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Relatorio Descritivo da Patente de Invengio para "PROCESSO0O
PARA A HIDROLISE ENZIMATICA DE CARGAS DE ALIMENTAGAO
LIGNOCELULOSICAS PRE-TRATADAS E MISTURA DE ENZIMA
CELULASE".
CAMPO DA INVENCAQO

A presente invengao refere-se a uma mistura de enzimas. Tam-

bem & fornecido um processo para a hidrolise enzimatica de uma carga de
alimentacao lignocelulésica, em particular para a hidrdlise enzimatica de
uma carga de alimentac¢ao lignocelulésica pré-tratada.
ANTECEDENTE DA INVENCAQ

O etanol combustivel & correntemente produzido a partir de cargas

de alimentagao tais como amido de milho, cana de aglcar e beterraba acguca-
reira. No entanto, o potencial para a produgao de etanol a partir destas fontes &
limitado quando a maioria das glebas de terra cultivada que € adequada para a
produgdo destas lavouras ja esta em uso para fornecer uma fonte alimenticia
para seres humanos e animais. Além disso, a producio de etanol destas car-
gas de alimentacdo possui emissdes de gas de estufa significativas porque os
combustiveis fosseis sao utilizados no processo de conversao.

A produgao de etancl a partir de cargas de alimentagdo conten-
do celulose, tais como residuos agricolas, pastos e residuos de area flores-
tal, tem recebido muita atengao nos ultimos anos. As razoes para isto sao
porgue estas cargas de alimentagdo sdo amplamente disponiveis e bardas e
seu uso para a produgdo de etancl fornece uma alternativa aos materiais
residuais lignoceluldsicos de queima ou aterro de lixo. Além do mais, uma
parte da carga de alimentacao, lignina, pode ser usada como um combusti-
vel para prover de energia o processo, em vez dos combustiveis fésseis.
Varios estudos concluiram que, quando o ciclo total de produgdo e consumo
for levado em conta, o uso de etanol produzido a partir da celulose gera ga-
ses de estufa nas proximidades de zero.

As cargas de alimentagdo lignoceluldsicas gue s&o no maximo
promisscores par a produgdo de etanol incluem (1) residuos agricolas tais

como forragem agricola, palha de trigo, palha de cevada, palha de aveia,
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paiha de arroz, palha de canola e palha de soja; (2) pastos tais como capim
flexivel, miscanthus, capim de corda, e reed canary grass; (3) residuos do
processo de fibras tais como fibra de milho, polpa de beterraba, finos e refu-
gos de moinho de polpa e bagago de cana de aclcar; (4) residuos de area
florestal tais como madeira de alamo, outras madeiras de lei, madeira macia
e serragem, e (5) produtos de papel residual pés consumo.

A etapa do processo mais importante de converter uma carga de
alimentagao lignoceluldsica em etanol envolve a conversao da celulose em
glicose, para a subsequente conversdo em etanol mediante a fermentagdo.
Os dois processos primarios para executar isto sdo a hidrolise acida, que
envolve a hidrélise da carga de alimentagdo usando uma etapa unica de tra-
tamento acido, e a hidrélise enzimatica, que envolve um pré-tratamento de
acido seguido pela hidrélise com enzimas celulases.

No processo de hidrolise de acido, a carga de alimentagao é tipi-
camente submetida ao vapor e acido sulfurico em uma temperatura, concen-
tracdo de acido e duracdo do tempo que s&o suficientes para hidrolisar a
celulose em glicose e a hemicelulose em xilose e arabinose. O acido pode
ser concentrado (25 a 80% p/p) ou diluido (3 a 8% p/p).A glicose & depois
fermentada em etanol usando levedura, e o etanol é recuperado e purificado
por destilagdo. Opcionalmente, a glicose pode ser fermentada em acido lac-
tico, butanol ou outros produtos.

No processo de hidrélise enzimatica, as condigdes de reacao
sdo selecionadas tais que a area superficial da celulose é grandemente au-
mentada quando a carga de alimentagao fibrosa for convertida em uma tex-
tura lamacenta, mas existe pouca conversao da celulose em glicose. A celu-
lose pré-tratada € depois hidrolisada em glicose em uma etapa subsequente
que utiliza enzimas celulases, e o tratamento de vapor e/ou acido neste caso
é conhecido como pré-tratamento. A glicose pode depois ser fermentada em
etanol, acido lactico, butanol, ou outros produtos. Antes da adigdo da enzi-
ma, o pH da carga de alimentagdo acidica € ajustado para um valor que €
adequado para a reacéo de hidrélise enzimética. Tipicamente, isto envolve a

adicdo de alcali em um pH entre cerca de 4 a cerca de 6, que € a faixa de
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pH ideal par muitas celulases, embora o pH pode ser mais elevado se as
celulases alcalofilicas forem usadas.

Em um tipo de processo de pré-tratamento, a pressao produzida
pelo vapor € derrubada rapidamente com descompressao explosiva, que é
conhecida como explosao de vapor. Foody (Patente U.S. n° 4.461.648) des-
creve o equipamento e condigées usadas no pré-tratamento de exploséo de
vapor. A explosao de vapor com acido sulfirico realizada em um pH de 0,4 a
2,0 produz material pré-tratado que € uniforme e requer menos enzima celu-
lase para hidrolisar a celulose do que outros processos de pré-tratamento.

As enzimas de celulose catalisam a hidrélise da celulose (hidro-
lise de ligagdes B-1,4-D-glucan) na carga de alimentagdo em produtos tais
como glicose, celobiose, e outros celoligossacarideos. A celulase & um ter-
mo genérico que significa uma mistura de multiplas enzimas compreendendo
celobio-idrolases de exo-atuacdo (CBHs), endoglucanases (EGs) e B-
glicosidases (BG) que podem ser produzidas por varias plantas e micro-
organismos. As enzimas na celulase de Trichoderma reesei que contém um
dominio de ligacdo de celulose incluem CBH1 (mais geralmente, Cel7A),
CBH2 (Cel6A), EG1 (Cel7B), EG2 (Cel5), EG4 (Cel61A), EGS (Celd45A), EG6
(Cel74A), Cip1, Cip2, acetil xilan esterase, B-mananase, e suolenina. EG3
(Cel12) é um exemplo de uma enzima celulolitica sem um dominio de liga-
¢ao de celulose.

As enzimas de celulase trabalham sinergisticamente para hidro-
lisar a celulose em glicose. CBH1 e CBH2 atuam em extremidades opostas
das cadeias de celulose para liberar celobiose (Barr e outros, 1996), enquan-
to as endoglucanases atuam nas localizagdes internas na celulose. O produ-
to primario destas enzimas é a celobiose, que é ainda hidrolisada em glicose
pela B-glucosidase. E sabido que a maioria das CBHs e EGs se liga a celu-
lose na carga de alimentagao através de mddulos de ligagao ao carboidrato
(CBMs), tais como dominios de ligagéo a celulose (CBDs), enquanto a maio-
ria das enzimas B-glicosidases, incluido as enzimas B-glucosidases Tricho-
derma e Aspergillus, ndo contém tais médulos de ligagéo e ficam em solugéo

durante a hidrolise. Enzimas de celulase podem conter uma regiao de liga-
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¢éo que fazem conexao com o dominio catalitico a0 médulo de ligagdo ao
carboidrato. A regido de ligacao & suposta de facilitar a atividade do dominio
cataliticamente ativo.

Os cinéticos da hidrolise enzimatica de substratos celulésicos
insolGveis por celulases ndo seguem o comportamento simples de Michaelis-
Menten (Zhang e outros, 1999). Especificamente, aumentando a dosagem
de celulase em uma reagao de hidrélise nao fornece um aumento linearmen-
te dependente na quantidade de glicose produzida em um dado momento.
Também existe uma diminuicdo significativa na taxa de reagdo quando a
hidrolise de celulose continua (Tolan, 2002). Varias explicagbes foram pro-
postas para explicar o declinio da taxa de reagéo. As hidroforeses principais
incluem a inibigdo do produto, aumento da recalcitrancia do substrato atra-
vés do curso de uma hidrolise e inativagdo da enzima.

Os cinéticos da agao de celulase tornam a hidrélise enzimatica
do material de pré-tratamento uma etapa ineficiente na produgédo de etanol
de cellulose. A redugdo dos custos associada com a hidrolise enzimatica,
através do aumento da produgdo ou atividade da celulase, foi identificada
como uma oportunidade importante para economizar os custos (Sheehan,
1999). Um relato recente de uma oficina de etanol celulésico patrocinado
pela United States Department of Energy estimou um custo de 10 a 25 vezes
mais elevado para a produ¢cao das enzimas para o etanol de celulose do que
para as enzimas requeridas para produzir etanol de amido (Houghton, 2006).

Varios métodos foram tomados para aumentar a atividade das
misturas de celulase. Aumentando a quantidade de (3-glicosidase produzida
pelo micro-organismo que também secreta as celulases misturadas se alivia
a inibicao do produto pela celobiose (Patente U.S. n° 6.015.703). As técnicas
de propdsito racional ou mutagénese aleatéria tambem podem ser usadas
para modular as propriedades das enzimas individuais, como demonstrado
pela produgao de uma variante de CBH1 com termoestabilidade aumentada
(WO 2005/0277172). Um método alternativo para explorar a diversidade ge-
nética é para diretamente examinar os homoélogos de enzima de muitas es-
pécies celuloliticas. Este método foi tomado com CBH1 (WO 2004/0197890)



10

15

20

25

30

e CBH2 (WO 2006/0053514). A construgdo de uma proteina de fusdo que
combina atividades complementares de enzimas endo- e exoceluloliticas
também foi demonstrada (WO 2006/00057672). A estrutura de dominio mo-
dular das enzimas celuloliticas tem permitido a construgio de enzimas com-
preendendo o dominio catalitico. A auséncia de um CBD tem efeitos drama-
ticos sobre a ligagdo de substrato e as atividades destas enzimas (WO
2004/0053373, WO 2006/0008885). As enzimas de hidrolisagao de celulose
geneticamente planejadas foram criadas as quais compreendem novas
combinagdes do dominio cataliticamente ativo, da regido de ligagédo e do
CDB (Patente U.S. n°® 5.763.254).

Todos os métodos descritos acima, embora direcionando os di-
ferentes aspectos da hidrolise enzimatica de celulose, ndo tém aumentado a
atividade de celulase suficientemente para superar o custo elevado de celu-
lase para a hidrélise de celulose. Uma desvantagem destas estratégias tem
sido o foco em uma Unica enzima em um momento, negligenciando as pos-
siveis sinergias com outras enzimas celuldsicas.

Portanto, um melhor método para aumentar a atividade de um
sistema de celulase é focalizar na maximizagao da atividade de uma mistura
contendo mais do que um componente de celulase. Foi relatado que a efici-
éncia da hidrélise de celulose por uma combinagao de endo e exocelulases
€ muito maior do que seria esperado pela soma das atividades destas enzi-
mas que atuam isoladamente (Wood e McCrae, 1979). Estudos anteriores
mediram a sinergia entre as enzimas celuloliticas de T. reesei mediante a
observacdao do comportamento das misturas binarias ou ternarias (por e-
xemplo, Nidetsky e outros, 1994). Por exemplo, Wood e outros (1989) estu-
daram as misturas binarias, terciarias e setenarias de celobio-idrolases e
endoglucanases de Penicillium pinophilum. Entretanto, o sinergismo nao foi
observado nas misturas binarias das enzimas de Penicillium. O sinergismo
das combinac¢des binarias destas enzimas da bactéria Thermobifida fusca,
duas das quais sdo das mesmas familias como aquelas compreendendo as
enzimas principais de Trichoderma, também foi caracterizado (Jeoh, 2006).

No entanto, o desempenho melhorado néo foi relatado.
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Varias tentativas foram feitas para desenvolver uma mistura de
CBHs e EGs para maximizar a quantidade de hidrélise de celulose para uma
dada dosagem de enzima (a dosagem de enzima é a massa de enzima re-
querida para hidrolisar uma dada massa de celulose). Por exemplo, as mis-
turas otimizadas de celulases de origem misturada incluindo bactérias, lar-
gamente derivadas de T. fusca, foram relatadas (Irwin, 1993: Walker e ou-
tros, 1993; Kim e outros, 1998). Trichoderma CBH1 e CBH2 foram incluidos
nestes estudos, mas as bactérias sao incapazes de produzir as 7 celulases
da familia e EG1, portanto nao foi parte destas misturas. Baker e outros
(1998) tentaram determinar uma mistura ideal de Trichoderma CBH1, CBH2,
e EG1, mas nao incluiram EG2 em sua experiéncia. No caso de Baker e ou-
tros, o substrato foi Sigmacell, uma preparagdo de celulose microcristalina.
Boisset e outros (2001) executaram uma otimizagao de uma mistura ternaria
de CBH1, CBH2 e EGS5 derivada de Humicola insolens no substrato de celu-
lose bacteriana. No entanto, estes estudos ndo foram bem sucedidos no de-
senvolvimento de misturas de enzima celulase com desempenho melhorado
para a hidrélise de celulose dentro da biomassa lignocelulosica pré-tratada.

Assim, a despeito de muito esforco de pesquisa, permanece
uma necessidade de uma mistura de enzimas celulases melhorada para a
hidrélise de celulose em uma carga de alimentagao lignocelulésica preé-
tratada. A auséncia de uma tal mistura de enzimas representa um grande
obstaculo na comercializagdo de conversao de celulose em agucares solu-
veis incluindo glicose para a producgéo de etanol e outros produtos.
SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a uma mistura de enzimas. Tam-

bém é fornecido um processo para a hidrélise enzimatica de uma carga de
alimentagao lignocelulosica, em particular para a hidrélise enzimatica de
uma carga de alimentagéo lignoceluldsica pré-tratada.

E um objetivo da invengéo fornecer um processo para uma hi-
drolise enzimatica melhorada de uma carga de alimentagéo lignocelulosica
pré-tratada.

Em particular, a presente invengao fornece para a conversao
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acentuada de uma carga de alimentagao lignocelulésica pré-tratada em agu-
cares solGveis utilizando um grupo de combinagdes das quatro enzimas ce-
lulases primarias, CBH1, CBH1, EG1 e EG2.

De acordo com um aspecto da invengao, € fornecido um proces-
so para a hidrélise enzimatica de uma carga de alimentacao lignocelulésica
pré-tratada em acgucares soluveis, a hidrélise enzimatica compreendendo a
adicao de uma mistura de enzimas celulases na carga de alimentagao ligno-
celuldsica pré-tratada, a mistura de enzimas celulases compreendendo um
mistura de celulases primarias de celobio-idrolases CBH1 e CBH2 e endo-
glucanases EG1 e EG2, as celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estando presen-
tes em mais ou igual a 55% e menos do que 85% da mistura de celulase
primaria e a CBH2 estando presente em uma fragdo relativa as celobio-
idrolases CBH1 e CBH2 como definida por fc, € a EG2 estando presente em
uma fragdo relativa as endoglucanases EG1 e EG2 como definida por fgo,
em que

quando as celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estado presentes em
mais ou igual a 55% e menos do que 65% das celulases primarias, afc; e a
feo estdo em valores incluidos dentro da zona 1 da figura 3A;

quando as celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estado presentes em
mais ou igual a 65% e menos do que 75% das celulases primarias, afc; e a
feo estdo em valores incluidos dentro das zonas 1, 2, e 3 da figura 3B; e

quando as celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estao presentes em
mais ou igual a 75% e menos do que 85% das celulases primarias, a fc; e a
feo estdo em valores incluidos dentro das zonas 1, 2 e 3 da figura 3C.

De acordo com um outro aspecto da invengéo é fornecida uma
mistura de enzimas celulases como definido acima.

Preferivelmente, as celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estao pre-
sentes em mais ou igual a 65% e menos do que 85% das celulases prima-
rias. Quando ditas celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estao presentes em 65%
a 75% das celulases primarias, a fc, e dita fg2 estao cada uma preferiveimen-
te em valores incluidos dentro da zonas 2 e 3 da figura 3B. Preferivelmente,

a fc, e a fg, estdo cada uma em valores incluidos dentro da zona 3 da figura
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3B. Quando as celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estao presentes em 75% a
85% das celulases primarias, as fc, e fe, estéo preferivelmente em valores
incluidos dentro das zonas 2 e 3 da figura 3C. Preferivelmente, as fc, e fe2
estao cada uma em valores incluidos dentro da zona 3 da figura 3C.

A presente invengdo da mesma forma pertence a qualquer um
dos aspectos anteriormente mencionados da invengdo como definida acima,
em que as celulases primarias sdo de uma fonte fungica. As sequéncias de
codificagdo da celulase primaria podem ser de um Ascomycete ou Basidi-
omycete. Preferivelmente, as celulases primarias sdo de Trichoderma ssp,
Aspergillus ssp, Hypocrea ssp ou Humicola ssp. Mais preferivelmente, as
sequéncias de codificagdo da celulase primaria sdo de Trichoderma reesei.

A presente invengdo também pertence a qualquer um dos as-
pectos anteriormente mencionados da invengdo como definido acima, em
que as celulases primarias sdo obtidas de um organismo mediante a expres-
sao das sequéncias de codificagdo que sdo enddgenas a dito organismo.
Alternativamente, as celulases primarias s&o obtidas de um organismo me-
diante a expressao das sequéncias de codificagdo que sdo heterdlogas a
dito organismo. Preferivelmente, as celulases primarias sdo de Trichoderma
reesei.

Preferivelmente, a hidrolise enzimatica converte pelo menos cer-
ca de 80% da celulose na carga de alimentacgao lignocelulésica pré-tratada
em agucares soluveis. Os agucares soluveis podem ser fermentados para
produzir etanol, &cido lactico, butanol, ou uma combinagéo destes.

A hidrélise enzimatica é preferivelmente realizada com enzimas
celulases compreendendo B-glucosidase e uma secretoma de Trichoderma
reesei.

As misturas de celulase primaria incluidas pela invengéo apre-
sentam atividade significativamente mais elevada do que aquelas descritas
na técnica anterior. Os resultados mostram que as misturas de celulase da
presente invengao sao de cerca de 10% a cerca de 50%, ou qualquer quan-
tidade entre estas, cerca de 10% a cerca de 25%, ou qualquer quantidade

entre estas, ou de cerca de 10% a cerca de 15%, ou qualquer quantidade
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entre estas, mais potentes ou mais ativas do que as misturas de celulase
correntemente disponiveis.

A possibilidade econémica da tecnologia de celulose em etanol
foi limitada pelo custo das enzimas celulases. Mediante o fornecimento de
enzimas com atividade melhorada, as enzimas celulases da presente inven-
¢&o aumentam a economia do processo e representam um avango significa-
tivo sobre a técnica anterior.

Este sumario da inven¢do ndo necessariamente descreve todos
os aspectos da invengao.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 contém a analise SDS-PAGE e Western blot dos com-

ponentes de celulase primaria purificados. A figura 1A mostra uma mancha
Coomassie Blue de CBH1, CBH2, EG1 e EG2 purificadas apés a SDS-
PAGE. Uma celulase de Trichoderma foi analisada em paralelo para compa-
racdo. A figura 1B mostra que as Western blots especificas do componente
destas amostras foram executadas seguinte a separacdo de SDS-PAGE e
eletrotransferéncia para uma membrana de PVDF.

A figura 2 € um grafico de coluna que descreve os resultados
das andlises ELISA. As colunas pretas soélidas ilustram a composigéo per-
centual de CBH1, CBH2, EG1 e EG2 na celulase de Trichoderma comercial.
As colunas remanescentes demonstram o nivel de especificidade de cada
ELISA. A composigao percentual de: CBH1 em celulase desprovida de C-
BH1 (a), CBH2 em uma celulase desprovida de CBH2 (b), EG1 em uma ce-
lulase desprovida de EG1 (c) e EG2 em uma celulase desprovida de EG2 (d)
€ apresentada.

A figura 3 mostra diagramas das atividades de enzima de mistu-
ras de celulase primaria contendo CBH1, CBH2, EG1 e EG2. As atividades
de varias misturas de celulase s&o tragadas em grafico quando medidas em
varios conteudos fracionais de EG2 em relagédo a quantidade total de EG e
CBH2 em relagéo ao contetido total de CBH (descrito como fg2 € fc2, respec-
tivamente). O valor listado dentro de cada quadrado indica a atividade da

mistura comparada com um valor de ponto de referéncia como descrito nos
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exemplos. As atividades das varias misturas de celulase sdo expressas em
relagéo as atividades de um Benchmark Blend (CBH1, CBH2, EG1, EG2, em
57%, 29%, 7%, 7%, em peso). A figura 3A mostra as atividades das misturas
em que o teor de CBH1 e CBH2 combinado é mais ou igual a 55% e menos
do que 65% das celulases primarias totais. A figura 3B mostra as atividades
das misturas em que o teor de CBH1 e CBH2 combinado é mais ou igual a
65% e menos do que 75% das celulases primarias totais. A figura 3C mostra
as atividades das misturas em que o teor de CBH1 e CBH2 combinado é
mais ou igual a 75% e menos do que 85% das celulases primarias totais. A
figura 3D mostra as atividades das misturas em que o teor de CBH1 e CBH2
combinado € mais ou igual a 85% e menos do que ou igual a 95% das celu-
lases primarias totais.

A figura 4 é um diagrama tridimensional que mostra as regiées
ocupadas pelas misturas melhoradas de celulases primarias no espago de
mistura definido por %CBH, fc; e fgp. As atividades sao em relagdo ao Ben-
chmark Blend. Cada par de imagens fornece duas vistas da mesma regiao e
difere em uma rotacao de 180° ao redor do eixo %CBH. A figura 4A mostra
as misturas compreendendo a zona 1 da figura 3A e as regides das zonas 1,
2 e 3 das figuras 3B e 3C. A figura 4B mostra as misturas compreendendo
as regides das zonas 2 e 3 das figuras 3B e 3C. A figura 4C mostra as mistu-
ras compreendendo as regiées da zona 3 das figuras 3B e 3C.

A figura 5 € um diagrama que mostra a conversao do substrato
lignoceluldsico pré-tratado pela mistura de ponto de referéncia, que € uma
mistura composta de celulases primarias nas propor¢des relativas observa-
das em uma celulase tipo silvestre, e uma mistura melhorada representativa.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a uma mistura de enzimas. Tam-
bém é fornecido um processo para a hidrélise enzimatica de uma carga de
alimentagao lignocelulésica, em particular para a hidrélise enzimatica de
uma carga de alimentagao lignocelulésica pré-tratada.

A seguinte descricdo & das modalidades preferidas.

A presente invencéo refere-se a um mistura de enzimas celula-
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ses compreendendo celulases primarias para ser usada para a hidrolizagao
de uma carga de alimentagéo fignocelulésica pré-tratada. "Enzimas de celu-
lase primaria” ou "celulases primarias" sao definidas como as celobio-
idrolases, CBH1 e CBH2, e as endoglucanases, EG1 e EG2. Além das celu-
lases primarias, CBH1, CBH2, EG1 e EG2, a mistura de enzimas celulases
pode compreender celulases adicionais assim como componentes de enzi-
ma B-glucosidase como descrito com outros detalhes abaixo.

As seguintes definicdes se referem a classificacdo de celobio-
idrolases, endoglucanases e B-glucosidases como definido pela Joint Com-
mission on Biochemical Nomenclature of the International Union of Bioche-
mistry and Molecular Biology (Published in Enzyme Nomenclature 1992, A-
cademic Press, San Diego, California, ISBN 0-12-227164-5; with suppliments
in Eur. J. Biochem. 1894, 223, 1-5; Eur. J. Biochem. 1995, 232, 1-6; Eur. J.
Biochem. 1996, 237, 1-5; Eur. J. Biochem. 1997, 250; 1-6, e Eur. J. Biochem.
1999, 264, 610-650, cada uma das quais sdo aqui incorporadas por referén-
cia; vide também: chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/) e as familias de glicoi-
drolase de celulases e B-glucosidases como definido pelo sistema CAZy que
é aceito como uma nomenclatura padrdo para as enzimas glicoidrolases
(Coutinho, P.M. & Henrissat, B., 1999, "Carbohydrate-active enzymes: an
integrated database approach." In Recent Advances in Carbohydrate Bioen-
gineering, H.J. Gilbert, G. Davies, B. Henrissat and B. Svensson eds., The
Royal Society of Chemistry, Cambridge, pp. 3-12, que é aqui incorporado por
referéncia; vide também: afmb.cnrs-mrs.fi/CAZY/) e & familiar a aqueles ver-
sados na tecnica.

"CBH1" é uma enzima ativa de carboidrato expressa a partir de
uma sequéncia de DNA que codifica um dominio catalitico de Familia 7 de
glicoidrolase (GH) classificado sob EC 3.2.1.91. Qualquer enzima ativa de
carboidrato com uma identidade de sequéncia de aminoacido de 60% a
100% em qualquer enzima CBH1 ou mais preferivelmente de 65% a 100%
de identidade de sequéncia de aminoacido e que apresenta atividade de
CBH1 como conhecido por uma pessoa versada na técnica (vide referéncias

para a nomenclatura de celobio-idrolase), é similarmente definida como uma
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CBH1. Por exemplo, a CBH1 pode ser qualquer enzima ativa de carboidrato
com 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 100% de identidade de sequéncia de
aminoacido em qualquer enzima CBH1 e que apresenta atividade de CBH1
como conhecido por uma pessoa versada na técnica. Preferivelmente, a
CBH1 é funcionalmente ligada a um médulo de ligagao ao carboidrato (CBM)
com uma alta afinidade para celulose cristalina, tal como um dominio de li-
gacao de celulose da Familia 1.

A identidade de sequéncia pode ser facilmente determinada pelo
alinhamento dos aminoacidos das duas sequéncias, usando alinhamento
manual, ou qualquer algoritmo de alinhamento de sequéncia como conheci-
do versado da técnica, por exemplo, mas ndo limitado a estes, algoritmo
BLAST (BLAST and BLAST 2.0; Altschul e outros, Nuc. Acids Res. 25:3389-
3402, 1977, e Altschul e outros, J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990), o algeritmo
descrito por Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), pelo algorit-
mo de alinhamento por homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol.
48:443 (1970), pela pesquisa com relagdo ao método de similaridade de Pe-
arson & Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988), por implemen-
tagées computadorizadas destes algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, and
TFASTA in the Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer
Group, 575 Science Dr., Madison, Wis.), ou pelo alinhamento manual e ins-
pecao visual (vide, por exemplo, Current Protocols in Molecular Biology (Au-
subel e outros, eds. 1995 supplement)).

A "CBH2" é definida como uma enzima ativa de carboidrato ex-
pressa a partir de uma sequéncia de DNA que codifica um dominio catalitico
da Familia 6 de glicoidrolase (GH) classificado sob EC 3.2.1.91. Qualquer
enzima ativa de carboidrato com 60% a 100% de identidade de sequéncia
de aminoacido em qualquer enzima CBH2, ou mais preferivelmente de 65%
a 100% de identidade de sequéncia de aminoacido e que apresenta ativida-
de de CBH2 como conhecido por uma pessoa versada na técnica (vide refe-
réncias para a nomenclatura de celobio-idrolase), &€ similarmente definida
como uma CBH2. Por exemplo, a CBH2 pode ser qualquer enzima ativa de -
carboidrato com 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 100% de identidade de se-
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quéncia de aminoacido em qualquer enzima CBH2 e que apresenta ativida-
de de CBH2 como conhecido por uma pessoa versada na técnica. Preferi-
velmente, a CBH2 é funcionalmente ligada a um médulo de ligag¢éo ao car-
boidrato (CBM) com uma afinidade elevada para celulase cristalina, tal como
um dominio de ligagao de celulose de Familia 1. A identidade de sequéncia
pode ser determinada como acima delineado.

"EG1" é definida como uma enzima ativa de carboidrato expres-
sa a partir de uma sequéncia de DNA que codifica um dominio catalitico de
Familia 7 da glicoidrolase (GH) classificado sob EC 3.2.1.4. Qualquer enzi-
ma ativa de carboidrato com 60% a 100%, ou mais preferivelmente de 65%
a 100% de identidade de sequéncia de aminodcido em qualquer enzima
EG1 e que apresenta atividade de EG1 como conhecido por uma pessoa
versada na técnica (vide referéncias com relagdo a nomenclatura de endo-
glucanase), € similarmente definida como uma EG1. Por exemplo, a EG1
pode ser qualquer enzima ativa de carboidrato com 60, 65, 70, 75, 80, 85,
90, 95 ou 100% de identidade de sequéncia de aminoacido em qualquer en-
zima EG1 e que apresenta atividade de EG1 como conhecido por uma pes-
soa versada na técnica. Preferivelmente, a EG1 & funcionalmente ligada a
um modulo de ligagéo ao carboidrato (CBM) com uma afinidade elevada pa-
ra celulase cristalina, tal como um dominio de ligagédo de celulose da Familia
1. A identidade de sequéncia pode ser determinada como acima delineado.

A "EG2" é definida como uma enzima ativa de carboidrato ex-
pressa a partir de uma sequéncia de DNA que codifica um dominio catalitico
da Familia 5 de glicoidrolase (GH) classificado sob EC 3.2.1.4. Qualquer en-
zima ativa de carboidrato com 60% a 100% de identidade de sequéncia de
aminoacido, ou mais preferivelmente de 65% a 100% de identidade de se-
quéncia de aminoacido em qualquer enzima EG2 e que apresenta atividade
EG2 como conhecido por uma pessoa versada na técnica (vide referéncias
para a nomenclatura de endoglucanase), é similarmente definida como uma
EG2. Por exemplo, a EG2 pode ser qualquer enzima ativa de carboidrato
com 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 100% de identidade de sequéncia de

aminoacido em qualquer enzima EG2 e que apresenta atividade de EG2
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como conhecido por uma pessoa versada na técnica. Preferiveimente, a
EG2 é funcionalmente ligada a um médulo de ligagéo ao carboidrato (CBM)
com um afinidade elevada para celulase cristalina, tal como um dominio de
ligacéo de celulose da Familia 1. A identidade de sequéncia pode ser deter-
minada como acima descrito.

"B-Glucosidase" é definida como qualquer enzima da familia 3
de GH que também é classificada sob EC 3.2.1.21. A BGL1 é definida como
a enzima expressa do gene bgl1 de Trichoderma reesei. Qualquer sequéncia
de proteina com 60% a 100% de identidade de sequéncia de aminoacido
para a enzima BGL1 ou mais preferivelmente de 65% a 100% de identidade
de sequéncia de aminoacido e que apresenta atividade de B-glucosidase
como conhecido por uma pessoa versada na técnica (vide referéncias para a
nomenclatura de endoglucanase), € similarmente definida como uma BGL1.
Por exemplo, a BGL1 pode ser qualquer enzima ativa de carboidrato com
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 ou 100% de identidade de sequéncia de ami-
noacido em qualquer enzima BGL1 e que apresenta atividade de BGL1 co-
mo conhecido por uma pessoa versada na técnica. A identidade de sequén-
cia pode ser determinada como acima delineado.

As celobio-idrolases CBH1 e CBH2 dentro da mistura de enzi-
mas celulases da presente invencgao (isto €, o teor combinado de CBH1 e
CBH2) estao presentes em mais ou igual a 55% e menos do que 85% da
mistura de celulase primaria, dentro da mistura de celulase (isto é, as quan-
tidades de CBH1 e CBH2 compreendem de cerca de 55% a cerca de 85%
da mistura de celulase primaria, da mistura de enzimas celulases). Dentro
desta faixa de misturas de CBH1 e CBH2, trés conjuntos de misturas de des-
tas enzimas de celulase primaria, dependentes das diferentes fragcbes do
teor de CBH1 e CBH2 combinado em relagéo as celulases primarias (descri-
to como o %CBH nas figuras 3A, 3B e 3C), foram identificados como apre-
sentando uma vantagem na realizagdo da hidrélise de uma carga de alimen-
tagao lignocelulésica. Estes conjuntos de misturas podem ser definidos pela
fracdo de CBH2 em relagio as celobio-idrolases CBH1 e CBH2 (em uma

base de quantidade, peso, ou p:vol), onde esta fragao é referida como fco:
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fco = CBH1/(CBH1 + CBH2).

A fragcdo de EG2 em relagéo as endoglucanases EG1 e EG2 é

referida como fgz:
feo = EG2/(EG1 + EG2).

A mistura de componente para a primeira, segunda e terceira
misturas é tragada nas figuras 3A, 3B e 3C, respectivamente. As trés repre-
sentagdes dimensionais do espag¢o de mistura do componente descritas por
estas misturas sao apresentadas na figura 4.

CBH1 e CBH2 compreendendo de cerca de 55% a cerca de 65% da mistura

de celulase primaria

Quando as celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estédo presentes em
mais ou igual a 55% e menos do que 65% das celulases primarias, a fragéo
de celobio-idrolases que € CBH2 (fcz) e a fragdo de endoglucanases que é
EG2 (fez) sdo cobertas pela zona 1 da figura 3A. A zona 1 da figura 3A inclui
as seguintes trés regides:

valores da fc, maiores ou iguais a 0,35 e menores do que 0,45 e
valores da fg; maiores ou iguais a 0,15 e menores do que 0,35;

valores da fc; maiores ou iguais a 0,45 e menores do que 0,55 e
valores da fg; maiores ou iguais a 0,15 e menores do que 0,25; e

valores da fc, maiores ou iguais a 0,45 e menores do que 0,55 e
valores da fg; maiores ou iguais a 0,35 e menores do que 0,45.

CBH1 e CBH2 compreendendo de cerca de 65% a cerca de 75% da mistura

de celulase primaria

Quando as celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estao presentes em
maiores ou iguais a 65% e menores do que 75% das celulases primarias, a
fco e a fzo estdo em valores incluidos dentro das zonas 1, 2, e 3 da figura 3B.
As zonas 1, 2 e 3 incluem as seguintes regides:

valores da fc, maiores ou iguais a 0,25 e menores do que 0,35 e
valores da fg» maiores ou iguais a 0,05 e menores do que 0,35,

valores da fc, maiores ou iguais a 0,35 e menores do que 0,45 e
valores da fg, maiores ou iguais a 0,05 e menores do que 0,55;

valores da fc, maiores ou iguais a 0,45 e menores do que 0,65 e
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valores da fe, maiores ou iguais a 0,05 e menores do que 0,65; e

valores da fc; maiores ou iguais a 0,65 e menores do que 0,75
valores da fg> maiores ou iguais a 0,15 e menores do que 0,55.

As zonas 2 e 3 da figura 3B incluem as seguintes regides:

valores da fc; maiores ou iguais a 0,25 e menores do que 0,35 e
os valores dafg, sé@o maiores ou iguais a 0,05 e menores do que 0,35;

valores da fc; maiores ou iguais a 0,35 e menores do que 0,45 e
os valores dafg; sao maiores ou iguais a 0,05 e menores do que 0,55; e

valores da fc; maiores ou iguais a 0,45 e menores do que 0,65 e
valores da fg2» maiores ou iguais a 0,15 e menores do que 0,55.

A zona 3 da figura 3B inclui as seguintes duas regides:

valores da fc; maiores ou iguais a 0,45 e menores do que 0,55 e
valores da fg» maiores ou iguais a 0,15 e menores do que 0,55; e

valores da fc; maiores ou iguais a 0,55 e menores do que 0,65 e
valores da fgz maiores ou iguais a 0,35 e menores do que 0,45.

Preferivelmente, a fc, € a fgo incluem valores dentro das zonas 2
e 3 da figura 3B. Mais preferivelmente, a fco e a fg; incluem valores dentro da
zona 3 da figura 3B.

CBH1 e CBH2 compreendendo de cerca de 75% a cerca de 85% da mistura

de celulase primaria

Quando as celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estdo presentes em
menos ou equal a 75% e menos do que 85% das celulases primarias, a fc2 e
a fzo estdo em valores incluidos dentro das zonas 1, 2 e 3 da figura 3C. As
zonas 1, 2 e 3 incluem as seguintes regides:

valores da fc; maiores ou iguais a 0,35 e menores do que 0,45 e
valores da fg, maiores ou iguais a 0,05 e menores do que 0,25;

valores da fc, maiores ou iguais a 0,45 e menores do que 0,55 e
valores da fg2 maiores ou iguais a 0,15 e menores do que 0,65; e

valores da fc, maiores ou iguais a 0,55 e menores do que 0,65 e
valores da fgz maiores ou iguais a 0,15 e menores do que 0,35.

As zonas 2 e 3 incluem as seguintes trés regides:

valores dafc; maiores ou iguais a 0,35 e menores do que 0,45 e
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valores da fg, maiores ou iguais a 0,15 e menores do que 0,25;

valores da fc, maiores ou iguais a 0,45 e menores do que 0,55 e
valores da fe, maiores ou iguais a 0,15 e menores do que 0,55; e

valores da fc, maiores ou iguais a 0,55 e menores do que 0,65 e
valores da fg, maiores ou iguais a 0,15 e menores do que 0,25.

A zona 3 define uma regiao Unica incluindo os valores da fc, en-
tre 0,45 e 0,55 e valores dafg; entre 0,15 e 0,25.

Preferivelmente, a fc, e a fg, incluem valores dentro das zonas 2
e 3 da figura 3C. Mais preferivelmente, a fc; e a gz incluem valores dentro da
zona 3 da figura 3C.

A fracédo ou porcentagem de cada componente de celulase den-
tro da mistura de celulase é determinada mediante o uso dos métodos do
Exemplo 3.

Portanto, a presente invenc¢ao fornece um mistura de enzimas e
um processo para a hidrdlise enzimatica de uma carga de alimentagao ligno-
celulésica pré-tratada em agucares soluveis compreendendo a hidrolisagao
da carga de alimentagao pré-tratada com a mistura de enzimas. A mistura de
enzimas celulases compreende uma mistura de celulase primaria de celobio-
idrolases CBH1 e CBH2 e endoglucanases EG1 e EG2. As celobio-idrolases
CBH1 e CBH2 estéo presentes em um teor combinado maior ou igual a 55%
e menor do que 85% da mistura de celulase primaria. As CBH2 estao pre-
sentes em um fragao, definida por fc2, em relagéo as celobio-idrolases CBH1
e CBH2, e as EG2 estdo presentes em uma fragéo, definida por fgz, em rela-
¢ao as endoglucanases EG1 e EG2, em que
(i) quando ditas celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estao presentes em mais

ou igual a 55% e menos do que 65% das celulases primarias, dita fc; e
dita fg; estdo em valores incluidos dentro da zonas 1 da figura 3A;

(i) quando ditas celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estéo presentes em mais
ou igual a 65% e menos do que 75% das celulases primarias, dita fco e
dita fe» estdo em valores incluidos dentro das zonas 1, 2, e 3 da figura
3B; e

(i) quando ditas celobio-idrolases CBH1 e CBH2 estao presentes em mais



10

15

20

25

30

18

ou igual a 75% e menos do que 85% das celulases primarias, dita fc, €
dita fg2 estédo em valores incluidos dentro das zonas 1, 2, e 3 da figura
3C.

A mistura de enzimas celulases da invencgao é usada para a hi-
drélise enzimatica de uma "carga de alimentagdo lignoceluldsica pré-
tratada". Uma carga de alimentagao lignoceluldsica pré-tratada é um materi-
al de origem vegetal que, antes do pré-tratamento, contém pelo menos 20%
de celulose (peso seco) e pelo menos 12% lignina (peso seco), e que foi
submetido aos processos fisicos e/ou quimicos tornar a fibra mais acessivel
el/ou receptiva as agdes de enzimas celuloliticas.

Apo6s o pré-tratamento, a carga de alimentagdo lignocelulésica
pode conter mais do que cerca de 20% de celulose e mais do que cerca de
12% de lignina. Em uma modalidade, a carga de alimentagao lignocelulésica
pré-tratada contém mais do que cerca de 20% de celulose e mais do que
cerca de 10% de lignina.

As cargas de alimentacgéo lignocelulésicas que podem ser utili-
zadas na inveng¢ao incluem, mas nao sao limitados a eles, residuos agricolas
tais como forragem de milho, palha de trigo, palha de cevada, palha de ar-
roz, palha de aveia, palha de canola e palha de soja; residuos do processo
fibroso tais como fibra de milho, polpa de beterraba agucareira, finos e refu-
gos de moinho de polpa ou bagago de cana de agucar; residuos de area flo-
restal tais como madeira de alamo, outras madeiras de lei, madeira macia e
serragem; ou pastos tais como capim flexivel, miscanthus, capim de corda, e
reed canary grass.

A carga de alimentagdo lignocelulésica pode ser primeiro sub-
metida a reducdo de tamanho por métodos incluindo, mas néo limitado a
estes, moagem, trituragdo, agitagdo, corte em pedagos, compres-
sdo/expansio, ou outros tipos de agdo mecénica. A redugéo de tamanho por
acdo mecanica pode ser executada por qualquer tipo de equipamento adap-
tado para o prop6sito, por exemplo, mas néo limitado a este, um moinho de
martelo.

Exemplos n&o limitativos de processos de pré-tratamento inclu-
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em o tratamento quimico de uma carga de alimentagao lignocelulésica com
acido sulfarico ou sulfuroso, ou outros acidos; aménia, cal, hidroxido de a-
monio, ou outras bases; etanol, butanol, ou outros solventes orgéanicos; ou
agua pressurizada (Ver as Patentes U.S. n°® 4.461.648, 5.916.780,
6.090.595, 6.043.392, 4.600.590, Weil e outros (1997) e Ohgren, K., e outros
(2005); que sao aqui incorporadas por referéncia).

O pré-tratamento pode ser realizado para hidrolisar a hemicelu-
lose, ou uma parte desta, que esta presente na carga de alimentagao ligno-
celulésica nos agtcares monomericos, por exemplo, xilose, arabinose, ma-
nose, galactose, ou uma combinagdo das mesmas. Preferivelmente, o pré-
tratamento € realizado de modo que a hidrélise quase completa da hemicelu-
lose e uma pequena quantidade de conversao de celulose em glicose ocor-
re. Durante o pre-tratamento, tipicamente uma concentragdo de acido na
pasta fluida aquosa de cerca de 0,02% (p/p) a cerca de 2% (p/p), ou qual-
quer quantidade entre estas, € usada para o tratamento da carga de alimen-
tacao lignocelulésica. Preferivelmente, o acido usado durante o pré-
tratamento & acido sulfurico.

A carga de alimentagao lignocelulésica pré-tratada pode ser pro-
cessada apos o pré-tratamento, mas antes da hidroélise enzimatica por qual-
quer uma das diversas etapas, tais como diluicdo com agua, lavagem com
agua, tamponamento, filtragdo ou centrifugagdo, ou um combinagdo destes
processes, como & familiar para aqueles versados na técnica.

A carga de alimentagado lignocelulésica pré-tratada é logo depois
submetida a hidrélise enzimatica. Pelo termo "hidrélise enzimatica", quer
dizer um processo pelo qual as enzimas celulases atuam na celulose para
converter totalmente ou uma parte desta em agucares soluveis. Os agucares
soltiveis significam incluir mondémeros e oligdmeos de hexose soltveis em
agua de até seis unidades monoméricas que sao derivadas da porgéo de
celulose da carga de alimentagdo lignocelulésica pré-tratada. Exemplos de
acUcares sollveis sao glicose, celobiose, celodextrinas ou misturas destes.
Preferivelmente, os aglcares soluveis sdo predominantemente celobiose e

glicose. Em uma modalidade mais preferida, os agticares soltveis sao pre-
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dominantemente glicose.

O processo de hidrélise enzimatica preferivelmente converte
cerca de 80% a cerca de 100% da celulose em agucares soluveis, ou qual-
quer faixa entre esta. Mais preferivelmente, o processo de hidrolise enzima-
tica converte cerca de 90% a cerca de 100% da celulose em agucares solu-
veis, ou qualquer faixa entre esta. Na modalidade mais preferida, o processo
de hidrélise enzimatica converte cerca de 98% a cerca de 100% da celulose
em agucares sollveis, ou qualquer faixa entre esta.

A hidrélise enzimatica usando a mistura de celulase pode ser
hidrélise por batelada, hidrélise continua, ou uma combinagao das mesmas.
A hidrélise pode ser agitada, ndo misturada, ou uma combinagao das mes-
mas.

A hidrélise enzimatica & preferivelmente realizada em uma tem-
peratura de cerca de 45°C a cerca de 75°C, ou qualquer quantidade entre
estas, e um pH de cerca de 3,5 a cerca de 7,5, ou qualquer quantidade entre
estas. A concentragao inicial de celulose no reator de hidrélise, antes de co-
megcar a hidrolise, é preferivelmente de cerca de 4% (p/p) a cerca de 15%
(p/p), ou qualquer quantidade entre estas. A dosagem combinada de todas
as enzimas de celulase primaria pode ser de cerca de 5 a cerca de 45 mg de
proteina por grama de celulose, ou qualquer quantidade entre estas. A hidré-
lise pode ser realizada durante um periodo de tempo de cerca de 12 horas a
cerca de 200 horas, ou qualquer quantidade entre estas. Preferivelmente, a
hidrélise é realizada durante um periodo de 15 horas a 100 horas. Deve ser
observado que as condigdes de reagdo nao significam limitar a invengao de
qualquer maneira e podem ser ajustadas como desejavel por aqueles versa-
da na técnica.

A hidrélise enzimatica é tipicamente realizada em um reator de
hidrélise. As enzimas de celulase primaria sdo adicionadas na carga de ali-
mentacdo lignoceluldsica pré-tratada (também referida como o “"substrato”)
antes, durante ou apds a adigao do substrato ao reator de hidrolise.

Preferivelmente, as celulases primarias sdo produzidas em uma

ou mais fermentacdes de cultura submersas em liquido e separadas das
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células no final da fermentagéo. As células podem ser separadas das celula-
ses por filtragéo, centrifugagéo, ou outros processos familiares para aqueles
versados na técnica. A fragdo contendo celulase livre de célula pode depois
ser concentrada (por exemplo, através da ultrafiltracdo), conservada e/ou
estabilizada antes do uso. Alternativamente, as celulases primarias nao sao

separadas das células, mas sdo adicionadas a hidrélise enzimatica com as

células.

A mistura de celulase pode ser uma solugdo aquosa de proteina
em agua, uma pasta fluida de proteina em agua, um pé sélido ou granulo, ou
um gel. A mistura compreendendo enzimas celulases pode incluir aditivos
tais como tampdes, detergentes, estabilizantes, cargas, ou outros tais aditi-
vos familiares para aqueles versados na técnica.

Preferivelmente, as celulases primarias sdo expressas a partir
das sequéncias de codificacdo dos fungos. Nesta modalidade, as sequén-
cias de codificagdo devem ser de qualquer fonte fungica. Os termos "fungo”,
"fungos", "fungico", "Ascomycotina", "Basidiomycotina" e termos relaciona-
dos (por exemplo, "ascomicetos” e "basidiomicetos") e significam incluir a-
queles organismos definidos como tais em The Fungi: An Advanced Treatise
(GC Ainsworth, FK Sparrow, COMO Sussman, eds.; Academic Press 1973).

Qualquer fonte de enzimas celulases pode ser usada na pratica
da invengao. As sequéncias de codificagdo das celulases da invengao sao
preferivelmente de Ascomycotina ou Basidomycotina. Por exemplo, as se-
quéncias de codificagao sdo dos géneros selecionados de Trichoderma ssp.,
Aspergillus ssp., Hypocrea ssp., Humicola ssp., Neurospora ssp., Orpinomy-
ces ssp., Gibberella ssp., Emericella ssp., Chaetomiun ssp., Fusarium ssp.,
Penicillium ssp., Magnaporthe ssp., € Phanerochaete ssp. Preferivelmente,
as sequéncias de codificagdo para as celulases primarias sdo de Trichoder-
ma reesei.

As celulases primarias da invengdo podem ser clonadas e ex-
pressas em um micro-organismo conhecido daqueles versada na técnica
como um hospedeiro de expressao, tal como uma bactéria ou um fungo.

Preferivelmente, o micro-organismo é um fungo. A construgéo genética pode
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ser introduzida no micrébio hospedeiro por qualquer nimero de métodos
conhecidos por uma pessoa versada na técnica de transformagéo microbia-
na, incluindo, mas nao-limitada a estes, tratamento de células com CaCls,
electroporagéo, bombardeio biolistico, fusdo mediada por PEG de protoplas-
tos (por exemplo, White e outros, WO 2005/093072, que é aqui incorporado
por referéncia).

Todas as celulases primarias podem ser expressas a partir de
uma cepa de um organismo. Alternativamente, as celulases primarias podem
ser expressas individualmente ou em subgrupos de diferentes cepas de dife-
rentes organismos. Também é contemplado que as celulases primarias po-
dem ser expressas individuaimente ou em subgrupos de diferentes cepas de
um unico organismo, tais como de diferentes cepas de Trichoderma reesei.
Preferivelmente, todas as celulases sao expressas a partir de uma unica ce-
pa de Trichoderma reesei.

As celulases primarias sao preferivelmente partes de um sistema
de celulase total produzido pelo(s) organismo(s) de expressdo. Em uma mo-
dalidade, as celulases primarias sdo as Unicas enzimas celulases do sistema
de celulase. Em uma outra modalidade, as celulases primarias sao partes de
um sistema de celulase que inclui B-glucosidase.

As celulases primarias podem ser partes de um sistema de celu-
lase total que inclui a secretoma de Trichoderma reesei. Pelo termo "secre-
toma", significa todas as proteinas secretadas extracelularmente no meio de
crescimento por um micro-organismo especifico. Em uma modalidade prefe-
rida, as celulases primarias sado partes de um sistema de celulase total que
inclui a B-glucosidase BGL1 de Trichoderma reesei e a secretoma de Tri-
choderma reesei.

Os acUcares sollveis produzidos pela hidrélise enzimatica po-
dem ser fermentados por microbios. Os produtos da fermentagdo podem
incluir quaisquer produtos desejados que gerem o valor a usina de fermenta-
¢éo. Os produtos de fermentagao preferidos sdo etanol, butanol e acido lac-
tico, todos dos quais possuem grandes mercados e sdo produzidos eficien-

temente por muitos micrébios. Para a produgdo de etanol, a fermentagao
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pode ser realizada por um ou mais do que um micrébio que é capaz de fer-
mentar os agucares em etanol. Por exemplo, a fermentagao pode ser reali-
zada pela levedura de Saccharomyces recombinante que foi planejada para
fermentar glicose, manose, galactose e xilose em etanol, ou glicose, mano-
se, galactose, xilose e arabinose em etanol. As leveduras recombinantes
que podem fermentar xilose em etanol sdo descritas na Patente U.S. n°
5.789.210 (que é aqui incorporada por referéncia). A levedura produz um
caldo de fermentagao que compreende etanol em uma solugdo aquosa. Para
a producgao de acido lactico, a fermentagéo pode ser realizada por um mi-
crébio que fermenta os agtcares em acido lactico.

Em uma modalidade da invengao, a mistura de enzimas celula-
ses é produzida mediante a expressao das celulases primarias de um micro-
organismo em valores de pH acidicos. Preferivelmente, os valores de pH
estao entre cerca de 2 e cerca de 5. Por exemplo, o pH da fermentagao po-
de sercercade 2,0,2,2,2,4,26, 28, 3,0,3,2,3,4,36,3,8,4,0,42,44, 46,
4,8 ou 5,0, ou qualquer pH entre estes.

As misturas de enzima da invengdo sdo de composicdo muito
diferente do que aquelas descritas na técnica anterior para a hidrélise de
celulose. As misturas de celulase primaria da invengdo sdo composigoes
significativamente diferentes de um "Benchmark Blend", uma composigao de
CBH1, CBH2, EG1 e EG2 de 57%, 29%, 7%, 7%, respectivamente. As me-
lhores misturas séo tragadas nas figuras 3A, 3B e 3C e o Benchmark Blend
é indicada onde ocorre no espago de mistura tragado na figura 3D. As repre-
sentagdes tridimensionais do espago de mistura do componente descritas
por estas zonas sdo mostradas na figura 4. As misturas de enzima da pre-
sente invengao possuem atividade superior do que aquelas descritas na téc-
nica anterior. As zonas 1, 2 e 3 das figuras apresentam aumentos de ativi-
dade de 10% ou mais quando comparadas com a Benchmark Blend. As zo-
nas 2 e 3 apresentam aumentos de atividade de 13% ou mais quando com-
paradas a Benchmark Blend. As misturas definidas pela zona 3 apresentam
aumentos de 16% mais em relagdo 4 Benchmark Blend.

A forma irregular das zonas tracadas das figuras 3A, 3B e 3C
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n&o foi prevista e indica regides de atividade exagerada dentro do espago de
mistura inteiro. A mistura de celulase da invengao define um espaco que é
mais complicado do que pode ser considerado pelo trabalho anterior usando
substratos padrao ou misturas de enzima de menos do que quatro celulases
primarias.

Os ultimos esforgos otimizaram as misturas tipicamente empre-
gadas em misturas ternarias tragadas em grafico em um diagrama triangular
(conforme Baker e outros, 1998). Tais esforgos cairam sobre os &ngulos,
bordas, ou superficies do espago, e assim estio distantes do ideal efetivo.

A presente invencao sera ainda ilustrada nos exemplos que se-
guem.

EXEMPLOS _
Exemplo 1: Purificagao das celulases primarias CBH1, CBH2, EG1 e EG2 da
celulase de Trichoderma reesei

Uma cepa de Trichoderma reesei foi desenvolvida em fermenta-
¢ao liquida submersa sob condi¢des que induzem a produgao de celulase
como conhecido por aqueles versados na técnica. A mistura bruta de protei-
nas de Trichoderma foi secretada pelas células no caldo de fermentacgao. As
células fungicas foram removidas do caldo de fermentacgao pela filtragao a-
través de um filtra de microfibra de vidro contendo um leito de filtro Harborli-
te. As celulases primarias (CBH1, CBH2, EG1, EG2) foram separadas do
filtrado bruto pela cromatografia de troca de anion usando uma coluna de
DEAE-Sepharose como descrito por Bhikhabhai e outros (1984). Esta etapa
isolada EG1 e EG2. As CBH1 e CBH2 foram depois mais adiante purificadas
por cromatografia por afinidade de p-aminofenil-1-tio-B-D-celobiosida como
relatado em Piyachomkwan e outros (1997, 1998). Os componentes de celu-
lase purificados foram concentrados e o tamponante trocado em citrato de
sédio 50 mM, pH 5,0 usando uma células de ultrafiltracao agitada (Amicon) e
uma membrana de polietersulfona 10 kDa NMWL.

Exemplo 2: Medig&o da concentragao e pureza das celulases primarias
As concentragbes de proteina foram determinadas quimicamen-

te usando o método de Bradford e outros (1976). As amostras de cada prote-
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ina purificada foram separadas por SDS-PAGE e visualizadas pos-
eletroforeticamente pela mancha de Commassie Blue como mostrado na
figura 1, painel A. Para cada componente purificado, a intensidade da man-
cha de cada faixa foi quantificada pela densiometria de varredura usando um
sistema de formagédo de imagem Chemigenius2 (Syngene). A pureza relativa
foi calculada pela divisdo da intensidade de faixa para cada componente pe-
la intensidade total da mancha medida para todas as faixas na mesma pas-
sagem sobre o gel. A EG2 que carece de um moédulo de ligagdo ao carboi-
drato estava presente em quantidades de trago, mas nao foi considerada um
contaminante nesta preparagdo de enzima. A pureza relativa de CBH1 e
CBH2 foi de >95% enquanto que para as EG1 e EG2 foi de >90 %.

Para demonstrar que cada preparagao de componente foi des-
provida de celulases primarias contaminantes, as CBH1, CBH2, EG1, EG2
purificadas foram analisadas por Western blotting usando antissoro policlo-
nal especifico do componente de coelho (figura 1, painel B). As proteinas
foram separadas por 10% SDS-PAGE e transferidas para uma membrana de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) em 100 V durante 1 h usando um Mini
Trans-Blot® Cell da BioRad. Western blotting foi executado usando o método
de Birkett e outros O antissoro policlonal especifico do componente foi gera-
do usando peptideos sintéticos, as sequéncias dos quais se basearam na
sequéncia de aminoacido primaria de CBH1, CBH2, EG1 ou EG2 de Tricho-
derma reesei, como conhecido daqueles versados na técnica.

Estes exemplos demonstraram que os métodos de purificagéo
usados produziram CBH1, CBH2, EG1 e EG2 substancialmente puras. Isto
também demonstrou a especificidade deste antissoro para cada um destes
componentes de celulase primaria.

Exemplo 3: Determinagdo das concentragbes relativas de CBH1, CBH2,
EG1 e EG2 em Celulase de Trichoderma

As concentragdes relativas de CBH1, CBH2, EG1 e EG2 em ce-
lulase de Trichoderma reesei foram determinadas por ELISA.

Padrées de componente de celulase e purificado foram diluidos

de 1 a 100 ug/ml em salina tamponada de fosfato, pH 7,2 (PBS) e incubados
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durante a noite a 4°C em placas de microtitulo (Costar EIA - ligagéo eleva-
da). Estas placas foram lavadas com PBS contendo 0,1% Tween 20
(PBS/Tween) e depois incubadas em PBS contendo 1% albumina de soro
bovino (PBS/BSA) durante 1 h em temperatura ambiente. As cavidades de
microtitulo bloqueados foram lavados com PBS/Tween. O antissoro policlo-
nal de coelho para CBH1, CBH2, EG1 e EG2 foi diluido em PBS/BSA, adi-
cionado para separar as placas de microtitulo e incubado durante 2 h em
temperatura ambiente. As placas foram lavadas e incubadas com um anti-
corpo anticoelho de cabra acoplado com peroxidase de rabano picante du-
rante 1 h em temperatura ambiente. Apds lavagem, tetrametilbenzidina foi
adicionado em cada placa e incubado durante 1 h em temperatura ambiente.

A absorvéncia em 360 nm foi medida em cada cavidade e con-
vertida em concentragéo de proteina usando os padroes de CBH1, CBH2,
EG1 e EG2 desenvolvidos no Exemplo 2. A concentragao relativa de cada
componente foi calculada pela divisdo destas concentragbes de proteina
pela concentragao total de CBH1, CBH2, EG1 e EG2.

A composicao relativa de CBH1, CBH2, EG1 e EG2 na celulase
de Trichoderma foi 57 %:29 %:7 %:7%, respectivamente (figura 2). Isto sera
aqui referido como nosso Benchmark Blend. Esta Blend é de um produto
comercial de celulase de Trichoderma e é tragado como se segue.

A concentragdo de CBHs em relagdo ao conjunto inteiro de celu-
lases primarias (% de CBH) é 57 %+29% = 86 %. Isto se aplica ao conjunto
na figura 3D, que é de 85% a 95% de CBHs. As outras figuras sé&o figura 3A,
com %CBH = 55% a 65%, figura 3B, com% CBH = 65% a 75% e figura 3C
com %CBH =75% a 85 %.

A concentragido de CBH2 em relagao a todas as CBH (fco) € 29
%I(57 %+29 %) = 0,337.

A concentragao de EG2 em relagdo a todas as POR EXEMPLO,
primarias (fg2) &€ 7 %/(7 %+7 %)= 0,5.

A celulase das cepas de Trichoderma que ndo secretam CBH1
(CBH1 nula), CBH2 (CBH2 nula), EG1 (EG1 nula) ou EG2 (EG2 nula) tam-
bém foi analisada para demonstrar que cada ELISA detectou CBH1, CBHZ2,
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EG1 ou EG2 especificamente (figura 2).
Exemplo 4: Medigdo da atividade de hidrélise de celulose de misturas de
celulase primaria em uma carga de alimentagao lignocelulésica pré-tratada.

Uma mistura de celulases primarias com nossas relagées Ben-
chmark CBH1, CBH2, EG1 e EG2 do exemplo 3 foi comparada com as mis-
turas com diferentes composi¢gdes. Estas misturas de celulases primarias
foram testadas em um ensaio de 0,25 ml de hidrolise de celulose misturada.
As misturas de celulase foram diluidas em tampao de citrato contendo 0,5%
benzoato de sédio, complementadas com uma preparagao de B-glucosidase
de Aspergillis niger e incubadas com palha de trigo pré-tratado com acido. O -
pré-tratamento foi realizado como por Foody, Patente U.S. n° 4.461.648. A
incubagao foi em 50°C durante 24 h e o nivel de conversao de celulose alvo
foi maior do que 70 %. A atividade de enzima foi calculada mediante a de-
terminagéo da quantidade de enzima requerida para alcangar o nivel de
conversao de celulose alvo € normalizagao daquela requerida para a mistura
de celulase Benchmark.

A incerteza dos valores normalizados é na ordem de % 0,04, in-
dicando que um valor 10% acima que o observado para o ponto de referén-
cia (isto &, um valor normalizado de 1,10) pode ser dito de ser significativa-
mente maior do que o ponto de referéncia. Uma média pesada através do
espaco de mistura tridimensional (espago com as dimensdes fcy, fe2, € %C-
BH) foi aplicada para facilitar os dados de atividade. Os dados de atividade
normalizados para um dado ponto (as coordenadas deste ponto sao fcz = X,
feo = y, %CBH = z) foram divididos proporcionalmente com seus seis pontos
mais estritamente proximos com as seguintes coordenadas: x + 0,1, y, z; X -
01,y,zzx,y+01,z,x,y-01,2zx,Y,z+10%;ex, y, z- 10 %. O ponto
em questao foi dado uma pesagem w = 1,00 e os seis pontes proximos fo-
ram a cada um dado uma pesagem de w = 0,15 na seguinte formula para a
média ponderada (xw): Xw = ZWix/Zw; onde o subscrito i significa uma conta-
gem variavel para somar o total de 7 pontos descritos acima e x; € w; indica a
atividade normalizada e pesagem do ponto i" respectivamente.

Para representar estes resultados graficamente, a atividade de
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enzima é mostrada nas figuras 3A, 3B, 3C, ou 3D como descrita no exemplo

3 e ilustrada na Tabela 1.

Tabela 1: Produgao de glicose normalizada pelas misturas de celulase pri-
maria

Mistura | otis | oo co1 eG2 | o | Fiowra | for | fe fade
Ben-

chmark

Blend |57% [29% |7% |7% |86% | 1D 0,333 | 0,500 | 1,00
1 36% |23% |[37% | 4% |59% |1A 0,396 | 0,087 | 1,08
2 36% |23% [33% 8% |59% |1A 0,396 | 0,187 | 1,11
3 36% |23% |29% | 12% |59% |1A 0,396 | 0,287 | 1,10
4 30% |29% |37% |4% |59% |1A 0,496 | 0,087 | 1,09
5 30% |29% |33% | 8% |59% |1A 0,496 | 0,187 | 1,11
6 30% |29% |29% | 12% |59% | 1A 0,496 | 0,287 | 1,09
7 30% |29% |25% | 16% |59% | 1A 0,496 | 0,387 | 1,11
8 24% | 35% |[37% | 4% |59% |1A 0,596 | 0,087 | 1,06
9 24% |35% [33% |8% |59% |1A 0,596 | 0,187 | 1,06
10 24% | 35% |29% | 12% |59% |1A 0,596 | 0,287 | 1,04
11 24% | 35% |25% | 16% | 59% | 1A 0,596 | 0,387 | 1,06
12 62% | 7% |28% |3% |69% |1B 0,096 | 0,087 | 0,90
13 62% | 7% |25% |6% |69% |1B 0,096 | 0,187 | 0,91
14 62% | 7% |22% |9% |69% |1B 0,096 | 0,287 | 0,91
15 56% |14% |28% |3% |69% |1B 0,196 | 0,087 | 1,05
16 56% |14% |25% |6% |69% |1B 0,196 | 0,187 | 1,08
17 56% | 14% |22% | 9% |69% | 1B 0,196 | 0,287 | 1,08
18 56% | 14% |19% | 12% |69% | 1B 0,196 | 0,387 | 1,02
19 49% | 20% |28% | 3% |69% |1B 0,296 | 0,087 | 1,15
20 49% |20% |25% |6% |69% |1B 0,296 | 0,187 | 1,14
21 49% |20% |22% | 9% |69% |1B 0,296 | 0,287 | 1,13
22 49% | 20% |19% |12% |[69% | 1B 0,296 | 0,387 | 1,08
23 49% |20% |16% |15% |69% |1B 0,296 | 0,487 | 1,08
24 49% |20% |13% | 18% |69% | 1B 0,296 | 0,587 | 1,06
25 42% |27% |28% | 3% [69% |1B 0,396 | 0,087 | 1,14
26 42% |27% |25% (6% |69% |1B 0,396 | 0,187 | 1,14
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Mistura cgom CL;/on cor Eoéz oo | Fioura | for™ | e G\géle
27 42% | 27% |22% | 9% |69% |1B  |0396 | 0,287 |1,13
28 42% | 27% |19% |12% | 69% |1B | 0396 |0,387 | 1,13
29 42% | 27% |16% |15% | 69% | 1B | 0,396 |0,487 | 1,14
30 42% |27% |13% |18% |69% | 1B | 0,396 | 0,587 | 1,06
31 42% | 27% [10% |21% | 69% |1B | 0,396 |0,687 | 1,05
32 35% |34% |28% |3% |69% |1B | 0496 |0,087 | 1,11
33 35% |34% |25% |6% |69% |1B | 0496 |0,187 | 1,16
34 35% |34% |22% | 9% |69% |1B | 0,496 |0,287 | 1,17
35 35% |34% |19% |12% |69% |1B  |0.496 | 0,387 | 1,17
36 35% | 34% |16% |15% | 69% |1B | 0496 |0,487 | 118
37 35% |34% |13% |18% |69% | 1B | 0496 | 0,587 | 1,12
38 35% |34% |10% |21% |69% |1B | 0496 | 0,687 | 1,07
39 28% |41% |28% |3% |69% |1B |0,596 |0,087 | 1,11
40 28% |41% |25% |6% |69% |1B |0596 |0,187 | 1,14
41 28% |41% |22% | 9% |69% |1B | 0596 | 0,287 |1,14
42 28% | 41% |19% |12% |69% |1B | 0,596 |0,387 | 1,16
43 28% | 41% |16% | 15% | 69% | 1B | 0,596 | 0,487 | 1,15
44 28% |41% |13% | 18% |69% | 1B | 0,596 | 0,587 | 1,11
45 28% | 41% |10% | 21% | 69% | 1B | 0,596 | 0,687 | 1,07
46 21% |48% |28% |3% |69% |1B | 0,696 |0,087 | 1,07
47 21% | 48% |25% |6% |69% |1B | 0,696 |0,187 | 1,11
48 21% |48% |22% | 9% |69% |1B | 0,696 |0,287 | 1,10
49 21% | 48% |19% |12% |69% |1B | 0,696 |0,387 | 1,10
50 21% | 48% |16% |15% | 69% |1B | 0,696 |0,487 | 1,10
51 14% |55% |28% |3% |69% |1B | 0.796 |0,087 | 1,00
52 14% | 55% |25% |6% |69% |1B | 0,796 |0,187 | 1,02
53 14% | 55% |22% |9% |69% |1B | 0,796 | 0287 | 1,00
54 14% |55% |19% |12% |69% |1B | 0,796 |0,387 | 1,00
55 71% | 8% |19% |2% |79% |1C  |0,006 |0,087 | 0,90
56 71% | 8% |17% |4% |79% |1C  |0,096 | 0,187 |0,89
57 64% | 15% |19% |2% |79% |1C  |0,196 | 0,087 | 1,00
58 64% | 15% |17% | 4% |79% |1C | 0.196 | 0,187 | 1,05
59 64% | 15% |15% |6% |79% |1C |0,196 | 0,287 | 1,04
60 56% | 23% | 19% | 2% |79% [1C | 0,206 |0,087 | 1,06 |
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Mistura Cgom corz | £61 ca2 coie | Figura | fe | e e
61 56% |23% |17% |4% |79% |1C | 0,296 | 0,187 | 1,08
62 56% |23% |15% |6% |79% |1C | 0,296 |0.287 | 0,97
63 56% | 23% |13% |8% |79% |1C | 0,296 | 0,387 | 0,92
64 56% |23% |11% |10% |79% |1C | 0,296 | 0,487 | 0,90
65 56% |23% |9% |12% |79% |1C | 0,296 | 0,587 | 0.88
66 48% |31% |19% |2% |79% |1C | 0396 |0087 |1.10
67 48% |31% |17% | 4% |79% |1C | 0,396 | 0,187 | 1,13
68 48% |31% |15% |6% |79% |1C | 0.396 |0,287 | 1,08
69 48% |31% |13% |8% |79% |1C | 0,396 | 0,387 | 1,03
70 48% |31% |11% | 10% | 79% | 1C | 0,396 | 0,487 | 1,01
71 48% | 31% |9% |12% |79% |1C  |0396 |0587 |092
72 40% |39% |19% |2% |79% | 1C | 0496 | 0,087 | 1,09
73 40% |39% |17% |4% |79% |1C | 0496 |0187 |1.16
74 40% |39% |15% |6% |79% |1C | 0496 | 0287 | 1,15
75 40% |39% |13% |8% |79% |1C | 0496 | 0,387 | 1.13
76 40% | 39% |11% | 10% |79% |1C | 0496 |0487 | 1.14
77 40% |39% |9% |12% |79% |1C | 0496 | 0,587 | 1.10
78 32% | 47% |19% |2% |79% |1C | 0,596 | 0,087 | 1,08
79 32% |47% |17% |4% |79% |1C | 0,596 | 0,187 | 1,15
80 32% |47% |15% |6% |79% |1C | 0,596 | 0,287 | 1,10
81 32% |47% |13% |8% |79% |1C | 0596 | 0,387 | 1,04
82 32% |47% |11% |10% | 79% |1C | 0,596 | 0,487 | 1,03
83 3% |47% |9% |12% |79% |1C | 0,596 | 0,587 | 1,01
84 24% | 55% |19% |2% |79% |1C | 0,696 | 0,087 | 1,00
85 24% |55% |17% |4% |79% |1C | 0,696 | 0,187 | 1,06
86 24% | 55% |15% |6% |79% |1C | 0.696 | 0,287 | 1,06
87 16% |63% |19% |2% |79% |iC | 0,796 | 0,087 | 0,95
88 16% |63% |17% |4% |79% |1C | 0,796 | 0,187 | 0,94
89 16% |63% |15% |6% |79% |1C | 0,796 | 0,287 |0,98
90 63% |26% |10% | 1% |89% |1D | 0,296 | 0,087 |0,92
91 63% |26% |9% |2% |89% |1D |0296 | 0,187 | 0,96
92 63% |26% |8% |3% |89% |1D | 0,296 | 0,287 |0,92
93 54% | 35% |10% | 1% |89% |1D | 0,396 | 0,087 | 0,96
94 54% |35% |9% |2% |89% |1D  |0.396 |0,187 | 1,06
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Mistura | ooty | oo ea1 | EGz | oo | Fiowa | fo | fe fiade
95 54% |35% |8% |3% |89% |1D | 0,396 |0.287 | 1,00
96 45% |44% |10% | 1% |89% |1D | 0,496 | 0,087 | 1,02
97 45% |44% |9% |2% |89% |1D | 0.496 | 0,187 | 1,07
98 45% |44% |8% |3% |89% |1D | 0496 |0,287 | 1,05
99 45% |44% |7% |4% |89% |1D | 0496 | 0,387 | 0,97
100 | 36% |53% |10% |1% |89% |1D | 0596 |0,087 | 1,07
101 36% |53% |9% |2% |89% |1D | 0596 |0,187 | 1.08
102 | 36% |53% |8% |3% |89% |1D | 0,596 | 0,287 | 0,98
103 | 36% |53% |7% |4% |89% |1D | 0596 | 0387 | 093
104 | 27% |62% |10% |1% |89% |1D | 0,696 |0,087 |0.86
105 | 27% |62% |9% |2% |89% |1D |0,696 | 0,187 | 0,90
106 | 27% |62% |8% |3% |89% |1D | 0,696 |0,287 |0.91

* %CBH = %CBH1 + %CBH2
** fc2 = CBH2/(CBH1+CBH2)
“** fep = EG2/(EG1+EG2)

Estes esquemas s&o mostrados representando misturas de celu-
lase tendo teores de CBH fracionais (%CBH) dentro das seguintes faixas:
55-65% (figura 3A), 65-75% (figura 3B), 75-85% (figura 3C), e 85-95% (figu-
ra 3D).

As areas sombreadas nas figuras 3A, 3B e 3C representam as
atividades de hidrolise relativas para misturas com atividade significativa-
mente mais elevada do que a mistura Benchmark. A atividade € 1,10-1,12 na
zona 1, que é a atividade de 10% a 12% mais elevada do que a Benchmark
Blend. A atividade é 1,13-1,15 na zona 2. Esta é a atividade de 13% a 15%
mais elevada do que a Benchmark Blend. A atividade mais elevada de 1,16-
1,18 & na zona 3, que é 16% a 18% mais elevada do que a Benchmark
Blend. A figura 3A, que abrange de 55% a 65% de CBHs, n&o possui qual-
quer mistura com atividade acima de 1,12 e, portanto, apenas inclui valores
dentro da zona 1. A figura 3D, que abrange de 85% a 95% de CBHs, nao
possui qualquer mistura com atividade acima de 1,10.

Existem varios aspectos de interesse para os resultados mostra-

dos nas figuras 3A, 3B, 3C e 3D. Primeiro, existem misturas de celulases
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primarias identificadas com atividade significativamente mais elevada do que
a Benchmark Blend, que propriamente dito representa as proporgées de ce-
lulases primarias observadas nas em enzimas celulases tipicas comercial-
mente disponiveis. Isto mostra que é possivel produzir misturas de celulase
que sdo >15% mais potentes do que as misturas correntemente dispiniveis.
Estas misturas diferem significativamente na composigdo a partir da Bench-
mark Blend.

Um segundo ponto & a forma irregular das zonas tragadas. Estas
formas irregulares nao foram previstas e indicam regiées de atividade exage-
rada dentro do espago total de mistura. Os dados experimentais definem um
espago que é mais complicado do que pode ser considerado pelo trabalho
anterior usando substratos modelos ou misturas de enzima de menos do que
quatro celulases primarias.

Um terceiro ponto é que as melhores misturas sdo composigdes
significativamente diferentes das misturas da técnica anterior (vide Exemplo
5). Sem ser limitado pela teoria, percebeu-se ser necessario utilizar uma
carga de alimentagao lignocelulosica pré-tratada para a medicao da ativida-
de de celulase. Muitos estudos da técnica anterior usaram substratos mode-
los de celulose pura.

Representagdes tridimensionais do espago de mistura de com-
ponente compreendidas destas zonas sao mostradas na figura 4.

Exemplo 5: Mapeamento das composi¢des de celulases de Trichoderma

As composicées relativas de dez celulases de Trichoderma para
a hidrolise de celulose da literatura cientifica e de patente foram determina-
das mediante a divisdo da concentragdo de proteina relatada de CBH1, C-
BH2, EG1 e EG2 pela qual a soma destes quatro componentes em cada
respectiva celulase. Estas celulases foram depois divididas em grupos base-
ados em seu percentual de CBH como foi feito para as misturas de celulase
primaria no Exemplo 4. Estas celulases foram depois tragadas em grafico
como uma funcéo de suas fc; e fex € subsequentemente comparadas com as
zonas associadas com uma melhora na atividade de hidrélise de celulose

em relagao a mistura de componente do ponto de referéncia. As celulases
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de Trichoderma na literatura com CBH < 55% ou CBH > 95% n&o foram in-
cluidas nesta analise.
Todas as composigdes publicadas de celulases primarias se si-

tuam bem fora das zonas que produzem a atividade de celulase mais eleva-
da.

Tabela 2: Mapeamento das composigées conhecidas na figura 3

CBH1 | CBH2 | EG1 | EG2 | CBH )
%) | %) | %) | %) | @) |[F9ura] fe | fe

Baker e outros (1998) | 60 20 20 0 80 3C 0,25 0

Cytolase (na Patente | 50 14 12 9 75 3C 0,22 0,43
U.S. n® 5.525.507)

Mistura

Henrissat e outros 0 95 5 0 95 3D 1 0
(1985)
Henrissat e outros 0 95 0 5 95 3D 1 1
(1985)
Jeoh e outros (2006) | 0 70 0 30 1 3B 1 1

Celloviridin (em Mar- | 50 30 10 10 80 3C 0,38 0,5
kov e outros, 2005)

Nidetsky e outros 88,6 0 114 | 0 88,6 3D 0 0
(1994)
Valjamae e outros 909 |0 0 9,1 90,9 3D 0 1
(2003)
Woodward e outros 50 25 0 25 75 3B 0,33 1
(1988)
Woodward e outros 88 0 0 12 88 3D 0 1
(1988)

Uma celulase de Trichoderma que necessita de EG2 também foi
tragada em grafico na figura 3D. Esta composigdo continha 61,3% de CBH1,
31,2% de CBH2, 7,5% de EGH1, e os valores da fc; e fe, foram 0,337 e O, res-
pectivamente. Esta composi¢do também se situa fora das zonas que produ-
zem a atividade de celulase mais elevada (vide figuras 3B e 3C).

Exemplo 6: Medicao da atividade de hidrélise das misturas de celulase pri-
maria sobre a carga de alimentagao lignocelulbsica pré-tratada durante um
periodo prolongado.

Uma mistura de celulases primarias com nossas relagbes de
CBH1, CBH2, EG1 e EG2 Benchmark do Exemplo 3 foi comparada com
uma mistura melhorada com uma melhora de atividade de 15% no Exemplo
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4 em uma hidrdlise prolongada. A mistura melhorada foi composta de 32%
Cel7A, 47% Cel6A, 17% Cel7B e 4% Cel5A. Ambas as misturas foram do-
sadas em 18 mg de enzima por g de celulose e ainda suplementadas com
uma preparagao de B-glucosidase de Aspergillus niger em 100 1U/g de celu-
lose.

As misturas foram incubadas com 25 g/L de celulose em 50 mM
de citrato, pH 5,0, contendo 0,5% de benzoato de sédio e 0,01% de Triton X-
100 em 50°C durante 56 horas com agitagdo continua em 200 rpm. Aliquo-
tas de 0,5 ml foram tomadas nos pontos de tempo indicados na figura 5 e a
concentragao de glicose na parte soltvel foi avaliada e convertida em uma
conversao fracionaria. Os dados de conversao foram depois adaptados com
uma hipérbole retangular com um termo linear adicional usando a minimiza-
¢éo da soma de residuos quadrados adaptados. A equagéao foi da seguinte
forma: conversado = (max*tempo)/(meia max + tempo) + c*tempo. Ambos os
conjuntos de dados foram adaptados globalmente com valores max e meio
max Unicos e um valor repartido da variavel c. Erros padrao dos valores de
conversdo max foram calculados usando um método de comparagcao modelo
(Motulsky and Christopolous, 2003). Um t-teste foi usado para comparar os
valores de conversao max com relagdo as misturas do ponto de referéncia e
otimizadas (supra).

O valor de conversdao max para a mistura otimizada foi 0,69, um
aumento a mais da conversao max de 0,59 da mistura do ponto de referén-
cia. Isto representa um aumento significativo (P < 0,05) de 16 %. A conver-
s30 destas misturas sera mais elevada na presenga de componentes adicio-
nais da celulase a parte dos quatro aqui considerados.

Todas as citagdes sao por meio desta incorporadas por referén-
cia.

A presente invengéo foi descrita com referéncia a uma ou mais
modalidades. No entanto, ficara evidente para as pessoas versadas na téc-
nica que diversas variagoes e modificagdes podem ser feitas sem divergir do
escopo da invengdo como definida nas reivindicagdes.
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REIVINDICAGOES

1. Processo para a hidrdlise enzimatica de uma carga de alimen-
tacao lignocelulosica pré-tratada em agucares soluveis, caracterizado pelo
fato de que compreende a adi¢do de uma mistura de enzima celulase a car-
ga de alimentagao lignocelulosica pré-tratada a uma temperatura de 50°C e
pH 5,0, a dita mistura de enzima celulase compreendendo {a) uma mistura
de celulase primaria de celobichidrolases CBH1 e CBH2 de Trichoderma
reesei e endoglucanases EG1 e EG2 de Trichoderma reesei e (b) uma beta-
glicosidase de Aspergiflus niger, ditas celobiohidrolases CBH1 e CBH2 es-
tando presentes em mais do que ou igual a 55% e menos do que 85% da
mistura de celulase primaria, dita CBH2 estando presente em uma fracao,
fez, que & a razéo do contedo de CBH2 {(em uma base de quantidade, peso,
ou p:vol) para o contelddo combinado de CBH1 e CBH2 da mistura primaria
de celulase e dita EG2 estando presente em uma fragdo, fez, que & a razdo
do conteudo de EGZ2 {em uma base de quantidade, peso, ou p:vol) para o
conteudo combinado de EG1 e EGZ2 da mistura primaria de celulase, em que

quando o contelido combinado de celobiohidrolases CBH1 e
CBH2 na mistura primaria de celulase & mais do que ou igual a 55% e me-
nos do que 65% das celulases primarias,

os ditos valores de fc; 580 maicres ou iguais a 0,35 e mencres
que 0,45 e os ditos valores de fg; 530 maiores ou iguais a 0,15 e menores
gue 0,35;

os ditos valores de fcz; 580 maiores ou iguais a 0,45 e menores
gue 0,55 e os ditos valores de fgz 580 maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,25; ou

os ditos valores de fc; s80 maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e os ditos valores de fg; 330 maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45,

quando o conteudo combinado de celobiohidrolases CBH1 e
CBH2 na mistura primaria de celulase € mais do que ou igual a 65% e me-
nos do que 75% das celulases primarias,

os ditos valores de fzz sdo maiores ou iguais a 0,25 e menores
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que 0,35 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,35;

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45 e os ditos valores de fg; sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,55;

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,65; ou

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,65 e menores
que 0,75 e os ditos valores de fg; sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,55,

quando o conteudo combinado de celobiohidrolases CBH1 e
CBH2 na mistura primaria de celulase é mais do que ou igual a 75% e me-
nos do que 85% das celulases primarias,

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45 e os ditos valores de fzx sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,25;

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,65; ou

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,55 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fz; sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,35.

2. Processo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que o conteudo combinado de celobiohidrolases CBH1 e CBH2 na
mistura primaria de celulase € 65% a 85% das celulases primarias e em que

quando o conteludo combinado de celobiohidrolases CBH1 e
CBH2 na mistura primaria de celulase é 65% a 75% das celulases primarias,

os ditos valores de fco, sdo maiores ou iguais a 0,25 e menores
que 0,35 e os ditos valores de fzx sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,35;

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
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que 0,45 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,55; ou

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fgz sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,55; e

quando o conteudo combinado de celobiohidrolases CBH1 e
CBH2 na mistura primaria de celulase é 75% a 85% das celulases primarias,

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45 e os ditos valores de fz» sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,25;

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e os ditos valores de fz; sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,55; ou

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,55 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,25.

3. Processo de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo
fato de que o conteudo combinado de celobiohidrolases CBH1 e CBH2 na
mistura primaria de celulase é 75% a 85% das celulases primarias e

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,25;

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e os ditos valores de fzx sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,55; ou

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,55 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,25.

4. Processo de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo
fato de que os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,25.



10

15

20

25

30

5. Processo de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado pelo
fato de que o conteudo combinado de celobiohidrolases CBH1 e CBHZ na
mistura primaria de celulase é 65% a 75% das celulases primarias

os ditos valores de fz; s8o maiores ou iguais a 0,25 e menores
que 0,35 e os ditos valores de fg; sao maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,35;

os ditos valores de fee 580 maiores ou iguais a 0,35 e mencres
que 0,45 e os ditos valores de fgx s80 maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,55; ou

os ditos valores de fcz; s8o maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fe; s80 maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,55.

6. Processo de acordo com a reivindicacao 5, caracterizado pelo
fato de que

os ditos valores de fe; 580 maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e os ditos valores de fgz s80 maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,55; ou

os ditos valores de fc; 580 maiores ou iguais a 0,55 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fg; sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45.

7. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a hidrdlise enzimatica converte pelo menos 80% da celulose na
carga de alimentagio lignoceluldsica pre-tratada em aglcares soluveis.

8. Processo de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo
fato de que compreendendo ainda a etapa de fermentacio dos agucares
soluveis para produzir etanol, acido lactico, butanol ou uma combinacéo dos
mesmaos.

9. Processo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a hidrdlise enzimatica é realizada com enzimas celulases com-
preendendo um secretoma de Trichoderma reeser.

10. Mistura de enzima celulase, caracterizada pelo fato de gque

compreende {(a) uma mistura de celulase primaria de celobichidrolases
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CBH1 e CBH2 de Trichoderma reesei e endoglucanases EG1 e EG2 de Tri-
choderma reesei e (b) uma beta-glicosidase de Aspergillus niger, as ditas
celobiohidrolases CBH1 e CBH2 estando presentes em mais do que ou igual
a 55% e menos do que 85% da mistura de celulase primaria, a dita CBH2
estando presente em uma fragao, fc,, que é a razdo do conteudo de CBH2
(em uma base de quantidade, peso, ou p:vol) para o conteido combinado de
CBH1 e CBH2 da mistura primaria de celulase e a dita EG2 estando presen-
te em uma fragao, fg2, que € a razdo do conteudo de EG2 (em uma base de
quantidade, peso, ou p:vol) para o conteudo combinado de EG1 e EG2 da
mistura primaria de celulase, em que

quando o conteudo combinado de celobiohidrolases CBH1 e
CBH2 na mistura primaria de celulase é mais do que ou igual a 55% e me-
nos do que 65% das celulases primarias,

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,35;

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e os ditos valores de fz; sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,25; ou

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e

os ditos valores de fg2 sdo0 maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45,

quando o conteudo combinado de celobiohidrolases CBH1 e
CBH2 na mistura primaria de celulase é mais do que ou igual a 65% e me-
nos do que 75% das celulases primarias,

os ditos valores de fco, sdo maiores ou iguais a 0,25 e menores
que 0,35 e os ditos valores de fz; sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,35;

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,55;
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os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fg; sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,65; ou

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,65 e menores
que 0,75 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,55,

quando o conteudo combinado de celobiohidrolases CBH1 e
CBH2 na mistura primaria de celulase € mais do que ou igual a 75% e me-
nos do que 85% das celulases primarias,

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,25;

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e os ditos valores de fzx sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,65; ou

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,55 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,35.

11. Mistura de enzima celulase de acordo com a reivindicagao
10, caracterizada pelo fato de que ditas celobiohidrolases CBH1 e CBH2
estdo presentes em 65% a 85% das celulases primarias e em que

quando o conteudo combinado de celobiohidrolases CBH1 e
CBH2 na mistura primaria de celulase é 65% a 75% das celulases primarias,

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,25 e menores
que 0,35 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,35;

os ditos valores de fco, sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45 e os ditos valores de fz; sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,55; ou

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores

que 0,55; e
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quando o conteudo combinado de celobiohidrolases CBH1 e
CBH2 na mistura primaria de celulase é 75% a 85% das celulases primarias,

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45 e os ditos valores de fg; sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,25;

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,55; ou

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,55 e menores
que 0,65 e ditos valores de fgz sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores que
0,25.

12. Mistura de enzima celulase de acordo com a reivindicagao
11, caracterizada pelo fato de que o conteido combinado de celobiohidrola-
ses CBH1 e CBH2 na mistura primaria de celulase é 75% a 85% das celula-
ses primarias e

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,25;

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e os ditos valores de fzx sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,55; ou

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,55 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,25.

13. Mistura de enzima celulase de acordo com a reivindicagao
12, caracterizada pelo fato de que os ditos valores de fc; sdo maiores ou
iguais a 0,45 e menores que 0,55 e os ditos valores de fg; sdo maiores ou
iguais a 0,15 e menores que 0,25.

14. Mistura de enzima celulase de acordo com a reivindicagao
11, caracterizada pelo fato de que o conteudo combinado de celobiohidrola-
ses CBH1 e CBH2 na mistura primaria de celulase é 65% a 75% das celula-

ses primarias e
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os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,25 e menores
que 0,35 e os ditos valores de fg; sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,35;

os ditos valores de fc; sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,05 e menores
que 0,55; ou

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,65 e ditos valores de fgz sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores que
0,55.

15. Mistura de enzima celulase de acordo com a reivindicagao
14, caracterizada pelo fato de que

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,45 e menores
que 0,55 e os ditos valores de fz2 sdo maiores ou iguais a 0,15 e menores
que 0,55; ou

os ditos valores de fc, sdo maiores ou iguais a 0,55 e menores
que 0,65 e os ditos valores de fzx sdo maiores ou iguais a 0,35 e menores
que 0,45.
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