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“METODOS DE DEGRADAR OU CONVERTER REFUGO DE CANA DE
ACUCAR, DE PRODUZIR UM PRODUTO DE FERMENTACAO, E, DE
FERMENTAR REFUGO DE CANA DE ACUCAR”

Referéncia Cruzada ao Pedido Relacionado
[001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério U.S.
Serial No. 61/406.929, depositado em 26 de outubro de 2010.

Referéncia a uma Listagem de Sequéncia
[002] Este pedido contém uma listagem de sequéncia na forma
legivel por computador. A forma legivel por computador € aqui incorporada
por referéncia.
Fundamentos da Invenc¢ao

Campo da invencio
[003] A presente invengdo diz respeito a métodos de degradar ou
converter a fragao de refugo da cana de agtcar.

Descricao da Técnica Relacionada
[004] A cana de agtcar € composta de duas partes: caule e folhas e
galhos. O caule é volumoso, nodoso, fibroso e rico em agtcares,
particularmente sacarose e € a por¢do normalmente associados com a cana de
acucar (cana limpa), isto é, a parte da planta de cana entre o nivel da
plantagdo e o no final do caule superior. O refugo da cana de agtcar é
dividido em trés componentes principais: folhas verdes, folhas secas e topos
(Neto, 2005, Characterization of sugarcane trash and bagasse, In: Hassuani,
S.J.; Leal, M.L.R.V.; Macedo, 1.C. Biomass Power Geration. Sugarcane
Bagasse and Trash, Publicado por PNUD e CTC, 1% edi¢do, Piracicaba,
Brasil, p. 24). As folhas verdes sdo folhas verdes e amarelas, os topos sdo a
parte da planta de cana entre a extremidade de topo e o tGltimo n6 do caule e
folhas secas sdo folhas que ja secaram e sdo normalmente amarronzadas na
cor.

[005] O acumulo de sacarose é maior na base do caule e a
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quantidade de aguicares redutores e celulose € superior nos topos (Triana et
al., 1990, Atlas of sugarcane bagasse, Publicado por Geplacea and Icidca,
México, p. 139). O comprimento do caule varia e depende da variedade da
planta e do controle da cultura fornecido. Um caule adulto pode ser menor do
que dois metros até mais do que seis metros no comprimento, que afeta o
nimero e comprimento dos internos. O didmetro do caule também varia,
oscilando na sua parte intermediaria de 250 a 350 mm. A cor depende do teor
de clorofila, teor de antocianina e aspectos de agronomia (Triana et al., 1990,
supra).

[006] Os caules sdo moidos para se obter um caldo de suco de cana,
que € subsequentemente usado para a producdo de sacarose ou etanol. A
fracdo residual do caule depois do processamento € conhecida como bagago.
Além do bagaco, o refugo da cana de agicar € um outro residuo da produgio
de acicar e etanol. A quantidade de folhas e galhos da colheita da cana de
acicar depende de varios fatores tais como sistema de colheita (cana
queimada ou ndo queimada), coroamento, altura, variedade da cana, idade da
safra (estagio de corte), clima e solo.

[007] O bagaco e folhas e galhos sdo materiais lignocelul6sicos e sdo
compostos de celulose, hemiceluloses e lignina. A celulose e hemicelulose
compdem a fracdo de carboidrato do material.

[008] A celulose ¢ um homopolissacarideo composto de unidades de
D-glicose unidas entre si pelas ligacdes glicosidicas f(1—4). A hemicelulose
€ um heteropolissacarideo composto de unidades de D-glicose, D-galactose,
D-manose, D-xilose, L-arabinose, acido acético, acido D-glicuronico e 4cido
4-O-metil-D-glicuronico. A lignina € uma macromolécula aromética
complexa formada pela polimeriza¢do de radical de trés alcodis fenil-propano,
a saber, o alcool p-coumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico. Na
parede da célula vegetal, a lignina e hemiceluloses envolvem as fibrilas

elementares da celulose, fornecendo protecdo contra a degradagdo quimica
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e/ou bioldgica (Kuhad er al., 1997, Microorganisms and their enzymes
involved in the degradation of plant fiber cell walls, Advances Biochemical
Engineering Biotechnology, vol. 57, pp. 45-125).
[009] Quantitativamente, a celulose, hemiceluloses e lignina estio
presentes no bagago em uma propor¢ao de 42 a 55,7 %, 20 a 28,8 % e 22,2 a
31,4 %, respectivamente. Os componentes ndo estruturais da biomassa, a
saber, extrativos (2 a 10 %) e cinza (1 a 2,4 %) sdo as outras substancias que
sdo partes da composi¢do quimica do bagago da cana de agtcar.
[0010] As folhas e galhos sdo compostos aproximadamente de 36,1 a
45 % de celulose, 25 a 32,65 % de hemicelulose, 18 a 26,2 % de lignina, 5,3 a
7,0 % de extrativos e de 2,1 a 3,4 % de cinza (Saad et al., 2008, Preliminary
studies on fungal treatment of sugarcane straw for organosolv pulping,
Enzyme and Microbial Technology, vol. 43, pp. 220-225; Singh et al., 2008,
Biological pretreatment of sugarcane trash for its conversion to fermentable
sugars, World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 24, pp. 667-
673).
[0011] O bagago € um de muitos substratos lignoceluldsicos sob
estudo para a produgdo de etanol de segunda geragdo. Por outro lado, o refugo
da cana de agtcar foi ignorado como um substrato de lignocelulose para a
producdo de etanol de segunda geragao.
[0012] Seria uma vantagem na técnica ser capaz de usar refugo da
cana de acticar como uma fonte de lignocelulose para a produgao de etanol.
[0013] A presente invengdo diz respeito a métodos de degradar ou
converter refugo da cana de agucar.

Sumario da Invencao
[0014] A presente invengdo diz respeito a métodos de degradar ou
converter refugo da cana de agticar, que compreende: separar o refugo da cana
de actcar da cana de agtcar e sacarificar o refugo da cana de agticar com uma

composicao de enzima.
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[0015] A presente invengdo também diz respeito a métodos de
produzir um produto de fermentag¢do, que compreende:

(a) colher e separar o refugo da cana de agticar da cana de
acucar;

(b) pré-tratar o refugo da cana de agicar;

(¢c) sacarificar o refugo da cana de aglicar com uma
composicao de enzima;

(d) fermentar o refugo da cana de agicar sacarificado com um
ou mais (por exemplo, vérios) microrganismos de fermentagdo para produzir
o produto de fermentacio; e

(e) recuperar o produto de fermentagao da fermentagao.

[0016] A presente invengdo também diz respeito a métodos de
produzir um produto de fermentag¢do, que compreende:

(a) sacarificar o refugo da cana de aglicar com uma
composicao de enzima;

(b) fermentar o refugo da cana de agicar sacarificado com um
ou mais (por exemplo, varios) microrganismos de fermentagdo para produzir
o produto de fermentacio; e

(c) recuperar o produto de fermentagao da fermentagao.

[0017] A presente invengdo também diz respeito a métodos de
fermentar o refugo da cana de acgticar, que compreende: fermentar o refugo da
cana de agdcar com um ou mais (por exemplo, varios) microrganismos de
fermentacdo, em que o refugo da cana de agtcar € sacarificado com uma
composicao de enzima.

[0018] Em um aspecto, a composicdo de enzima compreende uma ou
mais (por exemplo, varias) enzimas selecionadas do grupo que consiste de
uma celulase, um polipeptideo GH61 que tem atividade real¢adora
celulolitica, uma hemicelulase, uma esterase, uma expansina, uma lacase, uma

enzima ligninolitica, uma pectinase, uma peroxidase, uma protease € uma
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suolenina.
Breve Descricdo das Figuras

[0019] A Figura 1 mostra os rendimentos de glicose da hidrolise
enzimatica de bagaco da cana de agicar e refugo da cana de agtcar pré-
tratados a 22 % de sélidos totais (TS) com 1,0 % de H,SO4 a 175°C por 5
minutos. A hidrélise enzimitica foi realizada em uma escala de pasta fluida
de 20 g a 11 % de TS, pH 5,0 e 50°C com uma composi¢do de enzima
composta de Cellic® CTec2 (Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) nas
dosagens de 0,02, 0,04 e 0,06 g por grama de celulose por 120 horas.

[0020] A Figura 2 mostra os rendimentos de glicose da hidrolise
enzimatica de bagaco da cana de agtcar e refugo da cana de agtcar pré-
tratados a 22 % de TS com 0,5 % de H,SO4 a 175°C por 5 minutos. A
hidrélise enzimatica foi realizada em uma escala de pasta fluida de 20 g a 11
% de TS, pH 5,0 e 50°C com uma composi¢cdo de enzima composta de
Cellic® CTec2 nas dosagens de 0,02, 0,04 e 0,06 g por grama de celulose por
120 horas.

[0021] A Figura 3 mostra os rendimentos de glicose da hidrolise
enzimatica de bagaco da cana de agicar e refugo da cana de aglicar pré-
tratados a 12 % de TS com 6 % de NaOH a 120°C por 120 minutos. A
hidrélise enzimatica foi realizada em uma escala de pasta fluida de 20 g a 11
% de TS, pH 5,0 e 50°C com uma composi¢cdo de enzima composta de
Cellic® CTec2 nas dosagens de 0,02, 0,04 e 0,06 g por grama de celulose por
120 horas.

[0022] A Figura 4 mostra os rendimentos de glicose da hidrolise
enzimatica de bagaco da cana de agicar e refugo da cana de aglicar pré-
tratados a 20 % de TS por 8 minutos a 205°C. A hidrélise enzimatica foi
realizada em uma escala de pasta fluida de 20 ga 5 % de TS, pH 5,0 e 50°C
com Cellic® CTec2 em uma dosagem de 0,03 g por grama de celulose por

144 horas.
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[0023] A Figura 5 mostra os rendimentos de glicose da hidrélise
enzimatica de bagaco da cana de agicar e refugo da cana de agtcar pré-
tratados a 205°C por 8 minutos. A hidrélise enzimatica foi realizada em uma
escala de pasta fluidade 20 ga 5 % de TS, pH 5,0 e 50°C com Cellic® CTec2
em uma dosagem de 0,04 g por grama de celulose por 144 horas.
[0024] A Figura 6 mostra os rendimentos de glicose da hidrolise
enzimatica de bagaco da cana de agicar e refugo da cana de aglicar pré-
tratados com 0,5 % de H.SO4 contra sélidos, a 205°C por 8 minutos. A
hidrélise enzimatica foi realizada em uma escala de pasta fluidade 20 g a5 %
de TS, pH 5,0 e 50°C com Cellic® CTec2 em uma dosagem de 0,04 g por
grama de celulose por 144 horas.
[0025] A Figura 7 mostra os rendimentos de glicose da hidrolise
enzimatica de bagaco da cana de agicar e refugo da cana de aglcar pré-
tratados com 2,5 % de Hi;PO4 contra sélidos, a 190°C por 20 minutos. A
hidrélise enzimatica foi realizada em uma escala de pasta fluidade 20 ga 8 %
de TS, pH 5,0 e 50°C com Cellic® CTec2 em uma dosagem de 0,07 g por
grama de celulose por 168 horas.

Definicoes
[0026] Acetilxilano esterase: O termo “acetilxilano esterase”
significa uma carboxilesterase (EC 3,1,1,72) que catalisa a hidrélise de grupos
acetila de xilano polimérico, xilose acetilada, glicose acetilada, acetato de
alfa-naftila, e acetato de p-nitrofenila. Para os propésitos da presente
invengdo, a atividade de acetilxilano esterase é determinada usando 0,5 mM
de acetato de p-nitrofenila como substrato em 50 mM de acetato de s6dio pH
5,0 contendo 0,01 % de TWEEN® 20 (monolaurato de polioxietileno
sorbitano). Uma unidade de acetilxilano esterase é definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de anion p-nitrofenolato por
minuto no pH 5, 25°C.

[0027] Alfa-L-arabinofuranosidase: O termo “alfa-L-arabino-
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furanosidase” significa uma alfa-L-arabinofuranosideo arabinofurano-
hidrolase (EC 3,2,1,55) que catalisa a hidrélise de residuos de alfa-L-
arabinofuranosideo ndo redutores terminais em alfa-L-arabinosideos. A
enzima atua sobre alfa-L-arabinofuranosideos, alfa-L-arabinanas contendo
ligacdes (1,3) e/ou (1,5), arabinoxilanos, e arabinogalactanas. A alfa-L-
arabinofuranosidase também é conhecida como arabinosidase, alfa-
arabinosidase, alfa-L-arabinosidase, alfa-arabinofuranosidase, polissacarideo
alfa-L-arabinofuranosidase, alfa-L-arabinofuranosideo hidrolase, L-
arabinosidase, ou alfa-L-arabinanase. Para os propositos da presente
invengdo, a atividade de alfa-L-arabinofuranosidase € determinada usando 5
mg de arabinoxilano do trigo de viscosidade média (Megazyme International
Ireland, Ltd., Bray, Co. Wicklow, Irlanda) por ml de acetato de s6dio a 100
mM pH 5 em um volume total de 200 ul por 30 minutos a 40°C seguido pela
analise de arabinose pela cromatografia em coluna AMINAX® HPX-87H
(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA).

[0028] Alfa-glicuronidase: O termo “alfa-glicuronidase” significa
uma alfa-D-glicosiduronato glicuronoidrolase (EC 3,2,1,139) que catalisa a
hidrélise de um alfa-D-glicuronosideo para D-glicuronato e um alcool. Para
os propositos da presente invengdo, a atividade de alfa-glicuronidase €
determinada de acordo com de Vries, 1998, J. Bacteriol. 180: 243-249. Uma
unidade de alfa-glicuronidase € igual a quantidade de enzima capaz de liberar
I umol de acido glicurénico ou 4-O-metilglicurdnico por minuto no pH 5,
40°C.

[0029] Beta-glicosidade: O termo “beta-glicosidade” significa uma
beta-D-glicosideo glicoidrolase (E.C. 3,2,1,21), que catalisa a hidrélise de
residuos de beta-D-glicose ndo redutores terminais com a liberacdo de beta-D-
glicose. Para os propdésitos da presente inveng¢do, a atividade de beta-
glicosidade € determinada usando p-nitrofenil-beta-D-glicopiranosideo como

substrato de acordo com o procedimento de Venturi et al., 2002, Extracellular
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beta-D-glucosidase from Chaetomium thermophilum var. coprophilum:
production, purification and some biochemical properties, J. Basic Microbiol.
42: 55-66. Uma unidade de beta-glicosidade € definida como 1,0 umol de
anion p-nitrofenolato produzido por minuto a 25°C, pH 4,8 de 1 mM de p-
nitrofenil-beta-D-glicopiranosideo como substrato em 50 mM de citrato de
sddio contendo 0,01 % de TWEEN® 20.

[0030] Beta-xilosidase: O termo “beta-xilosidase” significa uma beta-
D-xiloside xiloidrolase (E.C. 3,2,1,37) que catalisa a exo-hidrélise de beta
(1—4)-xilooligossacarideos curtos, para remover residuos de D-xilose
sucessivos de terminais ndo redutores. Para os propositos da presente
inveng¢do, uma unidade de beta-xilosidase € definida como 1,0 ymol do anion
de p-nitrofenolato produzido por minuto a 40°C, pH 5 a partir de 1 mM de p-
nitrofenil-beta-D-xilosideo como substrato em 100 mM de citrato de sédio
contendo 0,01 % de TWEEN® 20.

[0031] c¢DNA: O termo “cDNA” significa uma molécula de DNA que
pode ser preparada pela transcricdo reversa de uma molécula de mRNA
madura, unida, obtida de uma célula eucaridtica ou procaridtica. O cDNA
carece de sequéncias de intron que podem estar presentes no DNA gendmico
correspondente. O transcrito de RNA inicial, primario € um precursor para o
mRNA que € processado através de uma série de etapas, incluindo a jungao,
antes de aparecer como mRNA unido maduro.

[0032] Celobioidrolase: O termo “celobioidrolase” significa uma 1,4-
beta-D-glicano celobioidrolase (E.C. 3,2,1,91), que catalisa a hidrélise de
ligacoes 1,4-beta-D-glicosidicas em celulose, celooligossacarideos, ou
qualquer polimero contendo glicose ligado em 1,4-beta, que libera celobiose
das extremidades redutoras e ndo redutoras da cadeia (Teeri, 1997, Crystalline
cellulose degradation: New insight into the function of cellobiohydrolases,
Trends in Biotechnology 15: 160-167; Teeri et al., 1998, Trichoderma reesei

cellobiohidrolases: why so efficient on crystalline cellulose?, Biochem. Soc.
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Trans. 26: 173-178). A atividade de celobioidrolase é determinada de acordo
com os procedimentos descritos por Lever et al., 1972, Anal. Biochem. 47:
273-279; van Tilbeurgh et al., 1982, FEBS Letters, 149: 152-156; van
Tilbeurgh e Claeyssens, 1985, FEBS Letters, 187: 283-288; e Tomme e al.,
1988, Eur. J. Biochem. 170: 575-581. Na presente inven¢do, o método de
Tomme er al. pode ser utilizado para determinar a atividade de
celobioidrolase.

[0033] Enzima celulolitica ou celulase: O termo “enzima
celulolitica” ou “celulase” significa uma ou mais (por exemplo, varias)
enzimas que hidrolisam um material celulosico. Tais enzimas incluem
endoglicanase(s), celobioidrolase(s), beta-glicosidade(s), ou combinagoes
destas. Os dois métodos basicos para medir a atividade celulolitica incluem:
(1) medir a atividade celulolitica total, e (2) medir as atividades celuloliticas
individuais (endoglicanases, celobioidrolases, e beta-glicosidades) como
revisado em Zhang et al., Outlook for cellulase improvement: Screening and
selection strategies, 2006, Biotechnology Advances 24: 452-481. A atividade
celulolitica total é usualmente medida usando substratos insoldveis, incluindo
papel de filtro Whatman Ne 1, celulose microcristalina, celulose bacteriana,
celulose algal, algodao, lignocelulose pré-tratada, etc. O ensaio da atividade
celulolitica total mais comum € o ensaio do papel de filtro usando papel de
filtro Whatman Ne 1 como o substrato. O ensaio foi estabelecido pela
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (Ghose, 1987,
Measurement of cellulase activities, Pure Appl. Chem. 59: 257-68).

[0034] Para os propositos da presente invengdo, a atividade da enzima
celulolitica é determinada medindo-se o aumento na hidrélise de um material
celulésico pela(s) enzima(s) celulolitica(s) sob as seguintes condigdes: 1 a 50
mg de proteina de enzima celulolitica/g de celulose em PCS (ou outro
material celul6sico pré-tratado) por 3 a 7 dias em uma temperatura adequada,

por exemplo, 50°C, 55°C ou 60°C, comparada a uma hidrélise de controle
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sem a adicdo de proteina de enzima celulolitica. As condigdes tipicas sdo
reacdes de 1 ml, PCS lavada ou ndo lavada, 5 % de sélidos insoliveis, 50 mM
de acetato de s6dio pH 5, 1 mM de MnSOQO4, 50°C, 55°C ou 60°C, 72 horas,
analise de acicar pela coluna AMINAX® HPX-87H (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Hercules, CA, USA).

[0035] Material celuldsico: O termo “material celulésico” significa
qualquer material contendo celulose. O polissacarideo predominante na
parede de c€lula primaria da biomassa € a celulose, o segundo mais abundante
¢ a hemicelulose, e o terceiro € a pectina. A parede celular secundaria,
produzida depois que a célula parou de crescer, também contém
polissacarideos e € refor¢ada pela lignina polimérica covalentemente
reticulada a hemicelulose. A celulose € um homopolimero de anidrocelobiose
e assim um beta-(1-4)-D-glicano linear, enquanto que as hemiceluloses
incluem uma variedade de compostos, tais como xilanos, xiloglicanos,
arabinoxilanos, € mananas em estruturas ramificadas complexas com um
espectro de substituintes. Embora no geral polimorfa, a celulose € encontrada
no tecido vegetal primariamente como uma matriz cristalina insoldvel de
cadeias de glicano paralelas. As hemiceluloses usualmente ligam hidrogénio a
celulose, assim como as outras hemiceluloses, o que ajuda a estabilizar a
matriz da parede celular.

[0036] A celulose € no geral encontrada, por exemplo, nas hastes,
folhas, palhas, cascas, e sabugos de plantas ou folhas, ramos, e madeira de
arvores. O material celulésico pode ser, mas ndo € limitado a, residuo
agricola, material herbaceo (incluindo safras de energia), residuos solidos
municipais, polpa e residuo de moinho de papel, papel e madeira residuais
(incluindo residuos florestais (ver, por exemplo, Wiselogel et al., 1995, em
Handbook on Bioethanol (Charles E. Wyman, editor), pp. 105-118, Taylor &
Francis, Washington D. C.; Wyman, 1994, Bioresource Technology 50: 3-16;
Lynd, 1990, Applied Biochemistry and Biotechnology 24/25: 695-719;
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Mosier et al., 1999, Recent Progress in Bioconversion of Lignocellulosics, em
Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology, T. Scheper, editor
geral, Volume 65, pp. 23-40, Springer-Verlag, Nova Iorque). E aqui
entendido que a celulose pode estar na forma de lignocelulose, um material da
parede da célula vegetal contendo lignina, celulose, e hemicelulose em uma
matriz mista. Em um aspecto preferido, o material celulésico é qualquer
material de biomassa. Em um outro aspecto preferido, o material celuldsico €
lignocelulose, que compreende celulose, hemiceluloses e lignina.

[0037] Em um aspecto, o material celulésico € residuo agricola. Em
um outro aspecto, o material celulésico € material herbaceo (incluindo safras
de energia). Em um outro aspecto, o material celulésico é residuo sélido
municipal. Em um outro aspecto, o material celuldsico € residuo de moinho
de polpa e papel. Em um outro aspecto, o material celuldsico € papel residual.
Em um outro aspecto, o material celulosico € madeira (incluindo residuo
florestal).

[0038] Em um outro aspecto, o material celuldsico € arundo. Em um
outro aspecto, o material celulésico é bagaco. Em um outro aspecto, o
material celuldésico € bambu. Em um outro aspecto, o material celulésico €
sabugo de milho. Em um outro aspecto, o material celuldsico € fibra de milho.
Em um outro aspecto, o material celulosico € forragem de milho. Em um
outro aspecto, o material celulosico € miscanthus. Em um outro aspecto, o
material celulosico € casca de laranja. Em um outro aspecto, o material
celulésico € palha de arroz. Em um outro aspecto, o material celuldsico é
switchgrass. Em um outro aspecto, o material celuldsico € palha de trigo.
[0039] Em um outro aspecto, o material celulésico € aspen. Em um
outro aspecto, o material celulésico € eucalipto. Em um outro aspecto, o
material celulésico € abeto. Em um outro aspecto, o material celulosico é
pinheiro. Em um outro aspecto, o material celulésico é choupo. Em um outro

aspecto, o material celulosico € abeto vermelho. Em um outro aspecto, o
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material celulosico € salgueiro.

[0040] Em um outro aspecto, o material celuldsico € celulose de alga.
Em um outro aspecto, o material celuldsico € celulose bacteriana. Em um
outro aspecto, o material celulésico é fiapos de algoddo. Em um outro
aspecto, o material celulosico € papel de filtro. Em um outro aspecto, o
material celulésico € celulose microcristalina. Em um outro aspecto, o
material celuldsico € celulose tratada com acido fosfoérico.

[0041] Em um outro aspecto, o material celulésico € uma biomassa
aquatica. Como aqui usado o termo “biomassa aquitica” significa biomassa
produzida em um ambiente aquatico por um processo de fotossintese. A
biomassa aquitica pode ser algas, plantas emergentes, plantas de folha
flutuante, ou plantas submergidas.

[0042] O material celul6sico pode ser usado como tal ou pode ser
submetido ao pré-tratamento, usando métodos convencionais conhecidos na
técnica, como aqui descrito. Em um aspecto preferido, o material celuldsico €
pré-tratado.

[0043] Sequéncia codificadora: O termo “sequéncia codificadora”
significa um polinucleotideo, que diretamente especifica a aminodcido
sequéncia de um polipeptideo. Os limites da sequéncia codificadora sdo no
geral determinados por uma matriz de leitura aberta, que usualmente comega
com um codon de partida tal como ATG, GTG ou TTG e extremidades com
um cédon de parada tal como TAA, TAG, ou TGA. A sequéncia codificadora
pode ser um polinucleotideo de DNA genomico, cDNA, DNA sintético ou
uma combinagio destes.

[0044] Sequéncias de controle: O termo ‘“sequéncias de controle”
significa sequéncias de acido nucleico necessarias para a expressdo de um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo. Cada sequéncia de controle
pode ser nativa (isto €, do mesmo gene) ou estranha (isto €, de um gene

diferente) ao polinucleotideo que codifica o polipeptideo ou nativo ou
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estranho entre si. Tais sequéncias de controle incluem, mas nio sdo limitados
a, uma sequéncia lider, sequéncia de poliadenilacdo, sequéncia pro-peptideo,
promotor, sequéncia de sinal de peptideo, e terminador de transcricdo. Em um
minimo, as sequéncias de controle incluem um promotor, e sinais de parada
transcricional e traducional. As sequéncias de controle podem ser fornecidas
com ligadores com o propdsito de introduzir sitios de restricdo especificos
que facilitam a ligacdo das sequéncias de controle com a regido codificadora
do polinucleotideo que codifica um polipeptideo.

[0045] Endoglicanase: O termo “endoglicanase” significa uma endo-
1,4-(1,3;1,4)-beta-D-glicano 4-glicanoidrolase (E.C. 3,2,1,4), que catalisa
endoidrolise de ligacdes 1,4-beta-D-glicosidicas em celulose, derivados de
celulose (tais como carboximetil celulose e hidroxietil celulose), liquenina,
ligacoes beta-1,4 em beta-1,3 glicanos mistos tais como beta-D-glicanos ou
xiloglicanos de cereal, e outros materiais vegetais contendo componentes
celuldsicos. A atividade de endoglicanase pode ser determinada medindo-se a
reducdo na viscosidade do substrato ou aumento nas extremidades redutoras
determinada por um ensaio de acicar redutor (Zhang er al., 2006,
Biotechnology Advances 24: 452-481). Para os propésitos da presente
invengdo, a atividade de endoglicanase € determinada usando carboximetil
celulose (CMC) como substrato de acordo com o procedimento de Ghose,
1987, Pure and Appl. Chem. 59: 257-268, no pH 5, 40°C.

[0046] Expressao: O termo “expressdo” inclui qualquer etapa
envolvida na produ¢do de um polipeptideo incluindo, mas ndo limitado a,
transcri¢do, modificagdo pods-transcricional, tradu¢do, modificagdo pos-
traducional e secrec¢ao.

3

[0047] Vetor de expressao: O termo “vetor de expressdo” significa
uma molécula de DNA linear ou circular que compreende um polinucleotideo
que codifica um polipeptideo e € operavelmente ligado as sequéncias de

controle que fornecem a sua expressao.
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[0048] Familia 61 da glicosideo hidrolase: O termo “Familia 61 da
glicosideo hidrolase” ou “Familia GH61” ou “GH61” significa um
polipeptideo que cai dentro da Familia 61 da glicosideo hidrolase de acordo
com Henrissat B., 1991, A classification of glycosil hydrolases com base em
amino-acid sequence similarities, Biochem. J. 280: 309-316, e Henrissat B., e
Bairoch A., 1996, Updating the sequence-based classification of glycosil
hydrolases, Biochem. J. 316: 695-696. As enzimas nesta familia foram
originalmente classificadas como uma familia da glicosideo hidrolase com
base na medi¢do da atividade da endo-1,4-beta-D-glicanase muito fraca em
um membro da familia. A estrutura e modo de acdo destas enzimas nao sio
canodnicos e elas ndo podem ser consideradas como glicosidases genuinas.
Entretanto, elas sdo mantidas na classificagdo CAZy com base na sua
capacidade para realcar a ruptura de lignocelulose quando usada em
conjunc¢do com uma celulase ou uma mistura de celulases.

[0049] Feruloil esterase: O termo “feruloil esterase” significa uma 4-
hidréxi-3-metoxicinamoil-ag¢ticar hidrolase (EC 3,1,1,73) que catalisa a
hidrélise de grupos 4-hidroxi-3-metoxicinamoila (feruloila) de agiicar
esterificado, que € usualmente arabinose em substratos “naturais”, para
produzir ferulato (4-hidroxi-3-metoxicinamato). A feruloil esterase também ¢
conhecida como Aacido ferulico esterase, hidroxicinamoil esterase, FAE-III,
éster cinamoilico hidrolase, FAEA, cinAE, FAE-I, ou FAE-II. Para os
propositos da presente invengdo, a atividade da feruloil esterase € determinada
usando 0,5 mM de p-nitrofenilferulato como substrato em 50 mM de acetato
de sédio pH 5,0. Uma unidade de feruloil esterase € igual a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 umol de anion p-nitrofenolato por minuto no pH 5,
25°C.

[0050] Fragmento: O termo “fragmento” significa um polipeptideo
tendo um ou mais (varios) aminodcidos ausentes do terminal amino e/ou

carboxila de um polipeptideo maduro; em que o fragmento tem atividade
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biologica.

[0051] Enzima hemicelulolitica ou hemicelulase: Os termos
“enzima hemicelulolitica” ou “hemicelulase” significam uma ou mais (por
exemplo, varias) enzimas que hidrolisam um material hemicelulésico. Ver,
por exemplo, Shallom, D. e Shoham, Y. Microbial hemicellulases. Current
Opinion In Microbiology, 2003, 6(3): 219-228). As hemicelulases sdo
componentes chave na degradacdo de biomassa vegetal. Os exemplos de
hemicelulases incluem, mas nao sao limitados a, uma acetilmanana esterase,
uma acetilxilano esterase, uma arabinanase, uma arabinofuranosidase, uma
acido coumdrico esterase, uma feruloil esterase, uma galactosidase, uma
glicuronidase, uma glicuronoil esterase, uma mananase, uma manosidase,
uma xilanase, e uma xilosidase. Os substratos destas enzimas, as
hemiceluloses, sdo um grupo hetrerogéneo de polissacarideos ramificados e
lineares que sdo ligados por intermédio de ligacdes de hidrogénio as
microfibrilas de celulose na parede da célula vegetal, reticulando-as em uma
rede robusta. As hemiceluloses também sdo covalentemente ligadas a lignina,
formando junto com a celulose uma estrutura altamente complexa. A estrutura
variavel e a organizacdo das hemiceluloses requerem a agdo combinada de
muitas enzimas para a sua degradacdo completa. Os médulos cataliticos das
hemicelulases sdo glicosideo hidrolases (GHs) que hidrolisam ligagdes
glicosidicas, ou carboidrato esterases (CEs), que hidrolisam as ligacdes de
grupos laterais de éster de acetato ou acido feridlico. Estes modulos cataliticos,
com base na homologia de sua sequéncia primaria, podem ser designados
dentro das familias GH e CE. Algumas familias, com uma dobra similar
global, podem ser agrupadas ainda em clas, alfabeticamente marcados (por
exemplo, GH-A). Uma classificagdo mais informativa e atualizada destas e
outras enzimas ativas em carboidrato esta disponivel na base de dados
Carbohidrate-Active Enzymes (CAZy). As atividades de enzimas

hemiceluloliticas podem ser medidas de acordo com Ghose e Bisaria, 1987,
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Pure & Appl. Chem. 59: 1739-1752, em uma temperatura adequada, por
exemplo, 50°C, 55°C, ou 60°C e pH, por exemplo, 5,0 ou 5,5.

[0052] Condicoes de alta severidade: O termo “condi¢des de alta
severidade” significa para as sondas de pelo menos 100 nucleotideos no
comprimento, pré-hibridizac¢do e hibridizag¢ao a 42°C em 5X SSPE, 0,3 % de
SDS, 200 microgramas/ml de DNA de esperma de salmdo cisalhado e
desnaturado e 50 % de formamida, a seguir dos proceidmentos de Southern
blotting padrio por 12 a 24 horas. O material carregador € finalmente lavado
trés vezes cada por 15 minutos usando 2X SSC, 0,2 % de SDS a 65°C.

[0053] Célula hospedeira: O termo “célula hospedeira” significa
qualquer tipo de célula que seja suscetivel a transformacgdo, transfec¢do ou
transducdo, e outros com uma constru¢do de acido nucleico ou vetor de
expressdo que compreende um polinucleotideo da presente invengdo. O termo
“célula hospedeira” abrange qualquer progénie de uma célula precursora que
ndo € idéntica a célula precursora devido as mutagdes que ocorrem durante a
replicacdo.

[0054] Isolado: O termo “isolado” significa uma substancia em uma
forma ou ambiente que ndo ocorre na natureza. Os exemplos ndo limitantes de
substancias isoladas incluem (1) qualquer substidncia que ndo ocorre
naturalmente, (2) qualquer substancia incluindo, mas ndo limitada a, qualquer
enzima, variante, acido nucleico, proteina, peptideo ou cofactor, que € pelo
menos parcialmente removido de um ou mais ou todos dos constituintes que
ocorrem naturalmente com os quais 0 mesmo € associado na natureza; (3)
qualquer substancia modificada pela mdo do homem em relacdo aquela
substancia encontrada na natureza; ou (4) qualquer substincia modificada
pelo aumento da quantidade da substancia em relagdo aos outros componentes
com 0s quais 0 mesmo estd naturalmente associado (por exemplo, cOpias
multiplas de um gene que codifica a substancia; uso de um promotor mais

forte do que o promotor naturalmente associado com o gene que codifica a
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substancia). O polipeptideo pode ser usado em aplicagdes industriais na form
de um produto de caldo de fermentagdo, isto €, o polipeptideo € um
componente de um caldo de fermentacdo usado como um produto em
aplicagdes industriais (por exemplo, producido de etanol). O produto de caldo
de fermentagdo além do polipeptideo compreendera ingredientes adicionais
usados no processo de fermentagdo, tal como, por exemplo, células
(incluindo, as células hospedeiras que contém o gene que codifica o
polipeptideo que sdo usadaso para produzir o polipeptideo de interesse),
fragmentos de célula, biomassa, meio de fermentagdo e/ou produtos de
fermentacdo. O caldo de fermentacdo pode ser opcionalmente submetido a
uma ou mais etapas de purificagdo (incluindo filtragdo) para remover ou
reduzir um mais componentes de um processo de fermentacdo.
Consequentemente, uma substincia isolada pode ser apresentada em um tal
produto de caldo de fermentacao.

[0055] Condicoes de severidade baixa: O termo “condicdes de
severidade baixa” significa para sondas de pelo menos 100 nucleotideos no
comprimento, pré-hibridizac¢do e hibridizag¢ao a 42°C em 5X SSPE, 0,3 % de
SDS, 200 microgramas/ml de DNA de esperma de salmdo cisalhado e
desnaturado e 25 % de formamida, seguindo os procedimentos de Southern
blotting padrio por 12 a 24 horas. O material carregador € finalmente lavado
trés vezes cada por 15 minutos usando 2X SSC, 0,2 % de SDS a 50°C.

[0056] Polipeptideo maduro: O termo “polipeptideo maduro”
significa um polipeptideo na sua forma final a seguir da tradug¢do e quaisquer
modificacdes poOs-traducionais, tais como processamento de terminal N,
truncagem de terminal C, glicosilagdo, fosforilagdo, etc. E conhecido na
técnica que uma célula hospedeira pode produzir uma mistura de dois ou mais
polipeptideos maduros diferentes (isto €, com um aminoicido de terminal C
e/ou terminal N diferente) expressado pelo mesmo polinucleotideo. Também

€ conhecido na técnica que células hospedeiras diferentes processam
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polipeptideos de modo diferente e assim, uma célula hospedeira que expressa
um polinucleotideo pode produzir um polipeptideo maduro diferente (por
exemplo, que tem um aminodcido de terminal C e/ou terminal N diferente)
quando comparado a uma outra célula hospedeira que expressa o mesmo
polinucleotideo. O polipeptideo maduro pode ser prognosticado usando o
programa SignalP (Nielsen et al., 1997, Protein Engineering 10: 1-6).

[0057] Sequéncia que codifica polipeptideo maduro: O termo
“sequéncia que codifica polipeptideo maduro” significa um polinucleotideo
que codifica um polipeptideo maduro tendo atividade bioldgica. A sequéncia
que codifica o polipeptideo maduro pode ser prognosticada usando o
programa SignalP (Nielsen et al., 1997, supra).

[0058] Condicoes de média severidade: O termo “condigdes de
média severidade” significa sondas de pelo menos 100 nucleotideos no
comprimento, pré-hibridizacio e hibridizagao a 42°C em 5X SSPE, 0,3 % de
SDS, 200 microgramas/ml de DNA de esperma de salmio cisalhado e
desnaturado e 35 % de formamida, seguindo os procedimentos de Southern
blotting padrdo por 12 a 24 horas. O material carregador € finalmente lavado
trés vezes cada por 15 minutos usando 2X SSC, 0,2 % de SDS a 55°C.

[0059] condicoes de severidade média-alta: O termo “condigdes de
severidade média-alta” significa para sondas de pelo menos 100 nucleotideos
no comprimento, pré-hibridizacao e hibridizacido a 42°C em 5X SSPE, 0,3 %
de SDS, 200 microgramas/ml de DNA de esperma de salmio cisalhado e
desnaturado e 35 % de formamida, seguindo os procedimentos de Southern
blotting padrdo por 12 a 24 horas. O material carregador € finalmente lavado
trés vezes cada por 15 minutos usando 2X SSC, 0,2 % de SDS a 60°C.

[0060] Construcao de acido nucleico: O termo “construgdo de dcido
nucleico” significa uma molécula de acido nucleico, de filamento tnico ou
duplo, que € isolado de um gene que ocorre naturalmente ou € modificado

para conter segmentos de acidos nucleicos em uma maneira que de outro
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modo ndo existiriam na natureza ou que € sintético, que compreende uma ou
mais sequéncias de controle.

[0061] Operavelmente ligado: O termo “operavelmente ligado”
significa uma configuracdo na qual uma sequéncia de controle € colocada em
uma posi¢do apropriada em relacdo a sequéncia codificadora de um
polinucleotideo tal que a sequéncia de controle direciona a expressdo da
sequéncia codificadora.

[0062] Fragmento de polipeptideo: O termo “fragmento” significa
um polipeptideo que tem um ou mais (por exemplo, varios) aminoacidos
deletados do terminal de amino e/ou carboxila de um polipeptideo maduro,
em que o fragmento tem atividade biologica.

[0063] Polipeptideo que tem atividade real¢adora celulolitica: O
termo “polipeptideo que tem atividade realgadora celulolitica” significa um
polipeptideo GH61 que catalisa o realce da hidrélise de um material
celulésico pela enzima que tem atividade celulolitica. Para os propésitos da
presente invengdo, a atividade real¢adora celulolitica € determinada medindo-
se 0 aumento em aguicares redutores ou o aumento do total da celobiose e
glicose a partir da hidrélise de um material celulésico pela enzima celulolitica
sob as condi¢des que seguem: 1 a 50 mg de proteina total/g de celulose em
PCS, em que a proteina total € compreendida de 50 a 99,5 % p/p de proteina
de enzima celulolitica e 0,5 a 50 % p/p de proteina de um polipeptideo GH61
que tem atividade real¢adora celulolitica por 1 a 7 dias em uma temperatura
adequado, por exemplo, 50°C, 55°C, ou 60°C e pH, por exemplo, 5,0 ou 5,5,
comparada com uma hidrolise de controle com carga de proteina total igual
sem atividade realgadora celulolitica (1 a 50 mg de proteina celulolitica/g de
celulose em PCS). Em um aspecto preferido, uma mistura de
CELLUCLAST® 1,5L (Novozymes A/S, Bagsvard, Dinamarca) na presenga
de 2 a 3 % de peso de proteina total de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae

(recombinantemente produzida em Aspergillus oryzae de acordo com a WO
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02/095014) ou 2 a 3 % de peso de proteina total da beta-glucosidase de
Aspergillus fumigatus (recombinantemente produzido em Aspergillus oryzae
como descrito na WO 2002/095014) de carga de proteina de celulase € usado
como a fonte da atividade celulolitica.
[0064] Os polipeptideos GH61 que tém atividade real¢adora
celulolitica realcam a hidrélise de um material celuldsico catalisado pela
enzima que tem atividade celulolitica pela redu¢do da quantidade de enzima
celulolitica requerida para atingir o mesmo grau de hidrélise preferivelmente
pelo menos 1,01 vezes, por exemplo, pelo menos 1,05 vezes, pelo menos 1,10
vezes, pelo menos 1,25 vezes, pelo menos 1,5 vezes, pelo menos 2 vezes, pelo
menos 3 vezes, pelo menos 4 vezes, pelo menos 5 vezes, pelo menos 10
vezes, ou pelo menos 20 vezes.
[0065] Identidade de sequéncia: A relacionabilidade entre duas
sequéncias de aminoacido ou entre duas sequéncias de nucleotideo € descrita
pelos parametros “identidade de sequéncia”.
[0066] Para os propésitos da presente invengdo, a identidade de
sequéncia entre duas sequéncias de aminodcido € determinado usando o
algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman e Wunsch, 1970, J. Mol. Biol.
48: 443-453) como implementado no programa Needle do pacote EMBOSS
(EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et
al., 2000, Trends Genet. 16: 276-277), preferivelmente a versao 3.0.0, 5.0.0
ou posteriores. Os parametros usados sdo penalidade de abertura de intervalo
de 10, penalidade de extensdo de intervalo de 0,5, e a matriz de substitu¢io
EBLOSUM®62 (EMBOSS versao de BLOSUMG62). A saida do Needle
rotulado “identidade mais longa” (obtida usando a opcdo -nobrief) € usado
como a identidade por cento deual e € calculada como segue:

(Residuos Idénticos x 100)/(Comprimento de Alinhamento -

Numero Total de Intervalos no Alinhamento)

Para os propésitos da presente invengdo, a identidade de
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sequéncia entre duas sequéncias de desoxirribonucleotideo € determinada
usando o algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman ¢ Wunsch, 1970,
supra) como implementado no programa Needle do pacote EMBOSS
(EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et
al., 2000, supra), preferivelmente a versdo 3.0.0, 5.0.0 ou posteriores. Os
parametros usados sdo penalidade de abertura de intervalo de 10, penalidade
de extensdo de intervalo de 0,5, e o EDNAFULL (versao EMBOSS de NCBI
NUC4.4). A saida de Needle rotulada “identidade mais longa” (obtida usando
a opc¢ao -nobrief) € usada como a identidade por cento deual e € calculada
como segue:

(Desoxirribonucleotideos Idénticos x 100)/(Comprimento de

Alinhamento - Numero total de Intervalos no Alinhamento)

[0067] Subsequéncia: O termo ‘“subsequéncia” significa um
polinucleotideo tendo um ou mais (por exemplo, varios) nucleotideos
ausentes da extremidade 5° e/ou 3’ de uma sequéncia que codifica o
polipeptideo maduro; em que a subsequéncia codifica um fragmento tendo
atividade bioldgica.
[0068] Cana de acicar: O termo “cana de agticar” significa qualquer
grama perene alta do género Saccharum (familia Poaceae, tribo
Andropogoneae). Nativa das regides temperadas quentes a tropicais da Asia, a
cana de aclcar tem caules volumosos, nodosos, fibrosos que sdo ricos em
acucar e medem de dois a seis metros (seis a dezenove pés) de altura. Todas
as espécies da cana e aguicar intercruzadas e os cultivares comerciais
principais sdo hibridos complexos.
[0069] Bagaco da cana de aciicar: O termo “bagago da cana de
acucar” significa o residuo fibroso que permanece depois que os caules de
cana de actcar sdo triturados para extrair o seu suco.
[0070] Refugo da cana de aciacar: O termo “refugo da cana de

acucar” significa as folhas verdes, folhas secas e topos coletadas da cana de
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acucar. As folhas verdes sdo as folhas verdes e amarelas, as folhas secas sdo
folhas que ja secaram, normalmente amarronzadas na cor € 0s topos que sdo a
part da planta de cana entre a extremidade de topo e o dltimo n6 do caule.
[0071] Xilanase: O termo “xilanase” significa uma 1,4-beta-D-xilan-
xiloidrolase (E.C. 3,2,1,8) que catalisa a endoidrélise de ligagdes 1,4-beta-D-
xilosidicas em xilanos. Para os propésitos da presente invencdo, a atividade
de xilanase € determinada com 0,2 % de AZCL-arabinoxilano como substrato
em 0,01 % de TRITON X-100 e 200 mM de tampao de fosfato de s6dio pH 6
a 37°C. Uma unidade de atividade de xilanase é definida como 1,0 pmol
de azurina produzido por minuto a 37°C, pH 6 a partir de 0,2 % de
AZCL-arabinoxilano como substrato em 200 mM de tampido de fosfato de
sodio pH 6.

[0072] Material contendo Xilano: O termo “material contendo
xilano” significa qualquer material que compreende um polissacarideo de
parede de célula vegetal contendo uma cadeia principal de residuos de xilose
ligados em beta-(1-4). Xilanos de plantas terrestres sdo heteropolimeros que
possuem uma cadeia principal de beta-(1-4)-D-xilopiranose, que € ramificada
pelas cadeias de carboidrato curtas. Eles compreendem o acido D-glicuronico
ou seu éster 4-O-metilico, L-arabinose, e/ou varios oligossacarideos,
compostos de D-xilose, L-arabinose, D- ou L-galactose, e D-glicose. Os
polissacarideos do tipo xilano podem ser divididos em homoxilanos e
heteroxilanos, que incluem glicuronoxilanos, (arabino)glicuronoxilanos,
(glicurono)arabinoxilanos, arabinoxilanos, e heteroxilanos complexos. Ver,
por exemplo, Ebringerova et al., 2005, Adv. Polim. Sci. 186: 1-67.

[0073] Nos métodos da presente invencdo, qualquer material
contendo xilano pode ser usado. Em um aspecto preferido, o material
contendo xilano € lignocelulose.

[0074] Atividade que degrada xilano ou atividade xilanolitica: Os

termos “atividade que degrada xilano” ou “atividade xilanolitica” significam
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uma atividade biolégica que hidrolisa material contendo xilano. Os dois
métodos basicos para medir a atividade xilanolitica incluem: (1) medir a
atividade xilanolitica total, e (2) medir as atividades xilanoliticas individuais
(por exemplo, endoxilanases, beta-xilosidases, arabino-furanosidases, alfa-
glicuronidases, acetilxilano esterases, feruloil esterases, e alfa-glicuronil
esterases). O progresso recente nos ensaios de enzimas xilanoliticas foi
resumido em varias publica¢des incluindo Biely e Puchard, Recent progress
in the assays of xilanolytic enzymes, 2006, Journal of the Science of Food and
Agriculture 86(11): 1636-1647; Spanikova e Biely, 2006, Glucuronoyl
esterase - Novel carbohidrate esterase produced by Schizophillum commune,
FEBS Letters 580(19): 4597-4601; Herrmann, Vrsanska, Jurickova,
Hirsch, Biely, e Kubicek, 1997, The beta-D-xilosydase of Trichoderma reesei
1s a multifunctional beta-D-xilan xilohydrolase, Biochemical Journal 321:
375-381.

[0075] A atividade que degrada xilano total pode ser medida
determinando-se os actcares redutores formados de varios tipos de xilano,
incluindo, por exemplo, xilanos de forragem de aveia, madeira de faia, e
madeira de lari¢o, ou pela determinagio fotométrica de fragmentos de xilano
tingidos liberados de varios xilanos covalentemente tingidos. O ensaio de
atividade xilanolitica total mais comum € fundamentado na produgio de
acucares redutores de 4-O-metil glicuronoxilano polimérico como descrito em
Bailey, Biely, Poutanen, 1992, Interlaboratory testing of methods for assay of
xylanase activity, Journal of Biotechnology 23(3): 257-270. A atividade de
xilanase também pode ser determinada com 0,2 % de AZCL-arabinoxilano
como substrato em 0,01 % de Triton X-100 e 200 mM de tampao de fosfato
de s6dio pH 6 a 37°C. Uma unidade de atividade de xilanase € definida
como 1,0 umol de azurina produzida por minuto a 37°C, pH 6 de 0,2 % de
AZCL-arabinoxilano como substrato em 200 mM de tampao de fosfato de

sodio pH 6.
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[0076] Para os propésitos da presente invengdo, a atividade que
degrada xilano € determinada medindo-se o0 aumento na hidrélise de xilano da
madeira do vidoeiro (Sigma Chemical Co., Inc., St. Louis, MO, USA) pela(s)
enzima(s) que degradam xilano sob as seguintes condi¢des tipicas: reacoes de
1 ml, 5 mg/ml de substrato (sélidos totais), 5 mg de proteina xilanolitica /g de
substrato, 50 mM de acetato de s6dio pH 5, 50°C, 24 horas, andlise de agtcar
usando o ensaio da hidrazida do acido p-hidroxibenzéico (PHBAH) como
descrito por Lever, 1972, A new reaction for colorimetric determination of
carbohidrates, Anal. Biochem 47: 273-279.

[0077] Variante: O termo “variante” significa um polipeptideo tendo
atividade bioldgica que compreende uma alteracdo, isto €, uma substitui¢ao,
inser¢do, e/ou dele¢do em uma ou mais (por exemplo, varios) posicoes. Uma
substitui¢do significa a substituicdo do aminoicido que ocupa uma posicao
com um aminodcido diferente; uma delecdo significa a remog¢do do
aminoicido que ocupa uma posi¢do; € uma insercdo significa adicionar um
aminodcido adjacente a e imediatamente a seguir do aminoicido que ocupa
uma posicao.

[0078] Condic¢oes de severidade muito alta: O termo “condi¢des de
severidade muito alta” significa para sondas de pelo menos 100 nucleotideos
no comprimento, pré-hibridizagao e hibridiza¢do a 42°C em 5X SSPE, 0,3 %
de SDS, 200 microgramas/ml de DNA de esperma de salmiao cisalhado e
desnaturado e 50 % de formamida, seguindo os procedimentos de Southern
blotting padrio por 12 a 24 horas. O material carregador € finalmente lavado
trés vezes cada por 15 minutos usando 2X SSC, 0,2 % de SDS a 70°C.

[0079] Condicoes de severidade muito baixa: O termo “condigdes
de severidade muito baixa” significa para as sondas de pelo menos 100
nucleotideos no comprimento, pré-hibridizacao e hibridizagcdo a 42°C em 5X
SSPE, 0,3 % de SDS, 200 microgramas/ml de DNA de esperma de salmao

cisalhado e desnaturado e 25 % de formamida, seguindo os procedimentos de
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Southern blotting padrdo por 12 a 24 horas. O material carregador €
finalmente lavado trés vezes cada por 15 minutos usando 2X SSC, 0,2 % de
SDS a 45°C.

Descricao Detalhada da Invencao
[0080] A presente invengdo diz respeito a métodos de degradar ou
converter refugo da cana de agticar, que compreende: separar o refugo da cana
de actcar da cana de agticar e sacarificar o refugo da cana de agticar com uma
composi¢cdo de enzima. Em um aspecto, o método compreende
adicionalmente recuperar o refugo da cana de agicar degradado ou
convertido. Produtos adequados de degradacdo ou conversdo do refugo da
cana de agtcar podem ser separados do refugo da cana de acticar insoldvel
usando tecnologia bem conhecida na técnica tal como, por exemplo,
centrifugacio, filtragdo e sedimentac¢do por gravidade.
[0081] A presente invengdo também diz respeito a métodos de
produzir um produto de fermentagio, que compreende: (a) colher e separar o
refugo da cana de agtcar da cana de actcar; (b) pré-tratar o refugo da cana de
acucar; (c) sacarificar o refugo da cana de aglcar com uma composi¢do de
enzima; (d) fermentar o refugo da cana de agicar sacarificado com um ou
mais (por exemplo, varios) microrganismos de fermentacdo para produzir o
produto de fermentacdo; e (e) recuperar o produto de fermentacdo da
fermentacao.
[0082] A presente invengdo também diz respeito a métodos de
produzir um produto de fermentacdo, que compreende: (a) sacarificar o
refugo da cana de agicar com uma composi¢cdo de enzima; (b) fermentar o
refugo da cana de agtcar sacarificado com um ou mais (por exemplo, varios)
microrganismos de fermentac¢io para produzir o produto de fermentagio; e (c)
recuperar o produto de fermentagdo da fermentacao.
[0083] A presente invengdo também diz respeito a métodos de

fermentar o refugo da cana de acticar, que compreende: fermentar o refugo da
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cana de agtcar com um ou mais (por exemplo, varios) microrganismos de
fermentacdo, em que o refugo da cana de acicar € sacarificado com uma
composi¢ao de enzima. Em um aspecto, a fermentacdo do refugo da cana de
acucar produz um produto de fermentagdo. Em um outro aspecto, o método
compreende adicionalmente recuperar o produto de fermentagio da
fermentacao.

[0084] Em um aspecto, o refugo da cana de agicar € combinado com
bagaco da cana de agtcar durante a hidrélise (sacarificagdo) com a
composicdo de enzima. O bagaco da cana de agticar pode ser pré-tratado de
acordo com qualquer um dos métodos aqui descritos. Além disso, outros
aspectos dos métodos da presente inveng¢do também sdo aplicaveis a
combinagdo do refugo da cana de acticar e o bagaco da cana de agtcar.

[0085] O processamento do refugo da cana de agticar de acordo com a
presente invencdo pode ser realizado usando processos convencionais na
técnica. Além disso, os métodos da presente invengdo podem ser
implementados usando qualquer aparelho de processamento de biomassa
convencional configurado para operar de acordo com a invengao.

[0086] A hidrélise (sacarificacdo) e fermentagdo, separada ou
simultanea, incluem, mas ndo sao limitados a, hidrélise e fermentacdo
separadas (SHF); sacarificacdo e fermentacdo simultineas (SSF);
sacarificacdo e co-fermenta¢do simultaneas (SSCF); hidrélise e fermentacio
hibridas (HHF); hidrélise separada e co-fermentagdo (SHCF); hidrélise e co-
fermentacdo hibridas (HHCF); e conversdo microbiana direta (DMC),
também algumas vezes chamada de bioprocessamento consolidado (CBP).
SHF wusa etapas de processo separadas para primeiro hidrolisar
enzimaticamente o material celuldsico para agicares fermentiveis, por
exemplo, glicose, celobiose € mondmeros de pentose e depois fermentar os
acucares fermentaveis para etanol. Na SSF, a hidrélise enziméatica do material

celulésico e a fermentacdo de agtlicares para etanol sdo combinadas em uma
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etapa (Philippidis, G. P., 1996, Cellulose bioconversion technology, no
Handbook on Bioethanol: Production and Utilization, Wyman, C. E., ed.,
Taylor & Francis, Washington, DC, 179-212). SSCF envolve a co-
fermentacdo de aguicares miltiplos (Sheehan, J. e Himmel, M., 1999,
Enzymes, energy and the environment: A strategic perspective on the U.S.
Department of Energy’s research and development activities for bioethanol,
Biotechnol. Prog. 15: 817-827). HHF envolve uma etapa de hidrélise
separada e além disso uma etapa de sacarificag¢io e hidrélise simultaneas, que
pode ser realizada no mesmo reator. As etapas em um processo de HHF
podem ser realizadas em temperaturas diferentes, isto ¢é, sacarificagio
enzimatica em high temperatura seguido por SSF em uma temperatura mais
baixa que a cepa de fermentacdo possa tolerar. DMC combina todos os trés
processos (produgdo de enzima, hidrolise e fermentacdo) em uma ou mais
(por exemplo, varias) etapas onde o mesmo organismo € usado para produzir
as enzimas para a conversao do material celuldsico aos agtcares fermentaveis
e para converter os agicares fermentaveis em um produto final (Lynd, L. R.,
Weimer, P. J., van Zil, W. H. e Pretorius, 1. S., 2002, Microbial cellulose
utilization: Fundamentals and biotechnology, Microbiol. Mol. Biol. Reviews
66: 506-577). E aqui entendido que qualquer método conhecido na técnica
que compreende pré-tratamento, hidrolise enzimatica (sacarificacdo),
fermentacdo, ou uma combinagdo destes, pode ser usado na pratica dos
métodos da presente invengao.

[0087] Um aparelho convencional pode incluir um reator de lote
alimentado agitado, um reator de lote agitado, um reator agitado de fluxo
continuo com ultrafiltragdo, e/ou um reator de coluna de fluxo pistdo continuo
(Fernanda de Castilhos Corazza, Flavio Faria de Moraes, Gisella Maria Zanin
e Ivo Neitzel, 2003, Optimal control in fed-batch reactor for the cellobiose
hidrélise, Acta Scientiarum. Technology 25: 33-38; Gusakov, A. V. e
Sinitsyn, A. P., 1985, Kinetics of a hidrolisis enzymatic of cellulose: 1. A
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mathematical model for um batch reactor process, Enz. Microb. Technol. T:
346-352), um reator de atrito (Ryu, S. K. e Lee, J. M., 1983, Bioconversion of
waste cellulose by using a attrition bioreactor, Biotechnol. Bioeng. 25: 53-65),
ou um reator com agitagio intensiva induzida por um campo eletromagnético
(Gusakov, A. V., Sinitsyn, A. P., Davydkin, I. Y., Davydkin, V. Y., Protas, O.
V., 1996, Enhancement of enzymatic cellulose hydrolysis using a novel type
of bioreactor with intensive stirring induced by electromagnetic field, Appl.
Biochem. Biotechnol. 56: 141-153). Os tipos de reator adicionais incluem: de
leito fluidizado, de manta de fluxo ascendente, imobilizado e reatores do tipo
extrusora para hidrdlise e/ou fermentacao.

[0088] Colheita. A cana de agtcar € tipicamente colhida de modo
mecanico e carregada em reboques de caminhdo. A maquina colhedeira coleta
a cana, a tritura em pequenos pedacos (2 a 5 polegadas) e a transfere para os
reboques. Nesse meio tempo, a maquina colhedeira também separa as
particulas mais leves, tipicamente partes secas, que sdo deixadas no campo.
Os reboques sdo transportados a um sitio para a quantificagdo e avaliagio
preliminar. Neste ponto, restolhos, folhas verdes, folhas secas e topos sdo
quantificados. A cana triturada dos reboques é caregada nos caminhdes de
transporte e liberados a um moinho para o processamento da cana de agucar.
No moinho a cana de acticar coletada é separada em cana e folhas e galhos
(topos e folhas). A cana pode ser usada para a extracdo de agticar usando
processos padrdo conhecidos na técnica. A fragcdo de refugo € coletada para o
uso de acordo com os métodos da presente invencao.

[0089] Separacdo. na pratica dos métodos da presente invengao,
qualquer processo de separacdo conhecido na técnica pode ser usado para
separar o refugo da cana de agticar dos caules. Os exemplos ndo limitantes
dos processos de separagdo incluem, mas ndo sdo limitados a, tecnologia
gravitacional, peneiramento, separacdo gravitacional, ciclone de ar e filtragao.

[0090] Pré-tratamento. Na pritica dos métodos da presente invencao,
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qualquer processo de pré-tratamento conhecido na técnica pode ser usado para
romper os componentes do refugo de cana de agicar da parede da célula
vegetal (Chandra et al., 2007, Substrate pretreatment: The key to effective
enzymatic hydrolysis of lignocellulosics? Adv. Biochem. Engin./Biotechnol.
108: 67-93; Galbe e Zacchi, 2007, Pretreatment of lignocellulosic materials
for efficient bioethanol production, Adv. Biochem. Engin. / Biotechnol. 108:
41-65; Hendriks e Zeeman, 2009, Pretreatments to enhance the digestibility of
lignocellulosic biomass, Bioresource Technol. 100: 10-18; Mosier et al.,
2005, Features of promising technologies for pretreatment of lignocellulosic
biomass, Bioresource Technol. 96: 673-686; Taherzadeh e Karimi, 2008,
Pretreatment of lignocellulosic wastes to improve ethanol and biogas
production: A review, Int. J. of Mol. Sci. 9: 1621-1651; Yang e Wyman, 2008,
Pretreatment: the key to unlocking low-cost cellulosic ethanol, Biofuels
Bioproducts and Biorefining-Biofpr. 2: 26-40).

[0091] O material celulésico também pode ser submetido a redugio
do tamanho da particula, peneiramento, pré-embebimento, umectacao,
lavagem e/ou condicionamento antes do pré-tratamento usando métodos
conhecidos na técnica.

[0092] Os pré-tratamentos convencionais incluem, mas nio sdo
limitados a, pré-tratamento com vapor (com ou sem explosao), pré-tratamento
com 4cido diluido, pré-tratamento com 4gua quente, pré-tratamento alcalino,
pré-tratamento com cal, oxidacdo timida, explosdo timida, explosdo de fibra
com amonia, pré-tratamento com organosolv e pré-tratamento biolégico. Os
pré-tratamentos adicionais incluem pré-tratamentos com percolagdo com
amoOnia, ultra-som, eletroporacdo, microonda, CO; supercritico, H>O
supercritica, ozona, liquido i6nico e irradiagdo gama.

[0093] O material celuldsico pode ser pré-tratado antes da hidrélise
e/ou fermentacdo. O pré-tratamento € preferivelmente realizado antes da

hidrélise.  Alternativamente, o pré-tratamento pode ser realizado
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simultaneamente com hidrélise enzimatica para liberar agicares fermentaveis,
tais como glicose, xilose ou celobiose. Na maioria dos casos a propria etapa
de pré-tratamento resulta em alguma conversdo da biomassa aos agtlicares
fermentaveis (mesmo na auséncia de enzimas).

[0094] Pré-tratamento com vapor. No pré-tratamento com vapor, o

material celulésico € aquecido para romper os componentes da parede de
célula vegetal, que incluem lignina, hemicelulose e celulose para tornar a
celulose e outras fragdes, por exemplo, hemicelulose, acessiveis as enzimas.
O material celul6sico € passado para ou através de um vaso de reacdo onde
vapor € injetado para aumentar a temperatura para a temperatura € pressiao
requeridas e sdo retidas nesse ponto durante o tempo de reacdo desejado. O
pré-tratamento com vapor € preferivelmente realizado de 140 a 250°C, por
exemplo, de 160 a 200°C ou de 170 a 190°C, onde a faixa de temperatura
ideal depende da adi¢cdo de um catalisador quimico. O tempo de residéncia
para o pré-tratamento com vapor € preferivelmente de 1 a 60 minutos, por
exemplo, de 1 a 30 minutos, de 1 a 20 mintos, de 3 a 12 minutos ou de 4 a 10
minutos, onde o tempo de residéncia ideal depende da faixa de temperatura e
da adi¢do de um catalisador quimico. O pré-tratamento com vapor permite
cargas de solidos relativamente altas, de modo que o material celulésico é
geralmente apenas Umido durante o pré-tratamento. O pré-tratamento com
vapor € frequentemente combinado com uma descarga explosiva do material
depois do pré-tratamento, que é conhecida como explosdo de vapor, isto €,
descarga rapida até a pressao atomosférica e fluxo turbulento do material para
aumentar a area de superficie acessivel pela fragmentagdo (Duff e Murray,
1996, Bioresource Technology 855: 1-33; Galbe e Zacchi, 2002, Appl.
Microbiol. Biotechnol. 59: 618-628; Pedido de Patente U.S. N¢
20020164730). Durante o pré-tratamento com vapor, os grupos acetil
hemicelulose sdo clivados e o acido resultante autocatalisa a hidrélise parcial

da hemicelulose aos monossacarideos e oligossacarideos. A lignina €
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removida apenas em um grau limitado.

[0095] Pré-tratamento  Quimico: O termo “tratamento quimico”

refere-se a qualquer pré-tratamento quimico que promove a separagdo e/ou
liberagao de celulose, hemicelulose, e/ou lignina. Um tal pré-tratamento pode
converter celulose cristalina em celulose amorfa. Os exemplos de processos
de pré-tratamento quimicos adequados incluem, por exemplo, pré-tratamento
com acido diluido, pré-tratamento com cal, oxida¢do timida, fibra de amonia/
explosdao de congelamento (AFEX), percolagdo com amonia (APR) e pré-
tratamentos com organosolv.

[0096] Um catalisador tal como H,SO4 ou SO (tipicamente de 0,3 a 5
% plp) é frequentemente adicionado antes do pré-tratamento com vapor, o que
diminui o tempo € a temperatura, aumenta a recuperagdo e melhora a hidrélise
enzimatica (Ballesteros ez al., 2006, Appl. Biochem. Biotechnol. 129-132:
496-508; Varga et al., 2004, Appl. Biochem. Biotechnol. 113-116: 509-523;
Sassner et al., 2006, Enzyme Microb. Technol. 39: 756-762).

[0097] No pré-tratamento com acido diluido, o refugo de cana de
actcar € misturado com dcido diluido, tipicamente H,SO,4 e dgua para formar
uma pasta fluida, aquecida pelo vapor até a temperatura desejada e depois de
um tempo de residéncia descarregado até a pressdo atmosférica. O pré-
tratamento com Aacido diluido pode ser realizado com varios projetos de
reator, por exemplo, reator de fluxo plugado, reatores de contra-corrente ou
reatores de leito de recuo em contra-corrente continuo (Duff e Murray, 1996,
supra; Schell et al., 2004, Bioresource Technol. 91: 179-188; Lee et al., 1999,
Adv. Biochem. Eng. Biotechnol. 65: 93-115).

[0098] Viarios métodos de pré-tratamento sob condi¢des alcalinas
também podem ser usados. Estes pré-tratamentos alcalinos incluem, mas nao
sao limitados a, hidroxido de sédio, cal, oxidagdo dmida, percolacdo com
amonia (APR) e fibra de amodnia/explosio de congelamento (AFEX).

[0099] O pré-tratamento com cal € realizado com 6xido de calcio ou
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hidréxido de céalcio em temperaturas de 85 a 150°C e tempos de residéncia de
1 hora a varios dias (Wyman et al., 2005, Bioresource Technol. 96: 1959-
1966; Mosier et al., 2005, Bioresource Technol. 96: 673-686). A WO
2006/110891, WO 2006/110899, WO 2006/110900 e WO 2006/110901
divulgam métodos de pré-tratamento usando amonia.

[00100] A oxidagdo Umida € um pré-tratamento térmico realizado
tipicamente de 180 a 200°C por 5 a 15 minutos com a adi¢do de um agente
oxidativo tal como peroxido de hidrogé€nio ou pressdo excessiva de oxigénio
(Schmidt e Thomsen, 1998, Bioresource Technol. 64: 139-151; Palonen et al.,
2004, Appl. Biochem. Biotechnol. 117: 1-17; Varga et al., 2004, Biotechnol.
Bioeng. 88: 567-574; Martin et al., 2006, J. Chem. Technol. Biotechnol. 81:
1669-1677). O pré-tratamento € realizado preferivelmente em 1 a 40 % de
matéria seca, por exemplo, de 2 a 30 % de matéria seca ou de 5 a 20 % de
matéria seca e frequentemente o pH inicial € aumentado pela adicdo de dlcali
tal como carbonato de sédio.

[00101] Uma modificagdo do método de pré-tratamento de oxidagio
Umida, conhecida como explosdo imida (combinacdo de oxidagdo Umida e
explosdo de vapor), pode movimentar a matéria seca em até 30 %. Na
explosdo umida, o agente oxidante € introduzido durante o pré-tratamento
depois de um certo tempo de residéncia. O pré-tratamento € depois terminado
pela descarga até a pressao atmosférica (WO 2006/032282).

[00102] A explosdao com fibra de amodnia (AFEX) envolve tratar o
refugo de cana de agticar com amdnia liquida ou gasosa em temperaturas
moderadas tais como 90 a 150°C e alta pressdo tal como 17 a 20 bar por 5 a
10 minutos, onde o teor de matéria seca pode ser tdo alta quanto 60 %
(Gollapalli ez al., 2002, Appl. Biochem. Biotechnol. 98: 23-35; Chundawat et
al., 2007, Biotechnol. Bioeng. 96: 219-231; Alizadeh et al., 2005, Appl.
Biochem. Biotechnol. 121: 1133-1141; Teymouri et al., 2005, Bioresource
Technol. 96: 2014-2018). Durante o pré-tratamento com AFEX a celulose € a
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hemicelulose permanecem relativamente intactas. Os complexos de lignina-
carboidrato sdo clivados.

[00103] O pré-tratamento com organosolv deslignifica o refugo de
cana de aguicar pela extracdo usando etanol aquoso (etanol de 40 a 60 %) de
160 a 200°C por 30 a 60 minutos (Pan ef al., 2005, Biotechnol. Bioeng. 90:
473-481; Pan et al., 2006, Biotechnol. Bioeng. 94: 851-861; Kurabi et al.,
2005, Appl. Biochem. Biotechnol. 121: 219-230). O 4cido sulfdrico €
usualmente adicionado como um catalisador. No pré-tratamento com
organosolv, a maioria da hemicelulose e da lignina € removida.

[00104] Outros exemplos de métodos de pré-tratamento adequados sdo
descritos por Schell et al., 2003, Appl. Biochem. e Biotechnol. Vol. 105-108,
p. 69-85 e Mosier et al., 2005, Bioresource Technology 96: 673-686 ¢ Pedido
Publicado U.S. 2002/0164730.

[00105] Em um aspecto, o pré-tratamento quimico € preferivelmente
realizado como um tratamento com &acido diluido e mais preferivelmente
como um tratamento com acido diluido continuo. O 4cido € tipicamente 4cido
sulftirico, mas outros acidos também podem ser usados, tais como acido
acético, acido citrico, acido nitrico, acido fosférico, acido tartarico, acido
succinico, cloreto de hidrogénio ou misturas destes. O tratamento com acido
brando € conduzido na faixa de pH preferivelmente de 1 a 5, por exemplo, de
I a4 o0oudel a?25 Em um aspecto, a concentracdo de 4acido estd
preferivelmente na faixa de 0,01 a 10 % em peso de 4cido, por exemplo, de
0,05 a5 % em peso de acido ou de 0,1 a 2 % em peso de 4dcido. O acido é
contatado com o refugo de cana de agicar e mantido a uma temperatura na
faixa de preferivelmente de 140 a 200°C e por exemplo, de 165 a 190°C, por
periodos variando de 1 a 60 minutos.

[00106] Em um outro aspecto, o pré-tratamento ocorre em uma pasta
fluida aquosa. Em aspectos preferidos, o refugo de cana de agicar estd

presente durante o pré-tratamento em quantidades preferivelmente entre 10 e
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80 % em peso, por exemplo, entre 20 € 70 % em peso ou entre 30 e 60 % em
peso, tal como em torno de 40 % em peso. O refugo de cana de agtcar pré-
tratado pode ser ndo lavado ou lavado usando qualquer método conhecido na
técnica, por exemplo, lavado com agua.

[00107] Pré-tratamento Mecéanico ou Pré-tratamento Fisico: O termo
“pré-tratamento mecanico” ou “pré-tratamento fisico” refere-se a qualquer
pré-tratamento que promova a redugdo do tamanho da particula. Por exemplo
tal pré-tratamento pode envolver varios tipos de trituragdo ou moagem (por
exemplo, moagem a seco, moagem imida ou moagem de bola vibratdria).
[00108] O refugo da cana de agicar pode ser pré-tratado both
physically (mechanically) e chemically. Mechanical ou physical pré-
tratamento pode ser ligado com steaming/steam explosion, hidrothermolysis,
dilute ou mild 4cido tratamento, high temperatura, high pressure tratamento,
irradiacdo (por exemplo, microwave irradiagdo), ou combinagdes thereof. Em
um aspecto, high pressure significa pressure in the faixa of preferivelmente
cerca de 100 to cerca de 400 psi, por exemplo, cerca de 150 to cerca de 250
psi. Em um outro aspecto, high temperatura significa temperaturas in the faixa
of cerca de 100 to cerca de 300°C, por exemplo, cerca de 140 to cerca de
200°C. Em um preferida aspecto, mechanical ou physical pré-tratamento €
realizadas em um batch-process usando um steam gun hidrolisarr sistema that
uses high pressure e high temperatura como definidos acima, por exemplo,
um Sunds Hidrolisarr disponivel from Sunds Defibrator AB, Sweden. The
physical e quimica pré-tratamentos pode ser realizada sequentially ou
simultanealy, como desired.

[00109] Consequentemente, em um aspecto preferido, o refugo de cana
de agicar € submetido ao pré-tratamento fisico (mecanico), quimico ou
qualquer combinagdo destes para promover a separagido e/ou liberagdo de
celulose, hemicelulose e/ou lignina.

[00110] Pré-tratamento Bioldgico: O termo “pré-tratamento biologico”
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refere-se a qualquer pré-tratamento bioldgico que promove a separagdo e/ou a
liberagao de celulose, hemicelulose, e/ou lignina a partir do refugo de cana de
acucar. As técnicas de pré-tratamento biologico podem envolver aplicar
microrganismos €/ou enzimas que solubilizam lignina (ver, por exemplo, Hsu,
T.-A., 1996, Pré-treatment of biomass, no Handbook on Bioethanol:
Production and Utilization, Wyman, C. E., ed., Taylor & Francis,
Washington, DC, 179-212; Ghosh e Singh, 1993, Physicochemical and
biological treataments for enzymatic/microbial conversion of cellulosic
biomass, Adv. Appl. Microbiol. 39: 295-333; McMillan, J. D., 1994,
Pretreating lignocellulosical biomass: a review, em Enzymatic Conversion of
Biomass for Fuels Production, Himmel, M. E., Baker, J. O. e Overend, R. P.,
eds., ACS Symposium Série 566, American Chemical Society, Washington,
DC, capitulo 15; Gong, C. S., Cao, N. J., Du, J. e Tsao, G. T., 1999, Ethanol
production from renewable resource, em Advances in Biochemical
Engineering/ Biotechnology, Scheper, T., ed., Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, Alemanha, 65: 207-241; Olsson e Hahn-Hagerdal, 1996,
Fermentation of lignocellulosic hydrolysates for ethanol production, Enz.
Microb. Tech. 18: 312-331; e Vallander e Eriksson, 1990, Production of
ethanol from lignocellulosic materials: State of the art, Adv. Biochem. Eng./
Biotechnol. 42: 63-95).

[00111] Sacarificacdo. Na etapa da hidrélise, também conhecida como

sacarificacdo, o refugo de cana de acicar, por exemplo pré-tratado, €
hidrolisado para romper a celulose e/ou a hemicelulose aos agucares
fermentaveis, tais como glicose, celobiose, xilose, xilulose, arabinose,
manose, galactose e/ou oligossacarideos soldveis. A hidrélise € realizada
enzimaticamente por uma composicdo de enzima. As enzimas podem ser
adicionadas simultanea ou sequencialmente.

[00112] A hidrélise enzimdtica é preferivelmente realizada em um

ambiente aquoso adequado sob condi¢des que podem ser facilmente
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determinadas por uma pessoa habilitada na técnica. Em um aspecto, a
hidrélise € realizada sob condigdes adequadas para a atividade da(s)
enzima(s), isto €, ideal para a(s) enzima(s). A hidrélise pode ser realizada
como um processo de lote alimentado ou continuo onde o refugo de cana de
acucar pré-tratado (substrato) € alimentado gradualmente, por exemplo, a uma
solucdo de hidrélise contendo enzima.

[00113] A sacarificagdo € geralmente realizada em reatores ou
fermentadores de tanque agitado sob condi¢cdes de pH, temperatura e mistura
controladas. As condi¢gdes de tempo de processo, temperatura e pH adequadas
podem ser facilmente determinadas por uma pessoa habilitada na técnica. Por
exemplo, a sacarificacdo pode durar at€¢ 200 horas, mas € tipicamente
realizada preferivelmente por cerca de 12 a cerca de 120 horas, por exemplo,
de cerca de 16 a cerca de 72 horas ou de cerca de 24 a cerca de 48 horas. A
temperatura esta preferivelmente na faixa de cerca de 25°C a cerca de 70°C,
por exemplo, de cerca de 30°C a cerca de 65°C, de cerca de 40°C a cerca de
60°C, de cerca de 50°C a cerca de 55°C. O pH esta preferivelmente na faixa
de cerca de 3 a cerca de 8, por exemplo, de cerca de 3,5 a cerca de 7, de cerca
de 4 a cerca de 6, ou de cerca de 5 a cerca de 5,5. O teor de solidos secos esta
preferivelmente na faixa de cerca de 5 a cerca de 50 % em peso, por exemplo,
de cerca de 10 a cerca de 40 % em peso ou de cerca de 20 a cerca de 30 % em
peso.

[00114] As quantidades ideais das enzimas dependem de varios fatores
que incluem, mas ndo sdo limitados a mistura de enzimas celuloliticas e/ou
hemiceluloliticas componentes, ao refugo de cana de agiicar, a concentragio
de substrato celuldsico, ao(s) pré-tratamento(s) do refugo de cana de agicar,
temperatura, tempo, pH e inclusdo de organismo fermentador (por exemplo,
levedura para a Sacarificacdo e Fermentacao Simultaneas).

[00115] Em um aspecto, uma quantidade eficaz de proteina de enzima

celulolitica para refugo de cana de agticar € de cerca de 0,5 a cerca de 50 mg,
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preferivelmente de cerca de 0,5 a cerca de 40 mg, preferivelmente de cerca de
0,5 a cerca de 25 mg, preferivelmente de cerca de 0,75 a cerca de 20 mg,
preferivelmente de cerca de 0,75 a cerca de 15 mg, ainda preferivelmente de
de cerca de 0,5 a cerca de 10 mg e o mais preferivelmente de cerca de 2,5 a
cerca de 10 mg por g do refugo de cana de agicar.

[00116] Em um outro aspecto, uma quantidade eficaz de um
polipeptideo GH61 tendo atividade real¢adora celulolitica para refugo de cana
de actcar € de cerca de 0,01 a cerca de 50,0 mg, preferivelmente de cerca de
0,01 a cerca de 40 mg, mais preferivelmente de cerca de 0,01 a cerca de 30
mg, mais preferivelmente de cerca de 0,01 a cerca de 20 mg, mais
preferivelmente de cerca de 0,01 a cerca de 10 mg, mais preferivelmente de
cerca de 0,01 a cerca de 5 mg, mais preferivelmente de cerca de 0,025 a cerca
de 1,5 mg, mais preferivelmente de cerca de 0,05 a cerca de 1,25 mg, mais
preferivelmente de cerca de 0,075 a cerca de 1,25 mg, mais preferivelmente
de cerca de 0,1 a cerca de 1,25 mg, ainda mais preferivelmente de cerca de
0,15 a cerca de 1,25 mg, e o mais preferivelmente de cerca de 0,25 a cerca de
1,0 mg por g do refugo de cana de agucar.

[00117] Em um outro aspecto, uma quantidade eficaz de um
polipeptideo GH61 tendo atividade real¢adora celulolitica para proteina de
enzima celulolitica € de cerca de 0,005 a cerca de 1,0 g, preferivelmente de
cerca de 0,01 a cerca de 1,0 g, mais preferivelmente de cerca de 0,15 a cerca
de 0,75 g, mais preferivelmente de cerca de 0,15 a cerca de 0,5 g, mais
preferivelmente de cerca de 0,1 a cerca de 0,5 g, ainda mais preferivelmente
de cerca de 0,1 a cerca de 0,5 g e o mais preferivelmente de cerca de 0,05 a
cerca de 0,2 g por g de proteina de enzima celulolitica.

[00118] Fermentacdo. Os acicares fermentaveis obtidos a partir do

refugo de cana de acticar hidrolisado podem ser fermentados por um ou mais
(por exemplo, varios) microrganismos fermentadores capazes de fermentar os

acucares direta ou indiretamente em um produto de fermentagcdo desejado.
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“Fermentagao” ou “processo de fermentacdo” referem-se a qualquer processo
de fermentacdo ou qualquer processo que compreenda uma etapa de
fermentagcdo. Os processos de fermentacdo também incluem processos de
fermentacdo usados na industrial de alcool consumivel (por exemplo, cerveja
e vinho), indistria de laticinios (por exemplo, produtos lacteos fermentados),
inddstria do couro e indidstria do tabaco. As condi¢des de fermentagio
dependem do produto de fermentacdo desejado e do organismo fermentador e
podem ser facilmente determinadas por uma pessoa habilitada na técnica.
[00119] Na etapa de fermentaclo, agucares, liberados do refugo de
cana de agtcar como um resultado das etapas de pré-tratamento e hidrdlise
enzimatica, sdo fermentados a um produto, por exemplo, etanol, por um
organismo fermentador, tal como levedura. A hidrolise (sacarificagdo) e a
fermentacdo podem ser separadas ou simultaneas, como aqui descrito.

[00120] O termo “meio de fermentagdo” € aqui entendido referir-se a
um meio antes do(s) microrganismo(s) fermentador(es) ser(serem)
adicionado(s), tal como, um meio resultante de um processo de sacarificacao,
assim como um meio usado em um processo de sacarificagio e fermentacao
simultaneas (SSF).

[00121] “Microrganismo  fermentador”  refere-se a  qualquer
microrganismo, que inclui organismos bacterianos e flingicos, adequados para
0 uso em um processo de fermentacdo desejado para produzir um produto de
fermentacdo. O organismo fermentador pode ser organismos fermentadores
de hexose e/ou pentose ou uma combinagdo destes. Tanto o organismo
fermentador de hexose quanto o de pentose sdo bem conhecidos na técnica.
Os microrganismos fermentadores adequados sdo capazes de fermentar, isto
€, converter, agicares, tais como glicose, xilose, xilulose, arabinose, maltose,
manose, galactose e/ou oligossacarideos, direta ou indiretamente no produto
de fermentacgdo desejado.

[00122] Os exemplos de organismos fermentadores bacterianos e
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fingicos que produzem etanol sdo descritos por Lin et al., 2006, Appl.
Microbiol. Biotechnol. 69: 627-642.

[00123] Os exemplos de microrganismos fermentadores que podem
fermentar agticares de hexose incluem organismos bacterianos e flngicos, tais
como levedura. As leveduras preferidas incluem cepas de Candida,
Kluyveromyces e Saccharomyces, por exemplo, Candida sonorensis,
Kluyveromyces marxianus € Saccharomyces cerevisiae.

[00124] Os exemplos de organismos fermentadores que podem
fermentar acicares de pentose no seu estado nativo incluem organismos
bacterianos e fingicos, tais como algumas leveduras. As leveduras de
fermentacdo de xilose preferidas incluem cepas de Candida, preferivelmente
C. sheatae ou C. sonorensis; e cepas de Pichia, preferivelmente P. stipitis,
tais como P. stipitis CBS 5773. As leveduras de fermentacdo de pentose
preferidas incluem cepas de Pachysolen, preferivelmente P. tannophilus.
Organismos ndo capazes de fermentar actcares de pentose, tais como xilose e
arabinose, podem ser geneticamente modificadas para assim fazé-lo pelos
métodos conhecidos na técnica.

[00125] Os exemplos de bactérias que podem eficientemente fermentar
hexose e pentose para etanol incluem, por exemplo, Bacillus coagulans,
Clostridium  acetobutilicum, Clostridium  thermocellum, Clostridium
phytofermentans, Geobacillus sp., Thermoanaerobacter saccharolyticum e
Zymomonas mobilis (Philippidis, 1996, supra).

[00126] Outros organismos de fermentagdo incluem cepas de Bacillus,
tais como Bacillus coagulans, Candida, tais como C. sonorensis, C.
metanosorbosa, C. diddensiae, C. parapsilosis, C. naedodendra, C. blankii,
C. entomophilia, C. brassicae, C. pseudotropicalis, C. boidinii, C. utilis e C.
scehatae; Clostridium, tais como C. acetobutilicum, C. thermocellum e C.
phytofermentans; E. coli, especialmente cepas de E. coli que foram

geneticamente modificadas para melhorar o rendimento de etanol;
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Geobacillus sp.; Hansenula, tais como Hansenula anomala; Klebsiella, tais
como K. oxitoca; Kluyveromyces, tais como K. marxianus, K. lactis, K.
thermotolerans e K. fragilis; Schizosaccharomyces, tais como S. pombe;
Thermoanaerobacter, tais como Thermoanaerobacter saccharolyticum; e
Zymomonas, tais como Zymomonas mobilis.

[00127] Em um aspecto preferido, a levedura € uma Bretannomyces.
Em um aspecto mais preferido, a levedura é Bretannomyces clausenii. Em um
outro aspecto preferido, a levedura é uma Candida. Em um outro aspecto
mais preferido, a levedura € Candida sonorensis. Em um outro aspecto mais
preferido, a levedura é Candida boidinii. Em um outro aspecto mais preferido,
a levedura é Candida blankii. Em um outro aspecto mais preferido, a levedura

€ Candida brassicae. Em um outro aspecto mais preferido, a levedura é

[N

Candida diddensii. Em um outro aspecto mais preferido, a levedura
Candida entomophiliia. Em um outro aspecto mais preferido, a levedura €
Candida pseudotropicalis. Em um outro aspecto mais preferido, a levedura €
Candida scehatae. Em um outro aspecto mais preferido, a levedura € Candida
utilis. Em um outro aspecto preferido, a levedura é uma Clavispora. Em um
outro aspecto mais preferido, a levedura € Clavispora lusitaniae. Em um
outro aspecto mais preferido, a levedura € Clavispora opuntiae. Em um outro
aspecto preferido, a levedura € uma Kluyveromyces. Em um outro aspecto
mais preferido, a levedura € Kluyveromyces fragilis. Em um outro aspecto
mais preferido, a levedura € Kluyveromyces marxianus. Em um outro aspecto
mais preferido, a levedura € Kluyveromyces thermotolerans. Em um outro
aspecto preferido, a levedura € um Pachysolen. Em um outro aspecto mais
preferido, a levedura € Pachysolen tannophilus. Em um outro aspecto
preferido, a levedura € uma Pichia. Em um outro aspecto mais preferido, a

pe

levedura € uma Pichia stipitis. Em um outro aspecto preferido, a levedura €

uma Saccharomyces spp. Em um outro aspecto mais preferido, a levedura é

Saccharomyces cerevisiae. Em um outro aspecto mais preferido, a levedura €
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Saccharomyces distaticus. Em um outro aspecto mais preferido, a levedura é
Saccharomyces uvarum.

[00128] Em um aspecto preferido, a bactéria € um Bacillus. Em um
aspecto mais preferido, a bactéria € Bacillus coagulans. Em um outro aspecto
preferido, a bactéria € um Clostridium. Em um outro aspecto mais preferido, a
bactéria € Clostridium acetobutilicun. Em um outro aspecto mais preferido, a
bactéria € Clostridium phytofermentans. Em um outro aspecto mais preferido,
a bactéria € Clostridium thermocellum. Em um outro aspecto mais preferido, a
bactéria € Geobacilus sp. Em um outro aspecto mais preferido, a bactéria é
um Thermoanaerobacter. Em um outro aspecto mais preferido, a bactéria é
Thermoanaerobacter saccharolyticum. Em um outro aspecto preferido, a
bactéria € um Zymomonas. Em um outro aspecto mais preferido, a bactéria é
Zymomonas mobilis.

[00129] A levedura comercialmente disponivel adequada para a
produciio de etanol inclui, por exemplo, BIOFERM® AFT e XR (NABC -
North American Bioproducts Corporation, GA, USA), levedura ETANOL
RED® (Fermentis/Lesaffre, USA), FALI® (Fleischmann’s Yeast, USA),
FERMIOL® (DSM Specialties), GERT STRAND® (Gert Strand AB, Suécia)
e SUPERSTART® e levedura fresca THERMOSACC® (Ethanol Technology,
WI, USA).

[00130] Em um aspecto preferido, o microrganismo fermentador foi
geneticamente modificado para fornecer a capacidade para fermentar agicares
de pentose, tais como xilose utilizando, arabinose utilizando e xilose e
arabinose co-utilizando microrganismos.

[00131] A clonagem de genes heter6logos em varios fermentadores de
microrganismo tem levado a constru¢do de organismos capazes de converter
hexoses e pentoses para etanol (co-fermentacdo) ((Chen e Ho, 1993, Cloning
and improving the expression of Pichia stipitis xylose reductase gene in

Saccharomyces cerevisiae, Appl. Biochem. Biotechnol. 39-40: 135-147; Ho et
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al., 1998, Genetically engineered Saccharomyces yeast capable of effectively
cofermenting glicose and xylose, Appl. Environ. Microbiol. 64: 1852-1859;
Kotter and Ciriacy, 1993, Xylose fermentation by Saccharomyces cerevisiae,
Appl. Microbiol. Biotechnol. 38: 776-783; Walfridsson et al., 1995, Xilose-
metabolizing Saccharomyces cerevisiae strains overexpressing the TKL1 and
TALI genes encoding the pentose phosphate pathway enzymes transketolase
and transaldolase, Appl. Environ. Microbiol. 61: 4184-4190; Kuyper et al.,
2004, Minimal metabolic engineering of Saccharomyces cerevisiae for
efficient anaerobic xylose fermentation: a proof of principle, FEMS Yeast
Research 4: 655-664; Beall et al., 1991, Parametric studies of ethanol
production from xilose and other sugars by recombinant Escherichia coli,
Biotech. Bioeng. 38: 296-303; Ingram et al., 1998, Metabolic engineering of
bacteria for ethanol production, Biotechnol. Bioeng. 58: 204-214; Zhang et
al., 1995, Metabolic engineering of a pentose metabolism pathway in
ethanologenic Zymomonas mobilis, Science 267: 240-243; Deanda et al.,
1996, Development of an arabinose-fermenting Zymomonas mobilis strain by
metabolic pathway engineering, Appl. Environ. Microbiol. 62: 4465-4470;
WO 2003/062430, xilose isomerase).

[00132] Em um aspecto preferido, o microrganismo fermentador
geneticamente modificado € Candida sonorensis. Em um outro aspecto
preferido, o microrganismo fermentador geneticamente modificado €
Escherichia coli. Em um outro aspecto preferido, o microrganismo
fermentador geneticamente modificado € Klebsiella oxitoca. Em um outro
aspecto preferido, o microrganismo de fermentacdo geneticamente
modifocado é Kluyveromyces marxianus. Em um outro aspecto preferido, o
microrganismo fermentador geneticamente modificado € Saccharomyces
cerevisiae. Em um outro aspecto preferido, o microrganismo fermentador
geneticamente modificado € Zymomonas mobilis.

[00133] E bem conhecido na técnica que os organismos descritos
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acima também podem ser usados para produzir outras substancias, como aqui
descrito.

[00134] O microrganismo fermentador € tipicamente adicionado ao
refugo de cana de agicar degradado ou hidrolisado e a fermentagdo é
realizada por cerca de 8 a cerca de 96 horas, por exemplo, de cerca de 24 a
cerca de 60 horas. A temperatura esta tipicamente entre cerca de 26°C a cerca
de 60°C, por exemplo, de cerca de 32°C ou 50°C e de cerca do pH 3 a cerca
do pH &, por exemplo,pH 4 a5, 6 ou 7.

[00135] Em um aspecto, a levedura e/ou um outro microrganismo sio
aplicados ao refugo de cana de actcar degradado e a fermentagio € realizada
por cerca de 12 a cerca de 96 horas, tal como tipicamente de 24 a 60 horas.
Em um outro aspecto, a temperatura estd preferivelmente entre cerca de 20°C
a cerca de 60°C, por exemplo, de cerca de 25°C a cerca de 50°C, de cerca de
32°C a cerca de 50°C, ou de cerca de 32°C a cerca de 50°C e o pH ¢é
geralmente de cerca do pH 3 a cerca do pH 7, por exemplo, em torno do pH 4
a cerca do pH 7. Entretanto, alguns organismos de fermentacio, por exemplo,
bactérias, t€m temperatura de fermentacdo ideal mais alta. A levedura ou um
outro microrganismo sdo preferivelmente aplicados em quantidades de
aproximadamente 10° a 10'2, preferivelmente de aproximadamente 107 a 10'°,
especial e aproximadamente de 2 x 10® contagens de célula vidvel por ml de
caldo de fermentagdo. Orienta¢do adicional com respeito ao uso da levedura
para fermentacdo pode ser encontrada, por exemplo, em “The Alcohol
Textbook” (Editores K. Jacques, T. P. Lyons e D. R. Kelsall, Nottingham
University Press, Reino Unido 1999), que € por meio deste incorporada por
referéncia.

[00136] Um estimulador de fermentagdo pode ser usado em
combina¢do com qualquer um dos processos aqui descritos para melhorar
ainda mais o processo de fermentacdo e em particular, o desempenho do

microrganismo fermentador, tal como, a taxa de realce e o rendimento de
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etanol. Um “estimulador de fermentagdo” refere-se a estimuladores para o
crescimento dos microrganismos fermentadores, em particular, levedura. Os
estimuladores de fermentacdo preferidos para o crescimento incluem
vitaminas € minerais. Os exemplos de vitaminas incluem multivitaminas,
biotina, pantotenato, acido nicotinico, meso-inositol, tiamina, piridoxina,
acido para-aminobenzdico, acido folico, riboflavina e Vitaminas A, B, C, D e
E. Ver, por exemplo, Alfenore et al., Improving ethanol production and
viability of Saccharomyces cerevisiae by a vitamin feeding strategy during
fed-batch process, Springer-Verlag (2002), que € por meio deste incorporada
por referéncia. Os exemplos de minerais incluem minerais € sais minerais que
podem fornecer nutrientes que compreendem P, K, Mg, S, Ca, Fe, Zn, Mn e
Cu.

[00137] Produtos de fermentacdo: Um produto de fermentagdo pode

ser qualquer substancia derivada da fermentacdo. O produto de fermentacao
pode ser, sem limitacdo, um alcool (por exemplo, arabinitol, n-butanol, iso-
butanol, etanol, glicerol, metanol, etileno glicol, 1,3-propanodiol [propileno
glicol], butanodiol, glicerina, sorbitol e xilitol); um alcano (por exemplo,
pentano, hexano, heptano, octano, nonano, decano, undecano e dodecano), um
cicloalcano (por exemplo, ciclopentano, ciclohexano, cicloheptano e
ciclooctano), um alqueno (por exemplo penteno, hexeno, hepteno e octeno);
um amino4cido (por exemplo, acido aspartico, acido glutamico, glicina, lisina,
serina e treonina); um gas (por exemplo, metano, hidrogénio (H;), didéxido de
carbono (CO;) e mono6xido de carbono (CQO)); isopreno; uma cetona (por
exemplo, acetona); um A4cido organico (por exemplo, acido acético, acido
acetdnico, acido adipico, dcido ascorbico, acido citrico, acido 2,5-diceto-D-
gliconico, acido férmico, acido fumarico, acido glucarico, acido gliconico,
acido glicurdnico, acido glutarico, acido 3-hidroxipropidnico, acido itaconico,
acido lactico, acido malico, acido malonico, acido oxalico, acido

oxaloacético, acido propidnico, acido succinico e éacido xilonico); e
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policetideo. O produto de fermentagdo também pode ser proteina como um
produto de alto valor.

[00138] Em um aspecto preferido, o produto de fermentagdo € um
alcool. Deve ser entendido que o termo “dlcool” abrange uma substancia que
contém uma ou mais por¢des de hidroxila. Em um aspecto mais preferido, o
alcool € n-butanol. Em um outro aspecto mais preferido, o dlcool € isobutanol.
Em um outro aspecto mais preferido, o dlcool € etanol. Em um outro aspecto
mais preferido, o alcool é metanol. Em um outro aspecto mais preferido, o
alcool € arabinitol. Em um outro aspecto mais preferido, o dlcool €
butanodiol. Em um outro aspecto mais preferido, o alcool € etileno glicol. Em
um outro aspecto mais preferido, o dlcool € glicerina. Em um outro aspecto
mais preferido, o alcool € glicerol. Em um outro aspecto mais preferido, o
alcool € 1,3-propanodiol. Em um outro aspecto mais preferido, o alcool é
sorbitol. Em um outro aspecto mais preferido, o alcool € xilitol. Ver, por
exemplo, Gong, C. S., Cao, N. J., Du, J.,, e Tsao, G. T., 1999, Ethanol
production from renewable resources, em Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology, Scheper, T., ed., Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, Alemanha, 65: 207-241; Silveira, M. M., e Jonas, R., 2002, The
biotechnological production of sorbitol, Appl. Microbiol. Biotechnol. 59: 400-
408; Nigam, P., e Singh, D., 1995, Processes for fermentative production of
xylitol - a sugar substitute, Process Biochemistry 30 (2): 117-124; Ezeji, T.
C., Qureshi, N. e Blaschek, H. P., 2003, Production of acetone, butanol and
ethanol by Clostridium beijerinckii BA101 and in situ recovery by gas
stripping, World Journal of Microbiology and Biotechnology 19 (6): 595-603.
[00139] Em um outro aspecto preferido, o produto de fermentacido é
um alcano. O alcano pode ser um alcano nio ramificado ou um ramificado.
Em um outro aspecto mais preferido, o alcano € pentano. Em um outro
aspecto mais preferido, o alcano € hexano. Em um outro aspecto mais

preferido, o alcano € heptano. Em um outro aspecto mais preferido, o alcano é
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octano. Em um outro aspecto mais preferido, o alcano € nonano. Em um outro
aspecto mais preferido, o alcano é decano. Em um outro aspecto mais
preferido, o alcano € undecano. Em um outro aspecto mais preferido, o alcano

¢ dodecano.

(N

[00140] Em um outro aspecto preferido, o produto de fermentacio

(N

um cicloalcano. Em um outro aspecto mais preferido, o cicloalcano

(N

ciclopentano. Em um outro aspecto mais preferido, o cicloalcano

(N

ciclohexano. Em um outro aspecto mais preferido, o cicloalcano

(N

cicloheptano. Em um outro aspecto mais preferido, o cicloalcano
ciclooctano.

[00141] Em um outro aspecto preferido, o produto de fermentagido é
um alqueno. O alqueno pode ser um alqueno ndo ramificado ou um
ramificado. Em um outro aspecto mais preferido, o alqueno € penteno. Em um
outro aspecto mais preferido, o alqueno € hexeno. Em um outro aspecto mais
preferido, o alqueno € hepteno. Em um outro aspecto mais preferido, o
alqueno € octeno.

[00142] Em um outro aspecto preferido, o produto de fermentagido é
um aminoacido. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o
acido aspartico. Em um outro aspecto mais preferido, o amino4cido € o acido
glutdmico. Em um outro aspecto mais preferido, o aminoacido € glicina. Em
um outro aspecto mais preferido, o aminoécido € lisina. Em um outro aspecto
mais preferido, o aminoicido € serina. Em um outro aspecto mais preferido, o
aminodcido € treonina. Ver, por exemplo, Richard, A. e Margaritis, A., 2004,
Empirical modeling of batch fermentation kinetics for poli(glutamic acid)
production and other microbial biopolymers, Biotechnology and
Bioengineering 87 (4): 501-515.

[00143] Em um outro aspecto preferido, o produto de fermentagido é
um gis. Em um outro aspecto mais preferido, o gas é metano. Em um outro

aspecto mais preferido, o gas € Ho. Em um outro aspecto mais preferido, o gas
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€ CO;. Em um outro aspecto mais preferido, o gas é CO. Ver, por exemplo,
Kataoka, N., A. Miya e K. Kiriyama, 1997, Studies on hydrogen production
by continuous culture system of hydrogen-producing anaerobic bacteria,
Water Science and Technology 36 (6-7): 41-47; e Gunaseelan V.N. em
Biomass and Bioenergy, Vol. 13 (1-2), pp. 83-114, 1997, Anaerobic digestion

of biomass for metane production: A review.

[00144] Em um outro aspecto preferido, o produto de fermentagido é
1SOpreno.
[00145] Em um outro aspecto preferido, o produto de fermentagido é

uma cetona. Serd entendido que o termo “cetona” abrange uma substancia que
contém uma ou mais porcoes de cetona. Em um outro aspecto mais preferido,
a cetona € acetona. Ver, por exemplo, Qureshi e Blaschek, 2003, supra.

[00146] Em um outro aspecto preferido, o produto de fermentacido é
um acido organico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o
acido acético . Em um outro aspecto mais preferido, o dcido organico € acido
acetonico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o acido
adipico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o acido
ascorbico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o acido
citrico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico é o 4dcido 2,5-

diceto-D-gliconico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o

acido férmico. Em um outro aspecto mais preferido, o 4dcido organico € o

(N

acido fumarico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o
acido glucarico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o
acido gliconico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o
acido glicuronico. Em um outro aspecto mais preferido, o 4cido organico € o
acido glutarico. Em um outro aspecto preferido, o acido organico € o acido 3-
hidroxipropidnico. Em um outro aspecto mais preferido, o dcido organico € o

acido itaconico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o

acido lactico. Em um outro aspecto mais preferido, o dcido organico € o acido
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malico. Em um outro aspecto mais preferido, o 4cido organico € o acido
malbnico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o acido
oxdlico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o acido
propidnico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o acido
succinico. Em um outro aspecto mais preferido, o acido organico € o acido
xilonico. Ver, por exemplo, Chen, R. e Lee, Y. Y., 1997, Membrane-mediated

extractive fermentation for lactic acid production from cellulosic biomass,

Appl. Biochem. Biotechnol. 63-65: 435-448.

[00147] Em um outro aspecto preferido, o produto de fermentagido é
policetideo.
[00148] Recuperacdo. O(s) produto(s) de fermentacdo pode(m) ser

opcionalmente recuperado(s) do meio de fermentacdo usando qualquer
método conhecido na técnica que inclui, mas ndo € limitado a, cromatografia,
procedimentos eletroforéticos, solubilidade diferencial, destilagdio ou
extracdo. Por exemplo, o alcool € separado do refugo de cana de agtcar
fermentado e purificado pelos métodos convencionais de destilagdo. O etanol
com uma pureza de até cerca de 96 % em vol. pode ser obtido, que pode ser
usado como, por exemplo, etanol combustivel, etanol de beber, isto €, alcodis
neutros potdveis ou etanol industrial.
Composicoes de Enzima

[00149] As composi¢cdes de enzima podem compreender qualquer
proteina que € ttil na degradagdo ou convercdo de um refugo de cana de
acucar.

[00150] Em um aspecto, a composi¢do de enzima compreende ou
compreende adicionalmente uma ou mais (por exemplo, varias) proteinas
selecionadas do grupo que consiste de uma celulase, um polipeptideo GH61
tendo atividade realgadora celulolitica, uma hemicelulase, uma esterase, uma
expansina, uma lacase, uma enzima ligninolitica, uma pectinase, uma

peroxidase, uma protease, € uma suolenina. Em um outro aspecto, a celulase €
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preferivelmente uma ou mais (por exemplo, varias) enzimas selecionadas do
grupo que consiste de uma endoglicanase, uma celobioidrolase, e uma beta-
glicosidase. Em um outro aspecto, a hemicelulase é preferivelmente uma ou
mais (por exemplo, varias) enzimas selecionadas do grupo que consiste de
uma acetilmanana esterase, uma acetilxilano esterase, uma arabinanase, uma
arabinofuranosidase, uma acido coumarico esterase, uma feruloil esterase,
uma galactosidase, uma glicuronidase, uma glucuronoil esterase, uma
mananase, uma manosidase, uma xilanase, € uma xilosidase.

[00151] Em um outro aspecto, a composi¢cdo de enzima compreende
uma ou mais (por exemplo, vdrias) enzimas celuloliticas. Em um outro
aspecto, a composi¢do de enzima compreende ou compreende adicionalmente
uma ou mais (por exemplo, varias) enzimas hemiceluloliticas. Em um outro
aspecto, a composicdo de enzima compreende uma ou mais (por exemplo,
varias) enzimas celulolitica € uma ou mais (por exemplo, varias) enzimas
hemiceluloliticas. Em um outro aspecto, a composi¢do de enzima compreende
uma ou mais (por exemplo, varias) enzimas selecionadas do grupo de enzimas
celuloliticas e enzimas hemiceluloliticas. Em um outro aspecto, a composi¢ao
de enzima compreende uma endoglicanase. Em um outro aspecto, a
composi¢do de enzima compreende uma celobioidrolase. Em um outro
aspecto, a composi¢io de enzima compreende uma beta-glicosidase. Em um
outro aspecto, a composi¢do de enzima compreende um polipeptideo GH61
tendo atividade real¢adora celulolitica. Em um outro aspecto, a composi¢ao
de enzima compreende uma endoglucanase e um polipeptideo GH61 tendo
atividade realgadora celulolitica. Em um outro aspecto, a composi¢do de
enzima compreende uma celobioidrolase e um polipeptideo GH61 tendo
atividade realgadora celulolitica. Em um outro aspecto, a composi¢do de
enzima compreende uma beta-glicosidase e um polipeptideo GH61 tendo
atividade realgadora celulolitica. Em um outro aspecto, a composi¢do de

enzima compreende uma endoglicanase e uma celobioidrolase. Em um outro
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aspecto, a composi¢io de enzima compreende uma endoglicanase e uma beta-
glicosidase. Em um outro aspecto, a composi¢do de enzima compreende uma
celobioidrolase e uma beta-glicosidase. Em um outro aspecto, a composi¢ao
de enzima compreende uma endoglicanase, uma celobioidrolase, € um
polipeptideo GH61 tendo atividade real¢adora celulolitica. Em um outro
aspecto, a composi¢do de enzima compreende uma endoglicanase, uma beta-
glicosidase, e um polipeptideo GH61 tendo atividade real¢adora celulolitica.
Em um outro aspecto, a composi¢io de enzima compreende uma
celobioidrolase, uma beta-glicosidase, e um polipeptideo GH61 tendo
atividade realgadora celulolitica. Em um outro aspecto, a composi¢do de
enzima compreende uma endoglicanase, uma celobioidrolase, € uma beta-
glicosidase. Em um outro aspecto, a composi¢do de enzima compreende uma
dendoglicanase, uma celobioidrolase, uma beta-glicosidase e um polipeptideo
GH61 tendo atividade realgadora celulolitica.

[00152] Em um outro aspecto, a composi¢cdo de enzima compreende
uma acetilmanana esterase. Em um outro aspecto, a composi¢do de enzima
compreende uma acetilxilano esterase. Em um outro aspecto, a composic¢ao de
enzima compreende uma arabinanase (por exemplo, alfa- L-arabinanase). Em
um outro aspecto, a composi¢dio de enzima compreende uma
arabinofuranosidase (por exemplo, alfa- L-arabinofuranosidase). Em um outro
aspecto, a composicio de enzima compreende uma acido coumarico esterase.
Em um outro aspecto, a composi¢do de enzima compreende uma feruloil
esterase. Em um outro aspecto, a composi¢do de enzima compreende uma
galactosidase (por exemplo, alfa- galactosidase e/ou beta-galactosidase). Em
um outro aspecto, a composi¢do de enzima compreende uma glicuronidase
(por exemplo, alfa- D-glicuronidase). Em um outro aspecto, a composicao de
enzima compreende uma glicuronoil esterase. Em um outro aspecto, a
composi¢do de enzima compreende uma mananase. Em um outro aspecto, a

composi¢do de enzima compreende uma manosidase (por exemplo, beta-
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manosidase). Em um outro aspecto, a composi¢do de enzima compreende
uma xilanase. Em um aspecto preferido, a xilanase é uma xilanase da Familia
10. Em um outro aspecto, a composicdo de enzima compreende uma
xilosidase (por exemplo, beta-xilosidase).

[00153] Em um outro aspecto, a composi¢cdo de enzima compreende
uma esterase. Em um outro aspecto, a composicdo de enzima compreende
uma expansina. Em um outro aspecto, a composi¢do de enzima compreende
uma lacase. Em um outro aspecto, a composi¢io de enzima compreende uma
enzima ligninolitica. Em um aspecto preferido, a enzima ligninolitica € uma
manganés peroxidase. Em um outro aspecto preferido, a enzima ligninolitica é
uma lignina peroxidase. Em um outro aspecto preferido, a enzima
ligninolitica € uma enzima que produz H»>O,. Em um outro aspecto, a
composicdo de enzima compreende uma pectinase. Em um outro aspecto, a
composicdo de enzima compreende uma peroxidase. Em um outro aspecto, a
composicdo de enzima compreende uma protease. Em um outro aspecto, a
composicao de enzima compreende uma suolenina.

[00154] Nos métodos da presente invengao, a(s) enzima(s) pode(m) ser
adicionadas antes ou durante a sacarificagdo, sacarificagdo e fermentacdo ou
fermentacao.

[00155] Um ou mais (por exemplo, varios) componentes da
composicdo de enzima podem ser proteinas do tipo selvagem, proteinas
recombinantes, ou uma combinag¢do de proteinas do tipo selvagem e proteinas
recombinantes. Por exemplo, um ou mais (por exemplo, virios) componentes
podem ser proteinas nativas de uma célula, que € usada como uma célula
hospedeira para expressar recombinantemente um ou mais (por exemplo,
varios) outros componentes da composicdo de enzima. Um ou mais (por
exemplo, varios) componentes da composi¢do de enzima podem ser
produzidos como monocomponentes, que sdo depois combinados para formar

a composi¢ao de enzima. A composicao de enzima pode ser uma combinagio
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de preparacodes de proteina de multicomponente € monocomponente.

[00156] As enzimas usadas nos métodos da presente invengdo podem
estar em qualquer forma adequada para o uso, tais como, por exemplo, uma
formulagio de caldo de fermentagdo ou uma composi¢ao de célula, um lisado
de célula com ou sem fragmentos celulares, uma preparagcdo de enzima semi-
purificada ou purificada, ou uma célula hospedeira como uma fonte das
enzimas. A composi¢cdo de enzima pode ser um po seco ou granulado, um
granulado ndo empoavel, um liquido, um liquido estabilizado, ou uma enzima
protegida estabilizada. As preparacdes de enzima liquida, por exemplo, pode
ser estabilizada pela adi¢do de estabilizadores tais como um agicar, um alcool
de acticar ou outro poliol, e/ou acido lactico ou um outro acido organico de
acordo com processos estabelecidos.

[00157] Os polipeptideos que tem atividade de enzima celulolitica ou
atividade @ de  enzima  hemicelulolitica  assim  como  outras
proteinas/polipeptideos tteis na degradacdo do material celulésico, por
exemplo, polipeptideos GH61 que tem atividade realcadora celulolitica
(coletivamente daqui em diante “polipeptideos que tem atividade de enzima”)
podem ser derivadas ou obtidas a partir de qualquer origem adequada,
incluindo, a origem bacteriana, flingica, de levedura, vegetal, ou mamifera. O
termo “obtido” também significa aqui que a enzima pode ter sido produzida
recombinantemente em um organismo hospedeiro utilizando métodos aqui
descritos, em que a enzima recombinantemente produzida € nativa ou
estranha para o organismo hospedeiro ou tem uma sequéncia de aminoacido
modificada, por exemplo, tendo um ou mais (por exemplo, varios)
aminoicidos que sdo deletados, inseridos e/ou substituidos, isto €, uma
enzima recombinantemente produzida que € um mutante e/ou um fragmentoo
de uma sequéncia de aminodcido nativa ou uma enzima produzida pelos
processos de embaralhamento de 4cido nucleico conhecidos na técnica.

Abrangidos dentro do significado de uma enzima nativa estdo variantes
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naturais e dentro do significado de uma enzima estranha estdo variantes
obtidas recombinantemente, tal como pela mutagénese loco dirigida ou
embaralhamento.

[00158] Um polipeptideo tendo atividade de enzima pode ser um
polipeptideo bacteriano. Por exemplo, o polipeptideo pode ser um
polipeptideo bacteriano gram positivo tal como um polipeptideo de Bacillus,
Streptococcus, Streptomyces, Staphilococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Clostridium, Geobacillus, Caldicellulosiruptor, Acidothermus,
Thermobifidia ou Oceanobacillus tendo atividade de enzima, ou um
polipeptideo bacteriano Gram negativo tal como um polipeptideo de E. coli,
Pseudomonas, Salmonella, Campilobacter, Helicobacter, Flavobacterium,
Fusobacterium, Ilyobacter, Neisseria, ou Ureaplasma tendo atividade de
enzima.

[00159] Em um aspecto, o polipeptideo € um Bacillus alkalophilus,
Bacillus amiloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus
clausii, Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus lautus, Bacillus lentus,
Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis, ou Bacillus thuringiensis polipeptideo
GH61 tendo atividade de enzima.

[00160] Em um outro aspecto, o polipeptideo € um polipeptideo de
Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, ou
Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus tendo atividade de enzima.

[00161] Em um outro aspecto, o polipeptideo € um polipeptideo de
Streptomyces — achromogenes, Streptomyces avermitilis, Streptomyces
coelicolor, Streptomyces griseus, ou Streptomyces lividans tendo atividade de
enzima.

[00162] O polipeptideo tendo atividade de enzima também pode ser um
polipeptideo flingico, e mais preferivelmente um polipeptideo de levedura tal

como um polipeptideo de Candida, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces,
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Schizosaccharomyces, ou Yarrowia tendo atividade de enzima; ou mais
preferivelmente um polipeptideo de fungo filamentoso tal como um
polipeptideo de  Acremonium, Agaricus, Alternaria, Aspergillus,
Aureobasidium, Botryospaeria, Ceriporiopsis, Chaetomidium,
Chrysosporium, Claviceps, Cochliobolus, Coprinopsis, Coptotermes,
Corynascus, Cryphonectria, Cryptococcus, Diplodia, Exidia, Filibasidium,
Fusarium, Gibberella, Holomastigotoides, Humicola, Irpex, Lentinula,
Leptospaeria, Magnaporthe, Melanocarpus, Meripilus, Mucor,
Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium,
Phanerochaete, Piromyces, Poitrasia, Pseudoplectania,
Pseudotrichonympha, Rhizomucor, Schizophillum, Scytalidium, Talaromyces,
Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, Trichoderma, Trichophaea,
Verticillium, Volvariella, ou Xilaria tendo atividade de enzima.

[00163] Em um aspecto, o polipeptideo € um polipeptideo de
Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
diastaticus, Saccharomyces  douglasii, Saccharomyces  kluyveri,
Saccharomyces norbensis, ou Saccharomyces oviformis tendo atividade de
enzima.

[00164] Em um outro preferido, o polipeptideo é um polipeptideo de
Acremonium celuloliticaus, Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori,
Aspergillus  fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus,
Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Chrysosporium
keratinophilum, Chrysosporium lucknowense, Chrysosporium tropicum,
Chrysosporium merdarium, Chrysosporium inops, Chrysosporium pannicola,
Chrysosporium  queenslandicum, Chrysosporium  zonatum, Fusarium
bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium
culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium
heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium

reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium  sambucinum, Fusarium
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sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium
torulosum, Fusarium trichothecioides, Fusarium venenatum, Humicola
grisea, Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Irpex lacteus, Mucor
miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Penicillium
Juniculosum, Penicillium purpurogenum, Phanerochaete chrysosporium,
Thielavia achromatica, Thielavia albomyces, Thielavia albopilosa, Thielavia
australeinsis, Thielavia fimeti, Thielavia microspora, Thielavia ovispora,
Thielavia peruviana, Thielavia spededonium, Thielavia setosa, Thielavia
subthermophila, Thielavia terrestris, Trichoderma harzianum, Trichoderma
koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei, Trichoderma
viride, ou Trichophaea saccata tendo atividade de enzima.

[00165] Os mutantes quimicamente modificados ou engendrados de
proteina de polipeptideos tendo atividade de enzima também podem ser
usados.

[00166] Um ou mais (por exemplo, varios) componentes da
composi¢do de enzima podem ser um componente recombinante, isto €,
produzidos pela clonagem de uma sequéncia de DNA que codifica o
componente tnico e c€lula subsequente transformada com a sequéncia de
DNA e expressada em um hospedeiro (ver, por exemplo, a WO 91/17243 ¢
WO 91/17244). O hospedeiro é preferivelmente um hospedeiro heter6logo (a
enzima € estranha ao hospedeiro), mas o hospedeiro pode sob certas
condi¢des ser também um hospedeiro homélogo (a enzima € nativa ao
hospedeiro). As proteinas celuloliticas de monocomponente também podem
ser preparadas pela purificagdo de uma tal proteina a partir de um caldo de
fermentacao.

[00167] Em um aspecto, a um ou mais (por exemplo, varias) enzimas
celuloliticas compreendem uma preparagdo de enzima celulolitica comercial.
Os exemplos de preparacoes de enzima celulolitica comercial adequados para

o uso na presente invengdo incluem, por exemplo, CELLIC® CTec
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(Novozymes A/S), CELLIC® CTec (Novozymes A/S), CELLUCLAST®
(Novozymes A/S), NOVOZYM® 188 (Novozymes A/S), CELLUZYME®
(Novozymes A/S), CEREFLO® (Novozymes A/S), e ULTRAFLO®
(Novozymes A/S), ACCELERASE® (Genencor Int.), LAMINEX® (Genencor
Int.), SPEZYME® CP (Genencor Int.)), FILTRASE® NL (DMS);
METHAPLUS® S/L 100 (DSM), ROHAMENT® 7069 W (Rshm GmbH),
FIBREZYME® LDI (Dyadic International, Inc.), FIBREZYME® LBR
(Dyadic International, Inc.), ou VISCOSTAR® 150L (Dyadic International,
Inc.).As enzimas de celulase sdo adicionadas em quantidades eficazes de
cerca de 0,001 a cerca de 5,0 % em peso de sélidos, por exemplo, de cerca de
0,025 a cerca de 4,0 % em peso de sélidos ou de cerca de 0,005 a cerca de 2,0
% em peso de solidos.

[00168] Em um outro aspecto, a composi¢do de enzima compreende
uma preparagdo de celulase de Tricoderma reesei que contém proteina de
fusdo da beta-glucosidase de Aspergillus oryzae (WO 2008/057637) e
polipeptideo GH61A de Thermoascus aurantiacus (WO 2005/074656). Em
um outro aspecto, a composi¢do de enzima compreende uma mistura de uma
xilanase GH10 de Aspergillus aculeatus (WO 94/021785) e uma preparagao
de celulase de Tricoderma reesei que contém beta-glucosidase de Aspergillus
Jumigatus (WO 2005/047499) e polipeptideo GH61A de Thermoascus
aurantiacus (WO 2005/074656).

[00169] Os exemplos de endoglicanases bacterianas que podem ser
usadas nos métodos da presente inveng¢do, incluem, mas nao sdao limitadas a,
uma endoglicanase de Acidothermus celuloliticaus (WO 91/05039; WO
93/15186; Patente U.S. N¢ 5.275.944; WO 96/02551; Patente U.S. N2
5.536.655, WO 00/70031, WO 05/093050); endoglicanase III de
Thermobifida fusca (WO 05/093050); e endoglicanase V de Thermobifida
SJusca (WO 05/093050).

[00170] Os exemplos de endoglicanases fingicas que podem ser
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usadas na presente inven¢do, incluem, mas ndo sdo limitados a, uma
endoglicanase 1 de Trichoderma reesei (Penttila et al., 1986, Gene 45: 253-
263; endoglicanase I Cel7B de Trichoderma reesei; acesso no GENBANK®
n? M15665; SEQ ID NO: 2); endoglicanase II de Trichoderma reesei
(Saloheimo, et al., 1988, Gene 63: 11-22; endoglicanase I Cel5A de
Trichoderma reesei; acesso no GENBANK® n¢ M19373; SEQ ID NO: 4);
endoglicanase Il de Trichoderma reesei (Okada et al., 1988, Appl. Environ.
Microbiol. 64: 555-563; acesso no GENBANK® no. AB003694; SEQ ID NO:
6); endoglicanase V de Trichoderma reesei (Saloheimo et al., 1994,
Molecular Microbiology 13: 219-228; acesso no GENBANK® no. Z33381;
SEQ ID NO: 8); endoglicanase de Aspergillus aculeatus (Ooi et al., 1990,
Nucleic Acids Research 18: 5884); endoglicanase de Aspergillus kawachii
(Sakamoto et al., 1995, Current Genetics 27: 435-439); endoglicanase de
Erwinia carotovara (Saarilahti et al., 1990, Gene 90: 9-14); endoglicanase de
Fusarium oxysporum (acesso no GENBANK® no. L.29381); endoglicanase de
Humicola grisea var. thermoidea (acesso no GENBANK® no. AB003107);
endoglicanase de Melanocarpus albomyces (acesso no GENBANK® no.
MALS515703); endoglicanase de Neurospora crassa (acesso no GENBANK®
no. XM_324477); endoglicanase V de Humicola insolens (SEQ ID NO: 10);
endoglicanase Myceliophthora thermophila CBS 117.65 (SEQ ID NO: 12);
endoglicanase de basidiomicete CBS 495.95 (SEQ ID NO: 14); endoglicanase
de basidiomicete CBS 494.95 (SEQ ID NO: 16); endoglicanase de Thielavia
terrestris NRRL 8126 CEL6B (SEQ ID NO: 18); endoglicanase de Thielavia
terrestris NRRL 8126 CEL6C (SEQ ID NO: 20); endoglicanase de Thielavia
terrestris NRRL 8126 CEL7C (SEQ ID NO: 22); endoglicanase de Thielavia
terrestris NRRL 8126 CEL7E (SEQ ID NO: 24); endoglicanase de Thielavia
terrestris NRRL 8126 CEL7F (SEQ ID NO: 26); endoglicanase de
Cladorrhinum foecundissimum ATCC 62373 CEL7A (SEQ ID NO: 28); e
endoglicanase de Trichoderma reesei cepa No. VIT-D-80133 (SEQ ID NO:

Petigdo 870190071520, de 26/07/2019, pag. 65/118



587106

30; acesso no GENBANK® no. M15665). As endoglicanases da SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 28, e SEQ
ID NO: 30, descritas acima s@o codificadas pela sequéncia codificadora do
polipeptideo maduro da SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 15,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 25, SEQ ID NO: 27, e SEQ ID NO: 29, respectivamente.

[00171] Os exemplos de celobioidrolases tteis na presente invengio
incluem, mas nao sdo limitados a, celobioidrolase 1 de Trichoderma reesei
(SEQ ID NO: 32); celobioidrolase Il de Trichoderma reesei (SEQ 1D NO:
34); celobioidrolase 1 de Humicola insolens (SEQ ID NO: 36);
celobioidrolase II de Myceliophthora thermophila (SEQ ID NO: 38 e SEQ ID
NO: 40); celobioidrolase II de Thielavia terrestris (CEL6A) (SEQ ID NO:
42); celobioidrolase I de Chaetomium thermophiluma (SEQ ID NO: 44); e
celobioidrolase Il de Chaetomium thermophiluma (SEQ ID NO: 46),
celobioidrolase 1 de Aspergillus fumigatus (SEQ ID NO: 48), e
celobioidrolase II de Aspergillus fumigatus (SEQ ID NO: 50). As
celobioidrolases da SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 36, SEQ
ID NO: 38, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO:
46, SEQ ID NO: 48, e SEQ ID NO: 50, descritas acima sao codificadas pela
sequéncia codificadora do polipeptideo maduro da SEQ ID NO: 31, SEQ ID
NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41,
SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47, e SEQ ID NO: 49,
respectivamente.

[00172] Os exemplos de beta-glicosidases Uteis na presente invengio
incluem, mas nio sdo limitados a, beta-glicosidase de Aspergillus oryzae

(SEQ ID NO: 52); beta-glicosidase de Aspergillus fumigatus (SEQ ID NO:
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54); IBT 20888 beta-glicosidase de Penicillium brasilianum (SEQ ID NO:
56); beta-glicosidase de Aspergillus niger (SEQ ID NO: 58); e beta-
glicosidase de Aspergillus aculeatus (SEQ ID NO: 60). As beta-glicosidases
da SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58, e
SEQ ID NO: 60, descritas acima sdo codificadas pela sequéncia codificadora
do polipeptideo maduro da SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO:
55, SEQ ID NO: 57, e SEQ ID NO: 59, respectivamente.

[00173] Os exemplos de outras beta-glicosidases tteis na presente
inven¢do incluem uma proteina de fusdo variante da beta-glicosidase de
Aspergillus oryzae da SEQ ID NO: 62 ou a proteina de fusdo da beta-
glicosidase de Aspergillus oryzae da SEQ ID NO: 64. As proteinas de fusao
da beta-glicosidase da SEQ ID NO: 62 e SEQ ID NO: 64 sdo codificadas
pelas SEQ ID NO: 61 e SEQ ID NO: 63, respectivamente.

[00174] A beta-glicosidase de Aspergillus oryzae pode ser obtida de
acordo com a WO 2002/095014. A beta-glicosidase de Aspergillus fumigatus
pode ser obtida de acordo com a WO 2005/047499. A beta-glicosidase de
Penicillium brasilianum pode ser obtida de acordo com a WO 2007/019442.
A beta-glicosidase de Aspergillus niger pode ser obtida de acordo com Dan et
al., 2000, J. Biol. Chem. 275: 4973-4980. A beta-glicosidase de Aspergillus
aculeatus pode ser obtida de acordo com Kawaguchi et al., 1996, Gene 173:
287-288.

[00175] Outras endoglicanases, celobioidrolases, e beta-glicosidases
dteis sdo divulgadas em numerosas familias da Glicosil Hidrolase usando a
classificacdo de acordo com Henrissat B., 1991, A classification of glycosil
hydrolases based on amino-acid sequence similarities, Biochem. J. 280: 309-
316, e Henrissat B., e Bairoch A., 1996, Updating the sequence-based
classification of glycosil hydrolases, Biochem. J. 316: 695-696.

[00176] Outras enzimas celuloliticas que podem ser usadas na presente

invengdo sdo descritas na WO 98/13465, WO 98/015619, WO 98/015633,
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WO 99/06574, WO 99/10481, WO 99/025847, WO 99/031255, WO
2002/101078, WO 2003/027306, WO 2003/052054, WO 2003/052055, WO
2003/052056, WO 2003/052057, WO 2003/052118, WO 2004/016760, WO
2004/043980, WO 2004/048592, WO 2005/001065, WO 2005/028636, WO
2005/093050, WO 2005/093073, WO 2006/074005, WO 2006/117432, WO
2007/071818, WO 2007/071820, WO 2008/008070, WO 2008/008793,
Patente U.S. N2 5.457.046, Patente U.S. N2 5.648.263, e¢ Patente U.S. N2
5.686.593.
[00177] Nos métodos da presente invengdo, qualquer polipeptideo
GH61 tendo atividade real¢adora celulolitica pode ser usado.
[00178] Os exemplos de polipeptideos GH61 que tem atividade
real¢adora celulolitica tteis nos métodos da presente invengdo incluem, mas
ndo sdo limitados a, polipeptideos GH61 de Thielavia terrestris (WO
2005/074647, WO 2008/148131 e WO 2011/035027), Thermoascus
aurantiacus (WO 2005/074656 e WO 2010/065830), Tricoderma reesei (WO
2007/089290), Myceliophthora thermophila (WO 2009/085935, WO
2009/085859, WO 2009/085864, WO 2009/085868), Aspergillus fumigatus
(WO 2010/138754), polipeptideos GH61 de Penicillium pinophilum (WO
2011/005867), Thermoascus sp. (WO 2011/039319), Penicillium sp. (WO
2011/041397) e Thermoascus crustaceous (WO 2011/041504).
[00179] Em um primeiro aspecto, o polipeptideo GH61 tendo atividade
realcadora celulolitica compreende os seguintes motivos:

[ILMV]-P-X(4,5)-G-X-Y-[ILMV]-X-R-X-[EQ]-X(4)-[HNQ]
(SEQ ID NO: 133 ou SEQ ID NO: 134) e [FW]-[TF]-K-[AIV],

em que X € qualquer aminodcido, X(4,5) € qualquer
aminoacido at 4 ou 5 contiguous posi¢des e X(4) é qualquer aminoacido at 4
contiguous posigdes.
[00180] O polipeptideo isolado que compreende the os motifs acima

pode compreender adicionalmente:
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H-X(1,2)-G-P-X(3)-[YW]-[AILMV] (SEQ ID NO: 135 ou
SEQ ID NO: 136),

[EQ]-X-Y-X(2)-C-X-[EHQN]-[FILV]-X-[ILV] (SEQ ID NO:
137), ou

H-X(1,2)-G-P-X(3)-[YW]-[AILMV] (SEQ ID NO: 138 ou
SEQ ID NO: 139) e [EQ]-X-Y-X(2)-C-X-[EHQN]-[FILV]-X-[ILV] (SEQ ID
NO: 140),
[00181] em que X € qualquer aminoacido, X (1,2) € qualquer
aminoidcido em 1 posi¢do ou 2 posi¢cdes contiguas, X (3) € qualquer
aminoicido em 3 posi¢des contiguas, e X (2) é qualquer aminoicido em 2
posi¢des contiguas. Nos motivos acima, a abreviagdo de aminoacido de letra
unica da IUPAC aceita € utilizada.
[00182] Em uma forma de realizacdo preferida, o polipeptideo GH61
1solado tendo atividade real¢adora celulolitica compreende adicionalmente H-
X(1,2)-G-P-X(3)-[YW]-[AILMV] (SEQ ID NO: 141 ou SEQ ID NO: 142).
Em uma outra forma de realizagdo preferida, o polipeptideo isolado tendo
atividade real¢adora celulolitica compreende adicionalmente [EQ]-X-Y-X(2)-
C-X-[EHQN]-[FILV]-X-[ILV] (SEQ ID NO: 143). Em uma outra forma de
realizagdo preferida, o polipeptideo GH61 isolado tendo atividade realgadora
celulolitica compreende adicionalmente H-X(1,2)-G-P-X(3)-[YW]-[AILMV]
(SEQ ID NO: 144 ou SEQ ID NO: 145) e [EQ]-X-Y-X(2)-C-X-[EHQN]-
[FILV]-X-[ILV] (SEQ ID NO: 146).
[00183] Em um segundo aspecto, os polipeptideos isolados tendo
atividade realcadora celulolitica compreendem o seguinte motivo:

[ILMV]-P-X(4,5)-G-X-Y-[ILMV]-X-R-X-[EQ]-X(3)-A-
[HNQ] (SEQ ID NO: 147 ou SEQ ID NO: 148),
[00184] em que X € qualquer aminodcido, X(4,5) € qualquer
aminoacido em 4 ou 5 posi¢des contiguas, e X(3) é qualquer aminodcido em 3

posi¢des contiguas. No motivo acima, a abreviagdo de aminoacido de letra
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unica da IUPAC aceita € utilizada.

[00185] Em um terceiro aspecto, o polipeptideo tendo atividade
real¢adora celulolitica compreende uma sequéncia de aminoacido que tem um
grau de identidade de sequéncia para o polipeptideo maduro da SEQ ID NO:
66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ
ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO:
84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ
ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO:
102, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO:
110, SEQ ID NO: 112, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO:
118, SEQ ID NO: 120, SEQ ID NO: 122, SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO:
126, ou SEQ ID NO: 128 de pelo menos 60 %, por exemplo, pelo menos 65
%, pelo menos 70 %, pelo menos 75 %, pelo menos 80 %, pelo menos 85 %,
pelo menos 90 %, pelo menos 91 %, pelo menos 92 %, pelo menos 93 %, pelo
menos 94 %, ou pelo menos 95 %, pelo menos 96 %, pelo menos 97 %, pelo
menos 98 %, pelo menos 99 %, ou pelo menos 100 %.

[00186] Em um quarto aspecto, o polipeptideo tendo atividade
real¢adora celulolitica € codificado por um polinucleotideo que hibridiza sob
pelo menos condigdes de severidade muito baixa, preferivelmente pelo menos
condi¢des de severidade baixa, mais preferivelmente pelo menos condig¢des de
severidade média, mais preferivelmente pelo menos condi¢des de severidade
média alta, ainda mais preferivelmente pelo menos condi¢des de severidade
alta, e o mais preferivelmente pelo menos condi¢des de severidade muito alta
com (i) a sequéncia codificadora do polipeptideo maduro da SEQ ID NO: 65,
SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID
NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83,
SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91, SEQ ID
NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO:
101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO:
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109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO:
117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123, SEQ ID NO:
125, ou SEQ ID NO: 127, (ii) a sequéncia de c¢cDNA da sequéncia
codificadora do polipeptideo maduro da SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73,
SEQ ID NO: 75, ou SEQ ID NO: 79, ou a sequéncia de DNA gendmico que
compreende a sequéncia codificadora do polipeptideo maduro da SEQ ID
NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 81,
SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID
NO: 91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 99,
SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 107,
SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 115,
SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123,
SEQ ID NO: 125, ou SEQ ID NO: 127, (iii) uma subsequéncia de (i) ou (ii),
ou (iv) o complemento de tamanho natural de (i), (i1), ou (iii) (Sambrook, et al
1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2* edi¢do, Cold Spring
Harbor, New York). Uma subsequéncia da sequéncia codificadora do
polipeptideo maduro da SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69,
SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID
NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87,
SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID
NO: 97, SEQ ID NO: 99, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO:
105, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO:
113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO:
121, SEQ ID NO: 123, SEQ ID NO: 125, ou SEQ ID NO: 127 contém pelo
menos 100 nucleotideos contiguos ou preferivelmente de pelo menos 200
nucleotideos contiguos. Além disso, a subsequéncia pode codificar um
fragmento de polipeptideo que tem atividade realgadora celulolitica.

[00187] Em um quinto aspecto, o polipeptideo tendo atividade

real¢adora celulolitica é codificado por um polinucleotideo que compreende
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ou consiste de uma sequéncia de nucleotideo que tem um grau de identidade
de sequéncia com a sequéncia codificadora do polipeptideo maduro da SEQ
ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO:
73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81, SEQ
ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89, SEQ ID NO:
91, SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 99, SEQ
ID NO: 101, SEQ ID NO: 103, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 107, SEQ ID
NO: 109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 115, SEQ ID
NO: 117, SEQ ID NO: 119, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 123, SEQ ID
NO: 125, ou SEQ ID NO: 127 de preferivelmente pelo menos 60 %, mais
preferivelmente pelo menos 65 %, mais preferivelmente pelo menos 70 %,
mais preferivelmente pelo menos 75 %, mais preferivelmente pelo menos 80
%, mais preferivelmente pelo menos 85 %, ainda mais preferivelmente pelo
menos 90 %, o mais preferivelmente de pelo menos 91 %, pelo menos 92 %,
pelo menos 93 %, pelo menos 94 %, ou pelo menos 95 %, e ainda o mais
preferivelmente de pelo menos 96 %, pelo menos 97 %, pelo menos 98 %,
pelo menos 99 %, ou pelo menos 100 %.

[00188] Em um sexto aspecto, o polipeptideo tendo atividade
realgadora celulolitica € uma variante artificial que compreende uma
substitui¢do, delecdo, e/ou inser¢do de um ou mais (ou varios) aminoacidos
do polipeptideo maduro da SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO:
70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ
ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO:
88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 96, SEQ
ID NO: 98, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 104, SEQ ID
NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 112, SEQ ID
NO: 114, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 120, SEQ ID
NO: 122, SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 126, ou SEQ ID NO: 128; ou uma

sequéncia homologa destas.
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[00189] Em uma forma de realizagdo, o nimero de substituigoes,
delecdes e/ou inser¢des de aminodcido introduzidas no polipeptideo maduro
da SEQ ID NO: 2 ¢ até 10, por exemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, ou 10. As
mudancas de aminoicido podem ser de uma natureza menor, isto €
substitui¢des ou inser¢coes de aminodcido conservativas que ndo afetam
significantemente a dobra e/ou atividade da proteina; delecdes pequenas,
tipicamente de 1 a 30 aminoacidos; extensdes pequenas de terminal amino ou
carboxila, tal como um residuo de metionina de terminal amino; um peptideo
ligador pequeno de até 20 a 25 residuos; ou uma extensdo pequena que
facilita a purificacdo pela mudanga da carga liquida ou uma outra fung¢ao, tal
como um trato de poli-histidina, um epitopo antigénico ou um dominio de
ligacdo.

[00190] Os exemplos de substituigdes conservativas estdo dentro dos
grupos de aminoacidos basicos (arginina, lisina e histidina), aminoacidos
acidos (acido glutamico e acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina e
asparagina), aminoacidos hidrofébicos (leucina, isoleucina e valina),
aminoicidos aromaticos (fenilalanina, triptofano e tirosina), € aminoacidos
pequenos (glicina, alanina, serina, treonina € metionina). As substitui¢des de
aminoacido que no geral ndo alteram a atividade especifica sdo conhecidos na
técnica e sdo descritos, por exemplo, por H. Neurath e R. L. Hill, 1979, Em,
The Proteins, Academic Press, Nova lorque. As substituicdes comuns que
ocorrem mais habitualmente sdo Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly,
Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn,
Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu, e Asp/Gly.

[00191] Alternativamente, as mudang¢as de aminoacido sdo de uma tal
natureza que as propriedades fisico-quimicas dos polipeptideos sdo alteradas.
Por exemplo, as mudancas de aminodcido podem melhorar a estabilidade
térmica do polipeptideo, alterar a especificidade de substrato, mudar o pH

ideal, e os seus semelhantes.

Petigdo 870190071520, de 26/07/2019, pag. 73/118



66 / 106

[00192] Os amino4cidos essenciais em um polipeptideo podem ser
identificados de acordo com procedimentos conhecidos na técnica, tais como
mutagénese loco dirigida ou mutagénese de varredura de alanina
(Cunningham e Wells, 1989, Science 244: 1081-1085). Na tltima técnica, as
muta¢des de alanina simples s3o introduzidas em cada residuo na molécula, e
as moléculas mutantes resultantes sdo testadas quanto a atividade da enzima
para identificar residuos de aminoacido que sdo criticos para a atividade da
molécula. Ver também, Hilton et al., 1996, J. Biol. Chem. 271: 4699-4708. O
sitio ativo da enzima ou outra interacdo biologica também podem ser
determinados pela anélise fisica da estrutura, como determinada por técnicas
tais como ressonancia magnética nuclear, cristalografia, difracdo de elétron,
ou rotulacdo de fotoafinidade, em conjun¢cdo com a mutacdo de aminoacidos
de sitio de contato putativo. Ver, por exemplo, de Vos et al., 1992, Science
255: 306-312; Smith et al., 1992, J. Mol. Biol. 224: 899-904; Wlodaver et al.,
1992, FEBS Lett. 309: 59-64. A identidade de aminoacidos essenciais
também podem ser deduzidas de um alinhamento com um polipeptideo
relacionado.

[00193] As substituigdes, dele¢des, e/ou inser¢des de aminoicido
simples ou multiplas podem ser feitas e testadas usando métodos conhecidos
de mutagénese, recombinac¢do, e/ou embaralhamento, seguido por um
procedimento de triagem relevante, tal como aquela divulgada por Reidhaar-
Olson e Sauer, 1988, Science 241: 53-57; Bowie e Sauer, 1989, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86: 2152-2156; WO 95/17413; ou WO 95/22625. Outros
métodos que podem ser usados incluem PCR propensa a erro, demonstragio
de fago (por exemplo, Lowman et al., 1991, Biochemistry 30: 10832-10837;
Patente U.S. No 5.223.409; WO 92/06204), e mutagénese dirigida a regido
(Derbyshire et al., 1986, Gene 46: 145; Ner et al., 1988, DNA 7: 127).

[00194] Os métodos de mutagénese/embaralhamento podem ser

combinados com métodos de triagem de alto rendimento, automatizados para
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detectar a atividade de polipeptideos clonados, mutagenizados expressados
pelas células hospedeiras (Ness et al., 1999, Nature Biotechnology 17: §893-
896). As moléculas de DNA mutagenizadas que codificam polipeptideos
ativos podem ser recuperados a partir das células hospedeiras e rapidamente
sequenciadas usando métodos padrdao na técnica. Estes métodos permitem a
determinacdo ripida da importancia de residuos de aminoacido individuais
em um polipeptideo.

[00195] O nimero total de substitui¢cdes, dele¢des e/ou insercdes de
aminodcido do polipeptideo maduro da SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68,
SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID
NO: 78, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86,
SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90, SEQ ID NO: 92, SEQ ID NO: 94, SEQ ID
NO: 96, SEQ ID NO: 98, SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO:
104, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO:
112, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO:
120, SEQ ID NO: 122, SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 126, ou SEQ ID NO:
128 ndo € mais do que 4, por exemplo, 1, 2, 3, ou 4.

[00196] Em um aspecto preferido, o polipeptideo GH61 que tem
atividade realgadora celulolitica é usado na presenca de um céition de metal
bivalente ativador solivel de acordo com a WO 2008/151043, por exemplo,
sulfato de manganés.

[00197] Em um outro aspecto preferido, o polipeptideo GH61 que tem
atividade real¢adora celulolitica é usado na presenca de um composto de
dioxi, um composto biciclico, um composto heterociclico, um composto que
contém nitrogénio, um composto de quinona, um composto que contém
enxofre, ou um liquido obtido a partir de um material celulosico pré-tratado
tal como forragem de milho pré-tratada (PCS).

[00198] O composto de diéxi pode incluir qualquer composto

adequado que contém dois ou mais atomos de oxigénio. Em alguns aspectos,
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os compostos de dioxi cont€ém uma por¢do de arila substituida como aqui
descrita. Os compostos de di6xi podem compreender um ou mais (por
exemplo, varios) hidroxilas e/ou derivados de hidroxila, mas também incluem
por¢oes de arila substituidas que carecem de hidroxila e derivados de
hidroxila. Os exemplos ndo limitantes dos compostos de dioxi incluem
pirocatecol ou catecol; acido caféico; acido 3,4-diidroxibenzdico; 4-terc-butil-
5-metdxi-1,2-benzenodiol; pirogalol; acido galico; metil-3,4,5-
triiddroxibenzoato; 2,3,4-triidroxibenzofenona; 2,6-dimetoxifenol; acido
sindpinico; acido 3,5-diidroxibenzéico; 4-cloro-1,2-benzenodiol; 4-nitro-1,2-
benzenodiol; acido tanico; galato de etila; glicolato de metila; Aacido
diidroxifumarico; 2-butino-1,4-diol; (4cido croconico; 1,3-propanodiol; adcido
tartarico; 2,4-pentanodiol; 3-etiloxi-1,2-propanodiol; 2,44 -
triidroxibenzofenona; cis-2-buteno-1,4-diol; 3,4-diidréxi-3-ciclobuteno-1,2-
diona; diidroxiacetona; acroleina acetal; metil-4-hidroxibenzoato; acido 4-
hidroxibenzoéico; e metil-3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzoato; ou um sal ou
solvato destes.

[00199] O composto biciclico pode incluir qualquer sistema de anel
fundido substituido adequado como aqui descrito. Os compostos podem
compreender um ou mais (por exemplo, varios) anéis adicionais € nio sio
limitados a um ndmero especifico de anéis a menos que de outro modo
estabelecido. Em um aspecto, o composto biciclico é um flavonéide. Em um
outro aspecto, o composto biciclico é um isoflavondide opcionalmente
substituido. Em um outro aspecto, o composto biciclico € um ion flavilio
opcionalmente substituido, tal como uma antocianidina opcionalmente
substituida ou antocianina opcionalmente substituida, ou derivado desta. Os
exemplos ndo limitantes dos compostos biciclicos incluem epicatequina;
quercetina; miricetina; taxifolina; caempferol; morina; acacetina; naringenina;
isorramnetina; apigenina; cianidina; cianina; curomanina; queracianina; ou

um sal ou solvato destes.
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[00200] O composto heterociclico pode ser qualquer composto
adequado, tal como um anel aromditico ou ndo aromatico opcionalmente
substituida que compreende um heteroatomo, como aqui descrito. Em um
aspecto, o heterociclico € um composto que compreende uma porgio
heterocicloalquila opcionalmente substituida ou uma porc¢do heteroarila
opcionalmente substituida. Em um outro aspecto, a por¢io heterocicloalquila
opcionalmente substituida ou por¢io heteroarila opcionalmente substituida €
uma por¢ao de heterocicloalquila de 5 membros opcionalmente substituida ou
uma heteroarila de 5 membros opcionalmente substituida. Em um outro
aspecto, a por¢ao heterocicloalquila opcionalmente substituida ou por¢ao
heteroarila opcionalmente substituida € uma por¢ao opcionalmente substituida
selecionada de pirazolila, furanila, imidazolila, isoxazolila, oxadiazolila,
oxazolila, pirrolila, piridila, pirimidila, piridazinila, tiazolila, triazolila, tienila,
diidrotieno-pirazolila, tianaftenila, carbazolila, benzimidazolila, benzotienila,
benzofuranila, indolila, quinolinila, benzotriazolila, benzotiazolila,
benzooxazolila, benzimidazolila, isoquinolinila, isoindolila, acridinila,
benzoisazolila, dimetilidantoina, pirazinila, tetraidrofuranila, pirrolinila,
pirrolidinila, morfolinila, indolila, diazepinila, azepinila, tiepinila, piperidinila
e oxepinila. Em um outro aspecto, a por¢do heterocicloalquila opcionalmente
substituida ou por¢do heteroarila opcionalmente substituida € uma furanila
opcionalmente substituida. Os exemplos ndo limitantes dos compostos
heterociclicos incluem (1,2-diidroxietil)-3,4-diidroxifuran-2(5H)-ona; 4-
hidréxi-5-metil-3-furanona; 5-hidréxi-2(5H)-furanona; [1,2-diidroxietil Jfuran-
2,3,4(5H)-triona;  o-hidréxi-y-butirolactona; y-lactona ribdnica; 4cido
aldoexuronicaldoexurénico y-lactona; 4cido glicbnico o-lactona; 4-
hidroxicoumarina; diidrobenzofurano; 5-(hidroximetil)furfural; furoina;
2(5H)-furanona; 5,6-diidro-2H-piran-2-ona; e 5,6-diidro-4-hidréxi-6-metil-
2H-piran-2-ona; ou um sal ou solvato destes.

[00201] O composto que contém nitrogénio pode ser qualquer
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composto adequado com um ou mais atomos de nitrogénio. Em um aspecto, o
composto que contém nitrogénio compreende uma por¢ido de amina, imina,
hidroxilamina, ou nitr6xido. Os exemplos ndo limitantes dos compostos que
contém nitrogénio incluem acetona oxima; acido violdrico; piridino-2-
aldoxima; 2-aminofenol; 1,2-benzenodiamina; 2,2,6,6-tetrametil-1-
piperidinil6xi; 5,6,7,8-tetraidrobiopterina; 6,7-dimetil-5,6,7,8-tetraidropterina;
e acido maleamico; ou um sal ou solvato destes.

[00202] O composto de quinona pode ser qualquer composto adequado
que compreende uma por¢ao de quinona como aqui descrita. Os exemplos nio
limitantes dos compostos de quinona incluem 1,4-benzoquinona; 1,4-
naftoquinona; 2-hidréxi-1,4-naftoquinona; 2,3-dimetdxi-5-metil-1,4-
benzoquinona ou coenzima QO; 2,3,5,6-tetrametil-1,4-benzoquinona ou
duroquinona; 1,4-diidroxiantraquinona; 3-hidréxi-1-metil-5,6-indolinodiona
ou adrenocromo; 4-terc-butil-5-metéxi-1,2-benzoquinona; pirroloquinolina
quinona; ou um sal ou solvato deste.

[00203] O composto que contém enxofre pode ser qualquer composto
adequado que compreende um ou mais atomos de enxofre. Em um aspecto, o
composto que contém enxofre compreende uma por¢ao selecionada de tionila,
tioéter, sulfinila, sulfonila, sulfamida, sulfonamida, acido sulfénico e éster
sulfonico. Os exemplos ndo limitantes dos compostos que contém enxofre
incluem  etanotiol; 2-propanotiol; 2-propeno-1-tiol; acido  2-
mercaptoetanossulfonico; benzenotiol; benzeno-1,2-ditiol; cisteina;
metionina; glutationa; cistina; ou um sal ou solvato destes.

[00204] Em um aspecto, uma quantidade eficaz de um tal composto
descrito acima ao material celulésico como uma razao molar para unidades de
glicosila de celulose € de cerca de 10-6 a cerca de 10, por exemplo, de cerca
de 10-6 a cerca de 7.5, de cerca de 10-6 a cerca de 5, de cerca de 10-6 a cerca
de 2,5, de cerca de 10-6 a cerca de 1, de cerca de 10-5 a cerca de 1, de cerca

de 10-5 a cerca de 10-1, de cerca de 10-4 a cerca de 10-1, de cerca de 10-3 a
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cerca de 10-1, ou cerca de 10-3 a cerca de 10-2. Em um outro aspecto, uma
quantidade eficaz de um tal composto descrito acima € de cerca de 0,1 uM a
cerca de 1 M, por exemplo, de cerca de 0,5 uM a cerca de 0,75 M, de cerca de
0,75 uM a cerca de 0,5 M, de cerca de 1 uM a cerca de 0,25 M, de cerca de 1
uM a cerca de 0,1 M, de cerca de 5 uM a cerca de 50 mM, de cerca de 10 uM
a cerca de 25 mM, de cerca de 50 uM a cerca de 25 mM, de cercade 10 uM a
cerca de 10 mM, de cerca de 5 uM a cerca de 5 mM, ou cerca de 0,1 mM a
cerca

de 1 mM.

[00205] O termo “liquido” significa a fase de solugdo, aquosa,
organica, ou uma combinagdo destas, que surgem do tratamento de um
material de lignocelulose e/ou hemicelulose em uma pasta fluida, ou
monossacarideos destes, por exemplo, xilose, arabinose, manose, etc., sob
condi¢des como aqui descritas e os seus contetidos soldveis. Um liquido para
o realce celulolitico de um polipeptideo GH61 pode ser produzido pelo
tratamento de um material de lignocelulose ou hemicelulose (ou estoque de
alimentagdo) pela aplicagao de calor e/ou pressdo, opcionalmente na presenga
de um catalisador, por exemplo, acido, opcionalmente na presenca de um
solvente organico e opcionalmente em combinag¢do com rompimento fisico do
material e depois separando a solucdo dos so6lidos residuais. Tais condi¢des
determinam o grau de realce celulolitico obtenivel através da combinacgdo de
liquido e um polipeptideo GH61 durante a hidrolise de um substrato
celul6ésico por uma preparagdo de celulase. O liquido pode ser separado do
material tratado usando um método padriao na técnica, tal como filtragdo,
sedimentagdo, ou centrifugagao.

[00206] Em um aspecto, uma quantidade eficaz do liquido para
celulose € de cerca de 10-6 a cerca de 10 g por grama de celulose, por
exemplo, de cerca de 10-6 a cerca de 7,5 g, de cerca de 10-6 a cerca de 5, de

cerca de 10-6 a cerca de 2,5 g, de cerca de 10-6 a cercade 1 g, de cerca de 10-
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Sacercade 1 g, de cerca de 10-5 a cerca de 10-1 g, de cerca de 10-4 a cerca
de 10-1 g, de cerca de 10-3 a cerca de 10-1 g, ou de cerca de 10-3 a cerca de
10-2 g por grama de celulose.

[00207] Em um aspecto, a uma ou mais (por exemplo, varias) enzimas
hemiceluloliticas compreendem uma preparagdo de enzima hemicelulolitica
comercial. Os exemplos de preparagdes de enzima hemicelulolitica
commercial adequadas para o uso na presente invengao incluem, por exemplo,
SHEARZIMA® (Novozymes A/S), CELLIC® HTec (Novozymes A/S),
CELLIC® HTec2 (Novozymes A/S), VISCOZIMA® (Novozymes A/S),
ULTRAFLO® (Novozymes A/S), PULPZIMA® HC (Novozymes A/S),
MULTIFECT® Xilanase (Genencor), ACCELLERASE® XY (Genencor),
ACCELLERASE® XC (Genencor), ECOPULP® TX-200A (AB Enzymes),
HSP 6000 Xilanase (DSM), DEPOL® 333P (Biocatalysts Limit, Wales, UK),
DEPOL® 740L. (Biocatalysts Limit, Wales, UK) e DEPOL® 762P
(Biocatalysts Limit, Wales, UK).

[00208] Os exemplos de xilanases uteis nos métodos da presente
invengdo incluem, mas ndo sdo limitados a, xilanase de Aspergillus aculeatus
(GeneSeqP: AAR63790; WO 94/21785), xilanases de Aspergillus fumigatus
(WO 2006/078256; xil 3 SEQ ID NO: 129 [sequéncia de DNA] e SEQ ID
NO: 130 [sequéncia de aminoacido deduzida]), Penicillium pinophilum (WO
2011/041405), Penicillium sp. (WO 2010/126772), Thielavia terrestris NRRL
8126 (WO 2009/079210) e GH10 de Tricophaea saccata (WO 2011/057083).
[00209] Os exemplos de beta-xilosidases tteis nos métodos da presente
inven¢do incluem, mas ndo sdo limitados a, beta-xilosidase de Tricoderma
reesei (UniProtKB/TrEMBL ntimero de acesso Q92458; SEQ ID NO: 131
[sequéncia de DNA] e SEQ ID NO: 132 [sequéncia de aminodacido
deduzida)), Talaromyces emersonii (SwissProt nimero de acesso Q8X212) e
Neurospora crassa (SwissProt nimero de acesso Q7SOW4).

[00210] Os exemplos de acetilxilan esterases uteis nos métodos da
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presente invenc¢do incluem, mas ndo sdo limitados a, acetilxilan esterases de
Aspergillus aculeatus (WO 2010/108918), Chaetomium globosum (Uniprot
nimero de acesso Q2GWX4), Chaetomium gracile (GeneSeqP nimero de
acesso AAB82124), Humicola insolens DSM 1800 (WO 2009/073709),
Hypocrea jecorina (WO 2005/001036), Myceliophtera thermophila (WO
2010/014880), Neurospora crassa (UniProt nmimero de acesso q7s259),
Phaeosphaeria nodorum (Uniprot nimero de acesso QOUHJ1) e Thielavia
terrestris NRRL 8126 (WO 2009/042846).

[00211] Os exemplos de feruloil esterases (acido fertlico esterases)
dteis nos métodos da presente invengdo incluem, mas ndo sdo limitados a,
feruloil esterases de Humicola insolens DSM 1800 (WO 2009/076122),
Neosartorya fischeri (UniProt Nimero de acesso A1D9T4), Neurospora
crassa (UniProt nimero de acesso Q9HGR3), Penicillium aurantiogriseum
(WO 2009/127729) e Thielavia terrestris (WO 2010/053838 e WO
2010/065448).

[00212] Os exemplos de arabinofuranosidases tteis nos métodos da
presente invengdo incluem, mas ndo sdo limitados a, arabinofuranosidases de
Aspergillus niger (GeneSeqP nimero de acesso AAR94170), Humicola
insolens DSM 1800 (WO 2006/114094 e WO 2009/073383) e M. giganteus
(WO 2006/114094).

[00213] Os exemplos de alfa-glicuronidases tuteis nos métodos da
presente invengdo incluem, mas ndo sdo limitados a, alfa-glicuronidases de
Aspergillus  clavatus (UniProt nimero de acesso alccl2), Aspergillus
Jumigatus (SwissProt nimero de acesso Q4WW45), Aspergillus niger
(Uniprot nimero de acesso QI6WX9), Aspergillus terreus (SwissProt nimero
de acesso QOCIP9), Humicola insolens (WO 2010/014706), Penicillium
aurantiogriseum (WO 2009/068565), Talaromyces emersonii (UniProt
nimero de acesso Q8X211) e Tricoderma reesei (Uniprot nimero de acesso

Q99024).
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[00214] Os polipeptideos tendo atividade enzimdtica usados nos
métodos da presente invengdo podem ser produzidos pela fermentagdo das
cepas microbianas mencionadas acima em um meio nutriente contendo fontes
de carbono e nitrogénio e sais inorganicos adequados, usando procedimentos
conhecidos na técnica (ver, por exemplo, Bennett, J. W. e LaSure, L. (eds.),
Mais Gene Manipulations in Fungi, Academic Press, CA, 1991). Os meios
adequados sdo disponiveis de fornecedores comerciais ou podem ser
preparados de acordo com as composi¢des publicadas (por exemplo, em
catdlogos da American Type Culture Collection). As faixas de temperatura e
outras condi¢cdes adequadas para o cultivo e producdo de enzima sdo
conhecidos na técnica (ver, por exemplo, Bailey, J. E., e Ollis, D. F.,
Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-Hill Book Company, NY,
1986).

[00215] A fermentacdo pode ser qualquer método de cultivo de uma
célula que resulte na expressdo ou isolagdo de uma enzima ou proteina. A
fermentagdo, portanto, pode ser entendida como compreendendo cultivo de
frasco agitado, ou fermentacdo em pequena ou larga escala (incluindo
fermentacdes continuas, de batelada, lote alimentado, ou estado s6lido) em
laboratorio ou fermentadores industriais realizados em um meio adequado e
sob condi¢des que possibilitem que a enzima seja expressada ou isolada. As
enzimas resultantes produzidas pelo métodos descritos acima podem ser
recuperadas do meio de fermentacdo e purificadas pelos procedimentos
convencionais.

Construcio de acidos nucleicos

[00216] Um polinucleotideo que codifica um polipeptideo GH61, por
exemplo, um polipeptideo tendo atividade real¢adora celulolitica, uma enzima
celulolitica, uma enzima hemicelulolitica, etc., pode ser manipulada em uma
variedade de modos para fornecer quanto a expressdo do polipeptideo pela

construcdo de uma construcdo de acido nucleico que compreende um
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polinucleotideo isolado que codifica o polipeptideo operavelmente ligado a
uma ou mais (por exemplo, varias) sequéncias de controle que direcionam a
expressdo da sequéncia codificadora em uma célula hospedeira adequada sob
condi¢des compativeis com as sequéncias de controle. A manipulacdo da
sequéncia do polinucleotideo antes da sua insercdo em um vetor pode ser
desejavel ou necessario dependendo do vetor de expressdo. As técnicas para
modificar sequéncias de polinucleotideo que utilizam métodos de DNA
recombinantes sdo bem conhecidos na técnica.

[00217] A sequéncia de controle pode ser um promotor, um
polinucleotideo que € reconhecido por uma célula hospedeira para a expressao
de um polinucleotideo que codifica um polipeptideo. O promotor contém
sequéncias de controle transcricionais que medeiam a expressio do
polipeptideo. O promotor pode ser qualquer polinucleotideo que mostra
atividade transcricional na célula hospedeira incluindo promotores mutantes,
truncados, e hibridos, e podem ser obtidos de genes que codificam
polipeptideos extracelular ou intracelular homdlogos ou heterélogos para a
célula hospedeira.

[00218] Os exemplos de promotores adequados para direcionar a
transcri¢cdo das construcdes de acido nucleico na presente invengdo em uma
célula hospedeira bacteriana sdo os promotores obtidos do gene da alfa-
amilase de Bacillus amiloliquefaciens (amyQ), gene da alfa-amilase de
Bacillus licheniformis (amil), gene da penicilinase do Bacillus licheniformis
(penP), gene da amilase maltogénica do Bacillus stearothermophilus (amyM),
gene da levansucrase Bacillus subtilis (sacB), genes xilA e xilB Bacillus
subtilis, gene cryllIA de Bacillus thuringiensis (Agaisse e Lereclus, 1994,
Molecular Microbiology 13: 97-107), operon lac da E. coli, promotor trc da
E. coli (Egon et al., 1988, Gene 69: 301-315), gene agarase Streptomyces
coelicolor (dagA), e gene beta-lactamase procariética (Villa-Kamaroff ez al.,

1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 3727-3731), assim como o promotor fac
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(DeBoer et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 21-25). Outros
promotores sdo descritos em “Useful proteins from recombinant bacteria” em
Gilbert et al., 1980, Scientific American, 242: 74-94; e em Sambrook et al.,
1989, supra. Os exemplos de promotores em tandem sdo divulgados na WO
99/43835.

[00219] Os exemplos de promotores adequados para direcionar a
transcrigdo das construcdes de acido nucleico na presente invengdo em uma
célula hospedeira fiingica filamentosa sdo promotores obtidos dos genes para
acetamidase de Aspergillus nidulans, alfa-amilase neutra de Aspergillus niger,
alfa-amilase estavel em A4cido de Aspergillus niger, glicoamilase de
Aspergillus niger ou Aspergillus awamori (glaA), TAKA amilase de
Aspergillus oryzae, protease alcalina de Aspergillus oryzae, triose fosfato
1somerase de Aspergillus oryzae, protease equivalente a tripsina de Fusarium
oxisporum (WO 96/00787), amiloglicosidade de Fusarium venenatum
(WO 00/56900), Daria de Fusarium venenatum (WO 00/56900), Quinn de
Fusarium venenatum (WO 00/56900), lipase de Rhizomucor miehei,
proteinase aspartica de Rhizomucor miehei, beta-glicosidade de Trichoderma
reesei, celobioidrolase 1 de Trichoderma reesei, celobioidrolase II de
Trichoderma reesei, endoglicanase 1 de Trichoderma reesei, endoglicanase 11
de Trichoderma reesei, endoglicanase III de Trichoderma reesei,
endoglicanase V de Trichoderma reesei, xilanase 1 de Trichoderma reesei,
xilanase Il de Trichoderma reesei, xilanase 11l de Trichoderma reesei, beta-
xilosidase de Trichoderma reesei, e o fator de alongamento de traducdo de
Trichoderma reesei, assim como o promotor NA2-tpi (um promotor
modificado de um gene da alfa-amilase neutra de Aspergillus em que o lider
ndo traduzido foi substituido por um lider nfo traduzido de um gene da triose
fosfate isomerase de Aspergillus; os exemplos nao limitantes incluem
promotores modificados de um gene da alfa-amilase neutra de Aspergillus

niger em que o lider ndo traduzido foi substituido por um lider ndo traduzido
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de um gene da triose fosfate isomerase de Aspergillus nidulans ou Aspergillus
oryzae),; € seus promotores mutantes, truncados, e hibridos. Outros
promotores sdo descritos na Patente U.S. N. 6.011.147.

[00220] Em um hospedeiro de levedura, os promotores tteis sdo
obtidos dos genes para enolase de Saccharomyces cerevisiae (ENO-1),
galactocinase Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcool
desidrogenase/gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase de Saccharomyces
cerevisiae (ADHI1, ADH2/GAP), triose fosfato isomerase de Saccharomyces
cerevisiae (TPI), metalotioneina de Saccharomyces cerevisiae (CUP1), e 3-
fosfoglicerato cinase de Saccharomyces cerevisiae. Outros promotores tteis
para cé€lulas hospedeiras de levedura sao descritos por Romanos et al., 1992,
Yeast 8: 423-488.

[00221] A sequéncia de controle também pode ser um terminador de
transcri¢do, que € reconhecida por uma célula hospedeira para terminar a
transcricdo. O terminador € operavelmente ligado ao terminal 3’ do
polinucleotideo que codifica o polipeptideo. Qualquer terminador que ¢
funcional na célula hospedeira pode ser usado na presente invencao.

[00222] Os terminadores preferidos para as células hospedeiras
bacterianas sdo obtidos a partir dos genes para a protease alcalina de Bacillus
clausii (aprH), alfa-amilase de Bacillus licheniformis (amyL), e RNA
ribossomico de Escherichia coli (rrnB).

[00223] Os terminadores preferidos para as células hospedeiras
fingicas filamentosas sdo obtidas a partir dos genes para a acetamidase de
Aspergillus nidulans, antranilato sintase de Aspergillus nidulans, glicoamilase
de Aspergillus niger, alfa-glicosidade de Aspergillus niger, TAKA amilase de
Aspergillus oryzae, protease equivalente a tripsina de Fusarium oxisporum,
beta-glucosidase de Trichoderma reesei, celobioidrolase 1 de Trichoderma
reesei, celobioidrolase II de Trichoderma reesei, endoglucanase I de

Trichoderma reesei, endoglucanase Il de Trichoderma reesei, endoglucanase
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Il de Trichoderma reesei, endoglucanase V de Trichoderma reesei, xilanase |
Trichoderma reesei, xilanase II Trichoderma reesei, xilanase III de
Trichoderma reesei, beta-xilosidase de Trichoderma reesei, e fator de
alongamento da tradugdo de Trichoderma reesei.

[00224] Os terminadores preferidos para as células hospedeiras de
levedura sdo obtidos dos genes para a enolase de Saccharomyces cerevisiae,
citocromo C de Saccharomyces cerevisiae (CYCI), e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase de Saccharomyces cerevisiae. Outros terminadores tteis para
células hospedeiras de levedura sdo descritos por Romanos et al., 1992, supra.
[00225] A sequéncia de controle também pode ser uma regido
estabilizadora de mRNA a jusante de um promotor € a montante da sequéncia
codificadora de um gene que aumenta a expressdo do gene.

[00226] Os exemplos de regides estabilizadoras de mRNA adequadas
sao obtidas do gene crylllA de Bacillus thuringiensis (WO 94/25612) e um
gene SPS2 de Bacillus subtilis (Hue et al., 1995, Journal of Bacteriology 177:
3465-3471).

[00227] A sequéncia de controle também pode ser um lider, uma regido
ndo traduzida de um mRNA que € importante para a traducdo pela célula
hospedeira. O lider € operavelmente ligada ao terminal 5’ do polinucleotideo
que codifica o polipeptideo. Qualquer lider que seja funcional na célula
hospedeira pode ser usado.

[00228] Os lideres preferidos para as células hospedeiras flingicas
filamentosas sdo obtidas dos genes para a TAKA amilase de Aspergillus
oryzae e triose fosfato isomerase de Aspergillus nidulans.

[00229] Os lideres adequados para as células hospedeiras de levedura
sdo obtidas a partir dos genes para a enolase de Saccharomyces cerevisiae
(ENO-1), 3-fosfoglicerato cinase de Saccharomyces cerevisiae, fator alfa de
Saccharomyces cerevisiae, e alcool desidrogenase/gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase de Saccharomyces cerevisiae (ADH2/GAP).
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[00230] A sequéncia de controle também pode ser uma sequéncia de
poliadenilagdo, uma sequéncia operavelmente ligada ao terminal 3’ do
polinucleotideo e, quando transcrito, € reconhecido pela célula hospedeira
como um sinal para adicionar residuos de poliadenosina ao mRNA transcrito.
Qualquer sequéncia de poliadenilagio que seja funcional na célula hospedeira
pode ser usada.

[00231] As sequéncias de poliadenilacdo preferidas para as células
hospedeiras fiingicas filamentosas sdao obtidas a partir dos genes para a
antranilato sintase de Aspergillus nidulans, glicoamilase de Aspergillus niger,
alfa-glicosidase de Aspergillus niger, TAKA amilase de Aspergillus orizae,
protease equivalente a tripsina de Fusarium oxisporum.

[00232] As sequéncias de poliadenilagdo uteis para células hospedeiras
de levedura sdo descritas por Guo e Sherman, 1995, Mol. Cellular Biol. 15:
5983-5990.

[00233] A sequéncia de controle também pode ser uma regido de
peptideo de sinal codificadora que codifica um peptideo de sinal ligado ao
terminal N de um polipeptideo e direciona o polipeptideo no caminho secretor
da célula. A extremidade 5’ da sequéncia codificadora do polinucleotideo
pode inerentemente conter uma sequéncia codificadora de peptideo de sinal
naturalmente ligada na matriz de leitura de tradu¢do com o segmento da
sequéncia codificadora que codifica o polipeptideo. Alternativamente, a
extremidade 5° da sequéncia codificadora pode conter uma sequéncia
codificadora de peptideo de sinal que € estranha a sequéncia codificadora.
Uma sequéncia codificadora de peptideo de sinal estranha pode ser requerida
onde a sequéncia codificadora ndo contém naturalmente uma sequéncia
codificadora de peptideo de sinal. Alternativamente, uma sequéncia
codificadora de peptideo de sinal estranha pode simplesmente substituir a
sequéncia codificadora de peptideo de sinal natural de modo a realcar a

secrecdo do polipeptideo. Entretanto, qualquer sequéncia codificadora de
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peptideo de sinal que direciona o polipeptideo expressado no caminho
secretor de uma célula hospedeira pode ser usada.

[00234] As sequéncias codificadoras de peptideo de sinal eficazes para
as células hospedeiras bacterianas sdo as sequéncias codificadoras de peptideo
de sinal obtidas a partir do genes para amilase maltogénica de Bacillus NCIB
11837, subtilisina de Bacillus licheniformis, beta-lactamase de Bacillus
licheniformis, alfa-amilase de Bacillus stearothermophilus, proteases neutras
de Bacillus stearothermophilus (nprT, nprS, nprM), e prsA de Bacillus
subtilis. Outros peptideos de sinal sdo descritos por Simonen e Palva, 1993,
Microbiological Reviews 57: 109-137.

[00235] As sequéncias codificadoras de peptideo de sinal eficazes para
as células hospedeiras fiingicas filamentosas sdo as sequéncias codificadoras
de peptideo de sinal obtidas a partir dos genes para a amilase neutra de
Aspergillus niger, glicoamilase de Aspergillus niger, TAKA amilase de
Aspergillus oryzae, celulase de Humicola insolens, endoglicanase V de
Humicola insolens, lipase de Humicola lanuginosa, e proteinase aspartica de
Rhizomucor miehei.

[00236] Os peptideos de sinal tteis para as c€lulas hospedeiras de
levedura sdo obtidas a partir dos genes para fator alfa de Saccharomyces
cerevisiae ¢ invertase de Saccharomyces cerevisiae. Outras sequéncias
codificadoras de peptideo de sinal tteis sdo descritas por Romanos et al.,
1992, supra.

[00237] A sequéncia de controle também pode ser uma sequéncia
codificadora de propeptideo que codifica um propeptideo posicionado no
terminal N de um polipeptideo. O polipeptideo resultante é conhecido como
uma proenzima ou propolipeptideo (ou um zimogénio em alguns casos). Um
propolipeptideo € no geral inativo e pode ser convertido a um polipeptideo
ativo pela clivagem catalitica ou autocatalitica do propeptideo do

propolipeptideo. A sequéncia codificadora de propeptideo pode ser obtida a
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partir dos genes para a protease alcalina de Bacillus subtilis (aprE), protease
neutra de Bacillus subtilis (nprT), lacase de Myceliophthora thermophila
(WO 95/33836), proteinase aspartica de Rhizomucor miehei, e fator alfa de
Saccharomyces cerevisiae.
[00238] Onde tanto a sequéncia de peptideo de sinal quanto a de
propeptideo estdo presentes, a sequéncia de propeptideo € posicionada a
seguir do terminal N de um polipeptideo e a sequéncia de peptideo de sinal €
posicionada a seguir do terminal N da sequéncia de propeptideo.
[00239] Também pode ser desejavel adicionar sequéncias reguladoras
que regulam a expressao do polipeptideo em relagdo ao crescimento da célula
hospedeira. Os exemplos de sequéncias reguladoras sdo aqueles que fazem
com que a expressdo do gene seja ligada ou desligada em resposta a um
estimulo quimico ou fisico, incluindo a presenca de um composto regulador.
Os sistemas reguladores em sistemas procaridticos incluem os sistemas
operadores lac, tac, e trp. Em levedura, o sistema ADH?2 ou sistema GALI
pode ser usado. Em fungos filamentosos, o protor da glicoamilase de
Aspergillus niger, o promotor da TAKA alfa-amilase de Aspergillus oryzae, €
o promotor da glicoamilase de Aspergillus oryzae, promotor da
celobioidrolase I de Trichoderma reesei, e promotor da celobioidrolase II de
Trichoderma reesei podem ser usados. Outros exemplos de sequéncias
reguladoras sdo aquelas que possibilitam a amplificagdo do gene. em sistemas
eucarioticos, Estas sequéncias reguladoras incluem o gene da diidrofoliato
redutase que € amplificado na presenca de metotrexato, € os genes da
metalotioneina que sdo amplificados com metais pesados. Nestes casos, o
polinucleotideo que codifica o polipeptideo seria operavelmente ligado a
sequéncia reguladora.

Vetores de expressao
[00240] Os varios nucleotideos e sequéncias de controle aqui descritos

podem ser unidos entre si para produzir um vetor de expressdo recombinante
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que pode incluir um ou mais (por exemplo, varios) sitios de restri¢ao
convenientes para possibilitar a inser¢do ou substituicdio de um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo, por exemplo um polipeptideo
GH61 tendo atividade real¢adora celulolitica, uma enzima celulolitica, uma
enzima hemicelulolitica, etc. em tais sitios. Alternativamente, o0
polinucleotideo pode ser expressado inserindo-se o polinucleotideo ou uma
construcdo de acido nucleico que compreende a sequéncia em um vetor
apropriado para a expressdo. Na criagdo do vetor de expressdo, a sequéncia
codificadora esta localizada no vetor de modo que a sequéncia codificadora é
operavelmente ligada com as sequéncias de controle apropriadas para a
expressao.

[00241] O vetor de expressdo recombinante pode ser qualquer vetor
(por exemplo, um plasmideo ou virus) que pode ser convenientemente
submetido aos procedimentos de DNA recombinante e pode realizar a
expressdo do polinucleotideo. A escolha do vetor tipicamente dependerd da
compatibilidade do vetor com a célula hospedeira na qual o vetor deva ser
introduzido. O vetor pode ser um plasmideo linear ou circular fechado.
[00242] O vetor pode ser um vetor que replica autonomamente, isto €,
um vetor que existe como uma entidade extracromossomica, a replicagdo do
qual ¢é independente da replicacdio cromossOmica, por exemplo, um
plasmideo, um elemento extracromossdmico, um minicromossoma, ou um
cromossoma artificial. O vetor pode conter qualquer meio para garantir a
auto-replicacdo. Alternativamente, o vetor pode ser um que, quando
introduzido na célula hospedeira, € integrado no genoma e replicado junto
com o(s) cromossoma(s) no(s) qual(is) o mesmo foi integrado. Além disso,
um tnico vetor ou plasmideo ou dois ou mais vetores ou plasmideos que
juntos contém o DNA total a ser introduzido no genoma da célula hospedeira,
ou um transposon, pode ser usado.

[00243] O vetor preferivelmente contém um ou mais (por exemplo,
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varios) marcadores selecionaveis que permitam selecdo facil de células
transformadas, transfectadas, transduzidas, ou semelhantes. Um marcador
seleciondvel € um gene, o produto do qual fornece resisténcia a biocida ou
viral, resisténcia aos metais pesados, prototrofia aos auxotrofos, e outros.
[00244] Os exemplos de marcadores selecionaveis bacterianos sdo os
genes dal de Bacillus licheniformis ou Bacillus subtilis, ou marcadores que
conferem resisténcia a antibidtico tal como resisténcia a ampicilina,
cloranfenicol, canamicina, neomicina, espectinomicina ou tetraciclina. Os
marcadores adequados para as células hospedeiras de levedura incluem mas
nao sao limitados a ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRPI1, e URA3. Os
marcadores seleciondveis para o uso em uma célula hospedeira filamentosa
fingica incluem, mas nao sdo limitados a, adeA (fosforribosilaminoimidazol-
succinocarboxamida sintase), adeB (fosforibosil-aminoimidazol sintase),
amdS (acetamidase), argB (ornitina carbamoil transferase), bar (fosfinotricina
acetiltransferase), hph (higromicina fosfotransferase), niaD (nitrato redutase),
pirG (orotidina-5’-fosfato descarboxilase), sC (sulfato adeniltransferase), e
trpC (antranilato sintase), assim como equivalentes destes. Preferido para o
uso em uma cé€lula de Aspergillus sdo os genes amdS e pirG de Aspergillus
nidulans ou Aspergillus oryzae e um gene bar de Streptomyces
hygroscopicus. Preferidos para o uso em uma célula de Trichoderma sao os
genes adeA, adeB, amdsS, hph, e pyrG.

[00245] O marcador seleciondavel pode ser um sistema de marcador
seleciondvel dual como descrito na WO 2010/039889. Em um aspecto, o
marcador seleciondvel dual é um sistema de marcador seleciondvel
dual hph-tk.

[00246] O vetor preferivelmente contém um elemento(s) que
permite(m) a integracdo do vetor no genoma da célula hospedeira ou
replicacdo autonoma do vetor na célula independente do genoma.

[00247] Para a integracdo no genoma da célula hospedeira, o vetor
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pode contar com a sequéncia do polinucleotideo que codifica o polipeptideo
ou qualquer outro elemento do vetor para a integracdo no genoma pela
recombinacdo homdéloga ou ndo homéloga. Alternativamente, o vetor pode
conter polinucleotideos adicionais para direcionar a integracdo pela
recombinacdo homologo no genoma da célula hospedeira em uma
localizacdo(0es) precisa(s) no cromossoma(s). Para aumentar a probabilidade
de integracdo em uma localizacdo precisa, os elementos integracionais devem
conter um numero suficiente de acidos nucleicos, tais como de 100 a 10.000
pares de base, de 400 a 10.000 pares de base, e de 800 a 10.000 pares de base,
que t€ém um alto grau de identidade de sequéncia com a sequéncia alvo
correspondente para real¢ar a probabilidade de recombinagdo homoéloga. Os
elementos integracionais podem ser qualquer sequéncia que seja homoéloga
com a sequéncia alvo no genoma da célula hospedeira. Além disso, os
elementos integracionais podem ser polinucleotideos ndo codificador ou
codificador. Por outro lado, o vetor pode ser integrado no genoma da célula
hospedeira pela recombinagdo ndo homologa.

[00248] Para a replicagdo autbnoma, o vetor pode compreender ainda
uma origem de replicacdo que possibilita o vetor replicar autonomamente na
célula hospedeira em questdo. A origem de replicacdo pode ser qualquer
replicador plasmidico que medeia a replicagdo autbnoma que funciona em
uma célula. Os termos “origem de replicagdo” ou “replicador plasmidico”
significam um polinucleotideo que possibilita um plasmideo ou vetor replicar
in vivo.

[00249] Os exemplos de origem bacteriana de replica¢io s@o as origens
de replicacdo dos plasmideos pBR322, pUC19, pACYC177, e pACYC184
que permitem a replicacdo na E. coli, e pUB110, pE194, pTA1060, e pAMB1
que permitem a replicagdo em Bacillus.

[00250] Os exemplos de origens de replicagdo para o uso em uma

célula hospedeira de levedura sdo a origem 2 micron de replicacdo, ARSI,
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ARS4, a combinagdo de ARS1 e CEN3, e a combinacdo de ARS4 e CENG6.
[00251] Os exemplos de origens de replicagdo uteis em uma célula
fingica filamentosa sio AMAT e ANS1 (Gems et al., 1991, Gene 98: 61-67;
Cullen er al., 1987, Nucleic Acids Research 15: 9163-9175; WO
2000/24883). A isolacdo do gene AMAI e a construcdo de plasmideos ou
vetores que compreendem o gene podem ser realizadas de acordo com os
métodos divulgados na WO 00/24883.
[00252] Mais do que uma coépia de um polinucleotideo pode ser
inserido em uma célula hospedeira para aumentar a produ¢do de um
polipeptideo. Um aumento no nimero de copia do polinucleotideo pode ser
obtido pela integracdo de pelo menos uma cépia adicional da sequéncia no
genoma da célula hospedeira ou pela inclusdo de um gene marcador
seleciondvel amplificivel com o polinucleotideo onde as células contendo
copias amplificadas do gene marcador selecionavel, e desse modo coOpias
adicionais do polinucleotideo, podem ser selecionadas cultivando-se as
células na presenga do agente seleciondvel apropriado.
[00253] Os procedimentos usados para ligar os elementos descritos
acima para construir os vetores de expressdo recombinantes sdo bem
conhecidos por uma pessoa habilitada na técnica (ver, por exemplo,
Sambrook et al., 1989, supra).

Células Hospedeiras
[00254] As células hospedeiras recombinantes que compreendem um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo, por exemplo, um polipeptideo
GH61 tendo atividade realgadora celulolitica, uma enzima celulolitica, uma
enzima hemicelulolitica, etc., podem ser vantajosamente usadas na produgio
recombinante do polipeptideo. Uma constru¢do ou vetor que compreende um
tal polinucleotideo € introduzido em uma célula hospedeira de modo que o
vetor seja mantido como um integrante cromossdOmico ou como um vetor

extra-cromossomico auto-replicante como descrito mais no principio. O termo

Petigdo 870190071520, de 26/07/2019, pag. 93/118



86 /106

“célula hospedeira” abrange qualquer progénie de uma célula precursora que
ndo € idéntica a célula precursora devido as mutagdes que ocorrem durante a
replicagdo. A escolha de uma célula hospedeira dependera um grande grau
depende do gene que codifica o polipeptideo e sua fonte.

[00255] A célula hospedeira pode ser qualquer célula ttil na producio
recombinante de um polipeptideo, por exemplo, um procariota ou um
eucariota.

[00256] A célula hospedeira procaridtica pode ser qualquer bactéria
Gram positiva ou Gram negativa. As bactérias Gram positivas incluem, mas
ndo sao limitadas a, Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Geobacillus,
Lactobacillus, Lactococcus, Oceanobacillus, Staphilococcus, Streptococcus, €
Streptomyces. As bactérias Gram-negativas incluem, mas ndo sdo limitadas a,
Campilobacter, E. coli, Flavobacterium, Fusobacterium, Helicobacter,
llyobacter, Neisseria, Pseudomonas, Salmonella, e Ureaplasma.

[00257] A célula hospedeira bacteriana pode ser qualquer célula de
Bacillus incluindo, mas nao limitado a, as células de Bacillus alkalophilus,
Bacillus amiloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus
clausii, Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus lautus, Bacillus lentus,
Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis, e Bacillus thuringiensis.

[00258] A célula hospedeira bacteriana também pode ser qualquer
célula Streptococcus incluindo, mas nao limitado a, células de Streprococcus
equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, e Streptococcus
equi subsp. Zooepidemicus.

[00259] A célula hospedeira bacteriana também pode ser qualquer
célula de Streptomyces incluindo, mas nao limitado a, células de Streptomyces
achromogenes,  Streptomyces  avermitilis,  Streptomyces  coelicolor,
Streptomyces griseus, € Streptomyces lividans.

[00260] A introdu¢do de DNA em uma célula de Bacillus pode ser
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efetuada pela transformacdo de protoplasto (ver, por exemplo, Chang e
Cohen, 1979, Mol. Gen. Genet. 168: 111-115), transformagdo de célula
competente (ver, por exemplo, Young e Spizizen, 1961, J. Bacteriol. 81: 823-
829, ou Dubnau e Davidoff-Abelson, 1971, J. Mol. Biol. 56: 209-221), pela
eletroporagio (ver, por exemplo, Shigekawa e Dower, 1988, Biotechniques 6:
742-751), ou conjugagdo (ver, por exemplo, Koehler e Thorne, 1987, J.
Bacteriol. 169: 5271-5278). A introducdo de DNA em uma célula de E. coli
pode ser efetuada pela transformacdo de protoplasto (ver, por exemplo,
Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166: 557-580) ou eletroporagdo (ver, por
exemplo, Dower et al., 1988, Nucleic Acids Res. 16: 6127-6145). A
introdug¢do de DNA em uma célula de Streptomyces pode ser efetuada pela
transformagdo de protoplasto, eletroporacio (ver, por exemplo, Gong et al.,
2004, Folia Microbiol. (Praha) 49: 399-405), conjugagdo (ver, por exemplo,
Mazodier et al., 1989, J. Bacteriol. 171: 3583-3585), ou transdugao (ver, por
exemplo, Burke er al., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 6289-6294). A
introdu¢do de DNA em uma célula de Pseudomonas pode ser efetuada pela
eletroporagio (ver, por exemplo, Choi er al., 2006, J. Microbiol. Methods 64:
391-397) ou conjugagdo (ver, por exemplo, Pinedo e Smets, 2005, Appl.
Environ. Microbiol. 71: 51-57). A introdu¢gdo de DNA em uma célula de
Streptococcus pode ser efetuada pela competéncia natural (ver, por exemplo,
Perry e Kuramitsu, 1981, Infect. Immun. 32: 1295-1297), transformagao de
protoplasto (ver, por exemplo, Catt e Jollick, 1991, Microbios. 68: 189-207),
eletroporacdo (ver, por exemplo, Buckley er al., 1999, Appl. Environ.
Microbiol. 65: 3800-3804) ou conjugacgao (ver, por exemplo, Clewell, 1981,
Microbiol. Rev. 45: 409-436). Entretanto, qualquer método conhecido na
técnica para introduzir DNA em uma célula hospedeira pode ser usado.
[00261] A célula hospedeira também pode ser uma eucariota, tal como
uma célula de mamifero, inseto, planta, ou fungo.

[00262] A célula hospedeira pode ser uma célula fingica. “Fungos”
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como aqui usado inclui os filos Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota, e Zygomycota assim como os Qomycota e todos os fungos
mitosporico (como definidos por Hawksworth er al., Em, Ainsworth and
Bisby’s Dictionary of The Fungi, 8* edicdo, 1995, CAB International,
University Press, Cambridge, UK).

[00263] A célula hospedeira flingica pode ser uma célula de levedura.
“Levedura” como aqui usado inclui levedura ascosporégena (Endomycetales),
levedura basidiosporogena, e levedura pertencente aos Fungos Imperfeitos
(Blastomycetes). Visto que a classificacdo de levedura pode mudar no futuro,
para os propositos desta invengdo, a levedura deve ser definida como descrita
em Biology and Activities of Yeast (Skinner, Passmore, e Davenport,
editores, Soc. App. Bacteriol. Symposium Série N2 9, 1980).

[00264] A célula hospedeira de levedura pode ser uma célula de
Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, ou Yarrowia, tal como uma célula de Kluyveromyces
lactis,  Saccharomyces  carlsbergensis,  Saccharomyces  cerevisiae,
Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces
kluyveri, Saccharomyces norbensis, Saccharomyces oviformis ou Yarrowia
lipolitica.

[00265] A célula hospedeira fingica pode ser uma célula fingica
filamentosa. “Fungos Filamentosos” incluem todas as formas filamentosas da
subdivisdo Eumycota e Oomycota (como definida por Hawksworth et al.,
1995, supra). Os fungos filamentosso sdo no geral caracterizados por um
composto de parede micelial de quitina, celulose, glicano, quitosano, manana,
e outros polissacarideos complexos. O crescimento vegetativo € pelo
alongamento hifal e o catabolismo de carbono € obrigatoriamente aerdbico.
Ao contrdario, o crescimento vegetativo pelas leveduras tais como
Saccharomyces cerevisiae € pelo brotamento de um talo unicelular e o

catabolismo de carbono pode ser fermentativo.
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[00266] A célula hospedeira fingica filamentosa pode ser uma célula
de Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis,
Chrysosporium, Coprinus, Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium,
Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix,
Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Phanerochaete, Phlebia, Piromyces,
Pleurotus,  Schizophillum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia,
Tolypocladium, Trametes, ou Trichoderma.

[00267] Por exemplo, a célula hospedeira fiingica filamentosa pode ser
uma célula de Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus
Jumigatus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger,
Aspergillus  oryzae, Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis  aneirina,
Ceriporiopsis caregiea, Ceriporiopsis gilvescens, Ceriporiopsis pannocinita,
Ceriporiopsis rivulosa, Ceriporiopsis subrufa, Ceriporiopsis subvermispora,
Chrysosporium inops, Chrysosporium keratinophilum, Chrysosporium
lucknowense,  Chrysosporium  merdarium, Chrysosporium pannicola,
Chrysosporium queenslandicum, Chrysosporium tropicum, Chrysosporium
zonatum, Coprinus cinereus, Coriolus hirsutus, Fusarium bactridioides,
Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium
graminaarum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium
negundi, Fusarium oxisporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum,
Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides,
Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium trichothecioides,
Fusarium venenatum, Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor
miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Penicillium
purpurogenum, Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Pleurotus
eryngii, Thielavia terrestris, Trametes villosa, Trametes versicolor,
Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma reesei, ou Trichoderma viride.

[00268] As células fingicas podem ser transformadas por um processo
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que envolve formac¢do de protoplasto, transformagio dos protoplastos, e
regeneracdo da parede celular em uma maneira conhecida por si. Os
procedimentos adequados para a transformacdo de células hospedeiras de
Aspergillus e Trichoderma sdo descritos na EP 238023, Yelton et al., 1984,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1470-1474 e Christensen et al., 1988,
Bio/Technology 6: 1419-1422. Os métodos adequados para transformar
espécies de Fusarium sdo descritos por Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-
156, e WO 96/00787. A levedura pode ser transformada usando os
procedimentos descritos por Becker e Guarente, Em Abelson, J. N. e Simon,
M. L, editores, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in
Enzymology, Volume 194, pp 182-187, Academic Press, Inc., Nova lorque;
Ito et al., 1983, J. Bacteriol. 153: 163; e Hinnen et al., 1978, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 75: 1920.

Métodos de Produgao
[00269] Métodos para produzir um polipeptideo, por exemplo, um
polipeptideo GH61 tendo atividade real¢adora celulolitica, uma enzima
celulolitica, uma enzima hemicelulolitica, etc., compreendem (a) cultivar uma
célula, que na sua forma do tipo selvagem € capaz de produzir o polipeptideo,
sob condi¢des condutivas para a producdo do polipeptideo; e (b) recuperar o
polipeptideo.
[00270] Alternativamente, os métodos para produzir um polipeptideo,
por exemplo, um polipeptideo GH61 tendo atividade real¢adora celulolitica,
uma enzima celulolitica, uma enzima hemicelulolitica, etc., compreendem (a)
cultivar uma célula hospedeira recombinante sob condi¢des condutivas para a
producdo do polipeptideo e (b) recuperar o polipeptideo.
[00271] Nos métodos de produgdo, as células sdo cultivadas em um
meio nutriente adequado para a produg¢do do polipeptideo usando métodos
bem conhecidos na técnica. Por exemplo, as células podem ser cultivadas pelo

cultivo em frasco agitado, ou fermentagdo em pequena escala ou grande
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escala (incluindo fermentagdes continuas, em lote, lote alimentado, ou de
estado solido) em fermentadores de laboratério ou industriais em um meio
adequado e sob condi¢des que permitam que o polipeptideo seja expressado
e/ou isolado. O cultivo ocorre em um meio nutriente adequado que
compreende fontes de carbono e nitrogénio e sais inorganicos, usando
procedimentos conhecidos na técnica. Os meios adequados sdo disponiveis de
fornecedores comerciais ou podem ser preparados de acordo com
composi¢gdes publicadas (por exemplo, em catalogos da American Type
Culture Collection). Se o polipeptideo € secretado no meio nutriente, o
polipeptideo pode ser recuperado diretamente do meio. Se o polipeptideo nio
€ secretado, 0 mesmo pode ser recuperado a partir de lisados de célula.
[00272] Os polipeptideos podem ser detectados usando métodos
conhecidos na técnica que sdo especificos para os polipeptideos. Estes
métodos de detec¢do incluem, mas ndo sido limitados ao uso de anticorpos
especificos, formacdo de um produto de enzima, ou desaparecimento de um
substrato de enzima. Por exemplo, um ensaio de enzima pode ser usado para
determinar a atividade do polipeptideo.

[00273] O polipeptideo pode ser recuperado usando métodos
conhecidos na técnica. Por exemplo, o polipeptideo pode ser recuperado do
meio nutriente pelos procedimentos convencionais incluindo, mas ndo
limitados a, coleta, centrifugacdo, filtracdo, extracdo, secagem por
pulverizacdo, evaporagdo, ou precipitacdo. Em um aspecto, o caldo de
fermentacdo inteiro € recuperado.

[00274] O polipeptideo pode ser purificado por uma variedade de
procedimentos conhecidos na técnica incluindo, mas ndo limitados a,
cromatografia (por exemplo, de troca id0nica, afinidade, hidrofébica,
cromatofocalizac@o, e exclusdo de tamanho), procedimentos eletroforéticos
(por exemplo, focalizagdo isoelétrica preparativa), solubilidade diferencial

(por exemplo, precipitagdo com sulfato de amoénio), SDS-PAGE, ou extracao
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(ver, por exemplo, Protein Purification, Janson e Ryden, editores, VCH
Publishers, Nova Iorque, 1989) para se obter polipeptideo substancialmente
puro.
[00275] Em um aspecto alternativo, o polipeptideo nao € recuperado,
mas ainda uma célula hospedeira expressando um polipeptideo € usado como
um fonte do polipeptideo.
[00276] A presente invencdo € descrita ainda pelos exemplos que
seguem que ndao devem ser interpretados como limitando o escopo da
invengao.

Exemplos

Exemplo 1: Colheita de bagaco e fracdes de folhas e galhos
da cana de acucar
[00277] As plantas de cana de agucar inteira foram colhidas usando
uma maquina colheitadeira mecanica, que corta as plantas aproximadamente
10 a 20 cm acima do solo e subsequentemente corta caules, topos e folhas
(secas e verdes) em pedagos menores. Os pedacos menores de caules, topos e
folhas foram depois separados por um ciclone de ar da maquina colheitadeira,
por meio do qual o material de baixa densidade (folhas e galhos),
principalmente folhas e topos, foram separados por sopro a uma porcentagem
desejada. A separagdo por sopro pode ser regulada dependendo de quao
grande uma porcentagem de folhas e galhos deva ser coletada.
[00278] Neste caso, aproximadamente 50 % do refugo da cana de
acucar foi coletado junto com a coleta dos caules. O material colhido foi
continuamente transferido para os vagdes de colheita. Uma quantidade
representativa das fragdes de folhas e topos foi tirada de varios vagodes. A
fracdo de refugo foi manualmente separada dos caules, simulando uma
separagdo antes de moer em um moinho. As fracdes de folhas e galhos
separadas foram manualmente empacotadas a vacuo 3 a 5 horas depois do

processo de colheita para preservar a umidade e armazenadas a 4°C até o uso.
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A fragdo de bagaco foi coletada do processo de moagem de cana de agtcar
padrdo, no dltimo estagio de moagem tomando-se manualmente varias
amostras de bagaco. O material de bagago foi subsequentemente empacotado
a vacuo para preservar a umidade da fragdo e armazenado a 4°C até o uso.
Exemplo 2: Hidrdlise enzimatica de bagaco da cana de
acudcar e fracoes de folhas e galhos pré-tratados com 1 % de H>SO4
[00279] O bagacgo da cana de agicar e as fragdes de folhas e galhos
(Exemplo 1) foram cada um tratados a 22 % de soélidos totais (TS) com 1,0 %
de H,SO4 a 175°C por 5 minutos usando um sistema de extragdo acelerado
com solvente (ASE 350 Automatic Integrated System; Dionex Corporation,
Sunnyvale, CA, USA). O liquido extraido e os s6lidos extraidos para cada um
do bagaco e fragdes de folhas e galhos pré-tratados foram misturados juntos
antes da hidrdlise. As andlises de composi¢do dos substratos brutos e pré-
tratados foram realizadas usando os métodos padrio do National Renewable
Energy Laboratory (NREL, Golden. CO, USA). A celulose e hemicelulose
foram determinados por uma hidrélise com 4cido sulfirico de dois estagios
com andlise subsequente de acglcares pela cromatografia liquida de alto
desempenho usando o Procedimento Analitico Padrio da NREL #002. A
lignina foi determinada gravimetricamente depois de hidrolisar as fracdes de
celulose e hemicelulose com acido sulfiirico usando o Prcedimento Analitico
Padrao NREL #003. Depois do pré-tratamento os sélidos recuperados foram
71,5 % e 68,1 % para o bagago e as fracoes de folhas e galhos,
respectivamente. Em ambos os casos, mais do que 90 % da celulose
permaneceu nos soélidos, aproximadamente 70 % da hemicelulose foi
removida dos s6lidos para a fase de liquido e quase toda a lignina permaneceu
nos solidos.
[00280] Os substratos pré-tratados foram submetidos a hidrolise
enzimatica usando uma escala de pasta fluidade 20 ga 11 % de TS, pH 5,0 e

50°C com uma composi¢do de enzima composta de Cellic® CTec2

Petigéio 870190071520, de 26/07/2019, pag. 101/118



94 /106

(Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) (daqui em diante aludida como
“composi¢cdo de enzima celulolitica™). A composi¢do de enzima celulolitica
foi adicionada nas dosagens de 0,02, 0,04 e 0,06 g por grama de celulose por
120 horas. As amostras foram coletadas com o tempo. Depois de 120 horas de
hidrélise enzimatica, uma composi¢do de enzima composta de 95 % de
Cellic® CTec (Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) e 5 % de Cellic®
HTec (Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) foi adicionada em excesso a
50 % por grama de celulose de modo a avaliar a acessibilidade da celulose.
Depois, novas amostras foram coletadas depois de pelo menos 48 horas.
[00281] As amostras coletadas foram filtradas usando 0,20 um de
filtros de seringa (Millipore, Bedford, MA, USA) e os filtrados foram
analisados quanto ao teor de agticar como descrito abaixo. Quando nio usadas
imediatamente, as aliquotas filtradas foram congeladas a -20°C. As
concentracdes de aguicar de amostras diluidas em 0,005 M de H.SO4 foram
medidos usando uma coluna 4,6 x 250 mm de AMINAX® HPX-87H (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA) pela elu¢do com 0,05 % p/p de
acido benzéico - HoSO4 0,005 M a 65°C em uma taxa de fluxo de 0,6 ml por
minuto e quantifica¢do pela integra¢do do sinal da glicose a partir da detec¢io
do indice refrativo (CHEMSTATION®, AGILENT® 1100 HPLC, Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) calibrada pelas amostras de agtcar
puro. A glicose resultante foi usada para calcular a porcentagem de
rendimento de glicose a partir de glicanos para cada rea¢do. As concentragdes
de agicar medidas foram ajustadas para o fator de diluigdo apropriado. As
concentragdes liquidas dos acicares enzimaticamente produzidos foram
determinados pelo ajuste das concentragdes de agicar medidas para as
concentragdes de agicar de base correspondentes na biomassa nio lavada no
ponto de tempo zero. Todos os dados de processamento da HPLC foram
realizados usando o software EXCEL® da MICROSOFT (Microsoft,
Ricoland, WA, USA).
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[00282] O grau de conversdo da celulose para glicose foi calculado de
acordo com a equagao que segue:
% de rendimento de glicose = (concentracdo de glicose /
concentracdo de glicose em uma digestio limite) x 100.

[00283] A concentragdo de glicose em uma digestdo limite foi
determinada de acordo com a equacdo que segue levando-se em conta a
analise da composi¢cdo do material pré-tratado, os solidos insoliveis e o
volume liquido na hidrdlise:
[00284] Concentracdo de glicose em uma digestao limite = [Peso de
biomassa pré-tratada x % de Solidos Insoldveis na biomassa pré-tratada x %
de celulose x 1,111 x 0,1] / [Peso da pasta fluida na hidrélise - s6lidos totais
na hidrélise].
[00285] O fator de 1,111 leva em conta 0 aumento na massa quando a
celulose € convertida para glicose. O fator de 0,1 transforma % em g/L.. No
denominador estd o peso do liquido na hidrélise. Assumindo uma densidade
de 1,0, o volume do liquido da hidrélise contém os agtcares. Os pontos de
dados em duplicata foram medidos e o desvio padrao foi calculado.
[00286] Os rendimentos de glicose da hidrélise enzimatica do bagago
da cana de agtcar e fracdes de folhas e galhos pré-tratados sdo mostrados na
Figura 1. Em cada dosagem de enzima, os niveis de glicose mais altos foram
liberados da fracdo de refugo pré-tratada quando comparados com o bagago
pré-tratado indicando que a digestibilidade enzimatica da fracdo de refugo
pré-tratada foi mais eficiente do que com o bagago pré-tratado.

Exemplo 3: Hidrolise enzimatica de bagaco e fracoes de
refugo da cana de acicar pré-tratados com 0,5 % de H2SO4
[00287] O bagaco da cana de aglicar e fragdes de folhas e galhos
(Exemplo 1) foram cada um tratados a 22 % de TS com 0,5 % de H,SOs a
175°C por 5 minutos usando um sistema de extragdo acelerado com solvente

como descrito no Exemplo 2. O liquido extraido e os s6lidos extraidos para
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cada um de bagaco e fragoes de folhas e galhos pré-tratados foram misturados
juntos antes da hidrélise. As andlises de composi¢do dos substratos bruto e
pré-tratado foram realizadas usando métodos padrdo NREL de acordo com o
Exemplo 2. Depois do pré-tratamento os s6lidos recuperados foram de 76,2 %
e 79,2 % para o bagaco e fragdes de folhas e galhos, respectivamente. Em
ambos os casos, mais do que 90 % da celulose permaneceram nos sélidos, 75
% e 50 % da hemicelulose para o bagago e fracdes de folhas e galhos,
respectivamente, foram removidos dos so6lidos para a fase liquida e quase toda
a lignina permaneceu nos solidos.

[00288] Os substratos pré-tratados foram submetidos a hidrélise
enzimatica usando uma escala de pasta fluidade 20 ga 11 % de TS, pH 5,0 e
50°C com a composi¢do da enzima celulolitica (Exemplo 2; Cellic® CTec2)
nas dosagens de 0,02, 0,04 e 0,06 g por grama de celulose por 120 horas. As
amostras foram coletadas com o tempo. Depois de 120 horas de hidrélise
enzimatica, uma composi¢io de enzima composta de 95 % de Cellic® CTec e
5 % de Cellic® HTec foi adicionada em excesso a 50 % por grama de
celulose de modo a avaliar a acessibilidade da celulose. Depois, novas
amostras foram coletadas depois de um adicional de 48 horas.

[00289] As amostras coletadas foram filtradas usando filtros de seringa
de 0,20 um e os filtrados foram analisados quanto ao teor de agicar como
descrito no Exemplo 2. A glicose resultante foi usada para calcular a
porcentagem de rendimento de glicose a partir de glicanos para cada reacgao
de acordo com o procedimento descrito no Exemplo 2.

[00290] Os rendimentos de glicose da hidrélise enzimatica do bagago
da cana de agtcar e fragdes de folhas e galhos pré-tratados sdo mostrado na
Figura 2. Em cada dosagem de enzima, niveis de glicose mais altos foram
liberados da fragdo de refugo pré-tratada em compara¢do com o bagacgo pré-
tratado indicando que a digestibilidade enzimatica da fracdo de refugo pré-

tratada foi mais eficiente do que com o bagago pré-tratado.
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Exemplo 4: Hidrolise enzimatica de bagaco e fracoes de
refugo da cana de aciicar pré-tratados com 6 % de NaOH
[00291] O bagaco da cana de acgticar e fragdes de folhas e galhos
(Exemplo 1) foram cada um tratados a 12 % de TS com 6 % de NaOH a
120°C por 120 minutos em béquers Lab-O-Mat. As analises de composi¢io
dos substratos brutos e pré-tratados foram realizadas usando métodos padrao
NREL de acordo com o Exemplo 2. Depois do pré-tratamento os sélidos
recuperados foram de 91,2 % e 80,9 % para o bagaco e fracdes de folhas e
galhos, respectivamente. Em ambos os casos, aproximadamente 100 % de
celulose permaneceram nos solidos e 10 % e 20 % para o bagaco e fragcdes de
folhas e galhos, respectivamente, da hemicelulose foram removidos dos
solidos para a fase liquida.
[00292] Os substratos pré-tratados foram submetidos a hidrélise
enzimatica usando uma escala de pasta fluidade 20 ga 11 % de TS, pH 5,0 e
50°C com a composicdo de enzima celulolitica (Exemplo 2; Cellic® CTec2)
nas dosagens de 0,02, 0,04 e 0,06 g por grama de celulose por 120 horas. As
amostras foram coletadas com o tempo. Depois de 120 horas de hidrélise
enzimatica, uma composi¢io de enzima composta de 95 % de Cellic® CTec e
5 % de Cellic® HTec foi adicionada em excesso a 50 % por grama de
celulose de modo a avaliar a acessibilidade da celulose. Depois, novas
amostras foram coletadas depois de mais 48 horas.
[00293] As amostras coletadas foram filtradas usando filtros de seringa
de 0,20 um e os filtrados foram analisados quanto ao teor de agicar como
descrito no Exemplo 2. A glicose resultante foi usada para calcular a
porcentagem do rendimento de glicose a partir de glicanos para cada reagao
de acordo com o procedimento descrito no Exemplo 2.
[00294] Os rendimentos de glicose da hidrélise enzimatica do bagago
pré-tratado e fracoes de folhas e galhos sdo mostrados na Figura 3. Em cada

dosagem de enzima, niveis de glicose mais altos foram liberados da fragdo de
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refugo pré-tratada em comparagdo com o bagaco pré-tratado indicando que a
digestibilidade enzimatica da fracdo de refugo pré-tratada foi mais eficiente
do que com o bagago pré-tratado.

Exemplo 5: Hidrolise enzimatica de bagaco pré-tratado e
fracoes de refugo da cana de acdcar (auto-hidrolise)
[00295] O bagaco da cana de acgticar e fragdes de folhas e galhos
(Exemplo 1) foram cada um tratados a 20 % de TS por 8 minutos a 205°C
usando reatores tubulares em um banho fluidizado SBL-2 (Techne, Bibby
Scientific US, Burlington, NJ, USA). As andlises composicionais dos
substratos brutos e pré-tratados foram realizadas usando métodos padrao
NREL de acordo com o Exemplo 2.
[00296] Os substratos pré-tratados foram submetidos a hidrélise
enzimatica usando uma escala de pasta fluida de 20 ga 5 % de TS, pH 5,0 e
50°C com Cellic® CTec2 em uma dosagem de 0,03 g por grama de celulose
por 144 horas. As amostras foram coletadas com o tempo.
[00297] As amostras coletadas foram filtradas usando filtros de seringa
de 0,20 um e os filtrados foram analisados quanto ao teor de agicar como
descrito no Exemplo 2. A glicose resultante foi usada para calcular a
porcentagem de rendimento de glicose a partir de glicanos para cada reacgao
de acordo com o procedimento descrito no Exemplo 2.
[00298] O rendimento de glicose da hidrdlise enzimatica do bagago da
cana de acucar e fracoes de folhas e galhos pré-tratados sdo mostrados na
Figura 4. Os niveis de glicose mais altos foram liberados da fracdo de refugo
pré-tratada em comparagdo com o bagaco pré-tratado indicando que a
digestibilidade enzimatica da fracdo de refugo pré-tratada foi mais eficiente
do que com o bagago pré-tratado.

Exemplo 6: Hidrdlise enzimatica de bagaco da cana de
acdcar e refugo da cana de acdcar pré-tratados em um reator de Parr

(auto-hidroélise)
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[00299] O bagago da cana de acticar com 50 % de umidade e refugo da
cana de agticar com 50 % de umidade foram pré-tratados em um Reator de
Parr de 2 Litros (Parr Instrument Company, Molina, ILA, USA) em condigio
auto com uma temperatura de 205°C por 8 minutos. As andlises
composicionais dos substratos brutos e pré-tratados foram realizadas usando
métodos padrdo NREL de acordo com o Exemplo 2.

[00300] Os substratos pré-tratados foram submetidos a hidrélise
enzimatica usando uma escala de pasta fluida de 20 ga 5 % de TS, pH 5,0 e
50°C com Cellic® CTec2 em uma dosagem de 0,04 g por grama de celulose
por 144 horas. As amostras foram coletadas com o tempo.

[00301] As amostras coletadas foram filtradas usando filtros de seringa
de 0,20 um e os filtrados foram analisados quanto ao teor de agicar como
descrito no Exemplo 2. A glicose resultante foi usada para calcular a
porcentagem de rendimento de glicose a partir de glicanos para cada reacgao
de acordo com o procedimento descrito no Exemplo 2.

[00302] Os rendimentos de glicose da hidrélise enzimatica do bagago
da cana de agicar e fragdes de folhas e galhos pré-tratados sdo mostrados na
Figura 5. Os niveis de glicose mais altos foram liberados da fracao de refugo
pré-tratada em comparacdo com o bagaco pré-tratado indicando que a
digestibilidade enzimatica da fracdo de refugo pré-tratada foi mais eficiente
do que com o bagago pré-tratado.

Exemplo 7: Hidrdlise enzimatica de bagaco da cana de
acdcar e refugo da cana de acicar pré-tratados com 0,5 % de H.SO4 em
um reator de Parr (explosido de vapor de acido diluido)

[00303] O bagago da cana de acticar com 50 % de umidade e refugo da
cana de agticar com 50 % de umidade foram pré-tratados em um Reator de
Parr de 2 Litros com 0,5 % de H.SO4 contra os sélidos a 205° C por 8
minutos. As analises composicionais dos substratos brutos e pré-tratados

foram realizadas usando métodos padrdo NREL de acordo com o Exemplo 2.

Petigéio 870190071520, de 26/07/2019, pag. 107/118



100/ 106

[00304] Os substratos pré-tratados foram submetidos a hidrélise
enzimatica usando uma escala de pasta fluida de 20 ga 5 % de TS, pH 5,0 e
50°C com Cellic® CTec2 em uma dosagem de 0,04 g por grama de celulose
por 144 horas. As amostras foram coletadas com o tempo.
[00305] As amostras coletadas foram filtradas usando filtros de seringa
de 0,20 um e os filtrados foram analisados quanto ao teor de agicar como
descrito no Exemplo 2. A glicose resultante foi usada para calcular a
porcentagem de rendimento de glicose a partir de glicanos para cada reacgao
de acordo com o procedimento descrito no Exemplo 2.
[00306] Os rendimentos de glicose da hidrélise enzimatica do bagago
da cana de agicar e fragdes de folhas e galhos pré-tratados sdo mostrados na
Figura 6. Os niveis de glicose mais altos foram liberados da fracdo de refugo
pré-tratada em comparacdo com o bagaco pré-tratado indicando que a
digestibilidade enzimatica da fracdo de refugo pré-tratada foi mais eficiente
do que com o bagago pré-tratado.

Exemplo 8: Hidrolise enzimatica de bagaco de cana e
folhas e galhos de cana pré-tratados com 2,5 % de H3:PO4 no ASE
[00307] O bagacgo da cana de agicar e as fragdes de folhas e galhos
(Exemplo 1) foram cada um tratados a 15 % de TS com 2,5 % de H3;PO4
contra sélidos a 190°C por 20 minutos usando um sistema de extragio
acelerado com solvente como descrito no Exemplo 2. O liquido extraido e os
solidos extraidos para cada um do bagaco pré-tratado e fragdes de folhas e
galhos foram misturados juntos antes da hidrélise. As analises de composi¢ao
dos substratos brutos e pré-tratados foram realizadas usando métodos padrao
NREL de acordo com o Exemplo 2.
[00308] Os substratos pré-tratados foram submetidos a hidrélise
enzimatica usando uma escala de pasta fluida de 20 ga 8 % de TS, pH 5,0 e
50°C com Cellic® CTec2 em uma dosagem de 0,07 g por grama de celulose

por 168 horas. As amostras foram coletadas com o tempo.
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[00309] As amostras coletadas foram filtradas usando filtros de seringa
de 0,20 um e os filtrados foram analisados quanto ao teor de agicar como
descrito no Exemplo 2. A glicose resultante foi usada para calcular a
porcentagem de rendimento de glicose a partir de glicanos para cada reacgao
de acordo com o procedimento descrito no Exemplo 2.

[00310] Os rendimentos de glicose da hidrélise enzimatica do bagago
da cana de agicar e fragdes de folhas e galhos pré-tratados sdo mostrados na
Figura 7. Os niveis de glicose mais altos foram liberados da fra¢do de refugo
pré-tratada em comparacdo com o bagaco pré-tratado indicando que a
digestibilidade enzimatica da fracdo de refugo pré-tratada foi mais eficiente
do que com o bagago pré-tratado.

[00311] A presente invengdo € descrito ainda pelos paragrafos
numerados que seguem:

[1] Um método de degradar ou converter refugo da cana de
acucar, que compreende: separar o refugo da cana de agicar da cana de agtcar
e sacarificar o refugo da cana de agticar com uma composi¢ao de enzima.

[2] O método do pardgrafo 1, em que o refugo da cana de
acucar € separado dos caules da cana de agicar.

[3] O método dos paragrafos 1 ou 2, em que o refugo da cana
de agtcar é moido.

[4] O método de qualquer um dos paragrafos de 1 a 3, em que
o refugo da cana de agticar € pré-tratado.

[5] O método de qualquer um dos paragrafos de 1 a 4, em que
a composicao de enzima compreende uma ou mais enzimas selecionadas do
grupo que consiste de uma celulase, um polipeptideo GH61 que tem atividade
real¢adora celulolitica, uma hemicelulase, uma esterase, uma expansina, uma
lacase, uma enzima ligninolitica, uma pectinase, uma peroxidase, uma
protease € uma suolenina.

[6] O método do pardgrafo 5, em que a celulase € uma ou mais
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enzimas selecionadas do grupo que consiste de uma endoglicanase, uma
celobioidrolase e uma beta-glicosidase.

[7] O método do paragrafo 5, em que the hemicelulase € uma
ou mais enzimas selecionadas do grupo que consiste de uma xilanase, uma
acetilxilan esterase, uma feruloil esterase, uma arabinofuranosidase, uma
xilosidase e uma glicuronidase.

[8] O método de qualquer um dos paragrafos de 1 a 7, em que
o refugo da cana de agticar degradado € um agtcar.

[9] O método do paragrafo 8, em que o agticar € selecionado
do grupo que consiste de glicose, xilose, manose, galactose e arabinose.

[10] O método de qualquer um dos pardgrafos de 1 a 9, que
compreende adicionalmente recuperar o refugo da cana de acticar degradado.

[11] Um método de produzir um produto de fermentacio, que
compreende: (a) colher e separar o refugo da cana de agtcar da cana de
acucar; (b) pré-tratar o refugo da cana de actcar; (c) sacarificar o refugo da
cana de actiicar com uma composi¢cdo de enzima; (d) fermentar o refugo da
cana de actucar sacarificado com um ou mais microrganismos de fermentag¢io
para produzir o produto de fermentagdo; e (e) recuperar o produto de
fermentagdo da fermentagdo.

[12] O método do paragrafo 11, em que o refugo da cana de
acucar € separado dos caules da cana de agicar.

[13] O método dos paragrafos 11 ou 12, em que o refugo da
cana de actcar € moido.

[14] O método de qualquer um dos pardagrafos de 11 a 13, em
que o refugo da cana de agicar é pré-tratado.

[15] O método de qualquer um dos paragrafos de 11 a 14, em
que a composi¢do de enzima compreende uma ou mais enzimas selecionadas
do grupo que consiste de uma celulase, um polipeptideo GH61 que tem

atividade realgadora celulolitica, uma hemicelulase, uma esterase, uma

Petigéio 870190071520, de 26/07/2019, pag. 110/118



103 /106

expansina, uma lacase, uma enzima ligninolitica, uma pectinase, uma
peroxidase, uma protease € uma suolenina.

[16] O método do pardgrafo 15, em que a celulase é uma ou
mais enzimas selecionadas do grupo que consiste de uma endoglicanase, uma
celobioidrolase e uma beta-glicosidase.

[17] O método do pardgrafo 15, em que a hemicelulase é uma
ou mais enzimas selecionadas do grupo que consiste de uma xilanase, uma
acetilxilan esterase, uma feruloil esterase, uma arabinofuranosidase, uma
xilosidase e uma glicuronidase.

[18] O método de qualquer um dos pardagrafos de 11 a 17, em
que as etapas (c) e (d) sdo realizadas simultaneamente em uma sacarificagio e
fermentagdo simultaneas.

[19] O método de qualquer um dos pardagrafos de 11 a 18, em
que o produto de fermentagdo é um alcool, um alcano, um cicloalcano, um
alqueno, um aminoacido, um gas, isopreno, uma cetona, um acido organico,
ou policetideo.

[20] Um método de produzir um produto de fermentacio, que
compreende: (a) sacarificar o refugo da cana de aglicar com uma composi¢ao
de enzima; (b) fermentar o refugo da cana de ac¢icar sacarificado com um ou
mais microrganismos de fermentagao para produzir o produto de fermentagio;
e (c) recuperar o produto de fermentagdo da fermentacao.

[21] O método do paragrafo 20, em que o refugo da cana de
acucar € separado dos caules da cana de agicar.

[22] O método dos paragrafos 20 ou 21, em que o refugo da
cana de actcar € moido.

[23] O método de qualquer um dos pardgrafos de 20 a 22, em
que o refugo da cana de agicar é pré-tratado.

[24] O método de qualquer um dos pardgrafos de 20 a 23, em

que a composi¢do de enzima compreende uma ou mais enzimas selecionadas
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do grupo que consiste de uma celulase, um polipeptideo GH61 que tem
atividade realgadora celulolitica, uma hemicelulase, uma esterase, uma
expansina, uma lacase, uma enzima ligninolitica, uma pectinase, uma
peroxidase, uma protease € uma suolenina.

[25] O método do pardgrafo 24, em que a celulase € uma ou
mais enzimas selecionadas do grupo que consiste de uma endoglicanase, uma
celobioidrolase e uma beta-glicosidase.

[26] O método do pardgrafo 24, em que a hemicelulase € uma
ou mais enzimas selecionadas do grupo que consiste de uma xilanase, uma
acetilxilan esterase, uma feruloil esterase, uma arabinofuranosidase, uma
xilosidase e uma glicuronidase.

[27] O método de qualquer um dos paragrafos de 20 a 26, em
que as etapas (a) e (b) sdo realizadas simultaneamente em uma sacarificagio e
fermentagdo simultaneas.

[28] O método de qualquer um dos pardgrafos de 20 a 27, em
que o produto de fermentagdo é um alcool, um alcano, um cicloalcano, um
alqueno, um aminoacido, um gas, isopreno, uma cetona, um acido organico,
ou policetideo.

[29] Um método de fermentar o refugo da cana de agicar, que
compreende: fermentar o refugo da cana de aglicar com um ou mais
microrganismos de fermentacdo, em que o refugo da cana de acicar é
sacarificado com uma composi¢ao de enzima.

[30] O método do paragrafo 29, em que o refugo da cana de
acucar € separado dos caules da cana de agicar.

[31] O método dos paragrafos 29 ou 30, em que o refugo da
cana de actcar € moido.

[32] O método de qualquer um dos paragrafos de 29 a 31, em
que o refugo da cana de agicar é pré-tratado antes da sacarificagdo.

[33] O método de qualquer um dos pardgrafos de 29 a 32, em
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que a composi¢do de enzima compreende uma ou mais enzimas selecionadas
do grupo que consiste de uma celulase, um polipeptideo GH61 que tem
atividade realgadora celulolitica, uma hemicelulase, uma esterase, uma
expansina, uma lacase, uma enzima ligninolitica, uma pectinase, uma
peroxidase, uma protease € uma suolenina.

[34] O método do paragrafo 33, em que a celulase € uma ou
mais enzimas selecionadas do grupo que consiste de uma endoglicanase, uma
celobioidrolase e uma beta-glicosidase.

[35] O método do pardgrafo 33, em que a hemicelulase é uma
ou mais enzimas selecionadas do grupo que consiste de uma xilanase, uma
acetilxilan esterase, uma feruloil esterase, uma arabinofuranosidase, uma
xilosidase e uma glicuronidase.

[36] O método de qualquer um dos paragrafos de 29 a 35, em
que a fermentacdo do refugo da cana de agicar produz um produto de
fermentacao.

[37] O método do paragrafo 36, que compreende
adicionalmente recuperar o produto de fermentacdo da fermentacao.

[38] O método dos pardgrafos 36 ou 37, em que o produto de
fermentacdo € um alcool, um alcano, um cicloalcano, um alqueno, um
aminoicido, um gas, isopreno, uma cetona, um A4cido organico, ou
policetideo.

[39] O método de qualquer um dos paragrafos de 1 a 38, em
que o refugo da cana de agicar € combinado com bagacgo da cana de agtcar
durante a hidrélise (sacarificacdo) com a composi¢ao de enzima.

[40] O método do paragrafo 39, em que o bagago da cana de
acucar € pré-tratado antes da sacarificagao.

[00312] A inven¢do aqui descrita e reivindicada nio deve ser limitada
no escopo pelos aspectos especificos aqui divulgados, visto que estes aspectos

sdo intencionados como ilustragdes de varios aspectos da invenc¢do. Qualquer
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um dos aspectos equivalentes sdo intencionados a estar dentro do escopo
desta invengdo. De fato, varias modifica¢des da invengdo além daquelas aqui
mostradas e descritas tornar-se-3o evidentes a aqueles habilitados na técnica a
partir da descri¢do precedente. Tais modificagdes também sdo intencionadas a
cair dentro do escopo das reivindicacdes anexas. No caso de conflito, a

presente divulgacdo incluindo as defini¢des controlardo.
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REIVINDICACOES

1. Método de degradar ou converter refugo de cana de agucar,

caracterizado pelo fato de que compreende:

(1) separar o refugo de cana de agtcar da cana de agucar,

(11) pré-tratar o refugo da cana de agtcar por pré-tratamento a
vapor; €

(111) sacarificar o refugo de cana de aglcar com uma
composi¢do de enzima para formar um produto de degradagdo ou um produto
de conversdo, a dita sacarificacio realizada com solidos totais de cerca de 5%
a cerca de 50%.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o refugo de cana de aglcar ¢ separado dos caules da cana de
agucar.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo

fato de que a composi¢do de enzima compreende uma ou mais e€nzimas
selecionadas do grupo que consiste de uma celulase, polipeptideos GH61 que
tem atividade realgcadora celulolitica, hemicelulases, esterases, expansinas,
lacases, enzimas ligninoliticas, pectinases, peroxidases, proteases ¢
suoleninas.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o refugo de cana de agucar degradado compreende um agucar.

5. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo

fato de que compreende adicionalmente recuperar o produto de degradagdo ou
produto de conversao.
6. Método de produzir um produto de fermentagdo,

caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) colher ¢ separar o refugo de cana de agucar da cana de
agucar,

(b) pré-tratar o refugo de cana de agucar por pré-tratamento a
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vapor;

(c) sacarificar o refugo de cana de agucar com uma
composi¢do de enzima, a dita sacarificacdo realizada com sélidos totais de
cerca de 5% a cerca de 50%;

(d) fermentar o refugo de cana de agtcar sacarificado com um
ou mais microrganismos de fermentacdo para produzir um produto de
fermentacgao; e

(e) recuperar o produto de fermentagdo da fermentagao,

em que a dita sacarificagdo ¢ a dita fermentagdo nio sio
sacarificacdo simultanea ¢ fermentacdo (SSF) ou sacarificagdo simultinea €
cofermentacdo (SSCF).

7. Método de acordo com a reivindicacgdo 6, caracterizado pelo

fato de que o refugo de cana de aglcar ¢ separado dos caules da cana de
agucar.

8. Método de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo

fato de que a composi¢do de enzima compreende uma ou mais e€nzimas
selecionadas do grupo que consiste de celulases, polipeptideos GH61 que tem
atividade realgadora celulolitica, hemicelulases, esterases, expansinas,
lacases, enzimas ligninoliticas, pectinases, peroxidases, proteases ¢
suoleninas.

9. Meétodo de produzir um produto de fermentagdo,

caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) sacarificar refugo pré-tratado de cana de agucar com uma
composi¢do de enzima, o dito refugo de cana de agucar pré-tratado tendo sido
pré-tratado por pré-tratamento a vapor, ¢ a dita sacarificagdo realizada com
solidos totais de cerca de 5% a cerca de 50%:;

(b) fermentar o refugo de cana de aglcar sacarificado com um
ou mais microrganismos de fermentacdo para produzir o produto de

fermentacgao; e
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(c) recuperar o produto de fermentagdo da fermentacao,

em que a dita sacarificacdo ¢ a dita fermentagdo ndo sio
sacarificacdo simultanea ¢ fermentacdo (SSF) ou sacarificagdo simultinea €
cofermentacdo (SSCF).

10. Método de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado

pelo fato de que o refugo de cana de agucar € separado dos caules da cana de
agucar.

11. M¢étodo de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado

pelo fato de que a composi¢do de enzima compreende uma ou mais enzimas
selecionadas do grupo que consiste de celulases, polipeptideos GH61 que tem
atividade realgadora celulolitica, hemicelulases, esterases, expansinas,
lacases, enzimas ligninoliticas, pectinases, peroxidases, proteases ¢
suoleninas.

12. M¢étodo de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado

pelo fato de que compreende ainda combinar o dito refugo de cana de agtcar
pré-tratado com bagaco de cana de aglcar antes ou durante a dita
sacarificacao.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado

pelo fato de que o dito bagaco de cana de agucar fo1 pré-tratado sob condigdes

de pH 4cidas.

Petigéio 870190113619, de 06/11/2019, pag. 9/9



177

hidrélise de substratos pré-tratados com 1 % de H2SO4 no liquido
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hidrélise de materiais pré-tratados em um banho fluidizado a 205° C por
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rendimento de glicose (%)

hidrolise de materiais pré-tratados em ASE usando 2,5 % de H3P0O4

80%

70%

60%

50% -

40%

30% -

20%

10% -

0% -

bagaco refugo




