser usada na pratica da
invencdo. Por exemplo, a enzima B-glicosidase pode ser derivada de Asper-
gillus, Humicola, Trichoderma, Bacillus, Thermobifida, ou uma combinagao
destes. Preferivelmente, a enzima B-glicosidase é derivada de Trichoderma
ou Aspergillus. A enzima B-glicosidase derivada de Trichoderma € de peso
molecular 74.000 (conforme medido por eletroforese de gel de SDS-
poliacrilamida), e tem um ponto isoelétrico de 8,3 (conforme medido por ele-
troforese de gel de poliacrilamida de focalizagao isoelétrica nao-
desnaturante). A enzima B-glicosidase pode ser nativa ao hospedeiro, ou
pode ser nativa a outros géneros ou espécies, e inserida no hospedeiro em
que ela é expressa.

A B-glicosidase contendo um CBM, tal como um CBD, pode ser
uma proteina de fusdo produzida por um construto genético compreendendo
uma sequéncia promotora, uma sequéncia que codifica B-glicosidase, e uma
sequéncia que codifica um CBM. O construto genético é expresso em um
sistema de expressdo adequado, por exemplo, um sistema de expressao
bacteriana ou fungica, tal como Aspergillus, Humicola, Trichoderma, Bacillus,
Thermobifida, ou uma combinacdo destes. Em adigdo, enzimas B-
glicosidase que ocorrem naturalmente com um CBM podem ser usadas na
pratica da invencdao. As enzimas B-glicosidase que ocorrem naturalmente
podem ser isoladas de Aspergillus, Humicola, Trichoderma, Bacillus, Ther-
mobifida, ou uma combinagao destes. Por exemplo, uma B-glicosidase con-
tendo CBD que ocorre naturalmente foi purificada e caracterizada a partir do
fungo podre branco Phanaerochaete chrysosporium (Lymar et al., Appl. En-
viron. Micro., 1995, 61: 2976-2980, cujos conteldos sdo aqui incorporados
por referéncia).

O nivel de dosagem da B-glicosidase que € adicionado a pasta
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fluida aquosa pode ser cerca de 5 a cerca de 400 unidades de B-glicosidase
por grama de celulose, ou qualquer quantidade entre estes, ou de cerca de
35 a cerca de 200 unidades de B-glicosidase por grama de celulose, ou
qualquer quantidade entre estes. A unidade de B-glicosidase é medida de
acordo com o método de Ghose (supra).

E preferido que a concentracdo de B-glicosidase presente seja
alta o bastante para assegurar que a celobiose ndo se acumule durante a
hidrélise, e ndo iniba a acao de celulase. Sera compreendido por aquele ver-
sado no assunto que Trichoderma, e outros micrébios de produgéo de celu-
lose, produzem usualmente somente quantidades limitadas de B-glicosidase.
Os métodos colocados em White e Hindle, Patente dos Estados Unidos N°
6.015.703 (que é incorporada aqui por referéncia) podem ser empregados
para alcancar niveis aumentados de producado de B-glicosidase por Tricho-
derma. Alternadamente, a B-glicosidase pode ser produzida em uma fermen-
tacdo separada de Aspergillus, e adicionada a mistura de celulase.

Deve ser apreciado que nem toda a B-glicosidase na composi-
cao de enzima pode se ligar aos sélidos. Por exemplo, a quantidade de en-
zima B-glicosidase presente na composi¢do de enzima que compreender um
CBD pode ser cerca de 75% a cerca de 100% (p/p), ou qualquer faixa entre
estas, ou cerca de 85% a cerca de 100% (p/p), ou qualquer faixa entre es-
tas, ou cerca de 90% a cerca de 100% (p/p), ou qualquer faixa entre estas,
da B-glicosidase total presente. Por exemplo, a quantidade de B-glicosidase
compreendendo um CDB em relagdo a quantidade total de B-glicosidase
presente na composi¢cao de enzima pode ser cerca de 75, 78, 80, 83, 85, 87,
90, 93, 95, 97 ou 100% (p/p).

As enzimas celulase e enzimas B-glicosidase podem ser mani-
puladas em uma solugdo aquosa, ou como um pé ou granulo. As enzimas
podem ser adicionadas a pasta fluida aquosa em qualquer ponto antes de
sua introducdo em um reator de hidrélise. Alternativamente, as enzimas po-
dem ser adicionadas diretamente ao reator de hidrdlise, embora a adi¢do de
enzimas antes de sua introducd@o no reator de hidrolise seja preferida para

mistura o6tima. As enzimas podem ser misturadas na pasta fluida aquosa
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porcao da celulose na pasta fluida aquosa permanega nao-convertida. A ce-
lulose remanescente é convertida em celobiose, oligbmeros de glicose, ou
uma combinacéo destes, durante uma etapa de hidrélise adicional descrita
em maiores detalhes abaixo. A hidrélise pode resultar em cerca de 30% a
cerca de 80% (p/p), ou cerca de 30% a cerca de 60% (p/p) da celulose sen-
do convertida em glicose; por exemplo, 30, 33, 35, 38, 40, 43, 45, 50, 53, 55,
58, 60, 70 ou 80% (p/p) da celulose pode ser convertida em glicose. A hidré-
lise parcial do material lignocelulésico pode ser permitida continuar por cerca
de 12 a cerca de 24 horas, ou qualquer quantidade de tempo entre estes.
Por exemplo, o tempo de reagédo pode ser cerca de 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23 ou 24 horas, ou qualquer tempo entre estes.

Apds a hidrélise parcial ser efetuada, sdlidos de fibra nao-
hidrolisados compreendendo celulose e outros componentes insoluveis pro-
duzem fase de sdlidos da pasta fluida parcialmente hidrolisada. Os compo-
nentes insoliveis, em adicdo a celulose, que podem estar presentes na fase
de sélidos, incluem sélidos ndo-convertidos que nao sao digeridos pelas en-
zimas celulase, bem como componentes nao-celulésicos, ou outros materi-
ais que sdo inertes a celulase, tais como lignina e compostos de silica. Deve
ser apreciado que a fase de sélidos pode compreender licor. A fase de soli-
dos pode ter um teor de umidade de 40-80%; por exemplo, a fase de sélidos
pode ter um teor de umidade de 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 ou 80%.

A fase aquosa da pasta fluida parcialmente hidrolisada contém
glicose que inibe enzimas celulase. Componentes soluveis adicionais que
podem estar presentes na fase aquosa incluem oligdmeros de glicose, pro-
dutos de degradacdo de agucar, tais como furfural e hidroxil metil furfural,
acidos orgéanicos, tais como acido acético, e compostos fendlicos derivados
de lignina.

Pelo termo "reator de hidrdlise" entende-se um vaso de reagao
usado para efetuar hidrélise da pasta fluida de estoque de alimentagao lig-
noceluldsica pré-tratado pelas enzimas celulase e B-glicosidase. O reator de
hidrélise pode ser de construgdo apropriada para acomodar a hidrélise. O

reator de hidrélise pode ser revestido com vapor, dgua quente, ou outra fon-
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te de calor, para manter a temperatura desejada. O reator de hidrélise pode
ser uma torre com uma razao de altura para diametro de mais do que 2:1, ou
um tanque com uma razao de altura para diametro de 2:1.

A hidrélise pode ser efetuada em um reator de hidrélise que é
parte de um sistema de hidrélise que compreende um ou mais do que um
reator de hidrélise. O termo "sistema de hidrélise" envolve reatores de hidro-
lise, bem como tanques de alimentagdo, bombas, e outro equipamento auxi-
liar. A escolha do nimero de reatores de hidrélise no sistema de hidrdlise
depende do custo dos reatores de hidrélise, do volume da pasta fluida aquo-
sa, e outros fatores. Para uma féabrica de etanol de escala comercial, o nu-
mero tipico de reatores de hidrolise é 4 a 12.

A hidrélise pode ser efetuada em um "reator de hidrélise de re-
tengcao de solidos". O termo "reator de hidrdlise de retencao de sélidos", con-
forme aqui usado, se refere a um reator de hidrélise que retém sélidos de
fibra mais longos do que a fase aquosa da pasta fluida aquosa para aumen-
tar o tempo de reacao das enzimas celulase e B-glicosidase com celulose.
Um reator de hidrélise de retengdo de sélidos pode ser um reator de hidroli-
se nao-misturado no sentido que nenhuma agitagdo mecéanica dos conteu-
dos do reator é efetuada durante a reagao de hidrélise. Um exemplo de um
reator de hidrélise nao-misturado adequado para a pratica da invengao é um
reator de fluxo ascendente que é descrito em WO 2006/063467 (Foody et
al), que é aqui incorporado por referéncia. O reator de hidrélise de retengao
de sdlidos pode também ser um reator misturado, em cujo caso agitagao
mecanica dos conteludos do reator € efetuada durante a reagao de hidrdlise.
A mistura ativa dentro dos tanques de hidrélise pode ser efetuada por impul-
sores ou bombas, conforme € bem-conhecido na técnica.

Se o reator de hidrélise de retengcao de sélidos for uma torre, ele
pode ser uma torre de fluxo ascendente, em que a pasta fluida aquosa e en-
zimas entram na torre diretamente no fundo da torre, e bombeadas para ci-
ma através da torre. Alternativamente, a torre pode ser uma torre de fluxo
descendente em que a pasta fluida aquosa é bombeada para baixo através

da torre. As torres de fluxo ascendente ou fluxo descendente podem ser
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ndo-misturadas. Alternativamente, elas podem ser de mistura em niveis dis-
cretos.

Referindo-se agora a Figura 1A, em um exemplo ndo-limitativo,
a pasta fluida hidrolisada compreendendo glicose e sélidos de fibra nao-
hidrolisados, é removida a partir do topo do reator de hidrélise 130, via linha
170, e introduzida em uma unidade de microfiltragdo 180. A unidade de mi-
crofiltracdo 180 separa os sélidos de fibra compreendendo celulose da fase
aquosa da pasta fluida hidrolisada. Deve ser apreciado por aqueles versados
na técnica que os solidos de fibra compreendem licor arrastado. Estes soli-
dos de fibra separados (linha 195) sdo, em seguida, ressuspensos em um
segundo reator de hidrdlise 200, e a hidrdlise é permitida continuar.

Conforme descrito anteriormente, durante a hidrélise, as celula-
ses sdo ligadas a celulose no estoque de alimentagao lignocelulésica pré-
tratado. A enzima B-glicosidase, que se liga ao estoque de alimentagao lig-
noceluldsica pré-tratado, também estara ligada aos sélidos de fibra. Desse
modo, quando os sélidos de fibra sdo separados da fase aquosa da pasta
fluida, ndo somente exocelobio-hidrolases (CHI) e endoglucanases (EG)
permanecerdo com a fase de soélidos de fibra, mas também B-glicosidase.

Varios métodos podem ser empregados para separar os solidos
de fibra ndo-hidrolisados a partir da fase aquosa. Estes podem incluir méto-
dos que separam completamente ou quase completamente os sélidos de
fibra a partir da fase aquosa, e métodos que somente separam parcialmente
os sdlidos de fibra a partir da fase aquosa. Por exemplo, os sdlidos de fibra
podem ser separados a partir da fase aquosa por filtragdo de membrana,
centrifugacao, ou filtragdo de vacuo ou pressdao. Um método preferido de
fitracdo de membrana é microfiltragdo, e um método preferido de centrifuga-
¢do envolve bombeio da pasta fluida através de um hidroclone.

Um método preferido para efetuar a invengéo, que nao entende-
se para ser limitante, envolve efetuar a hidrélise em um reator de assenta-
mento, conforme descrito em WO 2006/063467 (cujos conteudos sao aqui
incorporados por referéncia). Um exemplo de sistema de hidrdlise incorpo-

rando reatores de hidrélise de fluxo ascendente é mostrado na Figura 1B. Os
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numeros de referéncia que sdo os mesmos como na Figura 1A indicam eta-
pas de processo idénticas. Conforme mostrado na Figura 1B, a pasta fluida
aquosa na linha 120 é alimentada ao reator de hidrolise 130. Esta pode ser
por uma linha que vai para baixo através da parte intermediaria do reator e,
em seguida, adiciona-se a pasta fluida no fundo, através do distribuidor 140.
Alternativamente, a alimentagao de pasta fluida pode ser diretamente para o
distribuidor 140 no fundo do reator. A pasta fluida aquosa flui para cima atra-
vés do reator com uma velocidade vertical que € baixa 0 bastante para per-
mitir que os sdélidos de fibra assentem. Como um resultado, a fase aquosa
atravessa o reator em um tempo mais curto do que os solidos de fibra. A
celulase e B-glicosidase ligadas permanecem no reator com os solidos de
fibra, enquanto a fase aquosa sai do reator. A B-glicosidase ligada assegura
que a celobiose seja convertida em glicose dentro da hidrélise, e ndo inibe
enzimas celulase. Os sélidos nao-hidrolisados sao transportados para fora
do reator junto com a fase aquosa na linha 170, e sdo separados a partir da
fase aquosa pela unidade de microfiltracdo 180.

Os sélidos separados obtidos apds uma etapa de separagao dos
sblidos de fibra a partir do produto de hidrélise compreendendo glicose po-
dem conter cerca de 50% a cerca de 80% de umidade. O teor de umidade
depende do processo de separagao usado, em cuja extensdo se escolhe
desidratar os sdlidos e a eficiéncia de remocgédo de agua. Os sélidos separa-
dos podem ser lavados com agua para aumentar a quantidade de glicose
removida.

Apés hidrélise em um reator de hidrélise com ou sem retengao
de soélidos, os sdlidos de fibra sdo separados, ressuspensos, € a hidrélise
continuada. Os sdélidos de fibra sao ressuspensos em uma fase aquosa que
seja compativel para hidrélise adicional da pasta fluida ressuspensa. A solu-
¢do aquosa usada para ressuspensao dos sélidos é preferivelmente agua,
embora outras solugdes aquosas possam ser usadas. A agua pode ser agua
fresca, agua de processo, ou condensado de vapor. A quantidade de solu-
cdo aquosa adicionada para ressuspensao pode ser a mesma como estava

presente na pasta fluida aquosa antes da hidrolise, ou preferivelmente um
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transportar e misturar a pasta fluida conforme necessario. A pasta fluida res-
suspensa estara livre de glicose e outros inibidores soluveis, ou suas con-
centragOes significantemente reduzidas. Na auséncia de glicose, celobiose e
inibidores, ou pela diminuigdo de sua concentragdo, a etapa de hidrélise adi-
cional pode ser efetuada com eficiéncia aumentada.

Referindo-se novamente a Figura 1A, a ressuspenséo pode ser
efetuada pela introdugédo dos sélidos separados, via linha 195, para um se-
gundo reator de hidrolise 200 junto com agua 210 e, em seguida, ressus-
pensdo dos mesmos para produzir uma pasta fluida ressuspensa. Os sélidos
podem ser ressuspensos no liquido a uma concentragdo de solidos dentre
cerca de 3% e cerca de 30% (p/p), ou qualquer concentragao entre estas,
por exemplo, de cerca de 10% a cerca de 20% (p/p) de sdlidos suspensos,
ou qualquer concentragao entre estas. A concentracdo de solidos suspensos
na pasta fluida ressuspensa é preferivelmente a mesma ou um tanto mais
alta do que a concentragao de sdlidos suspensos na pasta fluida de estoque
de alimentagao pré-tratado antes da separagao de solidos.

Apds os solidos de fibra serem ressuspensos, a hidrolise € per-
mitida continuar adicionalmente para converter a celulose em um produto de
hidrélise compreendendo glicose. A hidrdlise da pasta fluida ressuspensa
pode ser permitida proceder por cerca de outras 12-120 horas; por exemplo,
a hidrdlise da pasta fluida ressuspensa pode ser permitida proceder por cer-
ca de 12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66, 72, 90 ou 120 horas. O fundo do

segundo reator de hidrélise 200 pode ser cdnico para proporcionar uma tra-




10

15

20

25

30

37

filicas, respectivamente.

A temperatura da solugdo ressuspensa é ajustada de modo que
esteja dentro da faixa 6tima para a atividade das enzimas celulase. Geral-
mente, uma temperatura de cerca de 45°C a cerca de 55°C, ou qualquer
temperatura entre estas, € adequada para muitas enzimas celulase. Por e-
xemplo, a temperatura da pasta fluida pode ser ajustada para cerca de 45,
46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54 ou 55°C. Contudo, a temperatura da solu-
¢do pode ser mais alta para enzimas celulase termofilicas.

Referindo-se a Figura 1A, a pasta fluida hidrolisada, que com-
preende glicose na fase aquosa e sélidos nao-hidrolisados, e quaisquer par-
ticulas contendo celulose nao-hidrolisada nos sélidos de fibra, pode ser reti-
rada a partir do topo do segundo reator de hidrélise 200, via linha 240, e, em
seguida, introduzida em um tanque de assentamento 250. Os sdélidos de fi-
bra assentam no fundo do tanque assentador 250. A fase aquosa 30 com-
preendendo glicose pode ser removida via uma bomba. Os sdlidos nao-
hidrolisados podem ser bombeados para fora do tanque assentador 250, via
linha 280.

O termo "produto hidrolisado" se refere a produtos produzidos
durante a hidrélise enzimatica, incluindo, mas nao limitados a, glicose que
esta presente na fase aquosa. Em adigcao a glicose, a fase aquosa do produ-
to de hidrélise pode também compreender celobiose, oligbmeros de glicose,
ou uma combinagdo destes. Quantidades pequenas de celulose nao-
convertida, bem como materiais ndo-celulésicos, ou outros materiais que sao
inertes a celulase, podem ser conduzidos na fase aquosa. Estes sélidos po-
dem ser separados da corrente de glicose para produzir uma preparagao
que esta livre de particulas solidas.

Embora o sistema descrito acima empregue dois reatores de
hidrélise, o processo pode ser realizado em mais do que dois reatores de
hidrdlise.

Deve ser apreciado que, apés a segunda hidrélise, a pasta fluida
hidrolisada resultante pode ser submetida a hidrélise adicional. Isto pode

envolver separacdo da fase de solidos a partir da pasta fluida hidrolisada, e
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ressuspensao dos solidos separados para produzir uma pasta fluida ressus-
pensa. Estas etapas podem ser repetidas 1 a 5 vezes, ou qualguer niumero
de vezes entre estas, preferivelmente 1 a 2 vezes.

Além disso, os sélidos separados podem ser enviados para um
ou mais do que um reator de hidrélise a montante e a jusante através das
etapas de processamento. Por exemplo, uma primeira porgdo dos sélidos
separados pode ser reciclada para um reator a montante, e uma segunda
porcéo dos sdlidos separados pode ser adicionada a um reator a jusante.

Uma corrente compreendendo glicose obtida apds a etapa de
hidrolise parcial pode ser combinada com uma corrente compreendendo gli-
cose obtida a partir da hidrélise continuada da pasta fluida ressuspensa para
produzir uma corrente de agucar combinada. Por exemplo, com referéncia a
Figura 1A, a solugdo aquosa contendo glicose pode ser removida, via linha
185, e adicionada a corrente de glicose 30. Alternativamente, fermentacao
ou processamento adicional é efetuado separadamente na fase aquosa pro-
duzida durante a hidrdlise parcial e a hidrdlise ressuspensa.

A glicose produzida pela hidrdlise de celulose a partir do estoque
de alimentacéo lignocelulésico pré-tratado pode ser fermentada em etanol. A
fermentagao de glicose e outros agucares em etanol pode ser realizada por
processos convencionais conhecidos aqueles versados na técnica, e pode
ser efetuada por uma variedade de microorganismos, incluindo levedura e
bactérias, ou microorganismos geneticamente modificados, por exemplo,
mas nao limitados aqueles descritos em WO 95/13362, WO 97/42307, ou
conforme descrito em Alcohol Production From Lignocellulosic Biomass: The
logen Process (em: The Alcohol Textbook, Nottingham University Press,
2000), que sao aqui incorporados por referéncia.

A presente invengao sera adicionalmente ilustrada nos exemplos
seguintes. Contudo, é para ser compreendido que estes exemplos sao para
propdsitos ilustrativos somente, € nao devem ser usados de qualquer manei-
ra para limitar o escopo da presente invencgao.

Exemplos
Exemplo 1: Hidrdlise de estoque de alimentacao pre-tratado com enzimas
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celulase e B-glicosidase contendo um CBD em um reator de hidrélise de flu-
X0 ascendente

Com referéncia a Figura 1B, a pasta fluida de estoque de ali-
mentagao pré-tratado é preparada de 91 ton/hora de palha de trigo a 20% de
umidade. A palha € moida a malha 20 com um moinho de martelo, e cozida
com vapor a 230°C, e 3314 kg/hora de acido sulfdrico 93% (p/p) diluido em
422.000 kg/hora de agua de acordo com o ensinamento de Foody, Patente
dos Estados Unidos N° 4.461.648. Quando da saida do reator de pré-
tratamento, a pasta fluida de estoque de alimentagao lignoceluiésico preé-
tratado 10 é resfriada usando-se um trocador de calor 20 que troca uma cor-
rente de glicose aquosa 30, ou outro fluido adequado. A pasta fluida de es-
toque de alimentagao pré-tratado 10 é, em seguida, resfriada a uma tempe-
ratura de entre cerca de 45°C e cerca de 55°C usando-se um segundo flui-
do, por exemplo, agua fria 45 em um trocador de calor 50. A pasta fluida de
estoque de alimentagdo pré-tratado 10 €, em seguida, bombeada em um
tanque de produgao de hidrdlise 60, junto com uma solugao aquosa de en-
zimas 70, que inclui enzimas celulase a partir do fungo Trichoderma a uma
dosagem de 19 IU/grama de celulose, € uma enzima B-glicosidase compre-
endendo um CDB, produzida conforme descrito no Exemplo 5, a uma dosa-
gem de 145 |U/g de celulose. Esta é a alimentagao para a torre de hidrélise.
Contudo, deve ser notado que as enzimas 70 podem também serem adicio-
nadas; por exemplo, as enzimas 70 podem ser adicionadas dentro de qual-
quer linha que alimente o reator de hidrélise. Ambnia 80 € também adiciona-
da a pasta fluida 10 a uma taxa de 1463 kg/hora imediatamente antes da

adicao de enzima para ajustar o pH para entre cerca de 4,5 e 5,0. Os conte-
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ma. O reator de hidrélise 130 é um reator de assentamento de fluxo ascen-
dente ndo-misturado, conforme descrito em WO 2006/063467. O reator é um
tanque de diametro de 18,29 m (60 pés) e altura de 18,29 (60 pés). A pasta
fluida 10 € adicionada ao fundo do reator de hidrélise 130 a uma taxa de 300
gpm e uma concentragao de sdlidos de fibra de cerca de 10% (p/p). O tan-
que € cdnico para proporcionar uma trajetéria na qual os sélidos colhidos
assentam, e sao removidos pela bomba 142, via linha 145. Estes sdlidos
podem ser enviados para processamento de lignina, via linha 160, ou recu-
perados separadamente ou descarregados. A fase aquosa e sélidos de fibra
fluem para cima no tanque com os sélidos de fibra assentando e ascenden-
do o tanque em uma taxa mais lenta do que o liquido.

A pasta fluida sai do tanque ap6s um tempo de residéncia da
fase aquosa de cerca de 72 horas e dos sélidos de fibra, que mantém uma
concentragao de 12% (p/p) de cerca de 130 horas. A conversio de celulose
€ cerca de 95%. A pasta fluida hidrolisada 150, que compreende uma fase
aquosa de 60 g/L de glicose e sdélidos de fibra compreendendo principalmen-
te celulose nao-hidrolisada, bem como lignina e silica, é removida a partir do
topo do reator de hidrélise_130, via linha 170, e introduzida em uma unidade
de microfiltragdo 180 a uma taxa de 300 gpm. A unidade de microfiltragcdo
180 separa os soélidos de fibra compreendendo celulose, lignina e celulase e
B-glicosidase ligadas a partir da fase aquosa. A fase aquosa contém pouca
enzima com a corrente de glicose, e € removida, via linha 185, e enviada
para fermentacéo a etanol por levedura. Os sdélidos de fibra separados con-
tendo celulase e B-glicosidase ligadas 195 sao adequados para serem envi-
ados para um segundo reator de hidrélise para hidrélise adicional.
Exemplo_2: Hidrdlise de estoque de alimentagdo pré-tratado com enzimas
celulase e B-glicosidase contendo um CBD em um reator de hidrélise de flu-
X0 ascendente com hidrdlise continuada

Este exemplo se refere a hidrélise enziméatica de um estoque de
alimentagéo pré-tratado com enzimas celulase e B-glicosidase com um CDB,
seguido por separagé@o de sélidos de fibra nao-hidrolisados a partir da fase

aquosa, e ressuspensao dos sélidos de fibra. Os sdlidos de fibra ressuspen-
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sos, que contém a enzima B-glicosidase e enzimas celulase ligadas, sao hi-
drolisados em um segundo reator de hidrélise.

A hidrdlise de estoque de alimentagao pré-tratado com enzimas
celulase e enzima B-glicosidase com um CBD é efetuada em um reator de
hidrélise de fluxo ascendente, conforme descrito no Exemplo 1. Contudo,
neste caso, as dimensodes do reator de hidrélise sdo selecionadas de modo
que o liquido saia do tanque apds um tempo de residéncia de cerca de 24
horas, com uma conversao de celulose de cerca de 55% para produzir uma
pasta fluida parcialmente hidrolisada 150. A pasta fluida parcialmente hidroli-
sada 150, que compreende uma fase aquosa de 30 g/L de glicose e sdlidos
de fibra compreendendo celulose principalmente hidrolisada, bem como lig-
nina e silica, é removida a partir do topo do primeiro reator de hidrélise 130,
via linha 170, e introduzida em uma unidade de microfiltragdo 180 a uma
taxa de 900 gpm.

A unidade de microfiltragdo 180 separa os sélidos compreen-
dendo celulose, lignina, celulase e B-glicosidase ligadas a partir da fase a-
quosa da pasta fluida parcialmente hidrolisada. A fase aquosa contém pouca
enzima com a corrente de glicose, e é removida, via linha 185, e adicionada
a corrente de glicose 30. Os so6lidos separados 195 contendo celulase e 3-
glicosidase ligadas, séo introduzidos em um segundo reator de hidrélise 200
junto com agua 210 para produzir uma pasta fluida ressuspensa e, em se-
guida, alimentados ao segundo reator de hidrélise 200, que € também um
reator de hidrolise de fluxo ascendente. A taxa de alimentagdo para o se-
gundo reator é cerca de 450 gpm, e o tempo de residéncia do liquido é cerca
de 48 horas. Similar ao primeiro reator de hidrdlise 130, o fundo do segundo
reator de hidrdlise 200 é cbnico para proporcionar uma trajetéria na qual os

sélidos colhidos assentam e sao removidos pela bomba 220, via linha 230.
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que de assentamento 250. Os soélidos assentam no fundo do tanque assen-
tador 250, e a corrente de produto de hidrélise 30 compreendendo glicose €
removida, via bomba 260. Os sélidos assentados sdo bombeados para fora
do tanque assentador 250 pela bomba 270, via linha 280. Estes sdlidos sao,
em seguida, enviados para processamento de lignina, via linha 160. A cor-
rente 30 é enviada para o primeiro trocador de calor, ou para fermentagao a
etanol por levedura.

Exemplo 3: Hidrdlise de celulose por enzima incluindo B-glicosidade com
dominio de ligagao de celulose (CBD)

Este exemplo ilustra a hidrélise de celulose pré-tratada com se-
paracdo de sdlidos e ressuspensido do substrato. O desempenho da hidroli-
se é melhor com B-glicosidase com um CBD presente do que sem um CBD.

Palha de trigo pré-tratada foi preparada por pré-tratamento con-
tinuo com 0,6% de acido sulfurico (p/p), aquecida a 185°C com vapor por 3
minutos. O estoque de alimentagao pré-tratado foi lavado com um excesso
de agua e filtrado a vacuo para remover muito da agua. A massa de estoque
de alimentacéo lavada continha 30% de sélidos, e os soélidos continham 51%
de celulose, com o restante sendo composto principalmente xilan, lignina e
silica.

Duas misturas de enzima celulase de fermenta¢des de cultura
submersas em Trichoderma foram usadas neste experimento. Ambas mistu-
ras continham niveis aumentados de B-glicosidase para assegurar que a
celobiose ndo se acumule durante a hidrdlise. O nivel de B-glicosidase foi
aumentado pelos métodos de White e Hindle, Patente dos Estados Unidos
N° 6.015.703. Uma mistura continha 163 g/L de proteina e 131 IU/mL de ati-
vidade de celulase de papel de filtro. Esta batelada ("convencional") continha

B-glicosidase nativa carecendo de um dominio de ligagdo de celulose. A ati-
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Hidrolises de celulose foram efetuadas pelo uso de frascos de
topo de rosca de 250 mL. O peso de hidrdlise total foi 100 g por frasco, com
palha de trigo pré-tratada a uma concentragao correspondendo a 5% de ce-
lulose, enzima adicionada a uma dosagem de 16 a 24 mg de proteina por
grama de celulose, e o restante contendo 50 mM de tampao de citrato de
sodio, pH 4,8, que continha 0,5% de benzoato de sédio como um conservan-
te. Antes da adicdo da enzima, o substrato de palha de trigo pré-tratado foi
hidratado durante toda a noite no tampao a 50°C com os frascos sacudindo.
Durante a hidrdlise, os frascos foram sacudidos a 250 rpm em um oscilador
giratério a 50°C.

Para hidrélises com filtracao e ressuspensao, os frascos foram
removidos a partir do oscilador em 24 horas, e os contetdos filtrados a va-
cuo sobre papel de filtro de microfibra de vidro. O volume de filtrado foi me-
dido como 40-50 mL, e o filtrado foi substituido por um volume igual de 50
mM de tampao de citrato de sédio, pH 4,8. Similar a hidrolise efetuada antes
da filtragcdo e ressuspensao, a hidrélise sacudida foi, em seguida, continuada
por 96 horas. Para hidrélises convencionais, os cursos de hidrolise foram
efetuados sacudidos por 120 horas sem filtragdo ou ressuspensao.

Para todas as hidrdlises, amostras de 800 pL foram periodica-
mente tomadas e transferidas em filtros de micro-centrifuga, e centrifugadas
a 12.000 rpm por 2 minutos para separar os sélidos insoluveis da fase aquo-
sa. O sobrenadante foi recuperado e usado para analise de glicose. Muitas
amostras foram verificadas assegurar que a celobiose nao se acumule por
ebulicao por 5 minutos antes da centrifugagao.

As concentragdes de glicose no sobrenadante foram medidas
por um método enzimatico. Concentragdes de celobiose baixas (<1 g/L) fo-
ram confirmadas pela medicao em uma HPLC. Um ensaio de celulose base-
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glicosidase foram detectadas no sobrenadante. Isto é identificado pelas fai-
xas a 66 kDa, e indica que a B-glicosidase carecendo de um CBD nao se
liga a palha de trigo pré-tratada. Em contraste, B-glicosidase purificada-CBD
completamente ligada a palha de trigo pré-tratada, e ndao detectada no so-
brenadante, conforme indicado pela faixa a 70 kDa na auséncia de palha de
trigo pré-tratada. Isto mostra que o CBD é requerido para B-glicosidase para
se ligar aos solidos de fibra. Resultados similares foram observados a
50°C(Figura 4B).

Exemplo 5: Expressao de uma fusao de B-glicosidase/CBD em Trichoderma
reesei

Este exemplo descreve o isolamento de DNA gendmico de cepa
de Trichoderma reesei M2C38 e derivados geneticamente modificados, a
construgdo de bibliotecas de DNA gendmico, a clonagem de varios genes,
construtos genéticos de Trichoderma reesei cepa M2C38, e a transformagao
e expressao de B-glicosidase/construtos genéticos de CBD em Trichoderma
reesei cepa BTR213.

Cepas de Trichoderma reesei M2C38 e BTR213 sao cepas prio-
ritarias de logen Corporation que foram derivadas de Trichoderma reesei
RutC30 (ATCC 56765, Montenecourt and Eveleigh, Adv. Chem. Ser., 1979,
181:289-301), que foi, por sua vez, derivado de Trichoderma reesei Qm6A
(ATCC 13631 Mandels and Reese, J. Bacteriol., 1957, 73:269-278).

Neste exemplo, endonucleases de restrigao, T4 DNA polimera-
se, T4 DNA ligase e fragmento de Klenow de E. coli DNA polimerase 1 foram
comprados de Gibco/BRL, New England Biolabs, Boehringer Mannheim ou
Pharmacia, e usados conforme recomendado pelo fabricante. Polimerase
Pwo com atividade de corregao de erros (Boehringer Mannheim) foi usada
em todas as reacdes de cadeia de polimerase (PCR) de acordo com o pro-
tocolo do fabricante. Hygromycin B foi comprado de CalBiochem.

5.1 Clonagem dos genes T. reesei bgl1, cbh1, cbh2, xIn2 e pgk

Para isolar DNA gendmico, 50 mL de Caldo de Dextrose de Ba-

tata (Difco) foi inoculado com esporos de T. reesei coletados de uma placa

Agar de Dextrose de Batata com um circuito de inoculagao estéril. As cultu-
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ras foram sacudidas a 200 rpm por 2-3 dias a 28°C. Os micélios foram filtra-
dos em um filtro de microfibra de vidro GFA (Whatman), e lavados com agua
deionizada fria. As massas de fungo foram congeladas em nitrogénio liquido,
trituradas em um pdé com um pilao pré-resfriado e pilao; 0,5 g de biomassa
em po6 foram ressuspensos em 5 mL de Tris a 100 mM, EDTA a 50 mM, pH
7,5, mais 1% de sddio sulfato de dodecila (SDS). O lisato foi centrifugado
(5000 g por 20 minutos, 4°C) em fragmentos de célula em pélete. O sobre-
nadante foi extraido com 1 volume de tampao saturado com fenol (Tris a 10
mM, EDTA a 1 mM, pH 8,0), seguido por extragao com 1 volume de tampé&o-
fenol saturado:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) de modo a remover
proteinas soltuveis. DNA foi precipitado a partir da solugao pela adi¢ao de 0,1
volume de acetato de sédio a 3 M, pH 5,2, e 2,5 volumes de etanol frio a
95%. Apds incubacgio por pelo menos 1 hora a -20°C, o DNA foi peletizado
por centrifugacdo (5000 g por 20 minutos, 4°C), enxaguado com 10 mL de
etanol a 70%, secado com ar, e ressuspenso em 1 mL de Tris a 10 mM, ED-
TA de 1 mM, pH 8,0. O RNA foi digerido pela adigdo de Ribonuclease A
(Boehringer Mannheim) adicionado a uma concentragdo final de 0,1 mg/mL
a 37°C por 1 hora. Extragdes sequenciais com 1 volume de fenol, saturado
com tampao, e 1 volume de fenol saturado com tampao:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1) foram usados para remover a ribonuclease a partir da
solugcdo de DNA. O DNA foi novamente precipitado com 0,1 volume de ace-
tato de sédio a 3 M, pH 5,2, e 2,5 volumes de etanol frio a 95%, peletizado
por centrifugagcao, enxaguado com etanol a 70%, secado com ar, e ressus-
penso em 50 pl de Tris a 10 mM, 1 mM de EDTA, pH 8,0. A concentragao de
DNA foi determinada pela medigdo da absorvancia da solugéo a 260 nm (p.
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pCi, 10 pmol de iniciadores de oligonucleotideo e 0,5 unidade de Taq poli-
merase em um volume total de 20 pL. A reagao foi submetida a 6-7 ciclos de
amplificagao (95°C, 2 minutos; 56°C, 1,5 minuto; 70°C, 5 minutos). O DNA
etiquetado *P amplificado foi precipitado pela adicdo de 0,5 mL de acido
tricloroacético a 10% (p/v) e 0,5 mg de tRNA de levedura. O DNA foi peleti-
zado por microcentrifugacao, lavado duas vezes com 1 mL de etanola 70%,
secado com ar, e ressuspenso em TRisa 1M pH 7,5, EDTA a 1 mM.

Membranas de nailon nas quais os plasmideos pUC119 recom-
binantes tinham sido fixados foram hidrolisadas em sacos vedados por calor
por 1 hora a 60-65°C em NaCl a 1 M, 1% de SDS, Tris a 50 mM, EDTA a 1
mM, pH 7,5, com 100 pg/mL de DNA de esperma de salméao cisalhado des-
naturado. Hibridizagbes foram realizadas em sacos vedados com calor no
mesmo tampdo com somente 50 pg/mL de DNA de esperma de salmao ci-
salhado desnaturado, e 5 x 10° — 5 x 10" cpm de sonda blg1, cbh1 ou cbh2
desnaturada por 16-20 horas a 60-65°C. As membranas foram lavadas uma
vez por 15 minutos com NaCl a 1 M, 0,5% de SDS a 60°C, duas vezes por
15 minutos cada com NaCl a 0,3 M, 0,5% de SDS a 60°C, e uma vez por 15
minutos com NaCl a 0,03 M, 0,5% de SDS a 55°C. As membranas foram
novamente colocadas em sacos vedados com calor e expostas a filme de
raios X Kodak RP por 16-48 horas a -70°C. O filme de raios X foi desenvol-
vido seguindo os protocolos do fabricante. Colénias dando sinais forte ou
fraco foram captadas e cultivadas em meio 2 x YT, suplementado com 70
pug/mL de ampicilina. O DNA de plasmideo foi isolado a partir destas culturas
usando-se o método de lise alcalina (Sambrook, et al., pp. 1.25-1.28), e ana-
lisado por digestdo de restricdo. Hibridizagdo de Southern (Sambrook, et al.,
pp. 9.38-9.44) e andlise de PCR (Sambrook, et al., pp. 14.18-14.19).

Clones conduzindo o gene bgl/1 foram identificados por hibridiza-
cdo de elevacgdo de colénia da biblioteca pUC119-Hind com um 1,0 de uma
sonda bgl1 preparada usando-se iniciadores de oligonucleotideos designa-
dos para amplificar bp 462-1403 da sequéncia bgl/1 publicada (Barnett, Ber-
ka, and Fowler, em "Cloning and Amplification of the Gene Encoding na Ex-

tracellular B-glicosidase de Trichoderma reesei. Evidence for Improved Rates
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ar, e ressuspenso em 10 pl de dgua deionizada estéril. O enriquecimento de
fragmentos de DNA de 9-23 kb em tamanho foi confirmado por eletroforese
de gel de agarose (0,8% de agarose em Tris-acetato a 0,04 M, EDTA a 1
mM). O DNA digerido (0,4 pg) foi ligado a bragos de 1 pg de ADASH pré-
digeridos com BamHI (Stratagene) em uma reacgdo contendo 2 unidades de
T4 DNA ligase e 1 mM de ATP em um volume total de 5 pl a 4°C durante
toda a noite. A mistura de ligagdo foi acondicionada nas particulas de fago
usando-se os extratos de acondicionamento GigaPack® Il Gold (Stratage-
ne), seguindo-se os protocolos do fabricante. A biblioteca foi titulada usando-
se o hospedeiro E. coli cepa XL-1-Blue MRA (P2), e verificado conter 3 x 10°
clones independentes.

Sondas etiquetadas Digoxigen-11-dUTP foram preparadas de
regides de codificagdo amplificadas de PCR dos genes cbh1, xin2 e pgk por
etiquetagdo de primer aleatério usando-se o kit de Etiquetacdo e Deteccéo
DIG (Boehringer Mannheim), e seguindo os protocolos do fabricante. Clones
gendmicos contendo os genes cbh1, xIn2 e pgk foram identificados por hibri-
dizagao de elevagao de placa da biblioteca ADACH. Para cada gene de inte-
resse, 1 x 10* clones foram transferidos para membranas de nailon Nytran®
(Schleicher e Schull). As particulas de fago foram lisadas, e o DNA do fago
desnaturado pela colocagdo da placa das membranas no lado do papel de
manchamento (VWR 238), saturada com NaOH a 0,5 M, NaCl a 1 M por 5
minutos; as membranas foram, em seguida, neutralizadas pela colocagéo
das mesmas na placa no lado do papel de manchamento (VWR 238), satu-
rada com Tris a 1,5 M, pH 7,5, mais NaCl por 5 minutos; as membranas fo-
ram permitidas secar com ar por 30 minutos, e o DNA foi, em seguida, fixado
as membranas por cozimento a 80°C por 2 horas. As membranas foram pré-
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membranas foram lavadas duas vezes por 15 minutos em 2X SSPE, 0,1%
de SDS a temperatura ambiente, duas vezes por 15 minutos em 0,2X SSPE,
0,1% de SDS a 65°C, e uma vez por 5 minutos em 2X SSPE. Clones de hi-
bridizagao positiva foram identificados por reagdo com um conjugado de an-
ticorpo antidigoxigenante/fosfatase alcalina, 5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfata-
se e 4- cloreto de azul de 4-nitrotetrazélo (Boehringer Mannheim), seguindo-
se o protocolo do fabricante. Clones de hibridizagédo positiva foram purifica-
dos adicionalmente por uma segunda etapa de classificagcdo com as sondas
etiquetadas digoxigen-dUTP. Clones individuais foram isolados, € o DNA do
fago purificado conforme descrito em Sambrook et al. (1998) pp. 2.118-
2.121, com a excecgdo que a etapa de gradiente de CsCl foi substituida por
extracao com 1 volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), e 1
volume de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). O DNA foi precipitado com
0,1 volume de acetato de sédio a 3 M, pH 5,2, e 2,5 volumes de etanol frio a
95%. O DNA do fago precipitado foi lavado com 0,5 mL de etanol frio a 70%,
e secado com ar e ressuspenso em 50 pl de TRis a 10 mM, EDTA a 1 mM,
pH 8,0. Os fragmentos de restricao contendo os genes de interesse foram
identificados por digestdes de restricao do DNA do fago purificado e hibridi-
zagao de mancha de Southern (Sambrook, et al., pp, 9.38-9.44), usando-se
as mesmas sondas etiquetadas digoxigen-dUTP usadas para classificar a
biblioteca ADASH. AS membranas foram hibridizadas e fragmentos de hibri-
dizagao positiva visualizados pelos mesmos métodos usados para as eleva-
¢oes de placa. Uma vez que os fragmentos de restricdo desejados de cada
clone de ADASH foram identificados, as digestdes de restricao foram repeti-
das, os fragmentos foram decompostos em um gel de agarose a 0,08% em
TAE, e as faixas desejadas cortadas. O DNA foi eluido a partir das fatias de
gel usando-se o Kit Sephaglas BandPrep (Pharmacia) seguindo-se o proto-
colo do fabricante.

Clones conduzindo o gene cbh1 foram identificados por hibridi-
zacdo de elevagao de colénia da biblioteca ADASH (exemplo 2) com uma
sonda cbh1 compreendendo bp 45-222 da sequéncia de cbh1 publicada
(Shoemaker et al.). Um fragmento BamHl de 1,8 kb contendo o terminal 3'
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da regiao de codificagao de cbh1 (0,5 kb) e o terminador de cbh? (1,3 kb) foi
isolado por digestao de restricao de DNA do fago purificado de um clone c-
bh1 ADASH. Este fragmento foi subclonado no local de BamH1 do vetor de
plasmideo de E. coli pUC119 para gerar o plasmideo pCB1Ta. Os clones
conduzindo o gene x/n2 foram identificados por hibridizagdo de elevagao de
colénia da biblioteca ADASH (exemplo 2) com uma sonda de x/n2 compre-
endendo bp 100-783 da sequéncia de x/n2 publicada (Saarelainen, Polahei-
mo, Fagrestrom, Suominen and Nevalainen, "Cloning, sequencing and e-
nhanced expression of the Trichoderma reesei endoxylanase Il (p19) gene
xIin2', Mol. Gen. Genet. 241:497-503, 1993, daqui por diante referido como
Saarelainen et al.). Um fragmento de 5,7 kb de Kpn1 contendo o promotor
(2,3 kb), regido de codificagao (0,8 kb) e terminador (2,6 kb), o gene x/n2 foi
isolado por digestao de restricdo de DNA do fago purificado de um clone
xIn2 ADASH. Este fragmento foi subclonado no local de Kpn1 de pUC119
para gerar o plasmideo pXYN2K-2. Os clones conduzindo o gene pgk foram
identificados por hibridizacdo de elevacao de coldnia da biblioteca ADASH
(exemplo 2) com uma sonda pgk? compreendendo bp 4-1586 a sequéncia
de pgk publicada (Vanhanem, Penttila, Lehtovaara and Knowles, "lsolation
and characterization of the 3-phosphoglycerate kinase gene (pgk) de fungo
flamentoso de Trichoderma reesei’, Curr. Genet. 15:181-186, 1989). Um
fragmento de 5,0 kb de EcoR1 contendo o promotor (2,9 kb), regido de codi-
ficagdo (1,6 kb), e terminador (0,5 kb), o gene pgk foi isolado por digestao
reversa de DNA do fago purificado de um clone pgk ADASH. Este fragmento
foi subclonado no local de EcoR1 de pUC119 para gerar o plasmideo
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bio-hidrolase | (cbh1) e peptideo de sinal de secregao de xilanase 2 (xin2).

Na regido de codificacdo de B-glicosidase menos o residuo de
alanina de terminal C (bp 474-2679) foi amplificada com Pwo polimerase a
partir do clone bgl1 gendmico PJEN200 usando-se iniciadores para inserir
um local de Xba1 diretamente a montante de bp 474 na sequéncia de bgl1
publicada (Barnett et al) e um local de Kpn1 em bp 2676, que é um cédon
fora do cédon de parada. Este fragmento amplificado foi subclonado sem
digestao no local de Sma?t de pUC19 para gerar o plasmideo pBgnsi1. O
fragmento bgl7 que carece do cédon de parada foi liberado a partir do
PBgns1 por digestdo com Xbat e Kpn1 e inserido no pCB219N digerido com
Xbale Kpn1 para gerar pBgns2. Para produzir pCB219N, um fragmento de
terminador cbn2 foi amplificado a partir do gabarito pZUK600 usando-se um
homdlogo de primer para bp 2226-2242 da regiao 3'-néo-transladada publi-
cada do gene cbn2 (Chem et al., 1987) contendo um local Kpn1 no terminal
5' e o primer de avanco pUC (Cat. N° 1224, New England Biolabs) que se
fortalece a jusante do local EcoR1 no terminal 3' em pZUK600. Este frag-
mento foi digerido nos locais projetados Lpn1 e EcoR1, e inserido nos locais
correspondentes de pUC119 para gerar pCB219. Um adaptador de EcoR1
(Cat. N° 35310-010.Gibco/BRL) foi inserido no local unico de EcoR1 de
pCB219 para gerar pCB219N. '

Um fragmento de 2,3 kb contendo o promotor e sinal de secre-
¢ao do gene x/in2 (bp-2150 a +99 onde + 1 indica o cédon de partida de
ATG) foi amplificado com Pwo polimerase a partir do subclone x/in2 genémi-
co pXYN2K-2 usando-se um primer especifico de x/n2 contendo o local de
Nhe1 diretamente a jusante de bp102 da sequéncia de xin2 publicada (Saa-
relainen et al) e o primer reverso de pUC (Cat. N° 18432-013.Gibco/BRL)
que se fortalece a jusante do local EcoR1 no terminal 5' do gene xIn2. Este
produto de PCR x/n2 foi digerido com EcoR1 (que foi amplificado como parte
do poliligante pUC119 de PXYN2K-2) e Nhel, e inserido no plasmideo p-
BR322L, que foi preparado a partir do plasmideo pBE322 por insercdo de
um ligante Sph1-Not1-Sal1 entre os locais Sphte Sall. O EcoR1 no termi-
nal 5' do promotor de x/n2 no plasmideo resultante pBR322LXN foi, em se-
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guida, agrupado com ligantees Klenov e Spe1 (Cat. N° 1086. New England
Biolabs), foram adicionados para gerar pBR322pXN. Um fragmento Hindll
de 1,2 kb compreendendo bp-1399 a 204 do promotor de cbh1 foi isolado
por digestao de Hindiil do subclone genémico pCB152. Este fragmento foi
usado para reduzir o fragmento de Hindlll compreendendo bp 1400 a bp 121
do promotor de x/n2 no vetor pBR322pXN para gerar o plasmideo p-
BR322C/X.

O plasmideo pBgns2 foi cortado com Xbal e Not1 e um frag-
mento de 4,2 bp, contendo a regidao de codificagao de bg/? que carece do
codon de parada, seguido pelo terminador de cbh2 foi isolado. Este fragmen-
to foi inserido no plasmideo pBR322CYX com Nhet e Not1 (Nhe1 e Xbal
tém proje¢cdes compativeis). Esta clonagem resultante em um cassete de
expressao do qual a B-glicosidase matura carecendo de cédon de parada
pode ser expressa sob o controle do promotor de cbh1 e o peptideo de sinal
de secregdo de x/in2. Este plasmideo de cassete de expressao é pC/XBgns,
e tem um local unico de Kpn1 entre a regido de codificagdo de bgl/1 e o ter-
minador de cbh2.

Para obter o ligante de cbh e regiao de CBD, um fragmento de
DNA compreendendo bp 1665 a bp 1882 do gene cbh1 publicado (Shoema-
ker et al) foi amplificado por PCR usando iniciadores para inserir Kpn1 e
Spe1 em ambos terminal 5' e um local de Kpn1 no terminal 3' do fragmento.
O local 5' Kpn1 esta localizado de modo a produzir uma fuséo precisa entre
a estrutura de leitura entre a regido de codificagao de bg/7 em pC/XBgns e a
estrutura de leitura do ligante de cbh1 + CBD. O local 3' Kpn1 esta localizado
imediatamente apds o codon de parada da regidao de codificagdo de cbh1
nativa. Este produto de PCR de 215 bp foi digerido com Kpn1 e inserido no
local unico de Kpm1 de pC/XBgns, para produzir o plasmideo de cassete de
expressao final pC/XBg-CBD. Como um resultado da inser¢ao dos locais de
reacao, a proteina de fusao final expressa por este construto contera trés
aminoacidos extras (Pro-Thr-Ser) entre Val713 da sequéncia de codificagao
de bgl1 e o lle474 da regiao de codificagado de cbh1.

O gene E. coli de higromicina fosfotransferase (hph) usado como
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um marcador selecionavel para T. reesei foi amplificado com Pwo polimerase a
partir do plasmideo pVU1005 (Van den Elzen, Townsend, Lee and Bedbrook,
"A chimaeric hygromycin resistance gene as a selectable marker in plant cells”,
Plant Mol. Biol. 5:299-302, 1989). Os iniciadores foram designados para intro-
duzir locais de Sph1 e Kpn1 nos terminais 5' e 3' da regiao de codificagdo de
hph (bp 211-1236 da sequéncia de hph publicada, Gritz e Davies, "Plamid-
encoded hycromycin b resistance: the sequence of hygromycin B phospho-
transferase gene and its expression in Escherichia coli and Saccharomyces
cerevisiae" Gene 25: 179-188,1983), respectivamente. O produto de PCR foi
digerido com Sph1 e Kpn1, e inserido nos locais correspondentes na regiao
poliligante de pUC119. O plasmideo resultante, pHPT100, foi usado como ©
plasmideo de partida para a construgdo do cassete de selegdo. Duas novas
regides ligantes foram introduzidas neste plasmideo para facilitar a insergéo
dos fragmentos do promotor e terminador requeridos para expressar o gene
hpn em um hospedeiro de Trichoderma. Um ligante Hindlll-Xbal-Xhol-Sphl foi
inserido entre os locais Hindlll e Sph1 no terminal 5' da sequéncia de hph e um
ligante de Kpn1-Not1-Sacl que foi inserido entre os locais de Kpnl e Sacl no
terminal 3' da sequéncia de hph. Este construto foi designado como pHPT102.
Os iniciadores usados para amplificar o promotor de pgk (Vanhanen, Salohei-
mo, limen, Knowles and Penttila. "Promoter structure and expression of the 3-
phosphoglycerate gene (pgk1) of Trichoderma reesei'. Gene 106: 129-133,
1991) foram designados para introduzir um local de Xho!/ e um local de Sphl
nas posigdes -970 + 1 do promotor respectivamente. Estes locais foram sub-
sequentemente usados para inserir o promotor de pgk nos locais Xhol e Sohl
de pHPT102 para gerar pHPT115. Um fragmento de terminador de cbh? de
1,3 kb foi amplificado com Pwo polimerase de pCB1Ta usando um primer que
fortalece a regido 3' ndo-transladada de cbh? (bp 1864-1899 da sequéncia de
cbh1 publicada) contendo um local de Kpn1 em bp 1877-1882 e o primer re-
verso pUC (Cat. N°. 18432-013. Gibco/BRL) que se fortalece a jusante do local
de EcoR1 no terminal 3' do terminador de cbh? em pCB1Ta. O produto de
PCR de terminador de cbh1 foi digerido com Kpn1 e inserido no local unico de

Kpn1de pHPT115, para gerar o plasmideo de cassete de selegdo pHPT1136.
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Para produzir o vetor de transformacao, o cassete de expressao
de 5,8 kb compreendendo uma regiao 5' distal do promotor de x/n2, bp-1399 a
204 do promotor de cbhi, bp-121 a +99 do promotor de x/n2 e peptideo de
sinal de secregéo, a regido de codificagéo para a B-glicosidase/fusdo de CBD,
e o terminador de cbh2 foi isolado de pC/XBg-CBD por digestdo com Not1,
agrupamento do local Not? com Klenow DNA polimerase, e digestdo com
Spe1. Este fragmento de Spe1/Not1 de 5,8 kb foi inserido entre o tnico casse-
te de secregdo de hph de pHPT136 a montante que tinha sido digerido com
Xhot, agrupado com Klenov DNA polimerase e digerido com Xba1 (Spet e
Xbal tém projegdes compativeis). O vetor de transformacéo final, pC/XBg-
CBD-TV, foi linearizado no local tnico de Not? no terminal 3' do terminador de
cbh1 no cassete de selecdo de hph, e introduzido como um vetor linear em T.
reesei BTR213, via bombardeio de microprojétil conforme descrito abaixo.
5.3 Transformagédo de T. reesei BTR213 via bombardeio de microprojétil

O sistema Biolistic PDS-1000/He (BioRad; E. 1. DuPont de Ne-
mours and Company) foi usado para transformar esporos de cepa de T. reesei
BTR213, e todos os procedimentos foram realizados conforme recomendado
pelo fabricante. Particulas de tungsténio M-10 (didmetro médio de 0,7 um) fo-
ram usadas como microtran'sportadores. Os seguintes parametros foram usa-
dos na otimizacao da transformagé&o: uma presséo de ruptura de 7584,23 KPa
(1100 psi), uma presséo de hélio de 29 mm Hg, uma distancia de folga de 0,95
cm, uma distancia de curso de macrotransportador de 16 mm, e uma distancia
alvo de 9 cm. Placas foram preparadas com 1 x 10° esporos de meio Agar de
Dextrose de Batata (PDA). As placas bombardeadas foram incubadas a 28°C.
Quatro horas de po6s-bombardeio, os esporos sio submetidos a sele¢ao prima-
ria pelo revestimento de meio de PDA seletivo suplementado com 40 unida-
des/mL de HygB. As placas de bombardeio sdo incubadas a 28°C. Os trans-
formantes podem ser observados apds 3-6 dias de crescimento; contudo, incu-
bacéo adicional é necessaria para alcancgar esporulagio.

Apos a esporulagdo ter ocorrido, um processo de selecdo se-
cundaria é realizado para isolar os transformantes individuais. Os esporos

sao coletados da placa com um circuito de inoculacdo e ressuspensos em
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agua estéril. Esta suspensdo €, em seguida, filtrada através de uma seringa
estéril tampada com microfibras de vidro. Isto permite a passagem de espo-
ros, enquanto retém miceélios indesejados. Uma determinagao da concentra-
¢ao de esporos nesta suspensdo € requerida, e diluicbes subsequentes séao
colocadas nas placas de PDA suplementadas com 0,75% de Oxgall (Difco) e
HygB (20 unidades/mL) para obter 20-50 esporos por placa. O Oxgall age
como um restritor de coldénia, permitindo, desse modo, o isolamento de colo-
nias individuais nestas placas de selecao secundarias. As colbnias isoladas
podem ser observadas apds 2-3 dias.
5.4 Produgdo de B-glicosidase em culturas liquidas

Colbnias individuais de Trichoderma sdo transferidas para pla-
cas de PDA para a propaga¢ao de cada cultura. Esporulagao € necessaria
para a inoculagédo uniforme de frascos de sacudir que sao usados no teste
da capacidade da cultura produzir a B-glicosidase e celulase. O meio de cul-
tura € composto do seguinte:

Tabela 2: Componentes do meio de cultura

Componente Concentracao
(NH4)2SO4 6,35 g/L
KHoPO,4 4,00 g/L
MgSQ,4.7H.0 2,02 g/L
CaCl,.2H,0 0,53 g/L
Licor Excessivo de Milho 6,25 g/L
CaCOs 10,00 g/L
Fontes de carbono™* 5-10 g/L

Elementos de traco™ 1 mL/L

*A solugdo de elementos de trago contém 5 g/L de FeS04.7H.0; 1,6 g/L de
MnSQO4.H0; 1,4 g/L de ZnS04.7H,0.

**5 g/L de glicose mais 10 g/L de floco Solka (quando o cbh1 ou outro pro-
motor de celulase é usado). 10 g/L de xylan (quando o promotor de x/n2 é
usado), ou outra fonte de carbono compativel com o promotor direcionando
a expressao da B-glicosidase. A fonte de carbono pode ser esterilizada se-

paradamente como uma solugdo aquosa em pH 2, e adicionada ao meio
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remanescente.

O volume liquido por frasco de 1 litro é 150 mL, o pH inicial €
5,5, e cada frasco é esterilizado por autoclave de vapor por 30 minutos a
121°C antes da inoculagao.

Para ambas as células nativas e transformadas, os esporo sao
isolados das placas de PDA conforme descrito na Seg¢do 5.3 acima, e 1-2 X
10° esporos sdo usados para inocular cada frasco. Os frascos sdo sacudidos
a 200 rpm a uma temperatura de 28°C por um periodo de 6 dias. O filtrado
contendo a proteina secretada foi coletado por filtragdo através de filtros de
microfibra de vidro GF/A (Whatman). A concentragdo de proteina é determi-
nada usando-se o Ensaio de Proteina Bio-Rad (Cat. N° 500-0001) usando-
se Trichoderma celulase como um padrdo. A atividade de B-glicosidase €
determinada conforme descrito em Ghose, 1987.
5.5 Produgdo de B-glicosidase por cepas de T. reesei BTR213 e 1059 usan-
do-se fonte de carbono de floco Solka

A cepa nativa BTR213 e a cepa transformada a partir deste hos-
pedeiro 1059A foram cultivadas usando-se os procedimentos do Exemplo
5D com 10 g/L de floco Solka e 5 g/L de glicose como fontes de carbono. Os
resultados sdo mostrados na tabela 2. ‘

A cepa nativa produziu 0,19 IU de B-glicosidase por mg de prote-
ina.

O transformante 1059A que expressa a B-glicosidase/fusao de
CBD a partir do promotor de cbh1 e sinal de secre¢do de xIn2 produziu 7,6
IU/mg de B-glicosidase. Isto representa um aumento de 40 vezes sobre a

cepa nativa, que representa a vasta maioria da B-glicosidase.

Tabela 3: Produgao de atividade de B-glicosidase de cepas de T. reesei B-

TR213 e 1059A em culturas com frasco de 150 mL

Cepa Promotor | Sinal de | B-glicosidase Nativa | B-glicosidase
secrecao (IU/mg)

RutC30 bgl1 bgl1 Nativa 0,14

RC-320 cbhi xin2 Fusdo de B-G/CBD 19
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REIVINDICACOES

1. Composicao de enzima para a hidrdlise enzimatica de celulo-
se para produzir um produto de hidrélise compreendendo glicose a partir de
um estoque de alimentacao lignocelulésico pré-tratado, a composi¢do de
enzima compreendendo enzimas celulase, uma ou mais do que uma enzima
B-glicosidase e um agente de ligagao para ligagdo da enzima B-glicosidase
ao estoque de alimentagao lignoceluldsico pré-tratado, no qual a hidrdlise é
efetuada por:

(i) hidrolisagao parcial de uma pasta fluida aquosa do estoque de
alimentacéo lignocelulésico pré-tratado com a composi¢cdo de enzima para
produzir uma pasta fluida hidrosilada compreendendo glicose, oligbmeros de
glicose, ou uma combinagdo destes, e sdélidos de fibra nao-hidrosilados
compreendendo celulose e lignina;

(i) separaga@o dos solidos de fibra nado-hidrosilados a partir da
pasta fluida hidrosilada para produzir solidos de fibra separados, no qual as
enzimas celulase e a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase se li-
gam aos solidos de fibra separados;

(iii) ressuspensd@o dos sélidos de fibra separados em uma solu-
¢ao aquosa para produzir uma pasta fluida ressuspensa; e

(iv) continuagdo da hidrdlise da pasta fluida ressuspensa para
produzir o produto de hidrélise compreendendo glicose.

2. Composi¢édo de enzima, de acordo com a reivindicagdo 1, na
qual o agente de ligacdo € um moddulo de ligacdo de carboidrato operavel-
mente ligado a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase.

3. Composi¢ao de enzima, de acordo com a reivindicagcéao 2, na
qual o médulo de ligagdo de carboidrato € um dominio de ligagao de celulo-
se.

4. Composi¢ao de enzima, de acordo com a reivindicagao 1, na
qual as enzimas celulase sao produzidas por Aspergillus, Humicola, Tricho-
derma, Bacillus, Thermobifida, ou uma combinacao destas.

5. Composigao de enzima, de acordo com a reivindicagao 4, na

qual as enzimas celulase sao produzidas por Trichoderma.
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6. Composi¢éo de enzima, de acordo com a reivindicagdo 1, na
qual a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase é produzida por As-
pergillus, Humicola, Trichoderma, Bacillus, Thermobifida, ou uma combina-
¢ao destas.

7. Composicéo de enzima, de acordo com a reivindicagao 6, na
qual a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase é produzida por Tri-
choderma ou Aspergillus.

8. Composicédo de enzima, de acordo com a reivindicacdo 3, na
qual o dominio de ligacdo de celulose ¢ um dominio de ligacao de celulose
de Familia |.

9. Composigédo de enzima, de acordo com a reivindicacdo 3, na
qual o dominio de ligagdo de celulose é um dominio de ligacdo de celulose
bacteriana ou fungica.

10. Composi¢édo de enzima, de acordo com a reivindicagao 3, na
qual a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase compreende um ligan-
te que liga operavelmente o dominio de ligagdo de celulose a enzima B-
glicosidase.

11. Composigé_o de enzima, de acordo com a reivindicacdo 1, na
qual a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase esta ocorrendo natu-
ralmente.

12. Composigao de enzima, de acordo com a reivindicagao 1, na
qual a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase é uma proteina de
fusdo geneticamente modificada.

13. Composigao de enzima, de acordo com a reivindicagao 3, na
qual cerca de 75% a cerca de 100% (p/p) da enzima B-glicosidase total pre-
sentes na composicdo de enzima compreendem um dominio de ligacdo de
celulose.

14. Composicao de enzima, de acordo com a reivindicacao 13,
na qual cerca de 90% a cerca de 100% (p/p) da enzima B-glicosidase total
presentes na composicdo de enzima compreendem um dominio de ligacdo
de celulose.

15. Composicdo de enzima, de acordo com a reivindicacéo 1, na
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qual as enzimas celulase compreendem uma enzima celobio-hidrolase sele-
cionada a partir do grupo consistindo em enzimas celulase CBHI e CBHlIl, e
combinagdes destas, e uma enzima endoglucanase selecionada a partir do
grupo consistindo em enzimas celulase EGI, EGIl, EGII, EGIV, EGV, e
combinagdes destas.

16. Composi¢ao de enzima, de acordo com a reivindicagdo 1, na
qual, na etapa de hidrolisagao parcial (etapa (i)), cerca de 75% a cerca de
100% (p/p) das enzimas celulase totais presentes na composi¢ao de enzima
se ligam aos sodlidos de fibra presentes na pasta fluida aquosa.

17. Uso de uma composi¢do de enzima para a hidrélise enzima-
tica de celulose para produzir um produto de hidrélise compreendendo glico-
se a partir de um estoque de alimentagao lignocelulésico pré-tratado, a com-
posicao de enzima compreendendo enzimas celulase, uma ou mais do que
uma enzima B-glicosidase e um agente de ligagcao para ligacao da enzima 8-
glicosidase ao estoque de alimentagao lignocelulésico pré-tratado, na qual o
uso da composi¢ao de enzima compreende:

(i) hidrolisagao parcial de uma pasta fluida aquosa do estoque de
alimentacéao lignocelulésico pré-tratado com a composi¢ao de enzima para
produzir uma pasta fluida hidrosilada compreendendo glicose, oligbmeros de
glicose, ou uma combinagao destes, e sdélidos de fibra nao-hidrosilados
compreendendo celulose e lignina;

(ii) separagao dos solidos de fibra nao-hidrosilados a partir da
pasta fluida hidrosilada para produzir sélidos de fibra separados, na qual as
enzimas celulase e a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase se li-
gam aos solidos de fibra separados;

(iii) ressuspensao dos solidos de fibra separados em uma solu-
¢ao aquosa para produzir uma pasta fluida ressuspensa; e

(iv) continuacdo da hidrélise da pasta fluida ressuspensa para
produzir o produto de hidrélise compreendendo glicose.

18. Uso da composicao de enzima, de acordo com a reivindica-
¢do 17, no qual o agente de ligagao € um méddulo de ligagao de carboidrato

operavelmente ligado a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase.
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19. Uso da composicdo de enzima, de acordo com a reivindica-
¢éo 18, no qual o mddulo de ligagdo de carboidrato € um dominio de ligagao
de celulose.

20. Uso da composicédo de enzima, de acordo com a reivindica-
¢do 17, no qual, na etapa de hidrolisag@o parcial (etapa (i), as enzimas celu-
lase sdo produzidas por Aspergillus, Humicola, Trichoderma, Bacillus, Ther-
mobifida, ou uma combinagao destas.

21. Uso da composicdo de enzima, de acordo com a reivindica-
cao 20, no qual as enzimas celulase séo produzidas por Trichoderma.

22. Uso da composicao de enzima, de acordo com a reivindica-
¢do 17, no qual, na etapa de hidrolisagdo parcial (etapa (i)), a uma ou mais
do que uma enzima B-glicosidase é produzida por Aspergillus, Humicola,
Trichoderma, Bacillus, Thermobifida, ou uma combinagao destas.

23. Uso da composicéo de enzima, de acordo com a reivindica-
¢d0 22, no qual a uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase é produzi-
da por Trichoderma ou Aspergillus.

24. Uso da composicdo de enzima, de acordo com a reivindica-
¢do 19, no qual, na etapa de hidrolisagdo parcial (etapa (i)), o dominio de
ligacado de celulose é um ddminio de ligacdo de celulose de Familia l.

25. Uso da composigao de enzima, de acordo com a reivindica-
¢do 19, no qual, na etapa de hidrolisagdo parcial (etapa (i)), o dominio de
ligacao de celulose é um dominio de ligagéo de celulose bacteriana ou fun-
gica.

26. Uso da composicdo de enzima, de acordo com a reivindica-
cao 19, no qual, na etapa de hidrolisagdo parcial (etapa (i)), a uma ou mais
do que uma enzima B-glicosidase compreende um ligante que liga opera-
velmente o dominio de ligacédo de celulose & enzima B-glicosidase.

27. Uso da composicao de enzima, de acordo com a reivindica-
¢édo 17, no qual, na etapa de hidrolisagdo parcial (etapa (i)), a uma ou mais
do que uma enzima B-glicosidase esta ocorrendo naturaimente.

28. Uso da composicdo de enzima, de acordo com a reivindica-

cdo 19, no qual, na etapa de hidrolisagao parcial (etapa (1)), a uma ou mais
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do que uma enzima B-glicosidase € uma proteina de fusdo geneticamente
modificada.

29. Uso da composicdo de enzima, de acordo com a reivindica-
¢ao 19, no qual, na etapa de hidrolisagao parcial (etapa (i), cerca de 75% a
cerca de 100% (p/p) da enzima B-glicosidase total presentes na composi¢ao
de enzima compreendem um dominio de ligagdo de celulose.

30. Uso da composi¢ao de enzima, de acordo com a reivindica-
¢ao 29, no qual, na etapa de hidrolisagao parcial (etapa (i), cerca de 90% a
cerca de 100% (p/p) da enzima B-glicosidase total presentes na composigao
de enzima compreendem um dominio de ligagdo de celulose.

31. Uso da composi¢cao de enzima, de acordo com a reivindica-
¢ao 17, no qual, na etapa de hidrolisagao parcial (etapa (i)), as enzimas celu-
lase compreendem uma enzima celobio-hidrolase selecionada a partir do
grupo consistindo em enzimas celulase CBHI e CBHII, e combinagdes des-
tas, e uma enzima endoglucanase selecionada a partir do grupo consistindo
em enzimas celulase EGI, EGII, EGIII, EGIV, EGV, e combinacdes destas.

32. Uso da composigcao de enzima, de acordo com a reivindica-
cédo 17, no qual, na etapa de hidrolisacao parcial (etapa (i)), cerca de 75% a
cerca de 100% (p/p) das enzimas celulase totais presentes na composi¢ao
de enzima se ligam aos solidos de fibra presentes na pasta fluida aquosa.

33. Processo para a hidrdlise enzimatica de celulose com uma
composigao de enzima compreendendo enzimas celulase, uma ou mais do
que uma enzima B-glicosidase e um agente de ligacao para ligagao da en-
zima B-glicosidase ao estoque de alimentagao lignocelulésico pré-tratado,
para produzir um produto de hidrélise compreendendo glicose de um esto-
que de alimentagao lignoceluldsico pré-tratado, o processo compreendendo:

(i) hidrolisagao parcial de uma pasta fluida aquosa do estoque de
alimentacgao lignoceluldsico pré-tratado com a composicao de enzima para
produzir uma pasta fluida hidrosilada compreendendo glicose, oligbmeros de
glicose, ou uma combinacao destes, e solidos de fibra nao-hidrosilados
compreendendo celulose e lignina;

(ii) separacao dos solidos de fibra nao-hidrosilados a partir da
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pasta fluida hidrosilada para produzir sélidos de fibra separados, nos quais
as enzimas celulase e a uma ou mais do que uma enzima f3-glicosidase se
ligam aos solidos de fibra separados;

(i) ressuspensao dos solidos de fibra separados em uma solu-
¢a8o0 aquosa para produzir uma pasta fluida ressuspensa; e

(iv) continuagdo da hidrélise da pasta fluida ressuspensa para
produzir o produto de hidrdlise compreendendo glicose.

34. Processo, de acordo com a reivindicagcao 33, no qual o agen-
te de ligacao € um mddulo de ligagdo de carboidrato operaveimente ligado a
uma ou mais do que uma enzima B-glicosidase.

35. Processo, de acordo com a reivindicagdo 34, no qual o mo-
dulo de ligagéo de carboidrato € um dominio de ligagao de celulose.

36. Processo, de acordo com a reivindicagdo 33, no qual, na e-
tapa de hidrolisagao parcial (etapa (i), a pasta fluida aquosa tem um teor de
sélidos de fibra suspensos ou nao-dissolvidos de cerca de 3% a cerca de
30% (p/p).

37. Processo, de acordo com a reivindica¢gdo 33, no qual os soli-
dos de fibra nao-hidrosilados sao separados por microfiltragdo, centrifuga-
¢ao, filtracdo a vacuo, ou filtracdo por pressao.

38. Processo, de acordo com a reivindicagao 37, no qual os soli-
dos nao-hidrosilados sdao separados por microfiltragao.

39. Processo, de acordo com a reivindicagao 33, no qual a pasta
fluida aquosa é concentrada antes da etapa de hidrolisacdo parcial (etapa
(i)).

40. Processo, de acordo com a reivindicagao 33, no qual o pro-
cesso é efetuado em um sistema de hidrolise compreendendo um ou mais
do que um reator de hidrélise selecionado a partir do grupo consistindo em
um tanque agitado, um tanque nao-misturado, uma torre agitada, e uma tor-
re nao-misturada.

41. Processo, de acordo com a reivindicacao 40, no qual a torre
agitada € uma torre de fluxo ascendente.

42. Processo, de acordo com a reivindicagao 40, no qual a torre
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n&o-misturada € uma torre de fluxo ascendente.

43. Processo, de acordo com a reivindicagao 33, no qual o pro-
cesso € um processo em batelada.

44. Processo, de acordo com a reivindicacdao 33, no qual o pro-
Cesso € um processo continuo.

45. Processo, de acordo com a reivindicagdo 33, no qual, cerca
de 70% a cerca de 100% de celulose da pasta fluida aquosa sdo convertidos
em glicose.

46. Processo, de acordo com a reivindicagao 33, no qual uma
corrente compreendendo glicose produzida na etapa (i) € combinada com
uma corrente compreendendo glicose produzida na etapa (iv), para produzir
uma corrente de agucar combinada.

47. Processo, de acordo com a reivindicagao 33, no qual, na e-
tapa de hidrolisacao parcial (etapa (i)), o estoque de alimentagao lignocelu-
I6sico pré-tratado € obtido de palha de trigo, palha de aveia, palha de ceva-
da, palha de milho, palha de forragem, palha de feijao-soja, palha de canola,
palha de arroz, cana de acgucar, bagag¢o, palha de vara, grama de capim de
corda, grama de corda, ou miscanthus.

48. Processo, de acordo com a reivindicagdo 33, no qual, na e-
tapa de hidrolisagao parcial (etapa (i)), as enzimas celulase sdo adicionadas
a uma dosagem de cerca de 1,0 a cerca de 40,0 IU por grama de celulose.

49. Processo, de acordo com a reivindicagdo 33, no qual, na e-
tapa de hidrolisagao parcial (etapa (i)), a uma ou mais do que uma enzima B-
glicosidase é adicionada a uma dosagem de 35 a cerca de 200 |U por grama
de celulose.

50. Processo, de acordo com a reivindicagdo 33, no qual, na e-
tapa de hidrolisagdo parcial (etapa (i)), as enzimas celulase sao produzidas
por Aspergillus, Humicola, Trichoderma, Bacillus, Thermobifida, ou uma
combinacao destas.

51. Processo, de acordo com a reivindicagao 33, no qual, na e-
tapa de hidrolisacdo parcial (etapa (i)), a enzima B-glicosidase € produzida

por Aspergillus, Humicola, Trichoderma, Bacillus, Thermobifida, ou uma
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combinagao destas.

52. Processo, de acordo com a reivindicagdo 51, no qual a en-
zima B-glicosidase é produzida por Aspergillus ou Trichoderma.

53. Processo, de acordo com a reivindicagao 33, no qual a etapa
de continuagao da hidrélise (etapa (iv)) é efetuada por cerca de 12 a cerca
de 200 horas.

54. Processo, de acordo com a reivindicagao 33, no qual a etapa
de hidrolisacao parcial (etapa (i)) é efetuada por cerca de 12 a cerca de cer-
ca de 24 horas.

55. Processo, de acordo com a reivindicagao 33, no qual, na e-
tapa de hidrolisagdo parcial (etapa (i)), cerca de 75% a cerca de 100% (p/p)
das enzimas celulase totais presentes se ligam aos sélidos de fibra presen-
tes na pasta fluida aquosa.

56. Processo, de acordo com a reivindicagao 33, no qual, na e-
tapa de hidrolisagédo parcial (etapa (iii)), a solugdo aquosa é uma agua de

pProcesso.
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RESUMO
Patente de Invengéao: "COMPOSI(}@ES DE ENZIMA E METODOS PARA A
HIDROLISE ENZIMATICA APERFEICOADA DE CELULOSE".

A presente invengao refere-s a um processo para a hidrélise en-
zimatica de celulose para produzir um produto de hidrélise compreendendo
glicose a partir de um estoque de alimentagao lignoceluldsico pré-tratado e
enzimas para uso no processo. O processo compreende hidrolisagédo parcial
de uma pasta fluida aquosa de um estoque de alimentagao lignoceluldsico
pré-tratado com enzimas celulase, uma ou mais do que uma enzima -
glicosidase e um agente de ligagéo para ligagao da B-glicosidase aos soélidos
de fibra presentes na pasta fluida aquosa. Os sélidos de fibra separados
sdo, desse modo, obtidos, e, em seguida, ressuspensos em uma solugao
aquosa para produzir uma pasta fluida ressuspensa. A hidrdlise €, em segui-

da, continuada para produzir o produto de hidrolise compreendendo glicose.
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