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Relatério Descritivo da Patente de Invengdio para "METODO
PARA CONVERSAO DE UM MATERIAL CELULOSICO EM GLICOSE OU
CELOBIOSE".
1. DECLARACAO DOS DIREITOS DA INVENCAO FEITA SOB PESQUISA
E DESENVOLVIMENTO FEDERALMENTE PATROCINADOS

Porgbes do presente trabalho foram financiadas pelo Subcontra-
to N° ZCQ-0-30017-01 com o National Renewable Energy Laboratory sob o
Prime Contract N° DE-AC36-99G010337 com o U.S. Department of Energy.
Desta maneira, 0 Governo dos Estados Unidos pode ter certos direitos na
invencao.
2. REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

O presente pedido reivindica beneficio e prioridade do Pedido
Provisério U.S. N° de Série 60/858.579 intitulado "Method for Improving Yield
of Cellulose Conversion Process", depositado em 13 de novembro, 2006,
incorporado aqui a titulo de referéncia em sua totalidade.
3. CAMPO

O presente ensinamento refere-se a métodos para melhora do
rendimento de aclcares desejaveis na conversdo enzimatica de materiais
celuldsicos.
4. ANTECEDENTES

A produgdo de aglcares a partir de materiais celuldsicos é co-
nhecida ha algum tempo, como o séo as subsequentes fermentacao e desti-
fagdo desses aglicares em etanol. Muito do desenvolvimento da técnica an-
terior aconteceu perto da Segunda Guerra Mundial quando combustiveis
estavam muito valorizados em paises tal como Alemanha, Japdo e Unido
Soviética. Esses primeiros processos eram principalmente direcionados a
hidrolise acida, mas eram muito complexos em sua engenharia e projeto e
eram muito sensiveis a variagbes pequenas em variaveis de processo, tal
como temperatura, presséo e concentragdes de acido. Uma discussao com-
preensiva desses primeiros processos é apresentada em "Production of Su-
gars From Wood Using High-Pressure Hydrogen Chloride", Biotechnology
and Bioengineering, Volume XXV, em 2757-2773 (1983).
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O fornecimento abundante de petroleo no periodo da Segunda
Guerra Mundial até os anos 70 deixou mais lenta a pesquisa de conversiao
de metanol. No entanto, devido a crise do petrdleo de 1973, pesquisadores
aumentaram seus esforgos para desenvolver processos para a utilizagao de
madeira e subprodutos agriculturais para a producéo de etanol como uma
fonte de energia alternativa. Esta pesquisa foi especialmente importante pa-
ra desenvolvimento de etanol corno um aditivo de gasolina para reduzir a
dependéncia dos Estados Unidos da produgéo de petréleo estrangeiro, para
aumentar a taxa de octano de combustiveis e para reduzir os poluentes de
exaustdo como uma medida ambiental.

Concomitantemente com a "crise do petréleo”, como ficou co-
nhecida, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos promulgou
regulamentacgdes requerendo a reducao de aditivos de chumbo em um es-
forco de reduzir a poluicdo do ar. Na medida em que etanol é virtualmente
uma substituicao de chumbo, algurnas refinarias selecionaram etanol como o
substituto, especialmente uma vez que ele pode ser faciimente introduzido
na operagcao de uma refinaria sem investimento de equipamento de capital
caro.

Em adi¢cdo a melhora dos processos de sacarificagdo de gas em
alta presséao e alta temperatura desenvolvidos décadas atras, pesquisa atual
se direciona principalmente a processos de conversdo enzimatica. Esses
processos empregam enzimas de uma variedade de organismos, tal como
fungos, levedura e bactérias mesofilicos e termofilicos, que degradam a ce-
lulose em acglcares fermentaveis. Ainda permanece incerteza com esses
processos e sua habilidade em ser ampliado para comercializagédo bem co-
mo suas taxas ineficientes de producdo de etanol.

Celulose e hemicelulose sao os materiais de planta mais abun-
dantes produzidos através de fotossintese. Elas podem ser degradadas para
uso como uma fonte de energia por varios microorganismos, incluindo bacte-
rias, levedura e fungos, que produzem enzimas extracelulares capazes de
hidrélise do substrato polimérico em aglcares monoméricos (Aro e outros,

2001). Organismos sao frequentemente restritivos com relagéo a quais agu-
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cares eles usam e isto dita quais aclcares s&o melhor produzidos durante
conversdo. Conforme os limites de recursos ndo-renovaveis se aproximam,
0 potencial de celulose em se tornar um recurso de energia renovavel princi-
pal € enorme (Krishna e outros, 2001). A utilizacio eficaz de celulose em
processos bioldgicos € uma abordagem para superar o déficit de alimentos,
ragoes e combustiveis (Ohmiya e cutros, 1997).

Celulases sado enzimas que hidrolisam celulose (ligagées beta-
1,4-glucagon ou beta D-glicosidicas) resultando na formacéo de glicose, ce-
lobiose, celooligossacarideo e similar. Celulases tém sido tradicionalmente
divididas em trés classes principais: endoglucanases (EC 3.2.1.4) ("EG"),
exoglucanase ou celobioidrolases (EC 3.2.1.91) ("CBH") e beta-glicosidases
([beta]-D-glicosideo glicoidrolase; EC 3.2.1.21) ("BG"). (Knowles e outros,
1987 e Shulein, 1988). Endoglucanases agem principalmente nas partes
amorfas da fibra de celulose, enquanto celobioidrolases sdo também capa-
zes de degradar celulose cristalina.

Celulases foram também mostradas ser Uteis em degradacéo de
biomassa de celulose em etanol (onde a celulase degrada celulose para gli-
cose e levedura ou outros micrébios fermentam mais a glicose em etanol),
no tratamento de polpa mecénico (Pere e outros, 1996), para uso como um
aditivo alimentar (WO 91/04673) e em moagem a umido de gréo. Sacarifica-
cao e fermentacéo separadas é um processo com o que celulose presente
em biomassa, por exemplo, resto de milho, é convertida em glicose e subse-
quentemente linhagens de levedura convertem glicose em etanol. Sacarifi-
cagdes e fermentacao simultdneas € um processo com o que celulose pre-
sente em biomassa, por exemplo, resto de milho, & convertida em glicose e,
ao mesmo tempo e no mesmo reator, linhagens de levedura convertem gli-
cose em etanol. Produgao de etanol a partir de fontes prontamente disponi-
veis de celuiose prové uma fonte de combustivel renovavel, estavel.

Celulases s&o conhecidas ser produzidas por um grande numero
de bactérias, levedura e fungos. Certos fungos produzem um sistema celula-
se completo (isto &, uma celulase integral) capaz de degradar formas crista-

linas de celulose. A fim de eficientemente converter celulose cristalina em
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glicose o sistema de celuiase ccmpleto compreendendo componentes de
cada uma das classificacdes CBH, EG e BG é requerido, com componentes
isolados menos eficazes em hidrélise de celulose cristalina (Filho e outros,
1996). Em particular, a combinagdo de celulases tipo EG e celulases tipo
CBH interage para degradar mais eficientemente celulose do que qualquer
enzima usada sozinha (Wood, 1985; Baker e outros, 1994; e Nieves e ou-
tros, 1995).

Adicionalmente, celulases sdo conhecidas na técnica ser uteis
no tratamento de téxteis para os propdsitos de aumento da habilidade de
limpeza de composi¢des detergente, para uso como um agente de amoleci-
mento, para melhora do toque e aparéncia de tecidos de algodao e similar
(Kumar e outros, 1997). Composi¢des detergente contendo celulase com
performance de limpeza melhorada (Patente U.S. N° 4.435.307; Pedidos GB
N°S 2.095.275 e 2.094.826) e para uso no tratamento de tecido para melho-
rar o toque e a aparéncia do téxtil (Patentes U.S. N°S 5.648.263, 5.691.178
e 5.776.757 e Pedido GB N° 1.358.599) foram descritas.

Entao, celulases produzidas em fungos e bactérias tém recebido
atencao significante. Em patrticular, fermentagado de Trichoderma spp. (por
exemplo, Trichoderma longibrachiatum ou Trichoderma reesei) foi mostrada
produzir um sistema de celulase completo capaz de degradar formas crista-
linas de celulose. Com os anos, produgado de Trichoderma cellulase tem sido
melhorada através de mutagénese, avaliacdo, selecdo e desenvolvimento
classicos de condigées de fermentacdo econdmicas de grande escala, alta-
mente refinadas. Embora o sistema de celulase multicomponente de Tricho-
derma spp. seja capaz de hidrolisar celulose em glicose, ha celulases de
outros microorganismos, em particular linhagens bacterianas, com proprie-
dades diferentes para hidrélise de celulose eficiente, e seria vantajoso ex-
pressar essas proteinas em um fungo filamentoso para produgéo de celulase
em escala industrial. No entanto, os resultados de muitos estudos demons-
tram que o rendimento ds enzimas bacterianas a partir de fungos filamento-
sos é baixo (Jeeves e outros, 1991).

Aclicares soliveis, tal como glicose e celobiose, tém uma multi-
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plicidade de usos em industria para a producao de agentes quimicos e pro-
dutos biologicos. A otimizacéo de hidrdlise de celulose permite o uso de
quantidades menores de enzima e eficacia de custo aperfeicoada para a
producédo de acgucares sollveis. Apesar do desenvolvimento de varias abor-
dagens, permanece a necessidade na técnica de melhora do rendimento de
agucares soluveis obtidos a partir de materiais celulosicos.

5. SUMARIO

Os presentes ensinamentos proveem métodos para aumento do
rendimento de agucares sollveis a partir da sacarificagao enzimatica de ma-
teriais de partida celuldsicos através da incubagio de um substrato celulosi-
co ou um substrato celulésico pré-tratado com uma celulase em uma tempe-
ratura na ou por volta da temperatura de desnaturagao térmica da celulase.
Os presentes ensinamentos também proveem métodos para aumento do
rendimento de glicose a partir da sacarificagdo enzimatica de materiais de
partida celuldsicos através da incubacdo de substrato celuldésico ou um subs-
trato celuldsico pré-tratado com uma celulase em uma temperatura na ou por
volta da temperatura de desnaturacao térmica da celulase.

Sao também providos métodos para conversao de um material
celuldésico em glicose através da combinagao de um material celulésico com
uma celulase incubando a combinagéo de material celuidsico e celulase em
uma temperatura maior do que cerca de 38°C para causar uma reagao de
hidrélise para converter pelo menos 20% do dito material celulésico em agu-
cares solUveis, onde a fragZo de glicose & pelo menos 0,75 com relacéo aos
agucares solluveis. O presente ensinamento também prové métodos para
conversao de um material celulésico em celobiose através da combinagao
de um material celulésico com mistura de enzima compreendendo uma en-
doglucanase 1, incubacéo da combinagdo de material celulosico e celulase
causa uma reacao de hidrolise para converter até 50% do material celulésico
em aclcares solliveis, onde fracao de glicose € menos do que cerca de 0,5
com relacéo aos ditos egticaras solveis.

As celulases podem ser celulases integrais, misturas de celula-

ses ou combinacdes das masmas produzidas por microorganismos dos gé-
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neros Aspergillus, Trichoderma, Fusarium, Chrysosporium, Penicillium, Hu-
micola, Neurospora ou formas sexuais alternativas dos mesmos tal como
Emericella e Hypocrea (vide Kuhls e outros, 1996). De preferéncia, espécies
tal como Acidothermus celluiolyticus, Thermobifica fusca, Humicola grisea e
Trichoderma reesei podem ser usadas.

Essas e outras caracteristicas dos presentes ensinamentos sao
providas aqui.

6. BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

O versado na técnica vai compreender que os desenhos sao
para propositos de ilustragdo apenas e ndo pretendem limitar o escopo dos
presentes ensinamentos de modo algum.

As figuras 1A-B mostram a conversao de resto de milho tratado
com acido diluido em aglcares soliveis através de 3,3 mg/g de celulase in-
tegral de Trichoderma reesei superexpressando beta-glicosidase, a 38°C
(simbolos abertos) e 53°C (simboics fechados).

As FIGURAS 2A-B mostram a converséo de resto de milho tra-
tado com acido diluido em aglcares soliveis através de 12 mg/g de celulase
integral de Trichoderma reesei superexpressando beta-glicosidase, a 38°C
(simbolos abertos) e 53°C (simbolos fechados).

As figuras 3A-B mostram a conversao de resto de milho tratado
com &cido diluido em aclicares soliveis através de 18 mg/g de celulase in-
tegral de Trichoderma reesei superexpressanco beta-glicosidase 1, 38°C
(simbolos abertos) e 53°C (simbolos fechados).

As figuras 4A-B mostram a conversao de resto de milho tratado
com acido diluido em aclicares sollveis através de 20 mg/g de celulase in-
tegral de Trichoderma reesei superexpressando beta-glicosidase, a 38°C
(simbolos abertos) e 53°C (simboios fachados).

As figuras 5A-B rnosivam a conversao de resto de milho tratado
com acido diluido em aclcares soidveis através de 20 mg/g de celulase in-
tegral de Trichoderma rzesei superexpressando beta-glicosidase, a 38°C
(simbolos abertos) e 53°C (sirboics fechados).

As figuras BA-B muostram a conversac de resto de milho tratado
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com acido diluido em agiicares soiliveis através de 12 mg/g de celulase in-
tegral de Trichoderma reesei, a 38°C (simbolos abertos) e 53°C (simbolos
fechados).

As figuras 7A-B mostram a conversao de resto de milho tratado
com acido diluido em agtcares sollveis através de 12 mg/g de celulase in-
tegral de Trichoderma reesei expressando a proteina de fusdo CBH1-E1, a
38°C (simbolos abertos) e 53°C (simbolos fechados).

As figuras 8A-B mostram a conversao de resto de milho tratado
com acido diluido em acucares sollveis através de 15 mg/g de mistura de
uma enzima ou de EG1 e CBH1 de T. reesei (quadrados) ou E1 e CBH1 de
H. grisea (circulos) a 38°C (simbolos abertos) e 65°C (simbolos fechados).

As figuras 9A-B mosiram a conversao de resto de milho tratado
com acido diluido em acucares sollveis através de 15 mg/g de mistura de
uma enzima ou de EG1, CBH1 de T. reesei e CBH2 de T. reesei (quadra-
dos) ou E1, CBH1 de H. grisea e CBH2 de T. reesei (circulos) a 38°C (sim-
bolos abertos) e 65°C (simbolos fechados).

As figuras 10A-B mostram a conversao de resto de mitho tratado
com acido diluido em acguicares sollveis através de 15 mg/g de mistura de
uma enzima ou de EG1, CBH1 de T. reesei (quadrados) e E3 ou E1 de T.
fusca, CBH1 de H. grisea e £3 de T. fusca (circulos) a 38°C (simbolos aber-
tos) e 65°C (simbolos fechados).

As Figuras 11A-F mostram a conversao de resto de milho trata-
do com &cido diluido em agticares solliveis através de uma linhagem de Tri-
choderma reesei a 53°C (simbolos fechados) e 59°C (simbolos abertos).

Figuras 12A-F. A conversao de resto de milho tratado com acido
diluido em aclicares sciiveis através de uma celulase integral de Trichoder-
ma reesej expressando uma proeina de fusdo CBH1-E1, a 53°C (simbolos
fechados) e 59°C (simbolos aberos).

7. DESCRICAO DETALHADA DE VARIAS MODALIDADES

A menos que de outro modo definido, todos os termos técnicos e

cientificos usados aqui i&r. o mesrno significado como geralmente compre-

endido por uma pessca de habilidace comum na técnica a qual a presente
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invengao pertence. Singlaton e ouircs, DICTIONARY OF MICROBIOLOGY
AND MOLECULAR BIOLOGY, 22 ED., John Wiley and Sons, Nova York
(1994) e Hale & Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIO-
LOGY, Harper Perennial, N.Y. (1991) proveem um versado na técnica com
um dicionario geral de muitos dos termos usados na presente invengao. Em-
bora quaisquer métodos e materiais similares ou equivalentes aqueles des-
critos aqui possam ser usados na pratica ou teste da presente invengao, os
métodos e materiais preferidos sdo descritos. Faixas numéricas sao inclusi-
vas dos numeros definindo a faixa. Deve ser compreendido que a presente
invengao nao é limitada a metodologia, protocolos e reagentes particulares
descritos, uma vez que esses podem variar.

Os cabecalhos providos aqui nao sao limitagbes dos varios as-
pectos ou modalidades da invencédo que podem ser logrados por referéncia
ao relatério como um todo. Deste modo, os termos definidos imediatamente
abaixo sdo mais integraimente definidos com referéncia ao relatério como
um todo.

O termo "celulase" refere-se a uma categoria de enzimas capa-
zes de hidrolise de polimeros de celulose (ligagdes beta-1,4-glicano ou beta
D-glicosidicas) em oligbmieros de celo-oligossacarideo mais curtos, celobio-
se e/ou glicose.

O termo "exo-celobioidrolase" (CBH) refere-se a um grupo de
enzimas celulase classificadas como EC 3.2.1.91. Essas enzimas sao tam-
bém conhecidas como exoglucanases ou celobioidrolases. Enzimas CBH
hidrolisam celobiose da exiremidade de redugdo ou nao-redugao de celulo-
se. Em geral, uma enzima do tipo CBHI de preferéncia hidrolisa celobiose da
extremidade de reducdo de ceiulose € uma enzima tipo CBHII de preferéncia
hidrolisa a extremidade de nac-reducéo de celulose.

O termo "atividade de celobioicirolase" é definido aqui como uma
atividade de 1,4-D-glicano celobioidrolase (E.C. 3.2.1.91) que catalisa a hi-
drélise de ligagdes 1,4-bete-D-glicosidicas em celuiose, celotetriose ou qual-
quer polimero contendos glicose beta-1,4-ligada, liberagdo de celobiose das

extremidades da cadeia Para propdsitos da presente invencdo, atividade de
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celobioidrolase pode ser determinada através da liberagao de agucar de re-
ducgdo sollvel em agua de uma celulose conforme medido através do méto-
do PHBAH de Lever e outros, 1972, Anal. Biocham. 47:273-279. Uma distin-
¢ao entre o modo de ataque de exoglucanase de uma celobioidrolase e o
modo de ataque de endoglucanase pode ser feita através de uma medicéo
similar de liberagcdo de aglcar de redugdc de celulose substituida tal como
carboximetilcelulose ou hidroxietil celulose (Ghose, 1987, Pure & Appl.
Chem. 59:257-268). Uma celobioidrolase verdadeira terd uma razdo muito
alta de atividade em celulose nao-substituida versus substituida (Bailey e
outros, 1993, Biotechnol. Appl. Biochem. 17:65-76).

O termo "endoglucanase" (EG) refere-se a um grupo de enzimas
celulases classificado como EC 3.2.14. Uma enzima EG hidrolisa ligactes
beta-1,4-glicosidicas internas da celulose. O termo "endoglucanase" é defi-
nido aqui como uma endo-1,4-(1,3;1,4)-beta-D-glicano 4-glicanoidrolase
(E.C. N° 3.214) que catalisa endoidrélise de ligacdes 1,4-beta-D-
glicosidicas em celulose, derivados de celulose (por exemplo, carboxi metil
celulose, liquenina, ligagdes beta-1,4 em beta-1,3 glicanos mistos tal como
beta-D-glicanos ou xiloglicanos d= cereal e outro material de planta contendo
componentes celuldsicos. Para propoésitos da presente invengao, atividade
de endoglucanase pode ser determinada usando hidrélise de carboximetil
celulose (CMC) de acordo com o procedimento de Ghose, 1987, Pure and
Appl. Chem. 59:257-268.

O termo "beta-glicosidase" é definido aqui como uma glicoidrola-
se de beta-D-glicosideo (E.C. 3.2.1.21) que catalisa a hidrélise de celobiose
com a liberacédo de beta-D-glicose. Para prop6sitos da presente invengéo,
atividade de beta-glicosidase pode ser medida através de métodos conheci-
dos na técnica, por exemole, HPLC.

"Atividade celuiclitica” cecmpreende atividade de exoglucanase,
atividade de endoglucanase ou ambos 0s tipos de atividade de enzima, bem
como atividade de beta-ghoosidase.

Muitcs microbics precuzem enzimas que hidrolisam celulose,

incluindo as bactérias Acidctisrmusz, Thermobifida, Bacillus e Cellulomonas;
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Streptomyces, levedura tal como uma Candida, Kluyveromyces, Pichia, Sac-
charomyces, Schizosaccharomyces ou Yarrowia e fungos Acremonium, As-
pergillus, Aureobasidium, Chrysosporium, Cryptococcus, Filibasidium, Fusa-
rium, Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neu-
rospora, Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Schizophyllum, Talaromyces,
Thermoascus, Thielavia, Telypocladium ou Trichoderma, ou formas sexuais
alternativas dos mesmos tal como Emericella e Hypocrea (Vide Kuhls e ou-
tros, 1996).

Uma composi¢do de "ocorréncia ndo-natural" compreende aque-
las composi¢des produzidas através de: (1) combinagao de enzimas celuloli-
ticas componentes ou em uma razao de ocorréncia natural ou de ocorréncia
nao-natural, isto €, raz&o alterada; ou (2) modificagdo de um organismo para
superexpressar ou subexpressar uma ou mais enzima celuloliticas; ou (3)
modificagao de um organismo de modo gue pelo menos uma enzima celulo-
litica seja deletada ou (4) modificacao de um organismo para expressar uma
enzima celulolitica componente heteréloga. As enzimas celuloliticas compo-
nentes podem ser providas como polipeptidios isolados antes da combina-
¢cao para formar a composicéo de ocorréncia nao-natural.

Foi constatado, em parte, que temperatura de sacarificagao alta
ambos aumenta o rendimento de glicose de materiais celulésicos e também
resulta em conversao geral aperfeicoada de celulose de modo que a fragao
de glicose no produto de conversdo é aumentada em temperaturas de incu-
bagao maiores. ’

Os presentes ensinamentos proveem métodos para aumento do
rendimento de aclicares soltiveis a partir da sacarificagdo enzimatica de ma-
teriais de partida celuldsicos através da incubagéo de um substrato celulési-
co ou um substrato ceiulosice pre-tratado com uma celulase em uma tempe-
ratura na ou acima da temperatu;a de desnaturacdo térmica da celulase. Os
presentes ensinamenics proveen ainda métodos para aumento do rendi-
mento de glicose a paitir da sacsarificagdo enzimatica de materiais de partida
celuldsicos através da incabacao de um substrato celuldsico ou um substrato

celuldsico pré-tratado oo wima caiulase em uma femperatura na ou acima
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da temperatura de desnatur:cdc térmica da celulase.

Nos métocos da presente descricdo, o material celulésico pode
ser qualquer material contendo celulose. O material celulésico pode incluir,
mas nao € limitado a, celulose, hemicelulose e materiais lignocelulésicos.
Em algumas medalidades, ¢s materiais celulésicos incluem, mas néo estéo
limitados a, biomassa, material herbaceo, residuos agriculturais, residuos
florestais, esgoto solido, papel de refugo e residuos de polpa e papel. Em
algumas modalidades, o material celuldsico inclui madeira, polpa de madei-
ra, lama de fabricagdo de papel, correntes de refugo de polpa de papel, ta-
bua compacta, resto de mitho, fibra de milho, arroz, refugo de processamen-
to de papel e polpa, plantas de madeira e herbaceas, polpa de fruta, polpa
vegetal, pedra-pomes, grédos de destiladores, gramas, cascas de arroz, ba-
gaco de cana-de-acUcar, algodao, juta, canhamo, linho, bambu, sisal, abac3,
palha, sabugos de milho, gracs de destiladores, folhas, palha de trigo, palha
de coco, algas, grarma switchgrass e misturas dos mesmos (vide, por exem-
plo, Wiselogel e outros, 1995, em Handbook on Bioethanol (Charles, E. Wy-
man, editor), pp. 105-118, Taylor & Francis, Washington D.C.; Wyman, 1994,
Bioresource Technology 50:3-16; Lynd, 1990, Applied Biochemistry and Bio-
technology 24/25: 695-719; Maosier e outros, 1999, Recent Progress in Bio-
conversion of Lignocellulosics, em Advances in Biochemical Enginee-
ring/Biotechnology, T. Scneper, managing editor, Volume 65, pp. 23-40, S-
pringer-Verlag, Nova lorgue).

O material celuldsico pode ser usado como é ou pode ser sub-
metido a pré-tratameriio usando métodos conhecidos na técnica. Tais pré-
tratamentos incluem pré-tratamentcs quimico, fisico e biolégico. Por exem-
plo, técnicas de pré-tratamsariio fisico podem incluir, sem limitag&o, varios
tipos de moagem, frituracio. explosdo fumegants/com vapor, irradiagcdo e
hidrotermodlise. Técricas de pié-tratamento quimico podem incluir sem limi-
tacdo acido diluido, alcalina, sclvanie orgénico, aménia, didxido de enxofre,
dioxido de carbono e hidratanmdlise de pH centrolado. Técnicas de pré-
tratamento bioldgico podem incluic sem Lmitacdo aplicagdo de microorga-

nismos de soluiilizasfo de figni~a O pré-tratamento pode acontecer de va-
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rios minutos a varias horas, tal como de a partir de cerca de 1 hora a cerca
de 120.

Em uma modalidade, ¢ pré-tratamento pode ser através de tem-
peratura elevada e a adigao cu de acido diluido, acido concentrado ou solu-
¢&o alcalina diluida. A solugao de pré-tratamento pode ser adicionada por
um tempo suficiente para pelo rmenos parcialmente hidrolisar os componen-
tes de hemicelulose e entdo neutralizada.

Em algumas modalidades, o pré-tratamento é selecionado de
um grupo consistindo em explosdo com vapor, esmagamento, moagem, hi-
drolise acida e combinagdes dos resmos.

A celulase é reagida com o material celulésico em cerca de
25°C, cerca de 30°C, cerca de 35°C, cerca de 40°C, cerca de 45°C, cerca de
50°C, cerca de 55°C, cerca de 60°C, cerca de 65°C, cerca de 70°C, cerca de
75°C, cerca de 80°C, cerca de 85°C, cerca de 90°C, cerca de 95°C, cerca de
100°C. Em algumas modalidades as enzimas séo reagidas com substrato na
Oou mais ou menos na temperatura de desnaturacao térmica da celulase. O
pH pode variar de a partir de 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 a cerca de
pH 8,5. Em geral, a faixa de pH sera de a partir de cerca de pH 4,5 a cerca
de pH 9. Incubacéo da celulase sob essas condigdes resulta em liberagao de
quantidades substanciais do aglcar solivel a partir do material celulésico.
Por quantidade substancial entende-se pelo menos 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou mais de actcar solivel sendo aglcar dispo-
nivel.

O tratamento com celulase pode acontecer a partir de varios mi-
nutos a varias horas, tal como de a partir de cerca de 0,1 hora a cerca de
120 horas, de preferéncia cerca de 120 horas a cerca de 72 horas, com mais
preferéncia cerca de 24 horas & 48 horas.

A guantidade de ceitlase € umna funcdo da(s) enzima(s) aplica-
da(s) e do tempo de rsacic e condiydss dados. De preferéncia, a(s) celula-
se(s) podem ser dosadas &n umz gdantidade total de a partir de cerca de 2

- 40 mg/g de materiay caluiisilo.
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Nos métedos dz nresente descricdo, a celulase pode ser celula-
se integral, uma celulase intagra!l suplementada com uma ou mais atividades
de enzima e misturas ce ceiulase. Em algumas modalidades, a celulase po-
de ser uma preparagio de celuiase integral. Conforme aqui usado, a expres-
s&o “"preparacdo de celulase integrel" refere-se a composigées contendo
ambas as celulases de ocorréncia natural e de ocorréncia nao-natural. Uma
composicao de "ocorréncia natural" € uma produzida por uma fonte de ocor-
réncia natural e que compreende um ou mais componentes tipo celobioidro-
lase, um ou mais tipo endoglucanase e um ou mais beta-glicosidase onde
cada um desses componentes é encontrado na razao produzida pela fonte.
Uma composicao de ocorréncia natural € uma que é produzida por um orga-
nismo ndo-modificado com relagdo a enzimas celuloliticas de modo que a
razao das enzimas componentes é inalterada daquelas produzidas pelo or-
ganismo nativo.

Em geral, as celuiases podem incluir, mas n&o estao limitadas a:
(i) endoglucanases (EG) ou 1,4-B-d-glicano-4-glicanoidrolases (EC 3.2.1.4),
(i) exoglicanases, incluindo 1,4-f-d-glicano glicanoidrolases (também co-
nhecidas como celodextrinases) (EC3.2.1.74) e 1,4-B-d-glicano celobioidro-
lases (exo-clobioidrolases, C3H) (EC 3.2.1.91) e (iii) B-glicosidase (BG) ou
B-glicosideo glicoidrolases (EC 3.2.1.21).

Na presente descr.¢do, a celulase pode ser de qualquer micro-
organismo que seja Util para a hidrélise de um material celulésico. Em algu-
mas modalidades, a celulase & uma celulase integral de fungos filamento-
sos. "Fungos filamentosos" inciuer todas as formas filamentosas da subdi-
visdo Eumycota e Qomycota.

Em algumas madalidades, a celulase & uma espécie Acrmoni-
um, Aspergilius, Emericella, Fuserium, Humicola, Mucor, Myceliophthora,
Neurospora, Scytaliclivim, Thievaiia. Tolypocladium ou Trichoderma, celulase
integral.

Em algurias medalidades, a celulase & uma celulase integral de
Aspergillus aculeaius, Aspergiius awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus

japonicus, Aspergillus nicuian. Aspergiflus niger ou Aspergillus oryzae. Em
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outro aspecic, celuiase é uma ceiuiase integral de Fusarium bactridioides,
Fusarium cersalis, Fusariuri crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium
graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium ne-
gundi, Fusarium oxysporum, Fusasium reticulatum, Fusarium roseum, Fusa-
rium sambucinum, Fusarium sarcochrcum, Fusarium sporotrichioides, Fusa-
rium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium trichothecioides ou Fusari-
um venenatum. Em outro aspecto, a celulase € uma celulase integral de
Humicola insolens, Humicola fanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora
thermophila, Neurospora crassa, Scytalidium thermophilum ou Thielavia ter-
restris. Em outro aspecto, a celulase & uma Trichoderma harzianum, Tricho-
derma koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei, por e-
xemplo, RL-P37 (Sheir-Neiss e outros, Appl. Microbiol. Biotechnology, 20
(1984) pp. 46-53; Montenecourt, B.S., Can., 1-20, 1987), QM9414 (ATCC N°
26921), NRRL 15709, ATCC 13651, 56764, 56466, 56767 ou Trichoderma
viride, por exemplo, ATCC 32098 e 32086, celulase integral.

Em algumas modalidedes, a ceiulase € uma celulase integral
RutC30 de Trichoderma reesei, que esta disponivel da American Type Cultu-
re Collection como Trichodermia reesei ATCC 56765.

Na presente descri¢éo, a células pode ser de qualquer método
de cultivo de microorganismo conhecido na técnica resultando na expressao
de enzimas capazes de nidroliss de um material celuldsico. Fermentagao
pode incluir cultivo corn frasco agitada, fermentagdao em pequena ou grande
escala, tal como continua, =m batslada ou fed-batch, ou fermentacdes em
estado solido em laboratorio ou fermentadores industriais realizados em um
meio adequado e sob cordicdes que permitem que a celulase seja expressa
ou isolada.

Em geral, o microcrganismo é cultivado em um meio de cultura
celular adequado para oreducdo de enzimas capazes de hidrélise de um
material celuidsica. O cultiz¢ acoriece em um meio nutriente adequado
compreendendo foriss de carbono e nitrogénio e sais inorganicos, usando
procedimeritos conhecidos na &orica. Meios de cultura, faixas de tempera-

tura e outras condgles acsquadas pare crescimento e produgao de celulase
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sao conhecidcs na técnica. Come i exemolo nao-limitante, a faixa de tem-
peratura normal para a produgéc de celulases através de Trichoderma ree-
sei € 24°C a 28°C.

Certos fungos oroduzern sistemas de celulase complexo que
incluem exo-celobioidrolases ou celulases tipo CBH, endoglucanases ou ce-
lulases tipo EG e beta-glicosidases ou celulares tipo BG (Schulein, 1988). No
entanto, algumas vezes esses sistemas ndo tém celulases tipo CBH, por
exemplo, celulases bacterianas tambam tipicamente incluem poucas ou
quaisquer celulases tipo CBH. Ainda, foi mostrado que os componentes EG
e os componentes CBH interagem sinergisticamente para mais eficiente-
mente degradar celulose. Vide, por exemplo, Wood, 1985. Os componentes
diferentes, isto &, as varias endoglicanases e as varias exocelobioidrolases
em um sistema de celulase multicomponente ou completo geraimente tém
propriedades difererites, tal como ponto isoelétrico, peso molecular, grau de
glicosilagao, especificidade de substrato e padrées de acdo enzimatica.

Em algumas modalidades, a celulase é usada como é produzida
através de fermentagéo sem nenhuma ou com minima recuperagao e/ou
purificacdo. Por exempio, uma vez ceiulases sendo secretadas por uma cé-
lula no meio de cultura ceiuiar, 0 meo de cultura celular contendo as celula-
ses pode ser usado. Em aigumas modalidades, a preparacao de celulase
integral compreende os teores nac-iracionados de material de fermentagao,
incluindo meio de cultura celular, enzimas extracelulares e células. Alternati-
vamente, a preparacédo de celulase integral pode ser-processada através de
qualquer método convencional, por exemplo, através de precipitagéo, centri-
fugacéo, afinidade, filiragem od gualguer outro método conhecido na técnica.
Em algumas modalicadss, a preoaracdo de celulase integral pode ser con-
centrada, por exemplc, & ent3o usada sem purificacdo adicional. Em algu-
mas modalidades a praparacao ca celulase integral compreende agentes
quimicos gue dimhuem a viskaidade celular ou matam as células. Em algu-
mas modalidades, as <&lules sfo isadas ou permeabilizadas usando méto-

dos conhecidos na &onica.
Ura celobase conferds ama cuantidade grande de celobioidro-
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lase e/ou beta-glicosidase encontra utilidade em producéo de etanol. Etanol
deste processo pode =i usado mais como um aumentador de octano ou
diretamente como um comkbustivel no lugar de gasolina que é vantajoso por-
que o etanol comc ums fonte de cornbustivel & mais ambientalmente amiga-
vel do que produtos desivados do petiGleo. E conhecido que o uso de etanol
vai melhorar a qualidade do ar e possivelmente reduzir os niveis de ozdnio e
poluigéo locais. Além disso, utilizagdo de etanol no lugar de gasolina pode
ser de importancia estratégica em abrandar o impacto de mudancas repenti-
nas em suprimentos de energia ndo-renovavel e petroquimicos.

Etanol pode ser produzido através de processos de sacarifica-
céo e fermentagao a partir de biomassa celuldsica tal como arvores, plantas
herbaceas, esgoto publico e residuos agriculturais e florestais. No entanto, a
razédo de enzimas celulases individuais dentro de uma mistura de celulase
de ocorréncia natural groduzida por um micrdébio pode ndo ser a mais efici-
ente para conversio rapida de celulose em biomassa em glicose. E conhe-
cido que endoglucanases agem para produzir novas extremidades de cadeia
de celulose que sdo e si substraios para a agao de celobioidrolases e en-
tdo melhoram a eficiéncia ce hidrélise por todo o sistema de celulase inte-
gral. Deste modo, o uso de atividade de celobioidrolase alta ou otimizada
pode melhorar muito a produgao de etanol.

Etanoi pode ser produzido atraves de degradagao enzimatica de
biomassa e conversac dos sacarideos iiberados em etanol. Este tipo de eta-
nol é frequentemente referido como bioetanol ou biocombustivel. Ele pode
ser usado como um aditivo v extensor de combustivel em misturas de me-
nos do que 1% e até 100% (um substituto de combustivel).

Converséc de caiulose grande pode ser conseguida em tempe-
raturas maiores usando o8 poiipeptidios CBH descritos, por exemplo, em
uma das Publicaces de Patsnts US US20050054039, US20050037459,
US20060205042, U3Zuu50046€ 181 ¢ US20060218671. Métodos de su-
perexpressao de bata-glicosidass 540 conhecides na técnica. Vide, por e-
xemplo, US 6.022.725. Vide winté i, por examplo, US20050214920.

Emn algum:s modalidades, a celulase & uma proteina de fusdo
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de exo-celobioidrolase, exerplos adaguados incluem CBH1 e endoglucana-
se de Acidothermus celluloiyticus cu endoglucanase de Thermobifida fusca,
CBH1 e endcglucanase Aciclotharrus cellulolyticus e particularmente uma
endogiucanase de Acidctherrus cailulolyticus E1 ou GH74 (vide, por exem-
plo, Publicac&o de Patente US M° ZC0C60057672).

Em algumas modalidades, a mistura de celulase compreende
uma celulase selecionada de Endoglucanase de Trichoderma reesei (EG1),
celobioidrolase de Trichadema ree:sei 1 (CBH1) e celobioidrolase de Tricho-
derma reesei (CBH2), celobioidrolase de Humicola grisea (CBH1) e endo-
glucanase de Acidothermus cellulolyticus E1 (E1), exocelulase de Thermo-
monospera fusca E3 e combinag¢ées dos mesmos.

Os métodos da presente invengéo podem ser usados na produ-
¢ao de monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos como agentes
quimicos, matérias-primas de fermentac¢do para microorganismo e indutores
para a producgao de proteinag, produtos organicos, agentes quimicos e com-
bustiveis, plasticos e cutros produtos ou intermediarios. Em particular, o va-
lor de residuos de processamento (gréao de destiladores secos, graos gastos
de fermentacgdo, bagaco da cana-de-aclcar, etc) pode ser aumentado atra-
vés de solubilizacéo paicial ou conipleta de celulose ou hemicelulose. Em
adicao a etanol, alguns agentes guirnicos gue podem ser produzidos a partir
de celulose e hemicelitiose incluen acetona, acetato, glicina, lisina, acidos
organicos (por exemplo, acido laciico). 1,3-propanodiol, butanodiol, glicerol,
etileno glicol, furfural, polidroxiglcanoatos, acido cis, cis-muconico, ragao
animal e xilose.

O presente ensinamento prové ainda métodos para conversao
de um material celuldsico em glicose compreendendo combinar um material
celulésico com ume celuiasz, incubacao da dita combinagdo de material ce-
luldsico e celuiase, causer uma reacdo de hidrdlise para converter material
celulésico e aglcares solvez, wnde os ditos aglcares soluveis compre-

endem glicoss e celobizse e u fracio de glicose € pelo menos 0,75 com re-

lacdo aos ditos agucaras solliveis.
O presente ensiramsnis crové ainda métodos para conversao
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de um material celulésics em celobiose compreendendo combinar um mate-
rial celuldsico com urna mistura de celulase compreendendo uma endoglu-
canase 1. Em algumas mocalidades, a endoglucanase 1 pode compreender
uma endoglucanase de Acidothern:us cellulolyticus, incluindo aquelas descri-
tas nas Pat. U.S. N°S £.536.85% & £.013.860 e Publicagées de Pedido de
Patente N°S 2003/0103011, 2006/0025715, 20060057672.

Em algumas modalidecss. os métodos da presente descrigdo
compreendem ainda e etapa de determinagao da quantidade de glicose ou
acgucares soluveis.

Sao também providos métodos de conversdo de um material
celulésico em glicose compreendendo as etapas de combinar um material
celuldsico com uma celulase de modo que a combinacgéo resultante de mate-
rial celulésico e celulase tem 1% a cerca de 30% de celulose em peso; e
incubagdo da dita combinagac de rnaterial celulésico e celulase em uma
temperatura maior do gue caica de 38°C a cerca de 100°C por cerca de 0,1
hora a cerca de 96 horas em um pH de a partir de cerca de 4 a cerca de 9
causa uma reacao de nidrolise para converter pelo menos 20% do dito mate-
rial celuldsico em aglicares scluveis, onde os ditos aglcares sollveis com-
preendem glicose e celobiose, € a fragéo de glicose € pelo menos 0,75 com
relacéo aos ditos agucaras sollvels.

Sao providos agui inétnacs de conversdo de um material celuld-
sico em celobiose compreendendo as etapas de combinacao de um material
celuldésico com uma Tistura de celulase compreendendo uma endoglucana-
se 1 de modo que a zornbinagze resultante de material celulésico e mistura
de celulase tem 1% a cerca de 30% de celulose em peso; e incubagao da
dita combinacéo de material celulisico e celulase em uma temperatura de
menos do que carce de 100°C a cerca de 25°C por cerca de 0,1 hora a cer-
ca de 96 horas em um o+ de a paiiir ue cerca de 4 a cerca de 9 para causar
uma reacgdo da ridrélise para conveiter até £0% do dito material celuldsico
em aglicares sollvais, oids os ditos agucares sollveis compreendem glico-
se e celobiose e a iraciio de Jiiwse & menos do que cerca de 0,5 com rela-

¢éo aos ditos aglcaras s0uvais,
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A presente invenggs & descrita em mais detalhes nos exemplos
que seguem que néo preiendsir d2 modo algum limitar o escopo da inven-
¢ao conforme reivindicado. As Figuras anexas pretendem ser consideradas
como partes integrais da especificacdo e descricdo da invencao. Todas as
referéncias citadas sado aqui especitficamente incorporadas a titulo de refe-
réncia para tudo que é descrito aqui.

Aspectos dos presentes ensinamentos podem ser ainda com-
preendidos a luz dos exemplos gu= seguem, que nao devem ser considera-
dos como limitantes do escopo dos presentes ensinamentos. Sera aparente
aqueles versados na técnica que muitas modificacdes, ambos a materiais e
meétodos, podem ser praticadas semi se afastar dos presentes ensinamentos.
7. EXEMPLOS

Conversao de celulose foi avaliada através de técnicas conheci-

das no campo. Vide, por exernplo, Baker e outros, Appl. Biochem. Biotech-
nol. 70-72:395-403 (1998) e conforme descrito abaixo. Cento e cinquenta
microlitros de substrate por cavidade foram carregados em uma placa de
microtitulacao (MTP) de 96 cavidades de fundo plano usando uma pipeta de
repeticdo. Vinte micruiitros de solugge de enzima apropriadamente diluida
foram adicionados em cima. As placas foram cobertas com seladores de
placa de aluminio e postas er incubadoras em qualquer temperatura de tes-
te, com agitacao, pelcs tempos aspecificados. A reagao foi terminada atra-
vés da adicdo de 100 ul de Glicina 100 mM pH 10 a cada cavidade. Com
mistura completa, os seus teores foram filtrados através de uma placa de
filtro de 96 cavidades Millipore (0,45 um, PES). O filtrado foi diluido em uma
placa contendo 100 L dle Glicina 1¢ mM pH 10 e a quantidade de agucares
solliveis produzida medida atrevés ae HPLC. As HPLCs Agilent 1100 séries
eram todas equipadas ¢omn uma coluna de de-ashing/guard (Biorad N° 125-
0118) e uma coluna de carbaidrato baseada em chumbo Aminex (Aminex
HPX-87P). A fase mdvel ara agua coim uma taxa de fluxo de 0,6 mi/min.

Restc de milho pré-tratado (PCS) - Resto de milho foi pré-tratado

com 2% p/p d= H,SCy confoime desanto em Schell, D. e outros, J. Appl. Bi-

ochem. Biotecning/, 105:54-35% (2002) & seguido por lavagens multiplas com
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agua deionizada para oider um pil de 4,5, Acetato de sédio foi adicionado
para fazer urna concentraggo finsl ¢2 50 mM e a solugao foi titulada para pH
5,0. A concentragao de calulase na mistura de reagdo era aproximadamente
7%.

Usando as celulases que seguem: celulase integral de Tricho-
derma reesej superexpressando beta-glicosidase 1 (WC - BGL1) (vide, por
exemplo, Patente U.S. N* 6.022.725), celulase integral de Trichoderma ree-
sei expressando uma proteina de fuséo CBH1-E1 (WC - CBH1-E1) (vide, por
exemplo, Publicacao de Patente L'.S. N°® 20060057672), Endoglucanase de
Trichoderma reesei 1 (EG1), celobioidrolase 1 de Trichoderma reesei (C-
BH1) e celobioidrolase 2 de Trichoderma reesei (CBHZ2), celobioidrolase 1 de
Humicola grisea (CBH1) e endoglucanase E1 de Acidothermus cellulolyticus
(E1), exocelulase E3 de Thermomonospera fusca 3. A quantidade de enzima
foi provida em: miligramas por grama de celulose. Os resultados sdo resumi-
dos nas Figuras 1-12. A ordenadca represenia a fragdo de glicose com rela-
¢ao ao acucar tota! (base pesu/pess). Por exemplo, nas figuras 1-10, (A) a
ordenada representa a duracado de tempo de conversao e nas figuras 1-10,
(B) a abscissa representa a conveiséo de agucar soluvel total que é obser-
vada (cada tempc de incubacgzo nio é explicitamente marcado, mas um ul-
timo tempo de incubacac ¢ indicado por conversao maior).

As figuras 1A-B mostrarn a conversao de resto de milho tratado
com acido diluido er acuczres solliveis através de 3,3 mg/g de celulase in-
tegral de Trichoderma reesei superexpressando beta-glicosidase, a 38°C
(simbolos abertos) e 53°C (simbolos fechados). Celulase integral de T. ree-
sei com niveis de B-glicosidase elevados converte resto de milho pré-tratado
com acido em uma fracao raior de glicose a 53°C do que a 38°C.

As figuras 24-B rosirar & convers@o de resto de mitho tratado
com acido diluido ern =gicaras soltiveis alravés de 12 mg/g de celulase in-
tegral de Trichodenna reesel sugerexpressando beta-glicosidase, a 38°C
(simbolos abertos) e 520 (sfmbalas fechados). Celulase integral de T. ree-
sei com niveis de 8-glicosicass slevados converte resto de mitho pré-tratado

com acido e uma fracd:s malur de glicose a 53°C do que 38°C.
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As figuras 34-B mosiran e conversdo de resto de milho tratado

com &cido diluido em z¢icares solilais através de 18 mg/g de celulase in-
tegral de Trichoderma reese! supeexpressanco beta-glicosidase, a 38°C
(simbolos abertos) e 55°C (sivbolys fechados). Celulase integral de T. ree-
sei com niveis de §3-glicosidase elevados converte resto de milho pré-tratado
com acido em uma fragdo maicr de glicose a 53°C do que a 38°C.
As figuras 4A-B mostram a conversdo de resto de milho tratado com acido
diluido em acgucares soluveis atravas de 20 mg/g de celulase integral de Tri-
choderma reesei superexpressznidc beta-glicosidase 1 a 38°C (simbolos
abertos) e 53°C (simbolos fechados). Celulase integral de T. reesei com ni-
veis de B-glicosidase elevadcs converte resto de milho pré-tratado com aci-
do em uma fragdo maior de ¢'icose a 53°C do que a 38°C.

As FIGURAS 5A-B mostram a conversao de resto de milho tra-
tado com acido diluido em aglcares sollveis através de 25 mg/g de celulase
integral de Trichoderma ressei sugsrexpressando beta-glicosidase, a 38°C
(simbolos abertos) e £3°C (simbolys fechados). Celulase integral de T. ree-
sej com niveis de p-glicosidase elevados converte resto de milho pré-tratado
com acido em uma fracdo raicr de glicose a 53°C do que a 38°C.

As figuras 6A-B mostram a conversao de resto de milho tratado
com acido diluido em z¢tcaras soluveis através de 12 mg/g de celulase in-
tegral de Trichoderma ressei, & 33°C (simbolos abertos) e 53°C (simbolos
fechados). Celulase iniegral de 7. reesei converte resto de miiho pré-tratado
com acido em uma fracio maior te ¢licose a 53°C do que a 38°C.

As figuras 7A-B mosaim 2 conversao de resto de milho tratado
com acido diluido em agicaies sollveis através de 12 mg/g de celulase in-
tegral de Trichoderma reesei exgrassando uma proteina de fusdo CBH1, a
38°C (simbolos akberos) & £3°C (simboios fechados). Celulase integral de T.

reesei conveiie resto de risho wré-iatado com acido em uma fragdo maior

de glicose a 53°C du gue a 38°C.
As figuras 5A-B rosyar, & conversio de resto de milho tratado
com &cido ¢iluico an. aylte zs sollveis aravas de 15 mg/g de uma mistura

de celulase composts o gz 31 de 7 reesel e CBH1 de T. reesei (quadra-
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dos) ou E1 e CBH1 de M. grissa (circvlos) a 38°C (simbolos abertos) e 65°C
(simbolos fechados). Misturas de celulase contendo E1 convertem resto de
milho pré-tratado com acids em urna fracdo maior de celobiose do que mis-
turas contendo EG1.

As figuras 9A-B mostram & conversao de resto de milho tratado
com acido diluide em aglcares solGyveis através de 15 mg/g de uma mistura
de celulase composta ou de EG1, CBH1 de T. reesei e CBH2 de T. reesei
(quadrados) ou E1, CBH1 de H. grisea e CBH2 de T. reesei (circulos) a 38°C
(simbolos abertos) e 65°C (simbolos fechados). Misturas de celulase con-
tendo E1 convertem resto de milho pré-tratado com acido em uma fragao
maior de celobiose do gue misturas contendo EG1.

As figuras 10A-B mostram a conversado de resto de milho tratado
com Aacido diluido em aglcares soltveis através de 15 mg/g de uma mistura
de celulase composta cu de ZG1, C3H1 de 7. reesei e E3 de T. fusca (qua-
drados) ou E1, CBH1 dz H. grisea = £3 de T. fusca (circulos) a 38°C (simbo-
los abertos) e 65°C (sirnbolos fechados). Misturas de celulase contendo E1
convertem resto de milho pré-tratado com acido em uma fragdo maior de
celobiose do que misiuras contendo EG1.

As Figuras 11A-F mostram a conversao de resto de milho trata-
do com &cido em aglicares soliveis awravés de celulase integral de Tricho-
derma reesei a 53°C (3imbolos ‘echados) e 59°C (simbolos abertos) por 1
dia (A e B), 2 dias (C e D) & 3 dias (& e F). A ordenada representa a fracao
de glicose com relagdo ao agicar total (base pesolpeso) (A, B e E). A abs-
cissa representa a dose ce enzimea usacda (B, D e E). A abscissa representa
a conversdo de agUaar sollvel total que é observada (cada dose nao é expli-
citamente marcada, mas urna dass rmaior € indicada por conversdo maior).
Celulase integral de 7. r2esei converis resto de mitho pré-tratado com acido
em uma fracdo maior ¢e glicose ant lzimperaturas altas.

A3 Figuras 12A-F mosiar a converséo de resto de milho trata-
do com acido em zgicarss sclivais através de uma celulase integral de Tri-
choderma recsei adcisssandu wita proteina de fusdo CBH1-E1, a 53°C

(simbolos fechadns) ¢ 527C (simiolos abertes) por(Ae B) 1. (CeD)2e (E
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e F) 3 dias. A ordanadn reprasenta a frecac de glicose com relagao ao agu-
car total (base peso/peso) (A, T 2 E). A abscissa representa a dose de en-
zima usada (B, D e F). & ahscissa reprasenta a conversao de acuicar soltvel
total que € observada (cada dose nZn é explicitamente marcada, mas uma
dose maior & indicada por converséde maior). Celulase integral de T. reesei
converte resto de milho pré-tratadn com acido em uma fragdo maior de gli-
cose em temperaturas altas.

E compreendido aue os exemplos e modalidades descritos aqui
s&o para propésitos ilustrativos apenas e que varias modificagdes ou mu-
dancas a sua luz serdo sugeridas a pessoas versadas na técnica e devem
ser incluidas no espirito e limites do presente pedido e escopo das reivindi-
cacdes apensas. Todas as publicactes, patentes e pedidos de patente cita-
dos aqui sdo aqui incorporados & titulo de referéncia em sua totalidade para

todos os propdsitos.
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REIVINDICAGOES

1. Método para conversdao de um material celulésico em glicose,
caracterizado pelo fato de que compreendendo as seguintes etapas:

combinar um material celulésico com uma celulase integral de
Trichoderma reesei de modo que a combinagcdo resultante de material
celuldsico e celulase tenha 1% a 30% de celulose em peso; e

incubar a combinagao de material celulésico e celulase em uma
temperatura entre 55 °C e 65 °C por 0,1 hora a 96 horas em um pH de 4 a 9 de
modo a causar uma reacao de hidrélise para converter pelo menos 20% do
material celulésico em agucares soluveis,

em que os agucares soluveis compreendem glicose e celobiose, e
a fragéo de glicose é pelo menos 0,75 em relagdo aos agucares solluveis e a
fracao de glicose aumenta em temperaturas de incubagéo superiores a 50°C
em comparag¢ao com a fragéo de glicose a uma temperatura de incubagao de
38°C.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo fato
de que a Trichoderma reesei expressa uma enzima recombinante.

3. Método de acordo com a reivindicagéo 2, caracterizado pelo fato
de que a enzima recombinante é uma beta-glicosidase.

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3,
caracterizado pelo fato de que o material celuldsico é selecionado a partir do
grupo compreendendo culturas de bioenergia, residuos agricolas, esgoto
publico sdlido, refugo sdlido industrial, refugo de jardim, madeira, refugo
florestal, grama switchgrass, papel de refugo, lama de fabricacdo de papel,
grao de milho, sabugos de milho, cascas de milho, restos de milho, gramas,
trigo, palha de trigo, feno, palha de arroz, bagagco de cana-de-agucar, sorgo,
soja, arvores, grama switchgrass, feno, cevada, palha de cevada, palha de
arroz e gramas.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 4,
caracterizado pelo fato de que ainda compreende a etapa de pré-tratar o
material celulésico.

6. Método de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo fato
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de que o pré-tratamento é selecionado a partir do grupo compreendendo
explosao de vapor, esmagamento, moagem, hidrélise acida e combinag¢des dos
mesmos.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
caracterizado pelo fato de que ainda compreende a etapa de determinar a
quantidade de glicose.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7,
caracterizado pelo fato de que ainda compreende determinar a quantidade de
acgUcares solaveis.

9. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 8,
caracterizado pelo fato de que a quantidade de celulase é de 2 a 40 mg/g de
material celulésico.
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Fragao de glicose

Fracio de glicose

Fracéo de glicose
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FIG. 11(A)
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FIG. 11 (E)
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FIG. 11(B)
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FIG. 11(F)

09 Oo

0.8 } A 3
* o

o

o ¢ 00
‘et
0.7
06
05
04 |
03 -
02r

0.1

o s " s
02 04 0.6 0.8 1

0 20% 40% 680% 80% 100%
Conversao da fracdo de glicano

<



FIG. 12(A)
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