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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METODO
PARA CULTIVAR UM MICRO-ORGANISMO DE PRODUGAO QUE PRO-
DUZ UMA PROTEINA DESEJADA".

1. Referéncia Cruzada A Pedido Relacionado

O presente pedido reivindica o beneficio de e prioridade em rela-
¢ao ao pedido de patente provisério de numero de série 60/878.616, intitulado
"Condicionamento de Biomassa para Crescimento Microbiano”, depositado em
03 de janeiro de 2007, aqui incorporado por referéncia em sua totalidade.

2. Suporte Governamental

Partes deste trabalho tiveram por fundamento o Subcontrato de
numero ZCO-30017-01 com o National Renewable Energy Laboratory sob o
Contrato Priméario de numero DE-AC36-99G010337 com o U.S. Department
of Energy. Consequentemente, o Governo do Estados Unidos pode ter cer-
tos direitos nesta invengao.
2. Introducao

A presente invengdo refere-se a um metodo para o aperfeicoa-
mento do rendimento de processos microbianos gue usam biomassa de lig-
nocelulose com uma fonte de nutriente.

3. Antecedentes da Invencéo

Em anos recentes, avangos consideraveis foram feitos na con-
versao de biomassa em etanol como combustivel. A maior parte do etanol
produzido a partir de biomassa, ate agora, baseia-se em fermentagao de
glicose de milho, nos Estados Unidos, € em sacarose de agucar de cana, no
Brasil. A biomassa, que grandemente consiste em celulose, hemicelulose e
lignina tem atraido atengdo crescente como uma importante fonte de energia
renovavel. Residuos de floresta e de agricultura sédo abundantes e relativa-
mente baratos. Se esse material, ou pelo menos uma parte significativa dele,
pudesse ser convertido em combustivel liquido, isto constituiria uma contri-
buigao significativa para sclucionar o problema da reciclagem e da conser-
vacao de recursos.

Q etanol pode ser produzide a partir de materiais de lignocelulo-

sicos, tais como residucs de madeira e culturas. Os componentes de celulo-
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se e de hemicelulose de lignocelulose podem ser hidrolisados para liberar
monossacarideos, que, entdo, sdo fermentados para formar metanol. Entre-
tanto, tem sido dificil de desenvolver um processo economicamente viavel
de conversdo de material celuldsico em agucares fermentaveis. A pesquisa
sobre o uso de biomassa de lignocelulose para preparar etanol e outros pro-
dutos & amplamente revista, ver, por exemplo, Lin e Tanaka (2006 Appl. Mi-
crobiol. Biotechnol. 69:627-642) e Saha (2003, J. Ind. Microbiol. Biotechnol.
30:279-291).

A lignocelulose € um substrato mais complexo do que amido e
agucares. Uma das tarefas limitantes de velocidade e dificeis € a remogao
de lignina. Além disso, os tecidos vegetais diferem tremendamente com res-
peito ao tamanho e a organizacdo. Alguns tipos de células vegetais tém pa-
redes celulares espessas e lamelas intermediarias altamente lignificadas
separando as ceélulas umas das outras. Essas paredes celulares tém que ser
atacadas a partir da superficie luminal, para fora, através da parede secun-
daria (de maneira contraria a particulas de celulose pura, que sao degrada-
das a partir de fora para dentro). Em adi¢édo as limitagdes impostas pela es-
trutura da prépria celulose, limitagoes adicionais sao impostas por difuséo e
transporte do agente celulolitico para o sitio de ataque. Portanto, antes da
hidrélise de celulose, a maioria dos materiais de madeira sao submetidos a
um pré-tratamento para tornar as fibras de celulose, dentro das estruturas,
mais cOmodas e acessiveis a hidrolise.

Observou-se que a fermentagcdo de hidrolisados derivados de
madeira para formar etanol ¢é dificultada pela presenga de substancias inibi-
doras, tais como furanos, acido organico e varios compostos fenolicos. Tais
compostos inibidores sdo formados ou liberados durante a degradagéo de
lignina e a hidrolise dos polissacarideos complexos na madeira. O tipo de
compostos toxicos e sua concentragdao em hidrolisados de lignocelulose de-
pendem tanto da matéria-prima quanto das condigbes operacionais empre-
gadas para a hidrolise. Tais compostos toxicos podem reduzir de maneira
significativa a utilizacao eficiente de agucares e a produgéo de etanol.

Inimeros processos de detoxificagao bioldgicos, fisicos e quimi-
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cos tém sido testados com hidrolisados de biomassa de abeto (Larsson et
al., 1999, Appl. Biochem. Biotechnol. 77-79, 91-103). A patente norte-
americana de numero 7.067.303 descreve o uso do fungo Coniochaeta ligni-
aria para remover furanos em hidrolisados. Um método comumente usado,
conhecido como "overliming" envolve o ajuste do pH inicialmente para 10-11
com um alcali, por exemplo, hidroxido de calcio ou aménia, e, entdo, para
5,0-6,0 com um a&cido, por exemplo, acido sulfarico ou fosférico. As condi-
¢O0es usadas para a detoxificacdo com alcali tém que ser cuidadosamente
controladas para otimizar os efeitos positivos e para minimizar a degradacéo
de agucares fermentaveis. Os mecanismos por tras do efeito de detoxifica-
¢do com alcalis e a influéncia da escolha de céation e das condigbes ndo sdo
bem entendidos. (Nilvebrant et al., 2003, Appl. Biochem. Biotecnol. 105-
108;615-28; Persson et al., 2002, J. Agric. Food Chem. 50(19):5318-25).
Embora o "overliming" seja muito eficaz, ele resulta em um precipitado inso-
luvel que persiste através de etapas subsequentes e tem que ser removido e
descartado, resultando em residuos e custo aumentado.

A eficacia de um método de detoxificagao e variavel porque cada
tipo de hidrolisado tem um grau de toxicidade diferente, e cada espécie ou
mesmo cepa de micro-organismo tem um diferente grau de tolerancia a ini-
bidores. Portanto, diferentes métodos de detoxificagdo ndo podem ser com-
parados de maneira estrita, quando hidrolisados de diferentes fontes e de
diferentes micro-organismos forem usados. (Mussatto e Roberto, 2004, Bio-
resour. Technol. 93(1):1-10; Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000, Bioresour.
Technol. 74:25-33; Palmqvist e Hahn-Hagerdal, 2000, Bioresour. Technol.
74:17-24).

Enquanto o foco de muito da pesquisa esta direcionado a detoxi-
ficagdo de hidrolisados de madeira para fermentagéo etandlica, o uso de
biomassa de lignocelulose como matéria-prima para outros processos bio-
tecnoldgicos esta praticamente inexplorado. Por exemplo, devido a demanda
aumentada por enzimas de celulase em uma variedade de industrias, clara-
mente existe uma necessidade de novos métodos para aumentar a produ-

¢do de celulase a partir de fungos, por exemplo, Trichoderma reesei, tal que
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enzimas de celulase possam estar mais economicamente disponiveis.

Mesmo dentro do contexto de geragao de etanol, existe uma ne-
cessidade urgente de aperfeicoamento na economia e na eficiéncia das va-
rias diferentes abordagens na conversdo de lignocelulose para formar agu-
cares para formar etanol.

4. Sumario da Invencao

A presente invencao refere-se a métodos para o aperfeigoamen-
to do rendimento de processos microbianos, que usem biomassa de lignoce-
lulose como uma fonte de nutriente. Em particular, a invengao fornece méto-
dos para preparar uma composi¢cao compreendendo biomassa de lignocelu-
lose que esta condicionada para crescimento microbiano. Uma tal composi-
G¢ao pode ser usada como um componentes em uma alimentagdo para um
processo microbiano. Os métodos compreendem a colocagdo em contato de
uma composigdo compreendendo biomassa de lignocelulose com uma com-
posi¢cao de enzima que compreenda uma enzima oxidante de fenol, durante
um periodo de tempo suficiente para neutralizar os compostos inibidores
presentes na composi¢cdo. A composigdo condicionada pode suportar uma
velocidade de crescimento de uma espécie de micro-organismo de produ-
¢a0, que é mais elevada do que aquela que pode ser obtida com uma com-
posigao de biomassa de lignocelulose que nao foi colocada em contato com
a composicao de enzima. Em uma concretizagao, a composi¢do de enzima
compreende uma lacase. Em uma concretizacéo, a biomassa de lignocelulo-
se é derivada a partir de plantas de ndo-madeira, tais como milho e/ou cana-
de-acucar. Em uma concretizagdo, a composigdo de enzima compreende
am lacase e a biomassa de lignocelulose é selecionada a partir de caules,
folhas e outras partes de milho e bagaco de cana-de-agucar.

A invengao também engloba métodos para o cultivo de micro-
organismos que sejam sensiveis a certos compostos inibidores presentes
em biomassa de lignocelulose. Em uma concretizacdo, uma composigao
compreendendo uma biomassa de lignocelulose é colocada em contato com
uma composigao de enzima compreendendo uma enzima oxidante de fenol,

durante um periodo de tempo suficiente para condicionar a composigao para
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crescimento microbiano. A composi¢ao condicionada €, entao, usada como
componente da matéria-prima para crescimento dos micro-organismos. Al-
ternativamente, a composigdo de enzima € adicionada diretamente a um
processo, no qual os micro-organismos sao cultivados em um meio de cultu-
ra compreendendo biomassa de lignocelulose. Em cada caso, a velocidade
de crescimento dos micro-organismos e/ou do rendimento em biomassa mi-
crobiana na composigao condicionada sdo aumentados em relagéo aqueles
de uma composigdo compreendendo biomassa de lignocelulose que nao foi
colocada em contato com a composi¢ao de enzima.

A invengao engloba adicionaimente métodos para produgdo de
um produto em um micro-organismo que usa biomassa de lignocelulose co-
mo uma fonte de nutriente. Os métodos, geralmente, envolvem o cultivo de
micro-organismos que produzam o produto em uma composicdo compreen-
dendo biomassa de lignocelulose, que esteja condicionada para crescimento
microbiano. O produto pode ser recuperado a partir dos micro-organismos
e/ou da composigdo condicionada. Conforme descrito acima, a composi¢ao
€ condicionada por tratamento com uma enzima oxidante de fenol, de modo
que a velocidade de crescimento dos micro-organismos obteniveis a partir
da composi¢do condicionada é aumentada em relagéo aquela de uma com-
posicao sem condicionamento. Em certas concretizagoes, o micro-
organismo cultivado € uma espécie de Trichoderma e o produto € uma en-
zima de celulase.

5. Descricao das Figuras

Figura 1. Crescimento de culturas tratadas com lacase. O grafico
mostra o consumo de glicose por cultivo de uma cultura de Trichoderma ree-
sei durante um periodo de trés dias, em um meio de cultura compreendendo
inicialmente rejeitos de mitho a 2% e 10 g de glicose/litro. As concentracoes
de glicose de varias culturas, que usaram meios de cultura tratados com as
concentragdes indicadas (0 U/mL, 0,125 U/mL, 0,25 U/mL, 0,5 U/mL) de la-
case de Trichoderma piluliferum para o numero de dias indicado (1, 2, 3 di-
as) sao mostrados por diferentes linhagens e simbolos de legenda. A cultura

de controle nao foi tratada com lacase (0 U/mL).
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6. Descricdo Detalhada Da Invencao

A presente invengdo aborda o problema de substancias inibido-
ras em biomassa de lignocelulose, que possam afetar de maneira adversa o
desempenho de culturas microbianas que usam biomassa de lignocelulose
como uma fonte de nutriente. A presente invengao refere-se a métodos para
o aperfeicoamento da utilidade de biomassa de lignocelulose como uma fon-
te de nutriente para o crescimento de micro-organismos em varios tipos de
processos.

A invencdo envolve o tratamento ou o condicionamento de uma
biomassa de lignocelulose, conforme definido abaixo, com uma composigao
de enzima que compreende uma ou mais enzimas oxidantes de fenol. Sem
pretender-se estar ligado a qualquer teoria ou mecanismo, alguns dos inibi-
dores sdo compostos fenolicos liberados durante a decomposigéo de lignina
e acredita-se que as enzimas oxidantes de fenol da invengao catalisam o
acoplamento oxidativo de tais compostos fendlicos, para formar compostos
poliméricos insoluveis. O uso de enzimas oxidantes de fenol na presente
invengado é distinto do uso de enzimas oxidantes de fenol como um agente
detoxificante para auxiliar a decomposicdo de biomassa por outras enzimas.
O beneficio fornecido pela presente invengdo é crescimento microbiano a-
perfeigoado.

Depois de colocagdo em contato com a composi¢do de enzima
da invencgao, a lignocelulose condicionada para crescimento microbiano po-
de ser usada diretamente em um processo microbiano ou submetida a ma-
nipulagdes adicionais. O tratamento com a composi¢do de enzima da inven-
¢ao pode aliviar os problemas de viabilidade diminuida e/ou de lento cresci-
mento de produgdo de micro-organismos e baixo rendimento, quando usa-se
biomassa de lignocelulose como um componente de uma alimenta¢gdo. Em
comparacgao ao overliming, pouco ou nenhum residuo é produzido quando
do uso do método da invengéo.

Contempla-se que a composigdo de enzima possa ser usada
para condicionar lignocelulose pré-tratada, assim como lignocelulose pré-

tratada. Conforme descrito em detalhe na Se¢édo 6.1, uma ampla gama de
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lignoceluloses n&o-tratadas pode ser usada na invengéo. A composi¢éo de
enzima da invengao pode ser usada vantajosamente para reduzir a extensdo
da etapa de pré-tratamento ou mesmo contornar a etapa de pré-tratamento.
O termo biomassa de lignocelulose inclui materiais contendo lignocelulose
tanto ndo tratada quanto previamente tratada. Lignocelulose previamente
tratada também pode ser usada na invengdo. Em particular, a invencao for-
nece o uso de enzima oxidante de fenol para condicionar biomassa de ligno-
celulose de nédo-madeira, tal como rejeitos de milho e bagaco de cana-de-
agucar, ou os hidrolisados correspondentes, tal que a biomassa condiciona-
da seja mais adequada para sustentar o crescimento de micro-organismos.
Em certos aspectos da invengéo, € excluido o uso de lacase purificada e de
peroxidase de lignina purificada isoladas de fungo de apodrecimento branco
(Trametes versicolor) para tratar hidrolisado de madeira para fermentagcao
etandlica.

O tratamento de biomassa de lignocelulose com a composigao
de enzima é realizado durante um periodo de tempo suficiente para diminuir
a concentragao de compostaos fendlicos inibidores na biomassa de lignocelu-
lose. O tratamento pode ser realizado separadamente a partir de etapas de
processo subsequentes. Em uma concretizagéo, o tratamento de biomassa
de lignocelulose com a composi¢do de enzima pode ser conduzido simulta-
neamente com o crescimento de micro-organismos de produgdo. Em outra
concretizag&o da invengao, o tratamento é realizado antes da introdugao dos
micro-organismos de produgado. Em outras concretizagdes, o tratamento po-
de ser realizado depois que a lignocelulose tivesse sido tratada previamente.
Biomassa de lignocelulose condicionada e composicdo compreendendo a
mesma podem ser armazenadas para uso em um momento futuro. Conse-
quentemente, a invengao fornece métodos para preparagdo de uma alimen-
tagcao para cultivo de micro-organismos, nos quais uma biomassa de lignoce-
lulose condicionada para crescimento microbiano com uma composi¢ao de
enzima da invencao, é usada como um componente de uma alimentagao.

Em uma concretizagdo, a composi¢do de enzima pode ser adi-

cionada diretamente durante o cultivo da produgéo de micro-organismos. A
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composigéo de enzima pode ser adicionada em um momento durante o pro-
cesso, por exemplo, no inicio do processo, em um estagio quando os com-
postos inibidores forem liberados, em um estdgio quando os micro-
organismos de produgao forem adicionados a cultura, ou em um estagio
quando o crescimento dos micro-organismos de produgao deva ser maximi-
zado. Ainda em outra concretizagdo, a composi¢ao de enzima pode ser pro-
duzida por uma ou mais cepas do micro-organismo de produgdo que fagam
a(s) enzima(s) de maneira natural ou de maneira recombinante e secretem
a(s) enzima(s) para a cultura.

A composigéo de enzima compreende pelo menos uma enzima
oxidante de fenol. Conforme descrito em detalhes na Segao 6.2, a enzima
oxidante de fenol pode ser uma lacase produzida por um fungo, de preferén-
cia, um fungo filamentoso, e, muitissimo preferivelmente, um fungo de As-
comiceto. A enzima oxidante de fenol pode estar em varias formas, tais co-
mo, mas nao limitadas a, forma cristalina, forma imobilizada, filtrado de cultu-
ra fungica e extratos de células fungicas.

O uso de composi¢cdo de enzima aperfeicoa um ou mais aspec-
tos do processo quando ele € comparado ao mesmo processo, exceto que o
uso de lignocelulose que nao tenha sido condicionada. Por exemplo, a ciné-
tica de crescimento microbiano em um biorreator ou 0 ganho em biomassa
microbiana sobre tempo unitario em um estagio particular de um processo
podem ser aperfeicoados. Em varias concretizagdes, 0s processos contem-
plados sdo usados para produzir um produto, tal como combustivel, commo-
dities quimicas, produtos de quimica fina, enzimas, intermediarios farmacéu-
ticos, etc. Portanto, a invengédo também engloba processos para a produgao
de um produto desejado, que envolve o cultivo de micro-organismos que
produzem o produto desejado em biomassa de lignocelulose condicionada, e
a recuperac¢éo do produto desejado a partir do processo. Uma descrigéo de-
talhada dos tipos de processos, aos quais a invengao possa ser aplicada, é
fornecida na Secgao 6.3.

Para clareza de revelagao, e ndo por meio de limitagao, a des-

cricdo detalhada da invengéo é dividida nas subsegbes que se seguem.
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6.1 Biomassa de Lignocelulose

Uma variedade de biomassa vegetal pode ser usada na presen-
te invengao. A biomassa vegetal mais abundante é lignocelulose em folhas e
caules de plantas de madeira e de ndo-madeira. A lignocelulose é composta
por cadeias de celulose intergeminadas heterogéneas com graus varidveis
de cristalinidade, hemiceluloses e pectinas, encravadas em lignina. Tipica-
mente, o teor em celulose estd na faixa de aproximadamente 35% a 50% de
peso seco vegetal e de hemiceluloses e lignina, respectivamente, compre-
endem 20% a 35% e 5% a 30% de peso seco vegetal.

Conforme usado aqui, o termo "lignocelulose de madeira" refere-
se a lignocelulose presente em plantas que compreendem madeira, que é o
tecido de xilema secundario que forma o grosso do tronco e da raiz de uma
planta de madeira. O xilema secundario é formado por um cambio vascular e
e encontrado em (i) coniferas (Coniferae) e (ii) angiospermas (Angiosperma-
e) exceto plantas monocotiledéneas. Muitas coniferas séo arvores altas e o
xilema secundario de tais arvores é conhecido como madeira macia. Muitas
angiospermas nao-monocotileddneas sdo arvores, e o xilema secundario
destas € conhecido como madeira dura. O xilema secundario é também en-
contrado em membros dos grupos de gimnospermas Gnetophyta e Ginkgo-
phyta e, em uma menor extensdo, em membros das Cycadophyta.

Lignocelulose a partir da plantas de madeira incluem podas de
jardins, chaparral, residuos de moinhos (tais como cascas de arvores, las-
cas, raspados, serragem e os similares), residuos de madeiras urbanos (tais
como tabuas, paletes de madeira, caixotes, aparas de arvores e de feixes de
lenha, etc), residuos municipais (tais como jornais e produtos de mercearia
descartados), residuos de corte de lenha e desbastes de florestas (topos de
arvores, troncos e ramagem fraca), culturas de madeira de rotagdo curta,
tais como alamo e madeira de algodao, e residuos industriais (tais como lo-
do de polpa de madeira, liquor de sulfito residual a partir de polpa).

O termo "lignocelulose de ndo-madeira” refere-se a biomassa
vegetal derivada a partir de plantas monocotiledéneas, e, especialmente,

espécies gramineas pertencendo a familia Gramineae. De interesse primario
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s&o residuos de agricultura gramineos; isto €, a porgédo de plantas de portem
graos que permanecem depois da colheita das sementes. Biomassa de lig-
nocelulose de ndao-madeira incluem, sem limitagao, palha de trigo, palha de
aveia, palha de arroz, palha de cevada, palha de centeio, palha de linho, ba-
gago de cana-de-agucar, rejeitos de milho, caules de milho, espigas de mi-
lho, cascas de milho e os similares. Também incluidas dentro desta defini-
¢ao estdo gramas nao-convencionalmente cultivadas para finalidades agri-
colas, tais como gramas dos prados (por exemplo, zaburro grande, zaburro
pequena, grama indiana), "switchgrass”, grama gama e rabo de raposa.

Outros subprodutos agricolas que sao considerados biomassa
vegetal e que contém lignocelulose, incluem componentes de correntes resi-
duais a partir de processamento comercial de materiais de cultura (tais como
polpa de beterraba agucareira, polpa de frutas citricas, cascas de sementes
e similares), residuos animais celuldsicos, cortes de gramados e algas.

Os materiais vegetais contendo lignocelulose podem ser modifi-
cados fisicamente, por exemplo, por retalhe, esmagamento, moagem, pulve-
rizacdo ou maceragdo. Os materiais vegetais contendo lignocelulose tam-
bém podem estar embebidos em agua, embebidos em agua quente (isto &,
acima da temperatura ambiente, por exemplo, em cerca de 40°C, 50°C,
60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 95°C, 99°C, e em pressdo normal ou acima da at-
mosférica), expostos a vapor ou a agua superaquecida, ou submetidos a
explosdo com vapor. Em uma concretizagao, o material vegetal contendo
lignocelulose ndo tinha sido previamente tratado quimicamente com acido
e/ou alcali.

Os termos "previamente tratado" ou "previamente tratado quimi-
camente” sdo usados intercambiavelmente para referir-se a uma etapa de
processo, que converte lignocelulose a partir de sua forma nativa, na qual
ela é, em geral, recalcitrante a agéo de celulose, para uma forma para a qual
a hidrélise enzimatica é eficaz e/ou eficiente. O termo "hidrolisado" ou suas
variagdes & aqui usado para referir-se a qualquer uma da lignocelulose ante-
riormente mencionada, que tenha sido previamente tratada para solubilizar

pelo menos uma parte da xilana e da celulose no material e para liberar mo-
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ndmeros de acgucar. Exemplos nao-limitantes de tratamento prévio incluem
explosdo com vapor na presencga ou auséncia de acido sulfurico diluido ou
tratamento com cal extinta (isto €, 6xido de calcio extinto com agua para
formar hidréxido de calcio).

O termo "lignocelulose”, conforme usado aqui refere-se a qual-
quer um dos materiais vegetais contendo lignocelulose anteriormente men-
cionados que nao tinham sido previamente tratados quimicamente. O termo
"biomassa de lignocelulose” refere-se a qualquer um dos materiais vegetais
contendo lignocelulose anteriormente mencionados em sua forma nativa, em
uma forma fisicamente modificada (por exemplo, por retalhamento ou pulve-
rizagao), em uma forma tratada com agua ou com vapor, ou em uma forma
depois de pré-tratamento quimico, que os tornaria Uteis como matéria-prima
para o crescimento de micro-organismos. Biomassa de lignocelulose de ma-
deira e biomassa de lignocelulose de ndo-madeira sdo derivados de plantas
de madeira e de plantas de ndo-madeira, respectivamente. Tipicamente, bi-
omassa de lignocelulose esta presente em uma composigao, tal como uma
matéria-prima, como um de varios componentes de nutriente.

Dentre os subprodutos agricolas disponiveis, os rejeitos de milho
sdo a lignocelulose de ndo-madeira mais abundante nos Estados Unidos.
Rejeitos de milho compreendem o caule, a espiga, a casca e as folhas dei-
xadas de lado seguindo a colheita dos gréos. A coleta dos rejeitos pode ser
facilmente realizada por desligamento do espalhador e/ou cortador no milho,
combinagao e catacdo dos residuos por equipamento de embalagem de fe-
no convencional. Aproximadamente 40% da matéria-seca em rejeitos de mi-
lho sdo celulose. O pré-tratamento com vapor remove a maior parte da he-
micelulose a partir do material sélido e torna a celulose mais suscetivel a
digestdo enzimatica. Combinagdes diferentes de temperatura de reagéo,
tempo e pH, durante o pré-tratamento com vapor podem ser aplicadas, por
exemplo, 200°C, 5 minutos, H,SO4 a 2%. O liquor seguindo a explosao com
vapor pode ser usado para fermentagao usando Saccharomyces cerevisiae.
Em uma concretizacéo, os rejeitos de milho sdo usados em uma forma bruta

seca. Em outras concretizagtes, rejeitos de milho que tinham sido lavados



10

15

20

25

30

12

com &cido ef/ou enxaguado com agua também podem ser usados.

Outra lignocelulose de ndo-madeira abundante sdo os residuos
de cana-de-agucar, por exemplo, bagago, que € o residuo fibroso depois que
os caules de cana-de-agucar sdo esmagados para extrair seus sucos. No
Brasil, o combustivel de etanol é produzido a partir de cana-de-agucar, que a
fonte mais eficaz de carboidratos fermentaveis do que o milho. O bagago
tem sido usado como combustivel para fazer funcionar o processo de fer-
mentacao. Contempla-se que o bagacgo de cana-de-agucar e/ou seus hidroli-
sados também podem ser usados como uma fonte de nutrientes para o
crescimento de micro-organismos depois que ele tenha sido condicionado
pelos métodos da invengdo. Em uma concretizagdo, o bagago de cana-de-
agucar esta em forma bruta seca que nédo tinha sido previamente tratado.
Em outras concretizagdes, o bagago de cana-de-agucar € usado em uma
forma que tenha sido lavada com acido e/ou enxaguada com agua.

Qualquer uma das biomassas de lignocelulose mencionadas
acima pode ser usada diretamente em um processo microbiano, ou usada
para preparar uma composi¢ao compreendendo biomassa de lignocelulose,
tal como uma matéria-prima. Em certas concretizagdes, prefere-se biomassa
de lignocelulose, que nao tenha sido previamente tratada quimicamente,
uma vez que o pré-tratamento com acido ou alcali gera compostos inibidores
do processo microbiano.

6.2 Composicdes de Enzima

A presente invengao fornece o uso de uma composi¢aéo de en-
zima que compreende pelo menos uma enzima oxidante de fenol, para o
condicionamento de uma biomassa de lignocelulose ou de uma composi¢cao
compreendendo biomassa de lignocelulose. O termo "enzima oxidante de
fenol", conforme usado aqui, refere-se a enzimas que funcionam por catalise
de reagbes redox, isto é, a transferéncia de elétrons de um doador de elé-
trons (usualmente um composto fendlico) para oxigénio molecular (que atua
como um aceptor de elétrons), que é reduzido a agua. Exemplos de tais en-
zimas sao lacases (EC 1.10.3.2), bilirrubina oxidases (EC 1.3.3.5), fenol oxi-
dases (EC 1.14.18.1), catecol oxidases (EC 1.10.3.1). As enzimas oxidantes
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de fenol da presente invengdo sdo capazes de usar uma ampla variedade de
compostos fendlicos diferentes como doadores de elétrons, embora sejam
muito especificos para oxigénio molecular ou peréxido de hidrogénio como
um aceptor de elétrons.

Muitas enzimas oxidantes de fenol exibem valores étimos de pH
na faixa de pH acida, enquanto sdo inativas em pHs neutros ou alcalinos. E
preferivel usar uma enzima oxidante de fenol, cujos valores 6timos de pH
recaem dentro da faixa de pH da biomassa de lignocelulose. Sabe-se que
enzimas oxidantes de fenol sdo produzidas por uma ampla variedade de
fungos, incluindo espécies dos géneros Aspergillus, Neurospora, Podospora,
Botrytis, Pleurotus, Trichoderma, Stachybotrys, Fomes, Phlebia, Trametes,
Polyporus, Rhizoctonia e Lentinus.

Em uma concretizagdo, enzimas oxidantes de fenol produzidas
por espécies de Trichoderma ou Hypocrea podem ser usadas nos métodos
da invengao. Espécies, cepas e isolados naturais de Trichoderma, e deriva-
dos de tais espécies, cepas e isolados, incluem cepas das espécies Tricho-
derma piluliferum, Trichoderma reesei, Trichoderma longibrachiatum. Tricho-
derma piluliferum pode ser isolada a partir de amostras de solo, e foi descrita
por J. Webster e Rifai, M. A. 1969, Myco. Pap. 116:16; ver também a patente
norte-americana de numero 6.475.566 (também conhecida como Hypocrea
pilulifera). Em uma concretiza¢do, enzimas oxidantes de fenol sédo produzi-
das por quaisquer fungos que crescam em um substrato de madeira. Em
uma concretizagdo, quaisquer fungos de Ascomicetos, que produzam fenol
oxidases, sdo usados.

A fonte de um gene de lacase para a presente invengédo pode
ser uma lacase de planta, de micrébio, de inseto ou de mamifero. Em uma
concretizacdo, a(s) lacases(s) é(sdo) uma lacase fungica. Por exemplo, a(s)
lacase(s) podem ser uma lacase de fungo filamentoso, tal como uma lacase
de uma espécie de Acremonium, Agaricus, Amerosporium, Antrodiella, Ar-
millaria, Aspergillus, Aureobasidium, Bipolaris, Bjerkandera, Cerrena, Chae-
tomium, Chrysosporium, Cochliobolus, Coprinus, Cryptococcus, Cryphonec-

tria, Curvularia, Cyathus, Daedalea, Filibasidium, Fomes, Fusarium, Geotri-
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chum, Giocladium, Gongronella, Halosarpheia, Humicola, Hypocrea, Lactari-
us, Lentinus, Magnaporthe, Monilia, Monocillium, Mucor, Myceliophthora,
Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Panus, Penicillium, Phanerocha-
ete, Phellinus, Phlebia, Pholiota Piromyces, Pleurotus, Podospora, Pycnopo-
rus, Pyricularia, Rigidoporus, Rhizoctonia, Schizophyllum, Sclerotium, Scyta-
lidium Sordaria, Sporotrichum, Stagonospora, Talaromyces, Thermoascus,
Thielavia, Tolypocladium, Trametes (Polyporus), Vereticiluum, Zalerion, Zy-
thia, Trichoderma, ou uma lacase de levedura a partir de espécies de Candi-
da, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces ou Yar-
rowia. Mais especificamente, a lacase pode ser uma lacase de Coprinus ci-
nereus, Myceliophthora thermophila, Trametes villosa (Polyporus pinsitus),
Rhizoctonia solani ou Scytalidium thermophilum.

Em outra concretizagéo, a(s) lacase(s) sdo uma lacase de plan-
ta. Por exemplo, a(s) lacase(s) pode(m) ser uma lacase de laca, de manga,
de feijao mung, péssego, pinho, ameixa seca ou sicomoro. Ainda em outra
concretizacdo, a(s) lacase(s) sdo uma lacase de inseto. Por exemplo, a(s)
lacase(s) podem ser uma lacase de Bombyx, Calliphora, Diploptera, Droso-
phila, Lucilia, Manduca, Musca, Oryctes, Papilio, Phorma, Rhodnius, Sarco-
phaga, Schistocerca ou Tenebrio.

Ainda em outra concretizagao, a(s) lacase(s) é(sao) de preferén-
cia, uma lacase de bactéria. Por exemplo, a(s) lacase(s) pode(m) ser uma
lacase de Acer, Acetobacter, Acinetobacter, Actinomyces, Agrobacterium,
Alcaligenes, Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, Comamonas, Clostridium,
Gluconobacter, Halobacterium, Mycobacterium, Rhizobium, Salmonella, Ser-
ratia, Streptomyces, E. coli, Pseudomonas, Wolinella, ou de uma bactéria
metilotrofica. Mais especificamente, a lacase € uma lacase de Azospirillum
lipoferum.

Em outra concretizacao, as enzimas oxidantes de fenol produzi-
das por espécies de Stachybotrys podem ser usadas nos processos da in-
vencdo. Espécies, cepas e isolados naturais de Stachybotrys, e derivados de
tais espécies, cepas e isolados, incluem cepas das espécies Stachybotrys

parvispora, incluindo, em particular, Stachybotrys parvispora var. hughes
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MUCL 38996; cepas das espécies Stachybotrys chartarum, incluindo, em
particular, Stachybotrys chartarum MUCL 38898; S. parvispora MUCL 9485;
S. chartarum MUCL 30782; S. kampalensis MUCL 39090; S. theobromae
MUCL 39293; e cepas das espécies S. bisbyi, S. cylindrospora, S. dichroa,
S. oenanthes e S. nilagerica.

Lacases (benzenodiol:oxigénio oxidorredutases; E.C. 1.10.3.2)
s&o enzimas contendo cobre que catalisam a oxidagdo de entes fendlicos.
Oxidagbes mediadas por lacase produzem intermediarios de radical ariloxi a
partir de um substrato fenolico, que resultam na formagao de produtos de
reagdo diméricos a poliméricos. Em uma concretizagdo, a composigéo de
enzima da invengdo compreende uma lacase de uma espécie de Stachybo-
frys, conforme revelada na patente norte-americana de nimero 6.426.410
(ver, também, as patentes norte-americanas de numeros 6.168.936 e
6.905.853). Em outra concretizagdo, a composicao de enzima da invengéo
compreende uma lacase de Trichoderma piluliferum.

A atividade de lacase pode ser determinada por quaisquer pro-
cessos conhecidos na técnica, tais como oxidagéo com siringaldazina moni-
torada a 530 nm, oxidagdo com 10-(2-hidréxi-etil)-fenoxazina (HEPO), que
pode ser monitorada fotometricamente a 528 nm, ou oxidagao de acido 2,2'-
azinobis-(3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS). Por exemplo, 60 pL de
solugéo de estoque de siringaldazina (0,28 mM em etanol a 50%) e 20 ul de
amostra de lacase sdo misturados com 0,8 mL de solugdo de tampéao de
Britton-Robinson previamente aquecida e incubados a 20°C. A oxidagao €
monitorada a 530 nm durante 5 minutos e a atividade é expressa como
"SOU" umoles de siringaldazina oxidados por minuto ("SOU"). Ver, Childs et
al. (1975, Biochemical Journal 145:93-103) e Bauer et al. (1971, Analytical
Chemistry 43: 421-425).

Em uma concretizagdo, a(s) enzima(s) oxidante(s) de fenol da
invengdo pode(m) ser prontamente produzida(s) por processo de sintese
bem conhecidos na técnica, se a sequéncia de aminoacidos da enzima for
conhecida.

Em outra concretizagdo, enzimas oxidantes de fenol da presente
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invengdo podem ser produzidas por cultivo de organismos produtores de
enzima oxidante de fenol, incluindo fungos, bactérias e plantas. De preferén-
cia, durante o cultivo, o organismo produtor de enzima oxidante de fenol se-
creta a enzima oxidante de fenol extracelularmente. [sso permite a recupera-
G&o, isolamento e purificagcao da enzima oxidante de fenol, por exemplo, por
separacado da massa celular a partir de um caldo de cultura (por exemplo,
por filtragdo ou centrifugagao). O caldo de cultura livre de células resultante
pode ser usado como tal ou, se desejado, pode, primeiro, ser concentrado
(por exemplo, por evaporagao ou ultrafiltragdo). Se desejado, a enzima oxi-
dante de fenol pode ser, entdo, separada do caldo livre de células e isolada
no grau de pureza desejado por processos convencionais, por exemplo, por
cromatografia em coluna, ou mesmo cristalizada.

Em uma concretizagdo especifica, o organismo produtor de en-
zima oxidante de fenol € um organismo recombinante compreendo materiais
geneéticos heterdlogos que facilitem a expressdo de um gene que codifica a
enzima oxidante de fenol e/ou a produgéo da enzima oxidante de fenol. O
material genético heterdlogo compreende um polinucleotideo que codifica
uma sequéncia de aminoacidos que exibe atividades oxidantes de fenol. O
termo "heterdlogo”, quando usado com referéncia a por¢des de um acido
nucléico, indica que o acido nucléico compreende duas ou mais subsequén-
cias, que nao formalmente encontradas no mesmo relacionamento umas
com as outras na natureza.

"Funcionalmente equivalente", conforme o termo é usado aqui,
refere-se a um polipeptideo capaz de exibir uma atividade oxidante de fenol
substancialmente similar ou pelo menos uma caracteristica quimica que a
lacase a partir de Trichoderma piluliferum, conforme exemplificado na Segéao
7, ou a lacase a partir de espécies de Stachybotrys, conforme descrito na
patente norte-americana de numero 6.426.410 (ver, por exemplo, as paten-
tes norte-americanas de niumeros 6.168.936 e 6.905.853). Conforme usado
aqui, o termo "caracteristica quimica" refere-se ao substrato ou a funcionali-
dade quimica, sobre os quais a enzima atua e/ou a reagao catalitica realiza-

da pela enzima.
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Em adigdo ao ADN de lacase exemplificado e proteinas ensina-
das aqui, a presente invencdo contempla a utilizagado de enzimas oxidantes
de fenol homdlogas ou substancialmente idénticas. O termo “idénticas", no
contexto de duas sequéncias de polipeptideos ou de acidos nucleicos, refe-
re-se aos residuos nas duas sequéncias que sejam as mesmas quando ali-
nhadas para correspondéncia maxima, conforme medido usando um dos
seguintes "algoritmos de comparacdo de sequéncias". O alinhamento de
sequéncias 6timo para comparagdo pode ser conduzido, por exemplo, pelo
algoritmo de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482
(1981), pelo algoritmo de alinhamento de homologia de Needleman & Wuns-
ch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970), pelo método de busca por similaridade de
Pearson & Lipman, Proc. Nat'!| Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por imple-
mentag¢des computadorizadas destes algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e
TFASTA no Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), ou por inspe¢éo visual. Outra indi-
cagdo de que duas enzimas oxidantes de fenol sdo substancialmente simila-
res € que a primeira enzima seja imunologicamente reativa de maneira cru-
zada com a segunda enzima. Tipicamente, enzimas que difiram por substitu-
icoes de aminodacidos conservativas sao imunclogicamente reativas de ma-
neira cruzada. Portanto, uma enzima oxidante de fenol € substancialmente
similar a uma segunda enzima oxidante de fenol, por exemplo, quando as
duas enzimas diferirem somente por uma substituicdo conservativa.

Em adicéo, os processos da invengdo também englobam protei-
nas e polipeptideos que sao funcionalmente equivalentes de enzimas oxi-
dantes de fenol de ocorréncia natural. Tais enzimas oxidantes de fenol equi-
valentes podem conter, por exemplo, eliminagdes, adigdes ou substituigdes
de residuos de aminoacidos dentro das sequéncias de aminoacidos de en-
zimas oxidantes de fenol. As substituicbes de aminoacidos podem ser feitas
com base em similaridade em polaridade, carga, solubilidade, hidroficidade,
hidrofilicidade e/ou na natureza anfipatica dos residuos envolvidos. Por e-
xemplo, residuos de aminoacidos nao-polares (isto €, hidrofébicos) podem

incluir alanina (Ala ou A), leucina (Leu ou L), isoleucina (lle ou |), valina (Val
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ou V), prolina (Pro ou P), fenilalanina (Phe ou F), triptofano (Trp ou W) e me-
tionina (Met ou M); residuos de aminoacidos neutros polares podem incluir
glicina (Gly ou G), serina (Ser ou S), treonina (Thr ou T), cisteina (Cys ou C),
tirosina (Tyr ou Y), asparagina (Asn ou N) e glutamina (GIn ou Q); residuos
de aminoacidos carregados positivamente (isto €, basicos) podem incluir
arginina (Arg ou R), lisina (Lys ou K) e histidina (His ou H); e residuos de
aminoacidos carregados negativamente (isto €, acidos) podem incluir acido
aspartico (Asp ou D) e acido glutédmico (Glu ou E).

Seréa evidente aos técnicos especializados no assunto que tais
substituicées podem ser feitas fora das regides criticas para a fungdo da mo-
lécula e ainda resultem em um polipeptideo ativo. Residuos de aminoéacidos
essenciais para a atividade do polipeptideo codificado pela sequéncia de
acidos nucleicos isolada da invengado, e, portanto, de preferéncia, ndo-
sujeitos a substituicdo, podem ser identificados de acordo com procedimento
conhecidos na técnica, tais como mutagénese sitio-dirigida ou mutagénese
de varredura de alanina (ver, por exemplo, Cunningham e Wells, 1989, Sci-
ence 244:1081-1085).

Polipeptideos funcionalmente equivalentes correspondendo a
um ou mais dominios dos produtos de genes de enzimas (por exemplo, se-
quéncias de sinal, sitios ativos ou dominios de ligagdo a substratos), enzi-
mas truncadas ou eliminadas (por exemplo, polipeptideos, nos quais um ou
mais dominios de uma enzima sao eliminados) e enzimas de fusdo (por e-
xemplo, proteinas, nas quais um comprimento completo ou enzima truncada
ou eliminada, ou um peptideo ou polipeptideo correspondendo a um ou mais
dominios de uma enzima esta fundido a uma proteina nao-relacionada) es-
tao também dentro do escopo da presente invengdo. Tais peptideos e poli-
peptideos funcionalmente equivalentes (aos quais também refere-se como
proteinas ou polipeptideos quiméricos) podem ser prontamente projetados
pelos técnicos especializados no assunto com base nas sequéncias de ami-
no acidos de nucleotideos de gene de enzima. Exemplos de proteinas de
fusdo podem incluir, mas, ndo estao limitados a, proteinas de fusdo com eti-

queta de epitopo, que facilitam o isolamento do produto de gene de enzima



10

15

20

25

30

19

por cromatografia por afinidade usando reagentes que se ligam ao epitopo.
Outros exemplos de proteinas de fusdo incluem fusdes a qualquer sequén-
cia de aminoacidos, que permitem, por exemplo, que a proteina de fusao
sejam imobilizadas por sobre uma fase solida, por meio do qué se permite
que a enzima seja retida e reutilizada depois de uma reacao. Consequente-
mente, a invengao fornece uma proteina de fusdo compreendendo um frag-
mento de uma enzima oxidante de fenol fundido a um segundo polipeptideo.
Outras modificagdes da enzima oxidante de fenol descritas podem ser feitas
para gerar polipeptideos funcionalmente equivalentes que sejam melhor a-
dequados, por exemplo, para aumento de escala, para o ambiente de pH de
uma biomassa de lignocelulose particular, etc. Consequentemente, a pre-
sente invengao engloba o uso de polipeptideos que sao funcionalmente e-
quivalentes a enzimas oxidantes de fenol.

A invengdo engloba composi¢gdes de enzima compreendendo
uma quantidade cataliticamente eficaz de pelo menos uma enzima oxidante
de fenol, isolada, purificada ou enriquecida a varios graus, por exemplo, um
da enzima oxidante de fenol pode constituir cerca de 0,1%, 0,25%, 0,5%,
0,75%, 1%, 2%, 5%, 10%, 20%, 40%, 50%, 75%, 80%, 90%, 95%, 99% da
proteina total na composigédo. Procedimentos para determinagéo de ativida-
de de lacase, por exemplo, sdo conhecidos na técnica e incluem, por exem-
plo, a oxidagéo do substrato de acido 2,2’-azinobis-(3-etil-benzotiazolina-6-
sulfénico ("ABTS") (ver, Childs et al., 1975, Biochemical Journal 145:93-103)
ou siringaldazina (ver, Bauer et al., 1971, Analytical Chemistry 43: 421-425),
ou o uso de 2,6 dimetoxi-fenol (ver Haars et al. , 1981, European Journal of
Forest Pathology, 11(1-2), 67-76) ou guaiacol (ver Setti et al., 1999, Enzyme
and Microbial Technology, 25(3-5), 285-289).

A(s) enzima(s) na composicao estdo em uma forma adequada
para uso com a biomassa de lignocelulose pretendida, e pode(m) conter en-
zimas adicionais, agentes estabilizantes, preservantes, inibidores de protea-
se, detergentes, agentes antiespumantes, etc. Frequentemente, esses pro-
cessos sdo eficazes quanto aos custos somente quando as enzimas possam

ser reutilizadas muitas vezes. Para reutilizagdo das enzimas, as enzimas
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necessitam ser separadas da massa do processo. Isso pode ser conseguido
quando as enzimas estiverem ligadas a um veiculo ou fase sélida, que pos-
sa ser isolada, por exemplo, por drenagem, filtragdo ou centrifugacdo. Isso
pode ser conseguido se o substrato for escoado através da superficie da
fase sblida quando contatos com as enzimas sao feitos. Consequentemente,
a presente invengao engloba o uso de enzimas oxidantes de fenol, que exis-
tem ndo somente em forma soluvel de escoamento livre, mas, também, em
formas imobilizada ou sdlida.

Em outra concretizagdo, as enzimas oxidantes de fenol da in-
vengdo estdo imobilizadas na forma de proteinas purificadas em graus vari-
aveis, conforme descrito acima. Qualquer processo conhecido para a imobi-
lizagdo de enzima, baseado em ligacdo quimica e fisica da enzima a uma
fase sdlida, por exemplo, polissacarideos, vidro, polimeros sintéticos, parti-
culas magnéticas, que usualmente estdo modificadas com grupos funcio-
nais, tais como amina, carboxi, epoéxi, fenila ou alcano, para permitir acopla-
mento covalente a cadeias laterais de aminoacidos na superficie da enzima,
pode ser usados. A fase solida pode ser porosa, com didmetros de poros na
faixa de 30 a 300 nm. Adsorgéo iénica e ndo-ibnica a suporte poroso pode
ser um processo de imobilizagdo simples e eficaz. As enzimas também po-
dem ser aprisionadas ou encapsuladas em geéis poliméricos, membranas ou
micelas em goticulas aquosas estabilizadas com tensoativo. A escolha de
um método de imobilizagdo adequado para uma dada enzima depende das
caracteristicas de enzima, exigéncias de processo, propriedades do suporte
e questdes de seguranga, e podem ser determinadas por um técnico especi-
alizado no assunto. Processos de imobilizagdo de enzimas podem ser en-
contrados, por exemplo, em Methods of Enzymology, vol. 44, 135, 136 e
137, Academic Press, New York. Consequentemente, a invengao engloba o
uso de uma composicdo de enzima, que compreende uma ou mais fases
solidas, em que enzima(s) oxidante(s) de fenol cataliticamente ativa(s) este-
ja(m) presente(s) na(s) fase(s) solida(s).

A invengdo engloba adicionalmente usando enzimas oxidantes

de fenol em forma sodlida. Processos para preparar formas sdélidas de enzi-
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mas s&o bem conhecidos na técnica, tais como, mas, nao limitados a, "pril-
ling" (resfriamento por atomizagdo em um material ceroso), extrusdo, aglo-
meragao ou granulagéo (diluigdo com um material inerte e aglutinantes).
Composigdes de enzima sdlidas compreendendo uma forma sélida de uma
enzima oxidante de fenol, na forma de p6 misto, tabletes e os similares sao
contempladas.

6.3 Micro-Organismos de Producéao

De acordo com a invencgao, biomassa de lignocelulose ou uma
composigdo compreendendo biomassa de lignocelulose condicionada por
enzimas oxidantes de fenol podem ser usadas como uma fonte de nutrientes
para uma variedade de processos biotecnologicos. O condicionamento da
biomassa de lignocelulose aperfeigoa a velocidade de crescimento de micro-
organismos de produgao, acelerando a conversao de biomassa vegetal em
biomassa microbiana. Aléem de acumulacdo de biomassa microbiana, em
outras concretizagdes, o objetivo do crescimento dos micro-organismos em
biomassa de lignocelulose € obter um ou mais produtos feitos pelos micro-
organismos. Como um resultado do uso da composi¢ao de enzima da inven-
Gao, em certas concretizagbes, ndo somente a cinética do processo é aper-
feicoada, mas, o rendimento do(s) produto(s) desejado(s) € também aumen-
tado. O termo "micro-organismo de producgao"”, conforme usado aqui refere-
se a uma espécie de um micro-organismo, que produz um produto desejado
em um processo microbiano, ou que seja o proprio produto desejado de um
processo microbiano. O termo também engloba qualquer progenia dos mi-
Cro-organismos crescendo no processo.

Muitos processos microbianos que utilizam biomassa de lignoce-
lulose como uma fonte de nutriente podem ser beneficiados pelos processos
da invengao, incluindo, mas, ndo limitados a processos microbianos para
preparar enzimas industrialmente uteis, tais como, mas, néo limitadas a uma
hidrolase, uma oxidorredutase, uma isomerase, uma ligase, uma liase ou
uma transferase. Mais preferivelmente, a enzima é celulases (endoglcana-
ses, exoglucanases e B-glicosidases), tanases, oxidases, por exemplo, gli-

cose oxidases, glicoamilases, fitases, f-galactosidases, sacarases ou inver-
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tases, lipases, proteases, amilases, lacases, poligalacturonases, carboxi
peptidases, catalases, quitinases, cutinases, ciclodextrina glicosil transfera-
ses, deoxirribonucleases, esterases, haloperoxidases, lacases, manosida-
ses, enzimas pectinoliticas, peroxidases, xilose isomerases e xilanases. Ou-
tros produtos uteis, que sao produzidos por culturas microbianas, incluem
acidos organicos, tais como, mas, ndo limitados a acido citrico, acido itaco-
nico, acido glicénico, acido fumarico, acido malico, acido latico e acido tarta-
rico;, aminoacido, tais como, mas, nao limitados a, triptofano, lisina, metioni-
na, acido glutdmico, treonina, alanina, fenil-alanina e acido aspartico; polis-
sacarideos, tal como, mas, ndo limitados a, pululana; lipideos, nucleotideos
e vitaminas. Outros produtos Uteis, que sdo produzidos por culturas microbi-
anas, incluem alcodis, tal como, mas, ndo limitado a, etanol. Outros produtos
uteis, que sao produzidos por culturas microbianas, incluem glicose, que po-
de ser usada subsequentemente por outro micro-organismo para fazer eta-
nol, ou usada como um substrato de fermentagao para fazer qualquer tipo de
produto de base microbiana.

Micro-organismos de produgdo incluem, mas, ndo estao limita-
dos a, bactérias e fungos, incluindo leveduras. Muitos Ascomicetos, Basidi-
omicetos e Deuteromicetos sdo conhecidos por suas enzimas celuloliticas
e/ou capacidade de degradar madeira e podem usar biomassa de lignocelu-
lose como uma fonte de nutriente. Tais fungos incluem, mas, nao estdo limi-
tados a, espécies dentro dos géneros Bulgaria, Chaetomium e Helotium (As-
comicetos); Coriolus, Phanerochaete, Poria, Schizophyllum e Serpula (Basi-
diomicetos) e Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum, Myrotheci-
um, Paecilomyces, Penicillium e Trichoderma (Deuteromicetos). Exemplos
de espécies que podem usar biomassa de lignocelulose como uma fonte de
nutriente, incluem, mas, ndo estao limitados a, espécies de Trichoderma ou
Hypocrea. Em uma concretizagdo, a espécie de Trichoderma é Trichoderma
reesei.

Varios grupos diversos de bactérias podem crescer em biomas-
sa de lignocelulose: (i) anaerdbicos fermentativos, tipicamente gram-

positivas (Clostridium, Ruminococcus e Caldicellulosiruptor), mas, contendo
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umas poucas especies gram-negativas, (Butyrivibrio € Acetivibrio, Fibrobac-
ter); (ii) bactérias aerobicas gram-positivas (Cellulomonas e Thermobifida); e
(iii) bactérias aerdbicas esféricas (Cytophaga e Sporocytophaga). Exemplos
de bactérias, que podem usar lignocelulose como um nutriente, incluem,
mas, nao estado limitadas a Clostridium thermocellum, Clostridium cellulolyti-
cum, Clostridium cellulovorans e Clostridium josui.

O desenvolvimento de micro-organismos para a conversao de
celulose € perseguido de acordo com duas estratégias. A estratégia celuloli-
tica nativa envolve micro-organismos celuloliticos de ocorréncia natural, para
aperfeigoar as propriedades relacionadas a produto, tais como rendimento e
tolerancia. Tais micro-organismos podem ser micro-organismos de producgao
da inveng¢ao e incluem, mas, nao estao limitado a, Clostridium thermocellum,
Neurospora crassa, Trichoderma viride, espécies de Zygosaccharomyces,
espécies de Aspergillus e espécies de Paecilomyces. A abordagem celuloli-
tica recombinante envolve a engenharia de micro-organismos nao celuloliti-
cos, que exibem elevados rendimentos em produto e tolerancia, de modo
que eles tornem-se capazes de utilizar celulose como um resultado de um
sistema de celulase heterélogo. Tais micro-organismos também podem ser
micro-organismos de producao da invengao e incluem, mas, nao estao limi-
tados a Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli € Zymomonas mobilis.

Consequentemente, os métodos da invengdo podem ser usados
para aperfeigoar a cinética de crescimento e/ou o rendimento em cultura de
micro-organismos que naturalmente expressem celulases ou que sejam
submetidos a engenharia genética para expressarem celulase(s) heterolo-
ga(s), e que permita(m) seu uso de celulose como fonte de nutriente.

6.4 Processos da Invencéo

A presente invencdo fornece um meétodo para tratamento de
uma biomassa de lignocelulose ou de uma composi¢cdo compreendendo bi-
omassa de lignocelulose (tal como uma matéria-prima compreendendo ou-
tros nutrientes) com uma composi¢ao de enzima compreendendo uma enzi-
ma oxidante de fenol, tal que a velocidade de crescimento de um micro-

organismo de producgéo, na biomassa de lignocelulose ou na composig¢ao é
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aumentada, em relagdo a biomassa de lignocelulose ou composicdo com-
preendendo biomassa de lignocelulose que nao tenha sido tratada com a
composi¢gao de enzima. O aumento de velocidade de crescimento de um
micro-organismo de produgdo em um processo em um processo pode ser
estimado por inumeros parametros, tais como, mas, nao limitados a, consu-
mo de nutrientes, acumulagao de catabdlitos, pH, massa de células, numero
de células, etc. Em varias concretizagbes da invengdo, o tratamento com a
composicado de enzima aumenta a velocidade de crescimento inicial dos mi-
cro-organismos em uma cultura, na qual uma composigdo compreendendo
biomassa de lignocelulose seja usada como uma fonte de nutriente.

Em uma concretizagdo, a invengao fornece um método para
condicionamento de biomassa de lignocelulose ou de uma composicéo
compreendendo uma enzima oxidante de fenol com a biomassa de lignoce-
lulose ou a composi¢gao compreendendo biomassa de lignocelulose. O termo
“colocagdo em contato" € usado aqui de maneira intercambiavel como o se-
guinte: introdugcdo em, combinado com, adicionado a, misturado com, pas-
sado sobre, incubado com, injetado em, escoado sobre, etc. Contempla-se
que podem ser usadas diferentes formas da enzima oxidante de fenol, con-
forme aqui descrita. O processo de condicionamento ou de tratamento pode
ocorrer durante um periodo de tempo, variando desde 1 hora, 2, 5, 10, 15,
24, 36, 48, 60, 72 horas a 4, 5, 6, 7 dias, ou até que a atividade inibidora da
biomassa de lignocelulose seja reduzida a um nivel aceitavel, por exemplo,
menos do que 1%, 2%, 5%, 10%, 25%, 30%, 40%, 50%, 60% 70%, 80%,
90%, 95% do nivel original. O periodo de tempo para contato também pode
ser determinado por medigdo do aumento de velocidade de crescimento de
um micro-organismo que seja suportado pela composi¢gado condicionada, por
exemplo, pelo menos 110%, 120%, 125%, 130%, 140%, 150%, 175%,
200%, 300, 400%, 500% ou 1.000% da velocidade original.

De preferéncia, a etapa de colocagao em contato é realizada sob
uma temperatura dentro de uma faixa na qual a enzima exiba atividade
substancial ou 6tima. De preferéncia, a etapa de colocagdo em contato &

realizada em uma faixa de pH, na qual a enzima exiba atividade substancial
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ou 6tima. Consequentemente, a invengdo engloba uma composigdo com-
preendendo uma biomassa de lignocelulose, que tenha sido tratada ou con-
dicionada para suportar crescimento microbiano com uma composigdo de
enzima compreendendo uma enzima oxidante de fenol. Uma tal composic¢ao
pode ser usada como uma matéria-prima ou usada como um componente
para preparar uma matéria-prima. A biomassa de lignocelulose condicionada
pode ser usada como uma matéria-prima para uma variedade de processos
microbianos. Em certas concretizagdes, a biomassa de lignocelulose € a u-
nica fonte de nutriente ou unica fonte de carbono na composi¢do. Em uma
concretizagao, a invengao fornece um método para preparagdo de uma ma-
téria-prima compreendendo a colocagao em contato de uma composigao de
enzima compreendendo uma enzima oxidante de fenol com a biomassa de
lignocelulose ou a composicdo compreendendo biomassa de lignocelulose, e
a adigao de outros nutrientes e/ou componentes de matéria-prima a biomas-
sa de lignocelulose condicionada. Em algumas concretizagdes, a composi-
¢do de enzima é removida da composi¢cdo compreendendo a biomassa de
lignocelulose antes do uso da composi¢cdo em um processo microbiano. Em
varias concretizagdes, uma faixa de concentragdes de enzima pode ser usa-
da para condicionar a matéria-prima, por exemplo, desde cerca de 0,0001
g/L a cerca de 100 g/L, tal como, mas, nao limitado a 0,001 g/L, 0,1 g/L, 1
g/L, 10 g/l. Em varias concretizagbées, uma faixa de duragdo do tratamento
ou do condicionamento pode ser usada, por exemplo, cerca de 15 segundos
a cerca de 200 horas, tal como, mas, nio limitado a 1 minuto, 5 minutos, 15
minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 5 horas, 10 horas, 24 ho-
ras, 36 horas, 72 horas ou 96 horas. Em varias concretizagdes, o tratamento
ou o condicionamento pode ser realizado em uma faixa de temperaturas, por
exemplo, em cerca de 15°C a cerca de 100°C, tal como, mas, n&o limitado a,
20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, ou temperatu-
ra ambiente no local do tratamento ou do condicionamento. Em varias con-
cretizagbes, o tratamento ou o condicionamento pode ser realizado em uma
faixa de pH, por exemplo, em cerca de pH 2 a cerca de pH 10, tal como,

mas, ndo limitado a cerca de pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8 ou pH 9.
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Em uma concretizagdo, os métodos sao realizados na faixa de pH 4,5 a 6,5.
Em outra concretizagéo, o pH € de cercade 4,5 a 5,5.

A invengdo fornece adicionalmente métodos para o cultivo de
micro-organismos de produgao em um meio de cultura compreendendo bio-
massa de lignocelulose, sendo que os metodos compreendem a colocagéao
em contato do meio de cultura com uma composi¢éo de enzima compreen-
dendo uma enzima oxidante de fenol. Em outra concretizagdo, a invengao
fornece o uso de biomassa de lignocelulose condicionada para micro-
organismos de crescimento. A invengao fornece adicionalmente métodos
para a producdo de um produto, em que o produto é preparado por um mi-
cro-organismo de produgdo que € cultivado em um meio de cultura compre-
endendo biomassa de lignocelulose condicionada. Tais métodos compreen-
dem o crescimento dos micro-organismos de produgdo em um meio de cul-
tura tratado com uma composi¢cao de enzima compreendendo uma enzima
oxidante de fenol e a recuperagédo do produto a partir da cultura e/ou dos
micro-organismos.

Contempla-se que processos microbianos para produgéo de um
produto desejado incluem cultura sélida ou submersa, incluindo processos
em batelada, em batelada alimentada e de escoamento continuo. O cultivo é
realizado em um meio, que compreende um meio com sais minerais aquoso,
fatores de crescimento organicos, materiais de fonte de carbono, materiais
de fonte de energia ou uma combinagio desses, e um indculo de partida de
uma ou mais especies de micro-organismos de produgao a serem emprega-
das.

Contempla-se que a invengao possa ser aplicada a muitos tipos
diferentes de processos, assim como a diferentes estagios de um processo
complexo. Um exemplo de um processo complexo € a conversao de lignoce-
lulose em aglcares e, entao, em etanol, que pode envolver diferentes micro-
organismos em estagios distintos do processo.

No contexto da conversdo de lignocelulose em combustiveis e
entes quimicos, 0s seguintes processos estdo envolvidos: (i) produgéo de

celulase, (ii) hidrolise de celulose e, se presentes, outros polissacarideos
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insoluveis (sacarificagao), (iii) fermentagdo de produtos de hidrdlise de celu-
lose soluveis e (iv) fermentagdo de produtos de hidrélise de hemicelulose
sollveis. A extensdo em que esses processos sejam realizados por cultivo
de micro-organismos na presenga de biomassa de lignocelulose, a composi-
¢aéo de enzima ou a biomassa de lignocelulose condicionada da invengao
podem ser utilizadas em uma ou mais dessas etapas individuais para aper-
feigoar a cinética de crescimento dos micro-organismos e/ou o rendimento
de cada etapa.

Essas quatro etapas podem ser realizadas separadamente ou
consolidadas em varias configuragoes. Sacarificagdo e fermentagao simulta-
neas (SSF) consolidam a hidrolise e a fermentacédo de produtos de hidrolise
de celulose em uma etapa de processo, com a produgao de celulase e a
fermentagao de produtos de hidrolise de hemicelulose que ocorrem em duas
etapas de processo discretas adicionais. A sacarificagdo e a cofermentagao
simultdneas (SSCF) envolvem duas etapas de processo: produgdo de celu-
lase e uma segunda etapa, na qual ocorrem a hidrélise de celulose e a fer-
mentagdo de produtos de hidrolise tanto de celulose quanto de hemicelulo-
se. No bioprocessamento consolidado (CBP), a produgéo de celulase, hidré-
lise e fermentagdo de produtos de celulose e de hemicelulose sdo combina-
das. De acordo com a invengado, a composigao de enzima também pode ser
usada em uma ou mais etapas nesses processos consolidados, para aper-
feicoar a cinética de crescimento dos micro-organismos e/ou o rendimento
de cada etapa. Alternativamente, biomassa de lignocelulose condicionada
(previamente tratada com a composicdo de enzima da invengdo) pode ser
usada em uma ou mais etapas nesses processo consolidados.

Consequentemente, em uma concretizagdo da invengédo, uma
composigdo de enzima, compreendendo uma ou mais enzimas oxidantes de
fenol, pode ser usada em um processo de preparagdo de celulases. A com-
posicdo de enzima pode ser adicionada a cultura de produgéo de micro-
organismos, que fazem celulase, a qual compreende biomassa de lignocelu-
lose como uma fonte de nutriente. O método também engloba a recuperagéo

das celulase a partir da cultura.
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Em outra concretizagdo, uma composi¢cado de enzima, compre-
endendo uma ou mais enzimas oxidantes de fenol, pode ser usada em um
processo de cultivo de micro-organismos em um meio de cultura compreen-
dendo biomassa de lignocelulose, sendo que o micro-organismo hidrolisa
celulose e outros polissacarideos insoluveis, para formar dissacarideos e
monossacarideos. O processo, opcionalmente, pode incluir a recuperagao
dos dissacarideos e monossacarideos.

Ainda em outra concretizagdo, uma composicdo de enzima,
compreendendo uma ou mais enzimas oxidantes de fenol, pode ser usada
em um processo de cultivo de micro-organismos em um meio de cultura
compreendendo biomassa de lignocelulose, sendo que 0s micro-organismos
sdo capazes de converter agucares (tais como dissacarideos € monossaca-
rideos) em etanol ou em outros entes quimicos de baixo peso molecular, tais
como acido acético ou acido latico. Ainda em outra concretizagdo, uma com-
posicao de enzima, compreendendo uma ou mais enzimas oxidantes de fe-
nol, pode ser usada em um processo de cultivo de micro-organismos, que
sejam capazes de converter hemicelulose em etanol ou em outros entes
quimicos de baixo peso molecular, tais como acido acético ou acido latico.

Em cada uma das concretizagdes acima, ao invés de se usar a
composicdo de enzima diretamente no processo, ela pode ser usada para
tratar uma composicdo compreendendo biomassa de lignocelulose, que é,
entdo, usada para cultivo dos micro-organismos de produgao.

Em varias concretizagbes, a biomassa de lignocelulose usada
em qualquer dos processos mencionados acima € lignocelulose derivada a
partir de uma planta de madeira, lignocelulose derivada de uma planta de
nao-madeira, um hidrolisado de uma lignocelulose ou uma mistura de uma
lignocelulose e seu hidrolisado.

Em certas concretizagdes da invencao, a biomassa de lignocelu-
lose usada em um processo de fermentagdo, para fazer etanol, é biomassa
de lignocelulose de ndo-madeira, tais como hidrolisados de madeira. Em
outras concretizacGes da invengdo, a biomassa de lignocelulose usada no

processo sdo hidrolisados de ndo-hemicelulose. Em certas concretizagoes,
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0s micro-organismos de produgdo, que podem crescer em biomassa de lig-
nocelulose de madeira e fazer etanol ndo sao cepas de Saccharomyces ce-
revisiae. Em certas concretizagbes, a composi¢gdo de enzima usada no pro-
cesso nao compreende uma lacase derivada de um Basidiomiceto, tal como
uma lacase de Trametes versicolor.

Em uma concretizagdo da invengao, a composicéo de enzima é
usada em um processo de sacarificagdo e de fermentagao simulténeas. Ain-
da em outra concretizagdo, a composigdo de enzima é usada em um pro-
cesso de sacarificagdo e de cofermentagdo simultdneas. Ainda em outra
concretizag&o, a composigao de enzima € usada em bioprocessamento con-
solidado. Em uma concretizagdo, a concentragao de enzima usada para tra-
tamento de biomassa de lignocelulose varia desde cerca de 0,001 g/L a 100
g/L. Em uma concretizagdo relacionada, a concentragdo da enzima usada
para tratamento de biomassa de lignocelulose ndo é menor do que cerca de
60 g/L., cerca de 30 g/L, cerca de 1 g/L, cerca de 0,6 g/L, cerca de 0,3 g/L,
cerca de 0,01 g/L, cerca de 0,006 g/L, ou cerca de 0,003 g/L.

7. Exemplos

A presente inveng¢do pode ser melhor entendida por referéncia
ao seguinte exemplo ndo limitante, que é fornecido somente como exempilifi-
cativo da invencdo. Os exemplos seguintes sdo apresentados para ilustrar
mais completamente uma concretizagdo da invengéo. Entretanto, os exem-
plos ndo devem, de maneira alguma, ser construidos como limitantes do es-
copo mais amplo da invengao.

O experimento foi conduzido com lacase de Trichoderma pilulife-
rum, rejeitos de milho brutos como a biomassa de lignocelulose e Tricho-
derma reesei como 0 micro-organismo de produgao.

7.1 Materiais e Métodos

Producido de Enzima de Trichoderma reesei

Um inéculo de Trichoderma reesei RL-P37 (ver Sheir-Neiss et al.
em Appl. Microbiol. Biotechnology, 20 (1984) pags. 46-53) foi preparado co-
mo se segue: um frasco de agitagao contendo (NH4),SO4 (4 g), KH2PO4 (4,5
g), MgS0,.7H,0 (1 g), CaCl,.2H,0 (1 g), NaCl (0,01 g), Mazu DF 204 5 go-
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tas/L (0,2 mL), pH 5,5, q.s.p. para 897,5 mL. Depois de esterilizagao, 100 mL
de glicose a 50% e 2,5 mL de solugdo de elementos tragdes para T. reesei
foram adicionados. A solugao de elementos tragdes para T. reesei continha,
por litro: acido citrico (anidro) 175 g, FeS0,4.7H,0 (200 g), ZnSO4.7H0 (16
g), CuS04.5H,0 (3,2 g), MnS0,4.H20 (1,4 g), H3BO3 (acido bédrico) (0,8 g). A
glicose era a unica fonte de carbono em uma concentracdo de 10 g/L. A cul-
tura foi inoculada com cerca de um milhdo de esporos de RLP-37 por 50 mL,
em um frasco de 250 mL. O frasco foi incubado a 26-28°C, 150 rpm, durante
3-5 dias, até que fosse obtido bom crescimento. O crescimento da cultura
pode ser seguido por medi¢do do pH e da concentragdo de glicose ao longo
do tempo por técnicas-padrdo. Antes da exaustdo da glicose, células fungi-
cas podem ser tiradas para inocular frascos para o experimento.

Nesse experimento, dois conjuntos de frascos foram dispostos,
cada frasco contendo os mesmos meios conforme acima e rejeitos de milho
brutos a 2%. Os materiais de milho contendo lignocelulose tinham sido reta-
lhados, lavados com agua para remover solo e outros detritos de fazenda, e
secados ao ar. A aparéncia era aquela de aparas de grama seca. Ele foi adi-
cionado aos frascos de cultura nessa forma seca e os frascos foram autocla-
vados para esterilizar os contetdos antes que a cultura fosse introduzida. A
um conjunto de frascos, foi adicionada uma aliquota de um filtrado contendo
lacase a partir de uma cultura de Trichoderma piluliferum. Trés diferentes
concentragdes de lacase foram usadas, denominadas: 0,125 U/mL, 0,25
U/mL e 0,5 U/mL.

A presenca de atividade de enzima oxidante de fenol no sobre-
nadante foi medida usando o seguinte procedimento de ensaio, baseado na
oxidacdo de ABTS (2,2'-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato)) por oxi-
génio. ABTS (SIGMA, 0,2 mL, 4,5 mM H,0) e NaOAc (1,5 mL, 120 mM em
H,0, pH 5,0) foram misturados em uma cubeta. A reagao foi iniciada por a-
dicdo de uma quantidade apropriada da preparagao a ser medida (que, nes-
te exemplo, é a diluicdo de sobrenadante) para formar uma solugéo final de
1,8 mL. A cor produzida pela oxidagdo de ABTS foi, entdo, medida a cada 2

segundos, durante um periodo total de 14 segundos, por registro da densi-
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dade optica (DO) a 420 nm, usando um espectrofotdmetro. Uma unidade de
ABTS (uma unidade de enzima ou EACU) neste exemplo € definida como a
mudanga em DO medida & 420 nm por minuto (dada nenhuma diluigéo da
amostra).

O conjunto de frascos de controle carecia de lacase. Os frascos
foram incubados durante um, dois ou trés dias a 30°C, antes de serem ino-
culados com cerca de um milhdo de células RLP-37, que tinham sido culti-
vadas durante 24 horas, conforme descrito acima. Os dois conjuntos de
frascos contendo as células RLP-37 foram cultivados sob agitagdo a 100-
250 rpm, a 20-28°C, durante até 72 horas. O crescimento de T. reesei nos
dois conjuntos de frascos foi monitorado por medi¢do da concentragao de
glicose nos meios de cultura, que goteja gradualmente conforme os fungos
em crescimento consumam glicose.

7.2 Resultados

Os resultados do experimento sdo mostrados na Figura 1. A

concentragdo decrescente de glicose indica bom crescimento das células
fungicas. As melhores velocidades de crescimento foram obtidas em frascos
contendo um meio de cultura compreendendo uma biomassa de lignocelulo-
se (rejeitos de milho a 2%) que tinha sido condicionada por 0,5 U/mL de la-
case durante pelo menos dois dias. Em dois frascos (2 e 3 dias de condicio-
namento com 0,5 U/mL), toda a glicose nos frascos foi exaurida no terceiro
dia de cultivo de T. reesei. Doses de lacase mais baixas ou periodos de
condicionamento mais curtos produziram culturas com crescimento menos
rapido. Menos do que 50% da glicose foi consumida pelos fungos em fras-
cos que foram tratados com 0,25 U/mL de lacase, independentemente do
periodo de condicionamento. O frasco de controle, que nao tinha sido trata-
do com lacase, exibiu o crescimento mais lento.

8. Equivalentes

A presente invengao nao deve ser limitada, em escopo, por con-
cretizagbes especificas descritas, as quais sdo pretendidas como simples
ilustragdes de aspectos individuais da invencéo, e processo € componentes

funcionalmente equivalentes estdo dentro do escopo da invengdo. De fato,
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varias modificagdes da invengao, em adi¢cado aquelas mostradas e descritas
aqui, tornar-se-3o evidentes aos técnicos especializados no assunto a partir
da prescrigao precedente e desenhos acompanhantes, usando ndo mais do
que experimentagdo de rotina. Pretende-se que tais modificagdes e equiva-
lentes recaiam dentro do escopo das reivindicagbes apensas.

Todas as publicagdes, patentes e pedidos de patentes mencio-
nados neste relatério descritivo sdo aqui incorporados por referéncia ao rela-
torio descritivo na mesma extensdo como se cada publicagdo, patente ou
pedido de patente individuais fossem especificamente e individualmente in-
dicados para serem aqui incorporados por referéncia.

Citagao ou discussao de uma referéncia aqui nao devem ser
construidas como uma admissdo de que tal é técnica anterior a presente

invengao.
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REIVINDICAGOES

1. Método para cultivar um micro-organismo de producéo que
produz uma proteina desejada, o dito método caracterizado pelo fato de que
compreende

a colocagao de uma composi¢ao compreendendo uma biomassa
de lignocelulose em contato com uma enzima oxidante de fenol, durante um
periodo de tempo suficiente para condicionar a composi¢ao para crescimen-
to microbiano, e

o crescimento dos micro-organismos na dita composigao condi-
cionada,

sendo que a velocidade de crescimento do micro-organismo cul-
tivados na composi¢cao condicionada € aumentada em relagdo aquela de
uma composi¢do compreendendo biomassa de lignocelulose que nao foi
colocada em contato com a enzima,

sendo que a dita biomassa de lignocelulose compreende bio-
massa de lignocelulose que nao foi submetida a tratamento acido prévio, e

sendo que o dito micro-organismo é uma espécie de Trichoder-
ma.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a biomassa de lignocelulose compreende hidrolisados de bio-
massa de lignocelulose.

3. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a biomassa de lignocelulose compreende biomassa de lignocelu-
lose diferente de madeira.

4. Método, de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo
fato de que a biomassa de lignocelulose diferente de madeira é rejeito de
milho ou bagacgo de cana-de-agucar.

5. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a enzima oxidante de fenol € uma lacase.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo
fato de que a dita lacase € uma lacase de espécies de Stachybotrys ou laca-

se de espécies de Trichoderma.
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7. Método, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo
fato de que o produto € uma enzima.

8. Método, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo
fato de que a enzima é uma celulase.

9. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a biomassa de lignocelulose é rejeito de milho que nao foi sub-
metido a tratamento acido prévio, a composi¢cao de enzima compreende uma
lacase produzida por uma primeira espécie de Trichoderma ou uma espécie
de Stachyboftrys, e o micro-organismo cultivado na composi¢ao é uma se-
gunda espécie de Trichoderma.

10. Método, de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo
fato de que a primeira espécie de Trichoderma é Trichoderma piluliferum, a
segunda espécie de Trichoderma é Trichoderma reesei e o produto é uma

celulase.
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