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RESUMO

"Método para melhorar o rendimento de processos de conversdo
de celulose”

Os presentes ensinamentos proporcionam métodos para
conversdo de materiais celuldsicos em aclcares soluveis. S&o
também proporcionados métodos para aumentar o rendimento de
glucose a partir da sacarificacdo enzimdtica de materiais
celuldsicos. Os presentes ensinamentos proporcionam
adicionalmente métodos para aumentar o) rendimento de
celobiose a partir da sacarificacdo enzimatica de materiais
celuldsicos.

FIG.1(A) FIG. 1(B)
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DESCRICAO

"Método para melhorar o rendimento de processos de conversdo
de celulose”

3. CAMPO

O presente ensinamento refere-se a métodos para melhorar
o rendimento de aclcares desejdveis na conversdo enziméatica
de materiais celuldsicos.

4. ANTECEDENTES

A producdo de aclcares a partir de materiais celuldsicos
¢ conhecida desde hé& algum tempo, bem como a fermentacdo e
destilacdo subsequentes destes acglcares em etanol. Muito do
desenvolvimento anterior ocorreu na altura de 2.2 Guerra
Mundial quando os combustiveis eram particularmente caros em
paises tais como Alemanha, Japdo e Unido Soviética. Estes
processos iniciais eram principalmente dirigidos a hidrdlise
dcida mas eram bastante complexos na sua engenharia e
concepcdo e eram muito sensiveis a pequenas variagdes em
varidveis de ©processo, tais como temperatura, pressido e
concentracdes de 4cido. Uma discussdo exaustiva destes
processos iniciais ¢ apresentada em "Production of Sugars
From Wood Using High-Pressure Hydrogen Chloride",
Biotechnology and Bioengineering, Volume XXV, a 2757-2773
(1983) .

A oferta abundante de petrdleo no periodo desde a 2.°
Guerra Mundial até ao inicio dos anos 70 abrandou a
investigacdo sobre a conversdo de etanol. Contudo, devido a
crise do petrdleo de 1973, os investigadores intensificaram
0os seus esforcos para desenvolver processos para a utilizacédo
de madeira e de subprodutos agricolas para a producdo de
etanol como uma fonte de energia alternativa. Esta
investigacéao foi especialmente importante para
desenvolvimento de etanol como um aditivo de gasolina para
reduzir a dependéncia dos Estados Unidos da América da
producdo de petrdleo estrangeira, para aumentar o indice de
octanas de combustiveis e para reduzir os poluentes de escape
como uma medida ambiental.
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Concorrentemente com a "crise do petrdleo", como ficou
conhecida, a Agéncia de Proteccdo Ambiental dos Estados
Unidos da América promulgou regulamentos requerendo a reducédo
de aditivos de chumbo, num esforco para reduzir a poluicdo do
ar. Na medida em que o etanol é virtualmente uma substituicédo
do chumbo, algumas refinarias tém seleccionado etanol como o
substituto, especialmente dado que este pode ser facilmente
introduzido numa operacdo de refinaria sem investimento de
capital em equipamento dispendioso.

Para além de melhorar os processos de sacarificacdo em
fase gasosa a alta pressdo e a alta temperatura desenvolvidos
h4d décadas, a investigacdo actual é dirigida principalmente a
processos de conversdo enzimdtica. Estes processos utilizam
enzimas a partir de uma variedade de organismos, tais como
fungos mesdéfilos e termbéfilos, leveduras e bactérias, que
degradam a celulose em acucares fermentidveis. Subsiste ainda
incerteza sobre estes processos e sobre a sua capacidade para
serem escalonados para comercializacdo, bem como no gue se
refere as suas taxas ineficientes de producdo de etanol.

Celulose e hemicelulose estdo entre o0s materiais
vegetais mais abundantes produzidos por fotossintese. Estes
podem ser degradados para utilizacdo como uma fonte de
energia Ppor numerosos microrganismos, incluindo bactérias,
leveduras e fungos, que produzem enzimas extracelulares
capazes de hidrolisar substratos poliméricos em acucares
monoméricos (Aro et al., 2001). Os organismos sdo muitas
vezes restritivos no que se refere aos aclcares que utilizam
e isto dita quais os aclcares gue sdo melhores de produzir
durante a conversdo. A medida que se aproximam os limites de
recursos nédo renovaveis, o potencial da celulose para se
tornar um recurso energético renovavel importante é enorme
(Krishna et al., 2001). A wutilizacdo eficaz de celulose
através de processos bioldgicos ¢é uma abordagem para
ultrapassar a escassez de alimentos, racdes e combustiveis
(Ohmiya et al., 1997).

As celulases s&do enzimas que hidrolisam celulose
(elementos de ligacdo beta-1,4-glucano ou beta-D-glucosidico)
resultando na formacéao de glucose, celobiose, celo-
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oligossacéaridos, e outros. As celulases tém sido
tradicionalmente divididas em trés classes principais:

endoglucanases (EC 3.2.1.4) ("EG"), exoglucanases ou celobio-
hidrolases (EC 3.2.1.91) ("CBH") e beta-glucosidases ([beta]-
D-glucésido-gluco-hidrolases (EC 3.2.1.21) ("BG"). (Knowles
et al., 1987 e Shulein, 1988). As endoglucanases actuam

principalmente sobre as partes amorfas da fibra de celulose,
enquanto as celobio-hidrolases sdo também capazes de degradar
celulose cristalina.

As celulases tém também mostrado ser Uteis na degradacédo
de biomassa de celulose em etanol (onde as celulases degradam
a celulose em glucose e levedura ou outros micrdébios
fermentam adicionalmente glucose em etanol), no tratamento de
pasta mecénica (Pere et al., 1996), para utilizacdo como um
aditivo de racdes (WO 91/04673) e na moagem a humido de
cereais. A sacarificacdo e fermentacdo em separado sdo um
processo pelo qual celulose presente na biomassa, e.g., palha
de milho, ¢é convertida em glucose e, subsequentemente,
estirpes de levedura convertem glucose em etanol. A
sacarificacdo e a fermentacdo simultdneas sS&do um processo
pelo qual celulose presente na biomassa, e.g., palha de
milho, é convertida em glucose e, ao mesmo tempo € no mesmo
reactor, estirpes de levedura convertem glucose em etanol. A
producdo de etanol a partir de fontes de celulose prontamente
disponiveis proporciona uma fonte renovavel de combustiveis,
estavel.

E conhecido que as celulases s&do produzidas por um
grande nUmero de bactérias, leveduras e fungos. Certos fungos
produzem um sistema de celulase completo (i.e., uma celulase
inteira) capaz de degradar formas cristalinas de celulose. De
modo a converter eficientemente celulose <cristalina em
glucose, ¢ requerido o sistema de <celulase completo
compreendendo componentes de cada uma das classificac®es CRH,
EG e BG, com componentes isolados menos eficazes na hidrdlise
de celulose cristalina (Filho et al., 1996). Em particular, a
combinacdo de celulases do tipo EG e de celulases do tipo CRH
interage para degradar mais eficientemente celulose do que
qualquer das enzimas utilizada sozinha (Wood, 1985; Baker et
al., 1994; e Nieves et al., 1995).



EP 2 082 054/PT

Adicionalmente, ¢é conhecido na especialidade qgue as
celulases sdo Uteis no tratamento de téxteis com o propdsito
de melhorar a capacidade de limpeza de composicdes de
detergente, para utilizacdo como um agente amaciador, para
melhorar o toque e o aspecto de tecidos de algoddo, e outros
(Kumar et al., 1997) . Foram descritas composicdes de
detergente contendo celulase com desempenho de limpeza
melhorado (Patente dos E.U.A. N.° 4 435 307; Pedidos de
Patente GB N.°® 2 095 275 e 2 094 826) e para utilizacdo no
tratamento de tecido para melhorar o togque e o aspecto do
tecido (Patente dos E.U.A. N.°° 5 648 263, 5 691 178 e 5 776
757, e Pedido de Patente GB N.° 1 358 599).

Por isso, celulases produzidas em fungos e bactérias tém
recebido uma atencéo significativa. Em particular, a
fermentacdo de espécies Trichoderma (e.qg., Trichoderma
longibrachiatum ou Trichoderma reesei) tem mostrado produzir
um sistema de celulase completo capaz de degradar formas
cristalinas de celulose. Ao longo dos anos, a producdo de
celulase de Trichoderma tem sido melhorada por mutagénese
clédssica, rastreio, seleccdo e desenvolvimento de condicgdes
de fermentacdo baratas em grande escala, altamente refinadas.
Embora o sistema de celulase multicomponente de espécies
Trichoderma seja capaz de hidrolisar celulose em glucose,
existem celulases de outros microrganismos, particularmente
estirpes bacterianas, com diferentes propriedades para uma
hidrélise de celulose eficiente, e seria vantajoso expressar
estas proteinas num fungo filamentoso para producdo de
celulase a escala industrial. No entanto, os resultados de
muitos estudos demonstram gue o rendimento em enzimas
bacterianas a partir de fungos filamentosos ¢é baixo (Jeeves
et al., 1991).

Aclicares soluveis, tais como glucose e celobiose,
possuem uma multiplicidade de utilizac¢®es na indistria, para
a producdo de produtos quimicos e bioldgicos. A optimizacédo
da hidrdlise de celulose permite a utilizacdo de quantidades
inferiores de enzima e uma eficdcia melhorada em termos de
custo para a producdo de aclcares soluveis. Apesar do
desenvolvimento de numerosas abordagens, subsiste uma
necessidade na especialidade para melhorar o rendimento de
acucares sollveis obtidos a partir de materiais celulédsicos.
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Tolan (Clean Tech Environ Policy, 2002, 339-345) revela
uma visdo geral de um processo para producdo de etanol a
partir de Dbiomassa celuldésica, incluindo a utilizacdo de
celulase numa reaccdo de hidrdélise por celulase. O material
celuldsico é processado na reaccdo de hidrdédlise durante 5 a 7
dias a 50°C.

Vlikara et al. (Advances in Biochem. Engin./Biotechnol.,
2007, 121-145) revelam uma comparacao de enzimas
termoestaveis e celulases comerciais na hidrdélise de
lignocelulose.

A WO 2005/001065 revela uma variante de CBH1.1 de
Humicola grisea possuindo actividade de celobio-hidralase.

5. SUMARIO

Os presentes ensinamentos proporcionam métodos para
aumentar o rendimento de acglcares soluveis a partir da
sacarificacédo enzimética de matérias-primas celuldsicas por
incubacdo de um substrato celuldésico ou de um substrato
celulédsico pré-tratado com uma celulase inteira de
Trichoderma reesel a uma temperatura entre 50°C e 65°C
durante 0,1 horas a 96 horas a um pH de 4 a 9. Os presentes
ensinamentos proporcionam também métodos para aumentar o
rendimento de glucose a partir da sacarificacdo enzimatica de
matérias-primas celuldsicas por incubacdo de um substrato
celuldésico ou de um substrato celuldsico pré-tratado com uma
celulase a uma temperatura de ou prdéxima da temperatura de
desnaturacdo térmica da celulase.

Sdo também proporcionados métodos para conversdo de um
material celuldésico em glucose por combinacdo de um material
celuldésico com uma celulase, incubando a combinacdo de
material celuldésico e celulase a uma temperatura superior a
cerca de 38°C para fazer com que uma reaccdo de hidrdlise
converta pelo menos 20% do referido material celuldsico em
acucares goluveis, onde a fraccdo de glucose é pelo menos
0,75 em relacdo aos aclcares soluveis. O presente ensinamento
proporciona adicionalmente métodos para conversdo de um

material celuldésico em celobiose por combinacdo de um
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material celuldsico com uma mistura de enzima compreendendo
uma endoglucanase 1, a incubacdo da combinacdo de material
celuldésico e celulase faz com que uma reaccdo de hidrdlise
converta até 50% do material celuldsico em acucares soluveis,
onde a fraccdo de glucose ¢ inferior a cerca 0,5 em relacéo

aos referidos aclcares soluveis.

As celulases s&do celulases inteiras, misturas de
celulase inteira ou suas combinacbes  produzidas  por
microrganismos de espécies Trichoderma reesei.

Estas e outras particularidades dos presentes
ensinamentos sdo aqui apresentadas.

6. BREVE DESCRIQAO DOS DESENHOS

O técnico competente compreenderd que os desenhos sé&o
apenas para efeitos de ilustracdo e ndo devem ser entendidos
para limitar de modo algum o admbito dos presentes
ensinamentos.

As FIGS. 1A-B mostra a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 3,3 mg/g
de celulase inteira de Trichoderma reesei sobre-expressando
beta-glucosidase, a 38°C (simbolos vazios) e a 53°C (simbolos
a cheio).

As FIGS. 2A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em aclcares soltveis por 12 mg/g de
celulase inteira de Trichoderma reeseli sobre-expressando
beta-glucosidase, a 38°C (simbolos vazios) e 53°C (simbolos a
cheio).

As FIGS. 3A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 18 mg/g de
celulase inteira de Trichoderma reesei sobre-expressando
beta-glucosidase 1, 38°C (simbolos vazios) e 53°C (simbolos a
cheio).

As FIGS. 4A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 20 mg/g de
celulase inteira de Trichoderma reesei sobre-expressando
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beta-glucosidase, a 38°C (simbolos vazios) e 53°C (simbolos a
cheio).

As FIGS. bHA-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 20 mg/g de
celulase inteira de Trichoderma reeseli sobre-expressando
beta-glucosidase, a 38°C (simbolos vazios) e 53°C (simbolos a
cheio).

As FIGS. 6A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em aclcares soluveis por 12 mg/g de
celulase 1inteira de Trichoderma reesei, a 38°C (simbolos
vazios) e 53°C (simbolos a cheio).

As FIGS. 7A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 12 mg/g de
celulase inteira de Trichoderma reesei expressando uma
proteina de fusdo CBH1-E1l, a 38°C (simbolos vazios) e 53°C
(simbolos a cheio).

As FIGS. 8A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 15 mg/g de
uma mistura de enzimas quer de EGl e CBH1 de T. reesei
(quadrados) quer de El1 e CBH1 de H. grisea (circulos), a 38°C
(simbolos vazios) e 65°C (simbolos a cheio).

As FIGS. 9A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soltveis por 15 mg/g de
uma mistura de enzimas quer de EGl, CBH1l de T. reesei e CBH2
de T. reesei (quadrados) quer de E1, CBH1 de H. grisea e CBH2
de T. reesei (circulos), a 38°C (simbolos wvazios) e 65°C
(simbolos a cheio).

As FIGS. 10A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 15 mg/g de
uma mistura de enzimas quer de EGl, CBH1 de T. reeseil
(quadrados) e E3 de T. fusca quer de El, CBHl1 de H. grisea e
E3 de T. fusca (circulos), a 38°C (simbolos vazios) e 65°C
(simbolos a cheio).

As FIGS. 11A-F mostram a conversdo de palha de milho
tratada com 4&cido diluido em aclcares solUveis por uma



EP 2 082 054/PT

estirpe Trichoderma reesei a 53°C (simbolos a cheio) e 59°C
(simbolos vazios)

As FIGS. 12A-F mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares sollveis por uma
celulase inteira de Trichoderma reesei expressando uma
proteina de fusdo CBHI1-E1, a 53°C (simbolos a cheio) e 59°C
(simbolos vazios).

7. DESCRICAO DETALHADA DE VARIAS CONCRETIZAGCOES

A ndo ser que definido de outro modo, todos os termos
técnicos e cientificos aqui utilizados tém o mesmo
significado gque habitualmente entendido por um técnico
competente na especialidade a qual este invento pertence.
Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR
BIOLOGY, 2.°¢ ED., John Wiley and Sons, New York (1994), e
Hale & Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY,
Harper Perennial, N.Y. (1991) proporcionam a um técnico
competente um diciondrio geral de muitos dos @ termos
utilizados neste invento. Embora na pratica ou ensaio do
presente invento possam ser utilizados gquaisquer métodos e
materiais similares ou equivalentes aos agqui descritos, séo
descritos os métodos e materiais preferidos. 0Os intervalos
numéricos s&do inclusivos dos numeros definindo o intervalo.
Deve ser entendido que este invento ndo estd limitado a
metodologia, protocolos e reagentes particulares descritos,
uma vez que estes podem variar.

Os titulos aqui proporcionados ndo sdo limitacdes dos
varios aspectos ou concretizacdes do invento, que podem ser
obtidos por referéncia ao fasciculo como um todo. Por
conseguinte, os termos definidos imediatamente abaixo sé&o
mais detalhadamente definidos por referéncia ao fasciculo

como um todo.

O termo "celulase" refere-se a uma categoria de enzimas
capaz de hidrolisar polimeros de celulose (elementos de
ligacéo beta-1,4-glucano ou beta-D-glucosidicos) em
oligbmeros de celo-oligossacarido, celobiose e/ou glucose.
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O termo "exocelobio-hidrolase"™ (CBH) refere-se a um
grupo de enzimas celulase classificadas com EC 3.2.1.91.
Estas enzimas s&do também conhecidas como exoglucanases ou
celobio-hidrolases. As enzimas CBH hidrolisam celobiose a
partir da extremidade redutora ou ndo redutora de celulose.
Em geral, uma enzima do tipo CBHI hidrolisa preferencialmente
celobiose a partir da extremidade redutora de celulose e uma
enzima do tipo CBHII hidrolisa preferencialmente a
extremidade ndo redutora de celulose.

O termo "actividade de celobio-hidrolase"™ é @ aqui
definido como uma actividade de 1,4-D-glucano-celobio-
hidrolase (E.C. 3.2.1.91) que catalisa a hidrdbélise de
elementos de ligacdo 1,4-beta-D-glucosidico em celulose,
celotetriose ou qualquer polimero contendo glucose ligado em
beta-1,4, libertando celobiose a partir das extremidades da
cadeia. Para efeitos do presente invento, a actividade de
celobio-hidrolase pode ser determinada pela libertacdo de
acucar redutor soltvel em adgua a partir de celulose conforme
medido pelo método de PHBAH de Lever et al., 1972, Anal.
Biochem. 47: 273-279. Uma distincdo entre o modo de atagque de
exoglucanase de uma celobio-hidrolase e o modo de ataque de
endoglucanase pode ser feita por uma medicdo similar da
libertacéo de acucar redutor a partir de celulose
substituida, tal como carboximetilcelulose ou
hidroxietilcelulose (Ghose, 1987, Pure & Appl. Chem. 59: 257-
268). Uma celobio-hidrolase verdadeira terd uma razdo muito
elevada de actividade sobre celulose nédo substituida versus
celulose substituida (Bailey et al., 1993, Biotechnol. Appl.
Biochem. 17: 65-76).

O termo "endoglucanase" (EG) refere-se a um grupo de
enzimas celulase classificadas como EC 3.2.1.4. Uma enzima EG
hidrolisa ligacdes glucosidicas beta-1,14 internas da
celulose. O termo "endoglucanase" ¢é aqui definido como uma
endo-1,4-(1,3;1,4)-beta-D-glucano-4-glucano-hidrolase (BE.C.
N.° 3.2.1.4) que catalisa a endo-hidrélise de elementos de
ligacdo 1,4-beta-D-glicosidicos em celulose, derivados de
celulose (por exemplo, carboximetilcelulose), liquenina,
ligacdes beta-1,4 em beta-1,3-glucanos mistos tais como beta-
D-glucanos de cereal ou xiloglucanos, e outro material de
plantas contendo componentes celuldsicos. Para efeitos do
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presente invento, a actividade de endoglucanase pode ser
determinada wutilizando hidrélise de carboximetilcelulose
(CMC) de acordo com o procedimento de Ghose, 1987, Pure and
Appl. Chem. 59: 257-268.

O termo "beta-glucosidase" ¢é aqui definido como uma
beta-D-glucdésido-gluco-hidrolase (E.C. 3.2.1.21) que catalisa
a hidrdélise de celobiose com a libertacdo de beta-D-glucose.
Para efeitos do presente invento, a actividade de beta-
glucosidase pode ser medida por métodos conhecidos na
especialidade, e.g., HPLC.

"Actividade celulolitica" abrange actividade de
exoglucanase, actividade de endoglucanase ou ambos oS tipos
de actividade enzimatica, bem como actividade de Dbeta-
glucosidase.

Muitos micrdébios produzem enzimas que  hidrolisam
celulose, incluindo as bactérias Acidothermus, Thermobifida,
Bacillus e Cellulomonas; Streptomyces; leveduras tais como
Candida, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces ou Yarrowia e o0os fungos Acremonium,
Aspergillus, Aureobosidium, Chrysosporium, Cryptococcus,
Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor,
Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces,
Penicillium, Piromyces, Schizophyllum, Talaromyces,
Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium ou Trichoderma, ou suas
formas sexuadas alternativas tais como Emericella e Hypocrea
(Ver, Kuhls et al., 1990).

Uma composicdo "ndo de ocorréncia natural”™ abrange
aquelas composicdes produzidas por: (1) combinacdo de enzimas
celuloliticas componentes qguer numa proporcdo de ocorréncia
natural gquer numa propor¢doc ndo de ocorréncia natural, i.e.,
alterada; ou (2) modificacdo de um organismo para sobre-
expressar ou Subexpressar uma ou mais enzimas celuloliticas;
ou (3) modificacdo de um organismo tal que pelo menos uma
enzima celulolitica seja apagada ou (4) modificacdo de um
organismo para expressar uma enzima celulolitica componente
heterbéloga. As enzimas celuloliticas componentes podem ser
proporcionadas como polipéptidos isolados antes da combinacédo
para formar a composicdo ndo de ocorréncia natural.
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Verificamos, em parte, que a temperatura de
sacarificacdo aumentada ndo s6 aumenta o rendimento de
glucose a partir de materiais celuldsicos mas também resulta
numa conversdo global de celulose melhorada tal que a fraccéo
de glucose no produto de conversdo ¢é aumentada para
temperaturas de incubacdo mais elevadas.

Os presentes ensinamentos proporcionam métodos para
aumentar o rendimento de acglcares soluveis a partir da
sacarificacdo enzimética de matérias-primas celuldsicas por
incubacdo de um substrato celuldsico ou substrato celuldsico
pré-tratado com uma celulase inteira de Trichoderma reesei a
uma temperatura entre 50°C e 65°C durante 0,1 horas a 96
horas a um pH de 4 a 9. Os presentes ensinamentos
proporcionam adicionalmente métodos para aumentar o
rendimento de glucose a partir da sacarificacdo enzimatica de
matérias-primas celuldsicas por incubacdo de um substrato
celuldésico ou de um substrato celuldsico pré-tratado com uma
celulase inteira de Trichoderma reesei entre 50°C e 65°C
durante 0,1 horas a 96 horas a um pH de 4 a 9.

Nos métodos da presente revelacdo, o material celuldsico
pode ser qualgquer material contendo celulose. O material
celuldésico pode incluir, mas ndo estd limitado a, celulose,
hemicelulose e materiais lignocelulésicos. Nalgumas
concretizacdes, 0s materiais celuldsicos incluem, mas néao
estdo limitados a, biomassa, material herbéidceo, residuos
agricolas, produtos florestais, residuos sdélidos municipais,
restos de papel, residuos de pasta e de papel. Em algumas
concretizacdes, o material celuldbésico inclui madeira, pasta
de madeira, lama do fabrico de papel, correntes residuais de
pasta de papel, particulas de cartdo, palha de milho, fibra
de milho, arroz, residuos do processamento de papel e de
pasta, plantas lenhosas ou herbéceas, polpa de fruta, polpa
de vegetais, pedra-pomes (pumice), grdos de destilaria,
ervas, cascas de arroz, bagaco de cana-de-acucar, algodao,
juta, cédnhamo, linho, bambu, sisal, abacéd, palha, sabugos de
milho, gré&os de destilaria, folhas, palha de trigo, fibras de
coco, algas, painco (Panicum virgatum), e suas misturas (ver,
por exemplo, Wiselogel et al., 1995, em Handbook on
Bioethanol (Charles E. Wyman, editor), pags. 105-118, Taylor
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& Francis, Washington D.C.; Wyman, 1994, Bioresource
Technology 50: 3-16; Lynd, 1990, Applied Biochemistry and
Riotechnology 24/25: 695-719; Mosier et al., 1999, Recent
Progress in Bioconversion of Lignocelulosics, em Advances in
Biochemical Engineering/Biotechnology, T. Scheper, editor
responséavel, Volume 65, pégs. 23-40, Springer-Verlag, New
York) .

O material celuldsico pode ser utilizado tal como estéa
ou pode ser submetido a pré-tratamento utilizando métodos
conhecidos na especialidade. Estes pré-tratamentos incluem
pré-tratamento qgquimico, fisico e bioldégico. Por exemplo,
técnicas de pré-tratamento fisico podem incluir sem limitacéo
varios tipos de trituracdo, esmagamento, tratamento com
vapor/explosdo de vapor (steaming/steam explosion),
irradiacdo e  hidrotermdélise. Técnicas de pré-tratamento
gquimico podem incluir sem limitacdoc &cido diluido, base,
solvente organico, amdénia, didxido de enxofre, didxido de
carbono e hidrotermélise controlada pelo pH. Técnicas de pré-
tratamento bioldgico podem incluir sem limitacdo a aplicacéo
de microrganismos de solubilizacdo de lignina. O ©pré-
tratamento pode ocorrer durante desde varios minutos a varias
horas, tal como de cerca de 1 hora a cerca de 120.

Numa concretizacéo, 0 pré-tratamento pode ser por
temperatura elevada e pela adicdo de é&cido diluido, é&cido
concentrado ou solucdo alcalina diluida. A solucdo de pré-
tratamento pode ser adicionada durante um tempo suficiente
para pelo menos parcialmente hidrolisar os componentes de
hemicelulose e depois neutralizada.

Em algumas concretizacodes, 0 pré-tratamento é
seleccionado entre um grupo consistindo de explosdo de vapor,
formacdo de pasta, trituracdo, hidrdélise 4&cida e suas

combinacdes.

Faz-se reagir a celulase 1inteira com o material
celuldésico a uma temperatura entre 50°C e 65°C. O pH é desde
pH 4, cerca de pH 4,5, cerca de pH 5, cerca de pH 5,5, cerca
de pH 6, cerca de pH 6,5, cerca de pH 7, cerca de pH 7,5,
cerca de pH 8,0, até cerca de pH 8,5. Geralmente, o intervalo
de pH serd de cerca de pH 4,5 a pH 9. A incubacdo da celulase
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sob estas condig¢des resulta no desprendimento ou libertacéo
de quantidades substanciais do agucar soluvel a partir do
material celuldsico. Por quantidade substancial significa que
pelo menos 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou
mais de aclcar soluvel é acucar disponivel.

O tratamento com celulase é de 0,1 horas a 96 horas,
preferivelmente cerca de 12 horas a cerca de 72 horas, mais
preferivelmente cerca de 24 a 48 horas.

A quantidade de celulase ¢ uma funcdo da(s) enzima(s)
aplicada (s) e do tempo de reaccgéao e das condicdes
proporcionadas, Preferivelmente, a(s) celulase(s) pode(m) ser
doseada(s) numa quantidade total de cerca de 2-40 mg/g de
material celuldsico.

Nos métodos da presente revelacdo, a celulase pode ser
celulase inteira, uma celulase inteira suplementada com uma
ou mais actividades de enzima e misturas de celulase. Em
algumas concretizacdes, a celulase pode ser uma preparacido de
celulase inteira. Como aqui utilizada, a expresséo
"preparacdo de celulase inteira"™ refere-se a ambas as
composicdes contendo celulase de ocorréncia natural e ndo de
ocorréncia natural. Uma composicdo "de ocorréncia natural" é
uma composicdo produzida por uma fonte de ocorréncia natural
e que compreende um ou mais componentes do tipo celobio-
hidrolase, um ou mais componentes do tipo endoglucanase e um
ou mais componentes beta-glucosidase, onde cada um destes
componentes é encontrado na proporcdo produzida pela fonte.
Uma composicdo de ocorréncia natural é uma composicdo que é
produzida por um organismo ndo modificado no que se refere as
enzimas celuloliticas tal que a proporcdo das enzimas
componentes estd inalterada em relacdo a produzida pelo
organismo nativo.

Em geral, as celulases podem incluir, mas nédo estédo

limitadas a: (i) endoglucanases (EG) ou 1,4-B-d-glucano-4-
glucano-hidrolases (EC 3.2.1.4), (11) exoglucanases,
incluindo 1,4-B-d-glucano-glucano-hidrolases (também
conhecidas como celodextrinases) (EC 3.2.1.74) e 1,4-B-d-

glucano-celobio-hidrolases (exo-celobio-hidrolases, CBH) (EC
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3.2.1.91) e (iii) PB-glucosidase (BG) ou R-glucdsido-gluco-
hidrolases (EC 3.2.1.21).

A celulase inteira é uma celulase inteira de Trichoderma
reesei, tal como RL-P37 (Sheir-Neiss et al., Appl. Microbiol.
Biotechnology, 20 (1984), pags. 46-53)

Em algumas concretizacdes, a celulase é uma celulase
inteira RutC30 de Trichoderma reesei, que estéd disponivel na
American Type Culture Collection como Trichoderma reesei ATCC
56765.

Na presente revelacdo, a celulase pode ser proveniente
de qualguer método de cultura conhecido na especialidade
resultando na expressédo de enzimas capazes de hidrolisar um
material celuldsico. A fermentacdo pode incluir cultura num
baldo agitado, fermentacdo em pegquena ou grande escala, tal
como fermentacdes continuas, descontinuas, descontinuas com
alimentacdo ou de estado sé6lido, em fermentadores de
laboratério ou industriais, realizadas num meio adequado e
sob condigdes permitindo que a celulase seja expressa ou
isolada.

Geralmente, o microrganismo ¢ cultivado num meio de
cultura de células adequado para producdo de enzimas capazes
de hidrolisar um material celuldsico. A cultura decorre num
meio nutriente adequado compreendendo fontes de carbono e
azoto e sais inorgénicos, utilizando procedimentos conhecidos
na especialidade. Meios de cultura adequados, intervalos de
temperatura e outras condicdes adequadas para crescimento e
producdo de celulase, sdo conhecidos na especialidade. Como
um exemplo ndo limitante, o intervalo de temperatura normal
para a producdo de celulases por Trichoderma reesei ¢ 24°C a
28°C.

Certos fungos produzem sistemas de celulase completos
que incluem exo-celobio-hidrolases ou celulases do tipo CBH,
endoglucanases ou celulases do tipo EG e beta-glucosidases ou
celulases do tipo BG (Schulein, 1988). No entanto, por vezes
estes gsistemas ndo possuem celulases do tipo CBH, e.g.,
celulases bacterianos incluem também tipicamente poucas ou
nenhumas celulases do tipo CBH. Adicionalmente, foi mostrado
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que 0s componentes EG e componentes CBH interagem
sinergicamente para degradar celulose mais eficientemente.
Ver, e.g., Wood, 1985. 0Os diferentes componentes, i.e., as
vadrias endoglucanases e exocelobio-hidrolases num sistema de
celulase multicomponente ou completo, tém geralmente
propriedades diferentes, tais como ponto isoceléctrico, peso
molecular, grau de glicosilacédo, especificidade por substrato
e padrédo de accdo enzimética.

Em algumas concretizacgdes, a celulase ¢ utilizada tal
como é produzida por fermentacdo, sem qualquer ou apenas com
uma recuperacdo e/ou purificacdo minimas. Por exemplo, assim
que as celulases sdo segregadas por uma célula para o meio de
cultura de células, o meio de cultura de células contendo as
celulases pode ser utilizado. Em algumas concretizacdes a
preparacdo de celulase inteira compreende os conteudos néo
fraccionados de material de fermentacdo, incluindo meio de
cultura de <células, enzimas extracelulares e células.
Alternativamente, a preparacdo de celulase inteira pode ser
processada por qualguer método conveniente, e.g., por
precipitacédo, centrifugacdo, afinidade, filtracdo ou qualquer
outro método conhecido na especialidade. Em algumas
concretizacdes, a preparacdo de celulase inteira pode ser
concentrada, por exemplo, e depois wutilizada sem qualguer
purificacéo adicional. Em algumas concretizacdes, a
preparacdo de celulase inteira compreende agentes guimicos
que diminuem a viabilidade celular ou matam as células. Em

algumas concretizacbes, as células sdo lisadas ou
permeabilizadas utilizando métodos conhecidos na
especialidade.

Uma celulase contendo uma quantidade melhorada de
celobio-hidrolase e/ou beta-glucosidase encontra utilidade na
producdo de etanol. O etanol a partir deste processo pode ser
adicionalmente utilizado como um melhorador das octanas ou
directamente como um combustivel em vez de gasolina, o que é
vantajoso porque o etanol como uma fonte de combustivel &
mais amigavel ambientalmente do que produtos derivados de
petrdleo. E conhecido que a utilizacdo de etanol melhorard a
qualidade do ar e possivelmente reduzird os niveis locais de
ozono e nevoeiro de poluicdo. Para além disso, a utilizacéo

de etanol em vez de gasolina pode ser de importéncia
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estratégica no tamponamento do impacto de alteracdes subitas
nas energias nao renovaveis e nos fornecimentos
petrogquimicos.

O etanol pode ser produzido através de processos de
sacarificacédo e fermentacdo a partir de biomassa celuldsica
tal como Arvores, plantas herbéaceas, residuos s6lidos
municipais e produtos agricolas e florestais. No entanto, a
proporcdo de enzimas celulase individuais, numa mistura de
celulase de ocorréncia natural produzida por um micrdbio,
pode ndo ser a mais eficiente para conversdo réapida de
celulose na biomassa em glucose. E conhecido que
endoglucanases actuam para produzir novas extremidades da
cadeia de celulose gque sdo elas préprias substratos para a
acgcdo de celobio-hidrolases e desse modo melhoram a
eficiéncia de hidrdélise pelo sistema de celulase inteira.
Deste modo, a utilizacéo de actividade aumentada ou
optimizada de celobio-hidrolase pode melhorar grandemente a
producdo de etanol.

O etanol pode ser produzido por degradacdo enzimética de
biomassa e conversdo dos sacaridos libertados em etanol. Este
tipo de etanol é frequentemente referido como biocetanol ou
biocombustivel. Pode ser utilizado como aditivo ou extensor
de combustivel em misturas desde menos de 1% e até 100% (um
substituto de combustivel).

Uma conversdo de celulose melhorada pode ser conseguida
a temperaturas mais elevadas utilizando os polipéptidos CRH
descritos, por exemplo, em qualgquer uma das Publicacdes de
Patente dos E.U.A. seguintes US20050054039, US20050037459,
UsS20060205042, US20050048619A1 e US20060218671. Métodos de
sobre-expressdo de beta-glucosidase sdo conhecidos na
especialidade. Ver, por exemplo, US 6 022 725. Ver também,
por exemplo, US20050214920.

Em algumas concretizacdes, a celulase é uma proteina de
fusdo de exocelobio-hidrolase.

Em algumas concretizacodes, a mistura de celulase
compreende uma celulase seleccionada entre endoglucanase 1
(EGl) de Trichoderma reesei, celobio-hidrolase 1 (CBH1l) de
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Trichoderma reesei e celobio-hidrolase 2 (CBH2) de
Trichoderma reesei, e suas combinacdes.

0O método da presente revelacdo pode ser utilizado na
producdo de monossacaridos, dissacdridos e polissacéiridos
como matérias-primas de fermentacédo quimicas para
microrganismos, e 1indutores para a producdo de proteinas,
produtos organicos, produtos quimicos e combustiveis,
plésticos, e outros produtos ou intermediédrios. Em
particular, o valor de residuos de processamento (gridos secos
de destiladores, grdos consumidos de cervejeiras, bagaco de
cana-de-acucar, etc.) pode ser aumentado por solubilizacédo
parcial ou completa de celulose ou hemicelulose. Para além do
etanol, alguns produtos quimicos que podem ser produzidos a
partir de celulose e hemicelulose incluem, acetona, acetato,
glicina, lisina, é&cidos orgénicos (e.g., acido léctico), 1,3-
propanodiol, butanodiol, glicerol, etilenoglicol, furfural,
poli-hidroxialcanoatos, cis, &cido cis-mucdnico, alimentos
para animais e xilose.

0 presente ensinamento proporciona métodos como
revelados acimas para conversdo de um material celuldsico em
glucose compreendendo a combinacdo de um material celuldsico
com uma celulase, incubacdo da referida combinacdo de
material celuldsico e celulase, fazer com gque uma reacgdo de
hidrélise converta material celuldsico em acglcares soluveis,
onde os referidos acucares soltveis compreendem glucose e
celobiose e a fraccédo de glucose é pelo menos 0,75 em relacéo
aos referidos aclcares soluveis.

0 presente ensinamento proporciona adicionalmente
métodos como revelados acima para conversdo de um material
celuldésico em celobiose, compreendendo combinacdo de um
material celuldésico com uma mistura de celulase compreendendo

uma endoglucanase 1.

Em algumas concretizacdes, os métodos da ©presente
revelacdo compreendem adicionalmente o passo de determinacéo
da quantidade de glucose e/ou de aclcares soluveis.

Sdo também proporcionados métodos como revelados acima
para conversdo de um material celuldésico em glucose
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compreendendo os passos de combinacdo de um material
celuldésico com uma celulase tal que a combinacdo resultante
de material celuldsico e celulase tem 1% a cerca de 30% de
celulose em peso.

Sdo agqui proporcionados métodos como revelados acima
para conversdo de um material celuldsico em celobiose
compreendendo os passos de combinacdo de um material
celuldésico com uma mistura de celulase compreendendo uma
endoglucanase 1.

O presente 1invento ¢é descrito em mais detalhe nos
exemplos seguintes que ndo se pretende gue limitem de modo
algum o ambito do invento conforme reivindicado. Pretende-se
que as Figuras anexas sejam consideradas como partes
integrantes do fasciculo e descricdo do invento.

Aspectos dos presentes ensinamentos podem ser
adicionalmente compreendidos a luz dos exemplos seguintes,
que ndo devem ser entendidos como limitantes do admbito dos
presentes ensinamentos.

7. EXEMPLOS

A conversdo foi avaliada por técnicas conhecidas na
especialidade. Ver, por exemplo, Baker et al., Appl. Biochem.
Biotechnol. 70-72:395-403 (1998) e como descrito abaixo.
Carregaram-se cento e cinquenta microlitros de substrato por
poco numa placa de microtitulacdo (MTP) de 96 pocos de fundo
plano utilizando uma pipeta repetidora. Adicionaram-se por
cima wvinte microlitros de solucdo de enzima apropriadamente
diluida. Cobriram-se as placas com tampas de chapa de
aluminio e colocaram-se em incubadoras a qualguer das
temperaturas de teste, com agitacéao, durante os tempos
especificados. Terminou-se a reacgdo por adicdo de 100 pl de
glicina 100 mM, pH 10, a cada poco. Com mistura exaustiva,
filtraram-se 0s seus conteudos através de uma placa de filtro
de 96 pocos Millipore (0,45 pm, PES). Diluiu-se o filtrado
numa placa contendo 100 pl de glicina 10 mM, pH 10, e mediu-
se por HPLC a quantidade de aclicares soltveis produzidos. 0Os
HPLCs Agilent da série 1100 estavam todos equipados com uma
pré-coluna de guarda/remocdo de particulas (Biorad #125-0118)
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e uma coluna de andlise de carboidratos Aminex (Aminex HPX-

87P). A fase mbével foi a&gua com um caudal de 0,6 ml/min.

Palha de milho pré-tratada (PCS) - Palha de milho foi
pré-tratada com HySO4 a 2% p/p como descrito em Schell, D. et
al., J. Appl. Biochem. Biotechnol. 105:69 - 86 (2003) e

seguiram-se multiplas lavagens com Aagua desionizada para
obter um pH de 4,5. Adicionou-se acetato de sdédio para
perfazer uma concentracdo final de 50 mM e titulou-se a
solucdo até pH 5,0. A concentracdo de celulose na mistura
reaccional era aproximadamente 7%.

Utilizando as celulases seguintes: celulase inteira de
Trichoderma reesei sobre-expressando beta-glucosidase 1 (WC -
BGL1) (ver por exemplo, Patente dos E.U.A. N.° 6 022 725,

celulase inteira de Trichoderma reesei expressando uma

proteina de fusdo CBH1-E1 (WC - CBH1-El) (ver por exemplo,
Publicacéo da Patente dos E.U.A. N.° 20060057672),
endoglucanase 1 (EG1) de Trichoderma reesei, celobio-

hidrolase 1 (CBHl) de Trichoderma reesei e celobio-hidrolase
2 (CBH2) de Trichoderma reesei, celobio-hidrolase 1 (CBH1l) de
Humicola grisea e endoglucanase El1 (El) de Acidothermus
celulolyticus, exocelulase E3 de Thermomonospera fusca. A
quantidade de enzima foi fornecida em miligramas por gramas
de celulose. Os resultados estdo resumidos nas FIGS. 1-12. A
ordenada representa a fraccdo de glucose em relacdo ao acucar
total (base p/p). Por exemplo, na FIG. 1-10, (A) a ordenada
representa a duracdo do tempo de conversdo e na FIG. 1-10,
(B) a abscissa representa a conversdo de acucar soluvel total
que & observada (cada  tempo de incubacdo ndo esté
explicitamente assinalado mas um tempo de incubacdo mais
tardio é indicado por uma conversdo mais elevada).

As FIGS. 1A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &4cido diluido em acucares soltveis por 3,3 mg/g
de celulase inteira de Trichoderma reesei sobre-expressando
beta-glucosidase, a 38°C (simbolos vazios) e 53°C (simbolos a
cheio). Celulase inteira de T. reesei com niveis elevados de
B-glucosidase converte palha de milho pré-tratada com &acido
numa fraccdo mais elevada de glucose a 53°C do que a 38°C.



EP 2 082 054/PT
20

As FIGS. 2A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 12 mg/g de
celulase 1inteira de Trichoderma reesei sobre-expressando
beta-glucosidase, a 38°C (simbolos vazios) e 53°C (simbolos a
cheio). Celulase inteira de T. reesei com niveis elevados de
R-glucosidase converte palha de milho pré-tratada com &acido
numa fraccdo mais elevada de glucose a 53°C do que a 38°C.

As FIGS. 3A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 18 mg/g de
celulase inteira de Trichoderma reesei sobre-expressando
beta-glucosidase, a 38°C (simbolos vazios) e 53°C (simbolos a
cheio). Celulase inteira de T. reesei com niveis elevados de
B-glucosidase converte palha de milho pré-tratada com &acido
numa fraccdo mais elevada de glucose a 53°C do que a 38°C.

As FIGS. 4A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em aclcares soluveis por 20 mg/g de
celulase inteira de Trichoderma reesei sobre-expressando
beta-glucosidase 1 a 38°C (simbolos vazios) e 53°C (simbolos
a cheio). Celulase inteira de T. reesei com niveis elevados
de PR-glucosidase converte palha de milho pré-tratada com
dcido numa fraccdo mais elevada de glucose a 53°C do que a
38°C.

As FIGS. 5A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 25 mg/g de
celulase 1inteira de Trichoderma reesei sobre-expressando
beta-glucosidase, a 38°C (simbolos vazios) e 53°C (simbolos a
cheio). Celulase inteira de T. reesei com niveis elevados de
R-glucosidase converte palha de milho pré-tratada com acido
numa fraccdo mais elevada de glucose a 53°C do que a 38°C.

As FIGS. O6A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 12 mg/g de
celulase 1inteira de Trichoderma reesei, a 38°C (simbolos
vazios) e 53°C (simbolos a cheio). Celulase inteira de T.
reesei converte palha de milho pré-tratada com &cido numa
fraccdo mais elevada de glucose a 53°C do que a 38°C.

As FIGS. 7A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 12 mg/g de
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celulase inteira de Trichoderma reesei expressando uma
proteina de fusdo CBHI1-E1, a 38°C (simbolos vazios) e 53°C
(simbolos a cheio). Celulase inteira de T. reesei converte
palha de milho pré-tratada com &cido numa fracgcdo mais
elevada de glucose a 53°C do que a 38°C.

As FIGS. 8A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em aclcares soltveis por 15 mg/g de
uma mistura de celulases composta de quer EGl de T. reesei e
CBH1 de T. reesei (quadrados) quer El e CBHl1 de H. grisea
(circulos), a 38°C (simbolos wvazios) e 65°C (simbolos a
cheio). Misturas de celulase contendo El1 convertem palha de
milho pré-tratada com &cido numa maior fraccdo de celobiose
do que misturas contendo EGI.

As FIGS. 9A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acucares soluveis por 15 mg/g de
uma mistura de celulases composta de quer EGl, CBH1 de T.
reesei e CBH2 de T. reesei (quadrados) quer El1, CBH1 de H.
grisea e CBH2 de T. reesei (circulos), a 38°C (simbolos
vazios) e 65°C (simbolos a cheio). Misturas de celulase
contendo El1 convertem palha de milho pré-tratada com &acido
numa maior fraccdo de celobiose do que misturas contendo EGL.

As FIGS. 10A-B mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em aclcares soluveis por 15 mg/g de
uma mistura de celulases composta de quer EG1l, CBH1 de T.
reesei e E3 de T. fusca (quadrados) dquer EI1, CBH1 de H.
grisea e E3 de T. fusca (circulos), a 38°C (simbolos wvazios)
e 65°C (simbolos a cheio). Misturas de celulase contendo E1
convertem palha de milho pré-tratada com &cido numa maior
fraccdo de celobiose do que misturas contendo EGIL.

As FIGS. 11A-F mostram a conversdo de palha de milho
tratada com &cido diluido em acguUcares soluveis por celulase
inteira de Trichoderma reesei a 53°C (simbolos a cheio) e
59°C (simbolos vazios) durante 1 dia (A e B), 2 dias (C e D)
e 3 dias (E e F). A ordenada representa a fraccdo de glucose
em relacdo ao acucar total (base p/p) (A, B e E). A abscissa
representa a dose de enzima utilizada (B, D e E). A abscissa
representa a conversdo de acucar soluvel total que ¢é
observada (cada dose nédo estd explicitamente assinalada, mas
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a dose mais elevada é indicada pela conversdo mais elevada).
Celulase inteira de T. reesei converte palha de milho pré-
tratada com &cido numa fraccdo mais elevada de glucose a
temperaturas elevadas.

As FIGS. 12A-F mostram a conversdo de palha de milho
tratada com acido diluido em acgucares soluveis por celulase
inteira de Trichoderma reesei expressando uma proteina de
fusdo CBH1-E1l, a 53°C (simbolos a cheio) e 59°C (simbolos
vazios) para 1 (A e B), 2 (C e D) e 3 (E e F) dias. A
ordenada representa a fraccdo de glucose em relacdo ao acucar
total (base p/p) (A, C e E). A abscissa representa a dose de
enzima wutilizada (B, D e F). A abscissa representa a
conversdo de acucar soluvel total que é observada (cada dose
ndo estéd explicitamente assinalada, mas a dose mais elevada é
indicada pela conversdo mais elevada). Celulose inteira de T.
reesei converte palha de milho pré-tratada com &acido numa
fraccdo mais elevada de glucose a temperaturas elevadas.

E entendido que os exemplos e concretizacdes aqui
descritas sédo apenas para fins ilustrativos.

Lisboa, 2012-07-30
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REIVINDICACOES

1. Método para conversdo de um material celuldsico em
glucose compreendendo os passos de:

combinacdo de um material celuldsico com uma celulase
inteira de Trichoderma reesei tal que a combinacdo resultante
de material celuldésico e celulase tem 1% a 30% de celulose em
peso; e

incubacdo da referida combinacdo de material celuldsico
e celulase a uma temperatura entre 50°C e 65°C durante 0,1
horas a 96 horas a um pH de 4 a 9 para fazer com gue uma
reacgcdo de hidrdélise converta pelo menos 20% do referido
material celuldsico em aclcares soluveis,

onde os referidos aclcares solUveis compreendem glucose
e celobiose, e a fraccdo de glucose ¢ pelo menos 0,75 em
relacdo aos referidos aclcares soltveis e o rendimento em
glucose aumenta a temperaturas de incubacdo acima de 50°C em
comparacdo com o rendimento de glucose a uma temperatura de
incubacido de 38°C.

2. Método da reivindicacéo 1, onde a referida
Trichoderma reesel expressa uma enzima recombinante.

3. Método da reivindicacdo 2, onde a referida enzima
recombinante é¢ uma beta-glucosidase.

4. Método para conversdo de um material celuldsico em
celobiose compreendendo os passos de:

combinacdo de um material celuldsico com uma mistura de
celulase inteira de Trichoderma reesei compreendendo uma
endoglucanase 1 tal que a combinacdo resultante de mistura de
material celuldésico e celulase tem 1% a 30% de celulose em
peso; e

incubacdo da referida combinacdo de material celuldsico
e celulase a uma temperatura entre 50°C e 65°C durante 0,1
horas a 96 horas a um pH de 4 a 9 para fazer com gue uma
reaccdo de hidrdélise converta até 50% do referido material
celuldsico em aculcares soluveis,

onde os referidos aclUcares solUveis compreendem glucose
e celobiose, e a fraccdo de glucose ¢ inferior a 0,5 em
relacdo aos referidos aclcares sollveis e o rendimento de
glucose aumenta a temperaturas de incubacdo acima de 50°C em
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comparacdo com o rendimento de glucose a uma temperatura de

incubacido de 38°C.

5. Método de qualquer uma das reivindicacgdes
precedentes, onde o material celuldbdsico é seleccionado entre
0 grupo consistindo de colheitas para bioenergia, residuos
agricolas, residuos sdélidos municipais, residuos sdlidos
industriais, residuos de jardim, madeira, residuos
florestais, painco, residuos de papel, lama do fabrico de
papel, grdos de milho, sabugos de milho, cascas de milho,
palha de milho, ervas, trigo, palha de trigo, feno, palha de
arroz, bagaco de cana-de-acucar, sorgo, soja, arvores, cevada
e palha de cevada.

6. Método de qualquer uma das reivindicacdes precedentes
compreendendo adicionalmente o pré-tratamento do referido
material celuldsico.

7. Método da reivindicacdo 6, onde o referido pré-
tratamento ¢é seleccionado entre um grupo consistindo de
explosdo de vapor, formacdo de pasta, trituracdo, hidrdédlise
dcida e suas combinacdes.

8. Método de gqualguer uma das reivindicacdes precedentes
compreendendo adicionalmente a determinacdo da gquantidade de
glucose.

9. Método de qualquer uma das reivindicacdes precedentes
compreendendo adicionalmente a determinacdo da quantidade de

acucares soluveis.

10. Método de qualquer uma das reivindicacdes
precedentes, onde a quantidade da referida mistura de
celulase tem cerca de 2 mg - 40 mg/g de material celuldbdsico.

11. Método da reivindicacdo 4, onde a referida mistura
de celulase compreende adicionalmente uma celobio-hidrolase
1.

12. Método da reivindicacdo 4, onde a referida mistura
de celulase compreende adicionalmente uma celobio-hidrolase
2.
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13. Método da reivindicacdo 4, onde a referida mistura
de celulase compreende adicionalmente E3 de Thermomonospera
fusca.

Lisboa, 2012-07-30
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FIG. 11(A)
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FIG. 12(A) FIG. 12(B)
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