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Relatério Descritivo da Patente de Invengado para: "ENZIMA
MALTOGENICA ALFA-AMILASE DE TRICHODERMA REESET".

Este pedido de patente reivindica a prioridade dos pedidos de
patentes Provisérias americanas 60/906.811, arquivado em 14 de marco de
2007 e 60/906.812, arquivado em 14 de margo de 2007, cada um dos quais
€ neste pedido incorporado por referéncia em sua totalidade.

Listagem de Sequéncias

Além disso, estd anexada uma listagem de sequéncias compre-
endendo as SEQ ID NOS: 1 a 7, que estao neste pedido incorporadas por
referéncia em sua totalidade.

Campo da Invencéo
Uma a-amilase maltogénica de Trichoderma reesei (TrAA), aci-

dos nucleicos que codificam a mesma e células hospedeiras compreenden-
do os acidos nucleicos sao fornecidos. Métodos de uso de TrAA incluem sa-
carificagdo do amido a um xarope rico em glicose.
Antecedentes

Xarope de milho de alta frutose (HFCS) é uma forma processada

do xarope de milho que tem um alto conteudo de frutose e uma dogura com-
paravel com o agucar, fazendo HFCS util como um substituto de aglcar em
refrigerantes e outros alimentos processados. HFCS atualmente representa
uma industria de um bilhdo de délares. O processo de produgdo de HFCS
progrediu ao longo dos anos a partir de hidrélise acida a uma sequéncia de
reacoes catalisadas por enzima:

(1) Liquefagao: a-amilases (EC 3.2.1.1) sdo primeiro usadas pa-
ra degradar uma suspensao de amido contendo 30 a 40% p/p de soélidos
secos (sblidos secos) a maltodextranas. a-Amilases sido endo-hidrolases
que catalisam a clivagem randémica de ligagbes internas a—1,4-D-
glicosidicas. Como a liquefacao tipicamente é conduzida em altas tempera-
turas, por exemplo, 90 a 100°C, a-amilases termoestaveis, tais como uma a-
amilase de Bacillus sp., sdo preferenciais para esta etapa.

(2) Sacarificacdo: Glicoamilases e/ou a-amilases maltogénicas

comumente sdo usadas para catalisar a hidrélise de extremidades nao-
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reduzidas das maltodextranas formadas apds liquefagdo, liberando D-
glicose, maltose e isomaltose. Enzimas de desramificagéo, tais como pulula-
nase, podem ser usadas para ajudar a sacarificacdo. Sacarificagéo tipica-
mente ocorre sob condi¢gdes acidicas em temperaturas elevadas, por exem-
plo, 60°C, pH 4,3. As glicoamilases usadas neste processo tipicamente sao
obtidas de fungos, por exemplo, glicoamilase de Aspergillus niger (AnGA)
usado em Optidex® L400 ou glicoamilase de Humicola grisea (HgGA). As a-
amilases maltogénicas atualmente usadas para esta aplicagc&o incluem ami-
lases vegetais e a a-amilase de Aspergillus oryzae, o ingrediente ativo de
Clarase® L. Sacarificagdo pode ser usada para produzir xaropes de alta
maltose ou ricos em glicose.

(3) Isomerizagdo: um xarope rico em glicose pode ser ainda pro-
cessado para produzir frutose, quando produtos mais doces sdo desejados.
Isomerizagao de glicose a frutose é catalisada pela glicose isomerase e pro-
duz aproximadamente 42% (p/v) de frutose, glicose de 50 a 52% e uma mis-
tura de outros agucares. Manipulages adicionais enfim podem produzir a
classe comercial HFCS tendo um contetido de frutose de 42%, 55% ou 90%,
por exemplo.

As a-amilases e glicoamilases sdo adicionadas diretamente a
um processo em batelada do xarope de milho e ndo sao reutilizadas. Glicose
isomerases, por outro lado, sao imobilizadas em colunas sobre as quais a
mistura de aglcar & passada. As colunas de glicose isomerase sao reutiliza-
das até que as enzimas percam a maior parte de sua atividade.

A etapa de sacarificagdo é a etapa limitante da taxa de producéo
de HFCS. Sacarificagédo tipicamente ocorre durante 48 a 72 horas, tempo
pelo qual muitas glicoamilases fungicas perderam atividade significante. A-
lém disso, embora ambas a-amilases maltogénicas e glicoamilases possam
ser usadas para catalisar a sacarificagao, as enzimas tipicamente funcionam
em pH e temperaturas diferentes 6timos. Por exemplo, as a-amilases malto-
génicas tipicamente tém um pH 6timo de pelo menos pH 5,0 e uma tempera-
tura 6tima de menos do que 55°C, enquanto AnGA tipicamente tem um pH
6timo de pH 4,0 a 4,5 e uma temperatura 6tima de aproximadamente 60°C.
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A diferenca nas condi¢cdes de reacao entre as duas enzimas exige ajuste de
pH e temperatura, que retarda o processo global € pode dar a origem a for-
magao de agregados de amilose insoliveis. Qualquer a-amilase bacteriana
restante sera inativada quando o pH é reduzido; entretanto, a a-amilase bac-
teriana pode ser substituida mais tarde por uma a-amilase estavel em acido.

De maneira ideal, a etapa de sacarificacao produz um xarope
com uma composicdo de aproximadamente 85 a 97% p/p de glicose, 1 a2 2%
p/p de maltose, e 0,5 a 2% p/p de isomaltose. Este xarope rico em glicose
pode ser usado na reagdo de isomerizagao, etapa (3) acima, ou usado para
a producao de glicose cristalina. Estas altas concentragdes de glicose nao
sao facilmente alcancadas. Por exemplo, a glicoamilase de Trichoderma re-
esei (TrGA) oferece atividade especifica melhorada em relacao a AnGA ou
HgGA,; entretanto, TrGA produz um produto que tem uma concentragéo de
glicose final tipicamente aproximadamente de 88% p/v. Além disso, altas
concentragcdes de glicose no xarope promovem a conversao de glicose a
maltose e maltotriose.

Consequentemente, ha uma necessidade na técnica de um pro-
cesso melhorado de produgao de HFCS, que inclui uma etapa de sacarifica-
¢ao que usa uma a-amilase com um pH 6timo e temperatura 6tima compati-
veis com o uso de glicoamilases flngicas. Ha também uma necessidade por
uma a-amilase que possa catalisar a sacarificagcdo em menos tempo. Aléem
disso, ha uma necessidade por uma a-amilase que possa alcangar estes
objetivos, produzindo um xarope apés sacarificagado que tem uma concen-
tracao de glicose de aproximadamente 96% p/p.

Sumario

Estas e outras necessidades na técnica sao satisfeitas por uma
a-amilase maltogénica de Trichoderma reesei (TrAA). A enzima, variantes
da enzima e acidos nucleicos de codificagdo sao fornecidos. Células hospe-
deiras que expressam TrAA também sao fornecidas.

TrAA é vantajosamente usada em varios processos, particular-
mente a sacarificagdo de maltodextranas formadas apoés liquefagdo. Em um
aspecto, uma TrAA é usada em um processo de produgéo de maltose por si
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mesma ou em combinagio com outras enzimas, tais como pululanase. TrAA
vantajosamente catalisa a producdo de maltose em um pH relativamente
baixo e temperatura alta, permitindo o uso de condi¢ées de reagdo compati-
veis com glicoamilases fungicas, por exemplo, AnGA. Além disso, a facilida-
de de produzir TrAA a faz mais econdmica do que a-amilases atualmente
usadas para produgao de maltose.

Em outro aspecto, TrAA & usada em um processo de sacarifica-
¢ao que produz uma alta concentragdo de glicose. TrAA vantajosamente
suprime a reagao reversa que forma maltoligossacarideos de glicose, permi-
tindo concentragbes de glicose em uma mistura de amido de milho proces-
sada alcangar concentragbes tao altas como aproximadamente 96% p/v.
Além disso, esta concentragdo de glicose pode ser alcangada em menos
tempo que se a reagao fosse catalisada com somente uma glicoamilase. Em
uma modalidade, uma glicoamilase é adicionada com TrAA. A glicoamilase
pode ser uma glicoamilase fungica, tal como TrGA, ou uma mistura de glico-
amilases pode ser adicionada, tais como uma combinagéao de TrGA, HgGA e
ANnGA, por exemplo.

Consequentemente, um objetivo é fornecer um polipeptideo iso-
lado compreendendo (i) residuos 21 a 463 da SEQ ID NO:3, ou (ii) uma vari-
ante da a-amilase de Trichoderma reesei (TrAA), em que a variante tem a
atividade de a-amilase e identidade de sequéncia de aminoacido de pelo
menos 80%, pelo menos 90%, ou pelo menos 95% aos residuos 21 a 463 da
SEQ ID NO:3. Por exemplo, a variante pode ter de 1 a 10 substitui¢gbes, in-
serc¢des ou delegbes de aminoacidos em comparagéo aos residuos 21 a 463
da SEQ ID NO:3. Alternativamente, o polipeptideo pode compreender SEQ
ID NO: 3 ou residuos 21 a 463 da SEQ ID NO:3, isto &, a sequéncia polipep-
tidica madura sem a sequéncia sinal. O polipeptideo pode compreender uma
sequéncia sinal de uma outra espécie exceto Trichoderma reesei. O polipep-
tideo em uma modalidade é glicosilado. O polipeptideo isolado ainda pode
ser purificado.

Outro objetivo é fornecer um polinucleotideo que codifica um

polipeptideo acima. O polinucleotideo pode compreender SEQ ID NO:2, isto
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€, uma sequéncia de cDNA. Um mRNA isolado também é fornecido, onde os
residuos T na SEQ ID NO:2 s3o substituidos com residuos U (uracila).

Outro objetivo é fornecer um vetor compreendendo o polinucleo-
tideo acima, e uma célula bacteriana compreendendo este vetor. Uma célula
hospedeira que expressa o polinucleotideo também é fornecida, onde a ceélu-
la hospedeira em uma modalidade € um Trichorderma sp., particularmente
T. reesei. O hospedeiro alternativamente pode ser um RL-P37 isolado, uma
célula fangica filamentosa, um Aspergillus sp., um Fusarium sp., ou um Pe-
nicillium sp. A célula hospedeira Aspergillus pode ser Aspergillus nidulans, A.
awamori, A. oryzae, A. aculeatus, A. niger, ou A. japonicus. A célula hospe-
deira Fusarium pode ser Fusarium oxysporum, ou f. solani. A célula hospe-
deira pode ainda expressar um acido nucleico que codifica uma glicoamilase
heteréloga, isto &, uma glicoamilase que nao é da mesma espécie que a cé-
lula hospedeira. A glicoamilase, por exemplo, pode ser uma glicoamilase de
Humicola grisea. A célula hospedeira alternativamente ou além disso pode
n&o expressar uma glicoamilase enddégena da célula hospedeira.

Outro objetivo ¢ fornecer um método de sacarificagao de amido
compreendendo: adicido a uma solucao de amido liquefeita de um polipepti-
deo apresentado acima, e sacarificagdo da solugdo de amido liquefeita. O
polipeptideo pode ser adicionado a solu¢éo de amido liquefeita em aproxi-
madamente 0,3 a 1 kg por tonelada métrica de sdlidos secos. A solugao de
amido liquefeita pode ser uma pasta fluida do amido liquefeito em aproxima-
damente 20 a 35% p/p de solidos secos.

O método de sacarificagdo do amido pode produzir um xarope
rico em maltose. O métodoc pode ainda compreender uma etapa de adigao
de pululanase, uma B-amilase, uma a-amilase fungica que nao & TrAA, uma
protease, uma celulase, uma hemicelulase, uma lipase, uma cutinase, uma
isoamilase ou uma combinacdo das mesmas, para uma solu¢do de amido
liquefeito. A solugdo de amido liquefeito pode estar a aproximadamente 50°
a aproximadamente 60°. A solugado de amido liquefeito pode estar em pH 4,0
a aproximadamente pH 6,0, ou aproximadamente pH 4,2 a aproximadamen-
te pH 4,8.
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E um objetivo adicional fornecer um amido que processa com-
posi¢ao compreendendo o polipeptideo acima e opcionalmente uma glicoa-
milase, uma pululanase, uma a-amilase, uma a-amilase fungica que néo é
TrAA, uma protease, uma celulase, uma hemicelulase, uma lipase, uma cu-
tinase, uma isoamilase, ou uma combinag¢do das mesmas.

E outro objetivo fornecer uma composi¢do de cozimento com-
preendendo o polipeptideo acima em uma solugdo ou em um gel. Um méto-
do de cozimento compreendendo a adigdo da composigéo de cozimento de
reivindicagdo 46 para uma substancia a ser cozida e cozimento da substan-
cia.

E ainda um objeto adicional fornecer uma composicao de de-
sengomagem de tecido compreendendo o polipeptideo em uma solugao a-
quosa, e opcionalmente com outra enzima. Um método de desengomagem
de um tecido compreende contatar com a composicdo de desengomagem
com um tecido por um tempo suficiente para desengomar o tecido.

Breve Descricdo dos Desenhos

Os desenhos associados sao incorporados e constituem uma
parte deste relatério descritivo e ilustram varias modalidades. Nos desenhos:

A figura 1 representa a capacidade da TrAA, na presenca da
glicoamilase, catalisar um processo de sacarificagdo com uma eficiéncia su-
perior aquela alcangada pela glicoamilase sozinha. O eixo y mostra a por-
centagem em peso de glicose (DPI) produzida apés 24 horas de um proces-
so de sacarificagdo em pH 4,2, 60°C. A reacéao foi catalisada por 1,0 kg/mt
de solidos secos de glicoamilase sozinha (GA) ou por GA combinada com a
quantidade indicada de TrAA em kg/mt de sélidos secos. Observa-se que a
adicdo de 1 mg de enzima a 50 mL de uma solugdo contendo 32% de soli-
dos secos, por exemplo, significa que a solugdo contém 1 mg de enzima/16
g de sdlidos secos, ou 0,0625 kg/mt de sélidos secos.

A figura 2 representa a capacidade da TrAA de catalisar a pro-
dugédo de maltose em um pH baixo. O eixo y mostra a porcentagem em peso
de maltose (DP2) produzida apds 24 horas de um processo de produgao de
maltose catalisada por 0,5 kg/mt de sélidos secos de TrAA a 55°C. O pH da
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reagcao € mostrado no eixo x.

A figura 3 representa a capacidade da TrAA de catalisar a pro-
ducédo de maltose com uma eficiéncia comparavel com porcentagem de Cla-
rase® L. A porcentagem em peso de maltose (DP2) produzida apés 48 ho-
ras de um processo de produgdo de maitose € mostrada no eixo y. A enzima
usada para catalisar a reagdo € mostrada no eixo x. "Clarase™. 10 SKBU/g
de solidos secos de Clarase® L em pH 5,5, 55°C. "10 TrAA": 10 SKBU/g de
sélidos secos de a-amilase de Trichoderma reesei em pH 4,5, 60°C. "15
TrAA" e "20 TrAA" representam a TrAA em 15 SKBU/g de sdlidos secos e 20
SKBU/g de sdlidos secos, respectivamente, em pH 4,5, 60°C. "20 TrAA +
PU" representa a adigdo de 0,25 kg/mt de s6lidos secos de pululanase a 20
SKBU/g de sdlidos secos de TrAA em pH 4,5, 60°C.

A figura 4 representa um processo de produgdo de maltose cata-
lisado pela TrAA na quantidade 6tima de pululanase. O eixo y mostra a por-
centagem em peso de maltose (DP2) produzida apds 48 horas em pH 4,6,
58°C na presencga de 0,5 kg/mt de sélidos secos de TrAA. O eixo x mostra a
quantidade da pululanase em kg/mt de sélidos secos adicionados a reacgéao.

A figura 5 mostra proteinas resolvidas por SDS-PAGE a partir de
uma aliquota de células cultivadas que expressam TrAA (coluna 1) ou de
TrAA purificada (coluna 2). Os marcadores de pesos moleculares mostrados
na coluna M.

A figura 6A mostra atividade de a-amilase relativa (em unidades
arbitrarias) de TrAA purificada como uma fungao do pH, usando reagente
Ceralpha (Megazyme International Ireland, Ltd., Wicklow, Ireland; Cat. N° K-
CERA) como um substrato.

A figura 6B mostra atividade de a-amilase relativa (em unidades
arbitrarias) de TrAA purificada como uma fungao da temperatura, usando o
mesmo substrato artificial.

As figura 7A e figura 7B € uma listagem das SEQ ID NOS:1 a 7.

Descricdo Detalhada

Uma a-amilase fungica é fornecida a partir de Trichoderma ree-

sei. TrAA oferece varias vantagens sobre as a-amilases atualmente usadas.
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Em primeiro lugar, TrAA é ativa em um pH relativamente baixo e alta tempe-
ratura, permitindo a enzima ser usada em combinagdo com uma glicoamila-
se fungica sob as mesmas condigbes de reagdo. Isto livra da necessidade
de realizar uma reagdo de sacarificagdo como um processo em batelada,
onde o pH e a temperatura devem ser reajustados para uso 6timo da a-
amilase ou glicoamilase. Em segundo lugar, em combinag¢do com uma pulu-
lanase, TrAA catalisa geragdo de maltose com a mesma eficiéncia como
enzimas mais caras comumente usadas, tais como Clarase® L.

1. Definicoes & Abreviaturas

Conforme esta descricdo detalhada, as seguintes abreviaturas e
definigbes aplicam-se. Deve ser observado que como usado neste pedido,
as formas singulares "um", "uma"” e "o", "a", incluem referéncias plurais a
menos que o contexto claramente dite de outra maneira. Dessa maneira, por
exemplo, a referéncia a "uma enzima" inclui uma pluralidade de tais enzi-
mas, e a referéncia a "a formulacao" inclui referéncia a uma ou mais formu-
lagdes e equivalentes das mesmas conhecidas por aqueles versados na
técnica, e similares.

A menos que definido de outra maneira, todos os termos técni-
cos e cientificos usados neste pedido tém a mesma significagdo que comu-
mente entendida por um versado ordinario na técnica. Os seguintes termos
séao fornecidos abaixo.

1.1. Definicdes

"Amilase" significa uma enzima que &, entre outras coisas, capaz
de catalisar a degradagado do amido. Geralmente, a-amilases (EC 3.2.1.1; a-
D-(1—4)-glican glicano-hidrolase) sao definidas como enzimas endo-
atuantes clivando ligagées a-D-(1—4) O-glicosidicas dentro da molécula de
amido de uma maneira randémica. Ao contrario, as enzimas amiloliticas exo-
atuantes, tais como a-amilases maltogénicas (EC 3.2.1.133); B-amilases (EC
3.2.1.2; e a-D-(1—4)-glican mailto-hidrolase) clivam a molécula de amido a
partir da extremidade nao-reduzida do substrato. B-Amilases, a-glicosidases
(EC 3.2.1.20; a-D-glicosideo glico-hidrolase), glicoamilase (EC 3.2.1.3; a-D-
(1—4)-glican glico-hidrolase) e amilases especificas para o produto podem
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produzir malto-oligossacarideos de um tamanho especifico a partir de amido.
As glicoamilases liberam residuos glicosil a partir das extremidades nao-
reduzidas de moléculas de amilopectina e amilose. As glicoamilases também
catalisam a hidrolise de ligagbes a-1,6 e a-1,3, embora em taxa muito mais
lenta do que as ligagdes a-1,4.

"Variante de a-amilase”, "polipeptideo variante de a-amilase” e
"enzima variante" significam uma proteina a-amilase que tem uma sequéncia
de aminoacidos que foi modificada a partir da sequéncia de aminoacidos de
uma a-amilase de tipo selvagem. Como usado neste pedido, "enzimas pa-
rentais”, "sequéncia parental", "polipeptideo parental”, "proteina a-amilase
de tipo selvagem" e "polipeptideos parentais" significam enzimas e polipepti-
deos a partir dos quais os polipeptideos variantes de a-amilase sao basea-
dos, por exemplo, uma a-amilase de Trichoderma reesei. Por "acido nucleico
parental” é representada uma sequéncia de acido nucleico que codifica o
polipeptideo parental. Uma a-amilase de tipo selvagem ocorre naturalmente.
"Variantes de a-amilase" diferenciam-se de uma a-amilase de tipo selvagem
nos residuos de aminoacido da proteina madura, isto &, sem uma sequéncia
sinal. A variante de a-amilase pode ser uma proteina de fusdo contendo um
polipeptideo de a-amilase heterdlogo. Por exemplo, a proteina a-amilase
pode compreender uma proteina a-amilase madura ligada ao peptideo sinal
de outra a-amilase.

"Variantes" referem-se a polipeptideos e acidos nucleicos. O
termo "variante" pode ser usado intercambiavelmente com o termo "mutan-
te". As variantes incluem insergdes, substituicbes, transversées, truncamen-
tos e/ou inversées em uma ou mais posi¢gdes na sequéncia de aminoacidos
ou nucleotidica, respectivamente. Acidos nucleicos variantes podem incluir
sequéncias que sao complementares a sequéncias que séo capazes de hi-
bridizar as sequéncias nucleotidicas apresentadas neste pedido. Por exem-
plo, uma sequéncia variante € complementar a sequéncias capazes de hibri-
dizar sob condigdes estrigentes, por exemplo, 560°C e 0,2X SSC (1X SSC =
NaCl a 0,15 M, citrato de sédio a 0,015 M, pH 7,0), as sequéncias nucleoti-

dicas apresentadas neste pedido. Mais particularmente, o termo variante
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engloba sequéncias que sao complementares a sequéncias que sao capa-
zes de hibridizar sob condigées altamente estrigentes, por exemplo, 65°C e
0,1X SSC, as sequéncias nucleotidicas apresentadas neste pedido.

Como usado neste pedido, o termo "expressao" refere-se ao
processo pelo qual um polipeptideo é produzido com base na sequéncia de
acido nucleico de um gene. O processo inclui ambas transcrigdo e tradugao.

"Isolado" significa que a sequéncia & pelo menos substancial-
mente livre de pelo menos um outro componente que a sequéncia é natu-
ralmente associada e encontrada na natureza.

"Purificado" significa que o material estd em um estado relativa-
mente puro, por exemplo, pelo menos aproximadamente 90% puro, pelo
menos aproximadamente 95% puro ou pelo menos aproximadamente 98%
puro.

"Termoestavel" significa que a enzima conserva a atividade apés
exposicao a temperaturas elevadas. A termoestabilidade de uma enzima, tal
como uma a-amilase, € medida pela sua meia-vida (t12), onde a metade da
atividade da enzima é perdida pela meia-vida. O valor de meia-vida & calcu-
lado sob condigdes definidas pela mensuragéo da atividade amilase residual.

"Faixa de pH" significa a capacidade da enzima de exibir ativida-
de catalitica em condigdes acidicas a basicas variando pH de 5 unidades ou
mais.

Como usado neste pedido, "estavel a pH" relaciona-se a capaci-
dade da enzima de conservar atividade sobre uma ampla faixa de pHs.

Como usado neste pedido, "sequéncia de aminoacido" & sindni-
ma ao termo "polipeptideo” e/ou o termo "proteina”. Em alguns exemplos, o

z

termo "sequéncia de aminoacido" & sinénimo ao termo "peptideo"”; em al-
guns exemplos, o termo "sequéncia de aminoacido” € sindénimo ao termo
"enzima".

Como usado neste pedido, "sequéncia nucleotidica" ou "sequén-
cia de acido nucleico" se referem a uma sequéncia oligonucleotidica ou se-
quéncia polinucleotidica e variantes, homoélogos, fragmentos e derivados das

mesmas. A sequéncia nucleotidica pode ser de origem gendmica, sintética
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ou recombinante e pode ser dupla fita ou fita simples, se representar a fita
de sentido direto ou sentido reverso. Como usado neste pedido, o termo "se-
quéncia nucleotidica" inclui DNA gendmico, cDNA, DNA sintético e RNA.

"Homdlogo" significa uma entidade que tem um certo grau de
identidade ou "homologia" com as sequéncias de aminoacido objeto e as
sequéncias nucleotidicas objeto. Uma "sequéncia homdéloga" inclui um poli-
nucleotideo ou um polipeptideo que tem uma certa porcentagem, por exem-
plo, 80%, 85%, 90%, 95%, ou 99% de identidade de sequéncia com outra
sequéncia. Identidade de porcentagem significa que, quando alinhadas, a-
quela porcentagem de bases ou residuos de aminoacido sdo os mesmos
quando comparados as duas sequéncias. Sequéncias de aminoacido nao
séo idénticas, onde um aminoacido é substituido, deletado ou adicionado em
comparacgado a sequéncia objeto. A porcentagem de identidade de sequéncia
tipicamente é medida em relagdo a sequéncia madura da proteina objeto,
isto é, ap6s madificagdo pds-traducional para remover uma sequéncia sinal,
por exemplo. Tipicamente, homoélogos compreenderao os mesmos residuos
de sitio ativos que a sequéncia de aminoacido objeto. Homdélogos também
conservam atividade a-amilase maltogénica, embora o homoélogo possa ter
propriedades enzimaticas diferentes que a proteina objeto.

Como usado neste pedido, "hibridizagao" inclui o processo pelo
qual uma fita de acido nucleico se junta com uma fita complementar através
do pareamento de bases, bem como o processo de ampilificagao como reali-
zado nas tecnologias de reagdo de polimerase em cadeia (PCR). O acido
nucleico variante de a-amilase pode existir como DNA ou RNA fita simples
ou dupla, um heteroduplex de RNA/DNA ou um copolimero de RNA/DNA.
Como usado neste pedido, "copolimero” refere-se a uma fita simples de aci-
do nucleico que compreende ambos ribonucleotideos e desoxirribonucleoti-
deos. O acido nucleico variante de a-amilase pode ser otimizado pelo cédon
para ainda aumentar a expressao.

Como usado neste pedido, um composto "sintético” & produzido
por sintese quimica ou enzimatica in vitro. Inclui, mas n&o é limitado a, aci-
dos nucleicos de variante de a-amilase feitos com uso 6timo do coédon de
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organismos hospedeiros, tais comao leveduras metilotréficas Pichia, Hanse-
nula, Streptomyces e Trichoderma, por exemplo, T. reesei, ou outros hospe-
deiros de expressao de escolha.

Como usado neste pedido, "célula transformada"” inclui células,
incluindo ambas as células bacterianas e fungicas, que foram transformadas
pelo uso de técnicas de DNA recombinante. Transformacéo tipicamente o-
corre pela insergdo de uma ou mais sequéncias nucleotidicas em uma célu-
la. A sequéncia nucleotidica inserida pode ser uma sequéncia nucleotidica
heterdloga, isto €, € uma sequéncia que néo & natural para a célula que de-
ve ser transformada, tal como uma proteina de fuséo.

Como usado neste pedido, "operacionalmente ligado" significa
que os componentes descritos estdo em uma relagdo que os permite funcio-
nar em sua maneira desejada. Por exemplo, uma sequéncia regulatéria ope-
racionalmente ligada a uma sequéncia de codificagdo ¢é ligada de tal modo
que a expressdo da sequéncia de codificagdo € realizada sob condicao
compativel com as sequéncias de controle.

Como usado neste pedido, "biologicamente ativo" refere-se a
uma sequéncia tendo uma fungao estrutural, regulatéria ou bioquimica simi-
lar a sequéncia que ocorre naturalmente, embora nao necessariamente no
mesmo grau.

O termo "fungos filamentosos" refere-se a todas as formas fila-
mentosas da subdivisao Eumycotina. Ver Alexopoulos, INTRODUCTORY
MYCOLOGY, Wiley, New York (1962). Estes fungos sao caracterizados por
um micélio vegetativo com uma parede celular composta de quitina, celulose
e outros polissacarideos complexos. Fungos filamentosos sdo morfologica-
mente, fisiologicamente e geneticamente distintos de leveduras. O cresci-
mento vegetativo em fungos filamentosos é através de alongamento de hifas
e catabolismo de carbono é obrigatoriamente aerdbico. Uma célula parental
fangica filamentosa pode ser uma célula de Trichoderma sp., por exemplo,
T. reesei (anteriormente classificado como 7. longibrachiatum e atualmente
também conhecido como Hypocrea jecorina), T. viride, T. koningii, T. harzia-

num; Penicillium sp.; Humicola sp., por exemplo, H. insolens e H. grisea; C-
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hrysosporium sp., por exemplo, C. lucknowense; Gliocladium sp.; Aspergillus
sp., por exemplo, A. oryzae, A. niger e A. awamori, Fusarium sp., Neurospo-
ra sp.; Hypocrea sp.; e Emericella sp. Ver também Innis et al. Science 228:
21-26 (1985).

Como usado neste pedido, o termo "amido" refere-se a qualquer
material compreendido dos carboidratos polissacaridicos complexos de plan-
tas, compreendidos de amilose e amilopectina com a formula (CeH10Os)x,
onde X pode ser qualquer numero. O termo "amido granular" refere-se ami-
do bruto, isto é, amido nao cozido, por exemplo, aquele que nao foi submeti-
do a gelatinizagao.

Como usado neste pedido, o termo "sacarificagédo” refere-se a
conversao enzimatica do amido a glicose.

O termo "liquefacao” refere-se ao estagio na conversdo do ami-
do em que amido gelatinizado & hidrolisado para formar dextrinas sollveis
de baixo peso molecular. O termo "grau de polimerizagao" (DP) refere-se ao
nuimero (n) de unidades de anidroglicopiranose em um dado sacarideo. E-
xemplos de DP1 sao os monossacarideos glicose e frutose. Exemplos de
DP2 sao os dissacarideos maltose e sacarose.

Como usado neste pedido, o termo "conteudo de sélidos secos"
(ds) refere-se aos solidos totais de uma pasta fluida em uma base de por-
centagem de peso seco. O termo "pasta fluida" refere-se a uma mistura a-
quosa contendo sélidos insollveis.

O termo "DE", ou "dextrose equivalente" & definido como a per-
centagem de reducgédo de agucar, isto €, D-glicose, como uma fragdo de car-
boidrato total em um xarope.

A frase "sacarificacdo e fermentacao simultanea (SSF)" refere-
se a um processo na produgao de bioquimicos nos quais um organismo mi-
crobiano, tal como um micro-organismo de producgao de etanol e pelo menos
uma enzima, tal como TrAA ou uma variante da mesma, estao presentes
durante a mesma etapa do processo. SSF refere-se a hidrélise contempora-
nea de substratos de amido granular a sacarideos, incluindo a glicose, e a
fermentacao dos sacarideos e, alcool, por exemplo, no mesmo vaso de rea-
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cao.

Como usado neste pedido "micro-organismo etanologénico” re-
fere-se a um micro-organismo com capacidade de converter um agucar ou
oligossacarideo em etanol.

1.2. Abreviaturas

As seguintes abreviaturas aplicam-se a menos que indicado de

outra maneira:

ADA azodicarbonamida

AnGA glicoamilase de Aspergillus niger

ATCC American Type Culture Collection

BBA B-amilase Spezyme® BBA 1500L

cDNA DNA complementar

DE Dextrose Equivalente

DEAE dietilamino etanol

DNA acido desoxirribonucleico

DNS acido 3,5-dinitrossalicilico

DPn grau de polimerizagao com n subunidades

Ds sélido seco

EC encarregado enzimatico para classificagcdo enzimatica
EDTA acido etilenodiaminotetra-acético

FGSC Fungal Genetics Stock Center

G173A residuo glicina (G) na posigcdo 173 €& substituido por uma

residuo de alanina (A) onde os aminoacidos sdo denomina-
dos pelas abreviagdes de letra Gnica comumente conheci-

das na técnica

GA Glicoamilase

GAU unidade de atividade de glicoamilase
HFCS xarope de milho de alta frutose

HFSS xarope baseado em amido de alta frutose
HPLC Cromatografia Liquida de Alta Perfomance
HgGA glicosilase de Humincola grisea

HS aclcares maiores (DPn, onde n > 3)



kb
LAT
LB
LU

MOPS
mRNA

mt

PCR

PEG

ppm

PU
RT-PCR
SD
SDS-PAGE

SKBU/g ds

1X 8SC
SSF

TE
TrAA
TrGA
p/v

p/p

YM

uL
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Quilobase

a-amilase de B. licheniformis

caldo de Luria Bertani

Unidades de Lipase, uma medicao da atividade de fosfoli-
pase por unidade de massa de enzima

acido 3-(n-morfolino) propanossulfénico

acido ribonucleico mensageiro

tonelada métrica (1000 kg)

reagao da polimerase em cadeia

Polietilenoglicol

partes por milhdo

pululanase ou unidades de pululanase

reacao da polimerase em cadeia por transcriptase reversa
caldo de dextrose Sabouraund

eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecil sulfato de
sadio

Unidade de a-Amilase por grama de sdélidos secos. Uma
Unidade de a-Amilase dextriniza um grama de substrato
limitado por dextrina por hora sob condigdes do ensaio

NaCl a 0,15 M, citrato de sédio a 0,015 M, pH 7,0
sacarificagao e fermentagao simultaneas

Trisa10 mM, pH 7,4, EDTAa 1 mM

a-amilase de Trichoderma reesei

glicoamilase de Trichoderma reesei

peso/volume

peso/peso

Caldo de Extrato de Malte de Levedura

Microlitro

2. a-Amilase de Trichoderma reesei (TrAA) e variantes da mesma
Um polipeptideo isolado e/ou purificado compreendendo a SEQ

ID NO:3 é fornecido. Esta é uma a-amilase de Trichoderma reesei de tipo

selvagem (TrAA) compreendendo uma sequéncia lider de 20 aminoacidos.
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Em uma modalidade, a TrAA é uma forma madura do polipeptideo, em que a
sequéncia lider de 20 aminoacidos é clivada, para que o N-terminal do poli-
peptideo comece no residuo de acido aspartico (D) na posicdo 21 da SEQ
ID NO:3. Acidos nucleicos que codificam o polipeptideo compreendendo a
SEQ 1D NO:3 ou residuos de aminoacido 21 a 463 da SEQ ID NO: 3 tam-
bém s&o fornecidos. Em uma modalidade, uma TrAA de codificacéo de acido
nucleico € um DNA gendmico compreendendo a SEQ ID NO:1; em outra
modalidade, o acido nucleico € um cDNA compreendendo SEQ ID NO:2.
Como é bem entendido por um versado na técnica, o codigo genético é de-
generado, significando que multiplos codons em alguns casos podem codifi-
car o mesmo aminoacido. Acidos nucleicos incluem DNA gendmico, mRNA e
cDNA que codificam uma TrAA ou variante da mesma.

Além da a-amilase de Trichoderma reesei de tipo selvagem
(TrAA), variantes das mesmas sdo as fornecidas que diferem da sequéncia
de TrAA de tipo selvagem mostrada na SEQ ID NO: 3 por substituigao, in-
sergao ou deleg¢do de um ou mais aminoacidos. Por exemplo, uma a-amilase
variante pode compreender 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20,
25, 30, 35, ou 40 modificagbes de aminoacidos, por exemplo, 1 a 10 substi-
tuicdes de aminoacidos, que conservam a atividade a-amilase maltogénica.
A TrAA variante pode conservar uma atividade especifica mais alta ou mais
baixa do que a TrAA de tipo selvagem. As variantes sao sindnimas a "homoé-
logos". Acidos nucleicos variantes sao os fornecidos que codificam polipep-
tideos variantes. Acidos nucleicos variantes incluem todos os acidos nuclei-
cos que codificam os polipeptideos variantes.

2.1. Caracterizacido da Variante de TrAA

Variantes enzimaticas podem ser caracterizadas pelas suas se-
quéncias polipeptidicas primarias e de acidos nucleicos, por modelagem es-
trutural tridimensional, e/ou por sua atividade especifica. Caracteristicas adi-
cionais da variante de TrAA incluem estabilidade, faixa de pH, estabilidade a
oxidagéo e termoestabilidade, por exemplo. Em um aspecto, as variantes de
TrAA sa@o expressas a hiveis mais altos do que a TrAA de tipo selvagem,

enquanto conservam as caracteristicas de desempenho da TrAA de tipo sel-
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vagem. Niveis de expressdo e atividade enzimatica podem ser avaliados
usando ensaios padrdo conhecidos ao versado neste campo. Em outro as-
pecto, variantes demonstram caracteristicas de desempenho melhoradas em
relagcdo a enzima de tipo selvagem, tais como estabilidade melhorada em
altas temperaturas (isto &€, 70 a 120°C) e/ou extremos de pH (isto &, pH 4,0 a
6,0, ou pH 8,0 a 11,0).

Uma caracteristica de expressao significa um nivel alterado da
expressao da variante, quando a variante & produzida em uma determinada
célula hospedeira. A expressdo geralmente relaciona-se a quantidade da
variante ativa que é recuperavel de um caldo de fermentagao usando técni-
cas padrao conhecidas nesta técnica em um dado periodo de tempo. A ex-
pressao também pode relacionar-se a quantidade ou taxa da variante produ-
zida na célula hospedeira ou secretada pela célula hospedeira. A expressao
também pode relacionar-se a taxa de tradugdo do mRNA que codifica a en-
zima de variantes.

As variantes de TrAA também podem ter alterado a estabilidade
de oxidacao em comparagdo com a a-amilase parental. Por exemplo, a es-
tabilidade de oxidagao reduzida pode ser vantajosa na composi¢do da lique-
fagcao de amido.

Variante de TrAA pode ser mais termoestavel do que a a-
amilase de tipo selvagem. Tais variantes de TrAA sao vantajosas para 0 uso
em cozimento ou outros processos que necessitam temperaturas elevadas.
Por exemplo, uma variante de TrAA termoestavel pode degradar o amido em
temperaturas de aproximadamente 55°C a aproximadamente 80°C ou mais.
Uma variante de TrAA termoestavel pode conservar sua atividade apds ex-
posicao a temperaturas de até aproximadamente 95°C.

Os polipeptideos variantes de a-amilase descritos neste pedido
também podem ter mutagdes que estendem a meia-vida em relagéo a enzi-
ma parental em 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%,
200% ou mais, particularmente em temperaturas elevadas de aproximada-
mente 55°C a aproximadamente 95°C ou mais, particularmente a aproxima-
damente 80°C. Em uma modalidade, a variante de TrAA pode ser aquecida
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por aproximadamente 1 a 10 minutos a 80°C ou maior.

Os polipeptideos variantes de TrAA podem ainda incluir muta-
¢bes na sequéncia sinal do polipeptideo parental, ou em outro lugar no poli-
peptideo TrAA parental. Por exemplo, a variante de TrAA pode estar na for-
ma de uma proteina de fusdo compreendendo um polipeptideo heterdlogo,
tal como o peptideo sinal de B. licheniformis (LAT), fusionado a TrAA para
promover a secregcdo da proteina expressa de uma célula hospedeira bacte-
riana. Outros polipeptideos heterdlogos que podem ser fusionados a varian-
tes de TrAA incluem sequéncias para facilitar a purificagao da proteina ex-
pressa, por exemplo. Em uma modalidade, uma sequéncia heterdloga inclui
um sitio sensivel a protease que permite a sequéncia heterbéloga ser clivada
a partir da variante de TrAA expressa.

Em um aspecto, o polipeptideo variante de TrAA codificado pelo
acido nucleico tem a mesma estabilidade ao pH que a sequéncia parental.
Em outro aspecto, a variante de TrAA compreende uma mutagao que confe-
re uma maior faixa de estabilidade ao pH ou desloca a faixa de pH para uma
area desejada para objetivo de fins comerciais da enzima. Por exemplo, em
uma modalidade, a variante de TrAA pode degradar o amido em aproxima-
damente pH 4,5 a aproximadamente pH 10,6. O polipeptideo variante de
TrAA pode ter uma meia-vida mais longa ou atividade mais alta (dependen-
do do ensaio) em comparagdo com o polipeptideo parental sob condigdes
idénticas, ou a variante de TrAA pode ter a mesma atividade que o polipepti-
deo parental. O polipeptideo variante de a-amilase também pode ter meia-
vida de aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 100%, 200% ou mais longa em comparagédo com seu polipeptideo pa-
rental sob condigdes de pH idénticas. Alternativamente, ou ainda, a variante
de TrAA pode ter atividade especifica mais alta em comparagdo com o poli-
peptideo parental sob condi¢des de pH idénticas.

Em outro aspecto, um acido nucleico complementar a um acido
nucleico que codifica alguma das variantes de TrAA apresentadas neste pe-
dido é fornecido. Adicionalmente, um acido nucleico capaz de hibridizar ao
complemento é fornecido. Em outra modalidade, a sequéncia para uso nos
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métodos e composigdes descritas neste pedido € uma sequéncia sintética.
Inclui, mas nao é limitada a sequéncias feitas com uso 6timo de cédon para
expressdo em organismos hospedeiros, tais como leveduras metilotroficas
Trichoderma, Pichia e Hansenula.

3. Producéo de TrAA e variantes da mesma

Em uma modalidade, a TrAA de tipo selvagem é expressa em
uma cepa de T. reesei e opcionalmente é isolada antes do uso. Em outra
modalidade, a TrAA de tipo selvagem é purificada, apés expressédo. As ce-
pas de T. reesei particularmente Uteis sdo selecionadas usando técnicas
bem-conhecidas ao versado que expressam TrAA de tipo selvagem em altos
niveis. A expressao de alto nivel pode ser aproximadamente 12 a 20 g de
TrAA ou uma variante da mesma por litro do meio de cultura, aproximada-
mente 14 a 18g/L, ou aproximadamente 16 a 19g/L. Em outras modalidades,
a TrAA de tipo selvagem ou uma variante da mesma é recombinantemente
expressa em uma célula hospedeira. O gene de TrAA pode ser clonado e
expresso como descrito, por exemplo, nos Pedidos de Patente Americana
Publicados N° 2007/0004018 e N° 2006/0094080.

3.1 Enzimas Recombinantemente Expressas.

Em algumas modalidades, os micro-organismos sao genetica-
mente construidos para expressar TrAA ou suas variantes. Células hospe-
deiras adequadas incluem células fungicas filamentosas, que podem ser
uma cepa de Aspergillus sp., Trichoderma sp., Fusarium sp. ou Penicillium
sp., por exemplo. Células hospedeiras fungicas particularmente adequadas
incluem Aspergillus nidulans, A. awamori, A. oryzae, A. aculeatus, A. niger,
A. japonicus, Trichoderma reesei, T. viride, Fusarium oxysporum e F. solani.
Cepas de Aspergillus sao descritas em Ward et al., Appl. Microbiol. Biotech-
nol. 39:738-743 (1993) e Goedegebuur ef al., Curr. Gene. 41:89-98 (2002).
Em uma modalidade particularmente adequada, o hospedeiro € uma cepa
de Trichoderma reesei que produz TrAA em niveis relativamente altos, por
exemplo, 15 a 20 g/L. T. reesei adequadas s&o conhecidas, e exemplos n&o-
limitantes incluem ATCC N° 13631, ATCC N° 26921, ATCC N° 56764, ATCC
N° 56765, ATCC N° 56767 e NRRL 15709. Em algumas modalidades, a ce-
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pa hospedeira € um derivado de RL-P37, que & descrito em Sheir-Neiss et
al., Appl. Microbiol. Biotechnology 20:46-53 (1984). Quando TrAA ou suas
variantes sdo expressas em uma célula hospedeira eucariética, a TrAA ex-
pressa em uma modalidade particularmente adequada tem o mesmo padréo
da glicosilagdo como encontrado na TrAA de tipo selvagem. Células hospe-
deiras particularmente adequadas incluem células hospedeiras de Tricho-
derma reesei construidas de acordo com os procedimentos apresentados na
Patente Americana N° 5.874.276 e WO 05/001036 (Genencor International,
Inc.).

Em outras modalidades, a célula hospedeira sera uma célula
hospedeira geneticamente construida com genes nativos inativados, por e-
xemplo, genes deletados. Por exemplo, inativagdo de um ou mais genes em
uma célula hospedeira fungica pode empregar métodos conhecidos, tais
como os descritos na Patente Americana N° 5.246.853, Patente Americana
N° 5.475.101 e W092/06209. A inativagdo génica pode ser realizada pela
delecao completa ou parcial, pela inativagao insercional, ou por quaisquer
outros meios que fornegam um gene nao funcional para seu objetivo deseja-
do, tal que o gene é inibido de expressdo de uma proteina funcional. Genes
inativados podem incluir, por exemplo, genes que codificam enzimas celuloli-
ticas, tais como endoglicanases e exocelobiohidrolases, por exemplo, cbhl,
cbh2, egll, egl2 e egl3. Em uma modalidade, quando a célula hospedeira &
uma célula Trichoderma, particularmente uma célula hospedeira T. reesei,
0s genes cbhl, cbh2, egll e egl2 serao inativados e particularmente deleta-
dos. Células T. reesei hospedeiras particularmente adequadas tendo protei-
nas quad-deletadas sdo apresentadas e descritas na Patente Americana N°
5.874.276 e WO 05/001036. Em outra modalidade, a Patente Americana N°
5.650.322 revela cepas derivadas de RL-P37 tendo delegdes no gene cbhl e
no gene cbh2, por exemplo.

Em outra modalidade, células hospedeiras adequadas incluem
uma bactéria Gram-positiva selecionada a partir do grupo composto de Ba-
cillus subtilis, B. licheniformis, B. lentus, B. brevis, B. stearothermophilus, B.

alkalophilus, B. amyloliquefaciens, B. coagulans, B. circulans, B. lautus, B.
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thuringiensis, Streptomyces lividans ou S. murinus; ou uma bactéria Gram-
negativa, em que a dita bactéria Gram-negativa & Escherichia coli ou uma
espécie Pseudomonas.

Em algumas modalidades, uma célula hospedeira & genetica-
mente projetada para expressar uma variante de TrAA com uma sequéncia
de aminoacido que tem identidade de pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% com a TrAA de tipo selvagem. Em algumas modali-
dades, o polinucleotideo que codifica uma TrAA ou variante da mesma tera
uma sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO:2 ou uma sequéncia de
acido nucleico que tem identidade de sequéncia de pelo menos 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% com SEQ ID NO:2. Em outras modali-
dades, a cepa hospedeira expressando uma TrAA ou variante da mesma
também é geneticamente construida para expressar uma GA heteréloga.
3.2. Vetores

Em algumas modalidades, um construto de DNA compreenden-
do um acido nucleico que codifica uma TrAA ou variante da mesma é cons-
truido para ser expresso em uma célula hospedeira. Acidos nucleicos repre-
sentativos que codificam TrAA incluem SEQ ID NO:1 e 2. Em uma modali-
dade, o construto de DNA ¢é transferido para uma célula hospedeira por um
vetor de expressao que compreende sequéncias regulatorias operacional-
mente ligadas a uma sequéncia de codificacdo de TrAA.

O vetor pode ser qualquer vetor que pode ser integrado em um
genoma da célula hospedeira fungica e replicado quando introduzido na ce-
lula hospedeira. O Catalogo de Cepas FGSC (lista vetores adequados. Ver
FGSC, Catalogo de Cepas, University of Missouri, em www.fgsc.net (ultima
modificagdo em 17 de janeiro de 2007). Exemplos adicionais de vetores de
expressao e/ou integragdo adequados sao fornecidos em Sambrook et al.,
MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 3™ ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (2001); Bennett et
al, MORE GENE MANIPULATIONS IN FUNGI, Academic Press, San Diego
(1991), pp. 396 a 428; e Patente Americana N° 5.874.276. Vetores particu-
larmente uteis incluem pFB6, pBR322, pUC18, pUC100 e pENTR/D,
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pDON™ 201, pDONR™ 221, pENTR™, pGEM® 3Z e pGEM® 4Z. Plasmi-
deos adequados para uso em células bacterianas incluem pBR322 e pUC19,
que permitem a replicagdo em E.coli, e pE194, por exemplo, que permite a
replicagao em Bacillus.

Em algumas modalidades, um acido nucleico que codifica uma
TrAA ou uma variante da mesma é operacionalmente ligado a um promotor
adequado, que permite a transcricao na célula hospedeira. O promotor pode
ser derivado de genes que codificam proteina homéloga ou heteréloga a cé-
lula hospedeira. Preferencialmente, o promotor &€ atil em um hospedeiro de
Trichoderma. Exemplos nao-limitantes adequados de promotores incluem
promotores cbhi, cbh2, egll e egl2. Em uma modalidade, o promotor é aquele
que é nativo a célula hospedeira. Por exemplo, quando T. reesei é o hospe-
deiro, o promotor € um promotor de 7. reesei nativo. Em uma modalidade, o
promotor é cbhl de T. reesei, que € um promotor induzivel que é depositado
no GenBank sob o numero de acesso D86235. Um "promotor induzivel" &
um promotor que é ativo sob regulacido ambiental ou desenvolvimento. Em
outra modalidade, o promotor € aquele que é heterdlogo a célula hospedeira.
Outros exemplos de promotores Uteis incluem promotores de Aspergillus
awamori e genes de glicoamilase de A. niger. Ver Nunberg et al., Mol. Cell.
Biol. 4: 2306-2315 (1984) e Boel et al., EMBO J. 3: 1581-1585 (1984).

Em algumas modalidades, a sequéncia de codificacao é opera-
cionalmente ligada a uma sequéncia sinal. O DNA que codifica a sequéncia
sinal pode ser a sequéncia de DNA naturalmente associada com o gene de
TrAA a ser expresso. Por exemplo, o DNA de codificagao pode compreender
a sequéncia nucleotidica de SEQ ID NO:4, que codifica a sequéncia sinal de
TrAA da SEQ ID NO:5. Em outras modalidades, o DNA de codificagdo nao
compreende SEQ ID NO:4, que é substituido por uma sequéncia nucleotidi-
ca que codifica uma sequéncia sinal de uma espécie exceto Trichooderma
reesei. Nesta modalidade, o polinucleotideo que codifica a sequéncia sinal
esta imediatamente a montante e na regido do polinucleotideo que codifica o
polipeptideo. Em modalidades adicionais, uma sequéncia sinal e uma se-
quéncia promotora compreendendo um construto ou vetor de DNA a ser in-
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troduzido em uma célula hospedeira fungica sao derivadas da mesma fonte.
Por exemplo, em algumas modalidades, a sequéncia sinal & a sequéncia
sinal de cbhl que esta operacionalmente ligada a um promotor cbhl.

Em algumas modalidades, o vetor de expressdo também inclui
uma sequéncia de terminagao. Em uma modalidade, a sequéncia de termi-
nacédo e a sequéncia promotora sio derivadas da mesma fonte. Em outra
modalidade, a sequéncia de terminagdo & homéloga a célula hospedeira.
Uma sequéncia terminadora particularmente adequada é cbhl/ derivada de
uma cepa de Trichoderma e particularmente T. reesei. Outros terminadores
fangicos uteis incluem o terminador do gene de glicoamilase de Aspergillus
niger ou A. awamori. Ver Nunberg et al. (1984), supra, e Boel et al. (1984),
supra.

Em algumas modalidades, um vetor de expressdo inclui um
marcador selecionavel. Exemplos de marcadores selecionaveis adequados
incluem aqueles que conferem resisténcia a agentes antimicrobianos, por
exemplo, higromicina ou fleomicina. Marcadores seletivos nutricionais tam-
bém sao adequados e incluem amdS, argB e pyr4. Marcadores (teis em sis-
temas de vetor de transformacgédo de Trichoderma sao conhecidos na técni-
ca. Ver, por exemplo, BIOTECHNOLOGY OF FILAMENTOUS FUNGI, Fin-
kelstein et al., Eds., Butterworth-Heinemann, Boston, Mass. (1992), Cap. 6; e
Kinghorn et al., APPLIED MOLECULAR GENETICS OF FILAMENTOUS
FUNGI, Blackie Academic and Professional, Chapman and Hall, London
(1992). Em uma modalidade, o0 marcador seletivo € o gene amdS, que codi-
fica a enzima acetamidase; permite a células transformadas crescer em ace-
tamida como uma fonte de nitrogénio. O uso de um gene amdS de A. nidu-
lans como um marcador seletivo € descrito em Kelley et al., EMBO J. 4: 475-
479 (1985) e Penttila et al., Gene 61:155-164 (1987).

Um vetor de expressdo adequado compreendendo um construto
de DNA com um polinucleotideo que codifica uma TrAA ou variante da
mesma pode ser qualquer vetor que é capaz de replicagdo autonomamente
em um dado organismo hospedeiro ou integracdo no DNA do hospedeiro.
Em algumas modalidades, o vetor de expressao é um plasmideo. Em algu-



10

15

20

25

30

24

mas modalidades, dois tipos de vetores de expressio para obtengao da ex-
pressao de genes sédo contemplados. O primeiro vetor de expressdao com-
preende sequéncias de DNA nas quais o promotor, regido de codificagao de
TrAA, e terminador todos se originam do gene a ser expresso. Em algumas
modalidades, o truncamento génico é abtido pela delegao de sequéncias de
DNA nao desejadas, por exemplo, DNA que codifica dominios nao deseja-
dos, para deixar o dominio a ser expresso no controle das suas proprias se-
quéncias regulatérias transcricionais e traducionais. O segundo tipo do vetor
de expressao e pré-montado e contém sequéncias necessarias para a trans-
cricao de alto nivel e um marcador selecionavel. Em algumas modalidades,
a regido de codificagdo de um gene de TrAA ou parte do mesmo € inserida
neste vetor de expressdo de usa geral, tal que esta sob o controle transcri-
cional das sequéncias promotoras e terminadoras do construto de expres-
sao. Em algumas modaiidades, genes ou parte dos mesmos séo inseridos a
jusante do promotor cbhl forte.

Métodos usados para ligar um construto de DNA compreenden-
do um polinucleotideo que codifica uma TrAA ou variante da mesma, um
promotor, um terminador e outras sequéncias € métodos para inserir o cons-
truto em um vetor adequado sdo bem-conhecidos na técnica. A ligagéo é
geralmente realizada pela ligagao a sitios de restrigao convenientes. Se tais
sitios nao existem, os ligadores de oligonucleotideos sintéticos sao usados
conforme a pratica convencional. Ver, por exemplo, Sambrook (2001), supra,
e Bennett ef al. (1991), supra. Adicionalmente, vetores podem ser construi-
dos usando técnicas de recombinacdo conhecidas bem-conhecidas na téc-
nica.

Métodos conhecidos podem ser usados para obter uma célula
hospedeira fungica tendo um ou mais genes inativados, como descrito, por
exemplo, na Patente Americana N° 5.246.853; Patente Americana N°
5.475.101; e WO 92/06209. A inativacdo génica pode ser realizada pela de-
lecdo completa ou parcial, pela inativagdo insercional ou por qualquer outro
meio que fornece um gene n&o funcional para seu alvo desejado, tal que o

gene é inibido de expressdo de uma proteina funcional. Qualquer gene de
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uma Trichoderma sp. ou outro hospedeiro flingico filamentoso que foi clona-
do pode ser deletado, por exemplo, genes cbhi, cbh2, egll e egi2. Em algu-
mas modalidades, a delegdo génica pode ser realizada pela insercéo de
uma forma do gene desejado a ser inativado em um plasmideo por metodos
conhecidos na técnica. O plasmideo de delegao entdo € cortado em um si-
tio(s) de enzima de restricdo apropriado interno na regiao de codificagao gé-
nica desejada, e a sequéncia de codificagdo génica ou uma parte da mesma
& substituida com um marcador selecionavel. Sequéncias de DNA flanquea-
doras a partir do locus do gene a ser deletado, por exemplo, entre aproxima-
damente 0,5 a 2,0 kb, permanece em ambos os lados do gene marcador.
Um plasmideo de deleg¢ao apropriado tera geralmente sitios de restricao en-
zimatica unicos presentes para permitir o fragmento contendo o gene dele-
tado, incluindo as sequéncias de DNA flanqueadoras e os marcadores géni-
cos selecionaveis, ser removido como uma parte linear Gnica.

3.3 Transformacao, Expressio e Cultura de Células Hospedeiras

A introdugdo de um construto de DNA ou vetor em uma célula
hospedeira inclui técnicas, tais como transformacéao; eletroporagéo; microin-
jecao nuclear; transducédo; transfecgcao, por exemplo, transfeccdo mediada
por lipofeccao e mediada por DEAE-dextrina; precipitagdo de DNA por incu-
bacao com fosfato de calcio; bombardeio de alta velocidade com microprojé-
teis revestidos com DNA; e fusdo protoplastica. Técnicas de transformacéao
gerais sao conhecidas na técnica. Ver, por exemplo, Ausubel ef al. (1987),
supra, capitulo 9; Sambrook et al. (2001), supra; e Campbell et al., Curr. Ge-
net. 16:53-56 (1989). A expressédo da proteina heterdloga em Trichoderma é
descrita, por exemplo, na Patente Americana N° 6.022.725; Patente Ameri-
cana N° 6.268.328; Harkki et al., Enzyme Microb. Technol. 13: 227-233
(1991); Harkki et al, BioTechnol. 7:596-603 (1989); EP 244.234; EP
215.594; e Nevalainen et al., "The molecular biology of Trichoderma and its
application to the expression of both homologous and heterologous genes,"
em MOLECULAR INDUSTRIAL MYCOLOGY, Leong and Berka, eds., Mar-
cel Dekker Inc., New York (1992), pp. 129-148. Referéncia também & feita a
Cao et al., Science 9: 991-1001 (2000) para transformacao de cepas de As-
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pergillus. Em uma modalidade, transformantes geneticamente estaveis séo
construidos com sistemas de vetor pelo qual o acido nucleico que codifica
uma TrAA ou variante da mesma & estavelmente integrado em um cromos-
somo da célula hospedeira. Transformantes entdo sao purificados por técni-
cas conhecidas.

Em um exemplo n3o-limitante, os transformantes estaveis inclu-
indo um marcador amdS séo distinguidos de transformantes nao estaveis
pela sua taxa de crescimento mais rapida e a formagao de coldnias circula-
res com um tragado regular, em vez de irregular no meio de cultura sélido
contendo acetamida. Adicionalmente, em alguns casos um teste adicional de
estabilidade € conduzido pelo cultivo dos transformantes em meio nao sele-
tivo sélido, por exemplo, um meio sem acetamida, coleta de esporos deste
meio de cultura e determinacao da porcentagem destes esporos que poste-
riormente germinam e crescem em meio seletivo contendo acetamida. Ou-
tros métodos conhecidos na técnica podem ser usados para selecionar
transformantes.

Em uma modalidade especifica, a preparagdo de Trichoderma
sp. para transformacgédo envolve a preparagdo de protoplastos de micélios
fungicos. Ver Campbell et al., Curr. Genet. 16: 53-56 (1989). Em algumas
modalidades, os micelios sdo obtidos de esporos vegetativos germinados.
Os micélios sdo tratados com uma enzima que digere a parede celular, re-
sultando em protoplastos. Os protoplastos sdo protegidos pela presenca de
um estabilizador osmético no meio de suspensao. Estes estabilizadores in-
cluem sorbitol, manitol, cloreto de potassio, sulfato de magnésio e similares.
Normalmente a concentracdo destes estabilizadores varia entre 0,8 M e 1,2
M, por exemplo, uma solucac a 1,2 M de sorbitol pode ser usada no meio de
suspensao.

A entrada de DNA na cepa hospedeira Trichoderma sp. € de-
pendente da concentracao de ion de calcio. Geralmente, entre aproximada-
mente 10 a 50 mM de CaCl, sdo usados em uma solucio de entrada. Com-
postos adequados adicionais incluem um sistema de tamponamento, tal co-
mo tampao TE (Tris a 10 mM, pH 7.4; EDTA a 1 mM) ou MOPS 10 mM, pH
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6,0 e polietileno glicol. Acredita-se que o polietileno glicol fusiona-se as
membranas celulares, permitindo dessa forma os contetiddos do meio serem
entregues no citoplasma da cepa de Trichoderma sp.. Esta fusao frequente-
mente deixa multiplas cépias do DNA do plasmideo integradas no cromos-
somo do hospedeiro.

Normalmente a transformacg¢do de Trichoderma sp. usa proto-
plastos ou células que foram submetidas a um tratamento de permeabilida-
de, tipicamente a uma densidade de 10° a 107/mL, particularmente
2x10%/mL. Um volume de 100 pL destes protoplastos ou células em uma so-
lugao apropriada (por exemplo, sorbitol a 1,2 M e CaCl, a 50 mM) sado mistu-
rados com o DNA desejado. Geralmente, uma alta concentragao de PEG €
adicionada a solugdo de entrada. De 0,1 a 1 volume de PEG 4000 a 25%
pode ser adicionado a suspensao de protoplasto; entretanto, & util adicionar
aproximadamente 0,25 volume a suspenséao de protoplasto. Os aditivos, tais
como sulféxido de dimetila, heparina, espermidina, cloreto de potassio e si-
milares, também podem ser adicionados a solugdo de entrada para facilitar a
transformacéo. Procedimentos similares estao disponiveis para outras célu-
las hospedeiras fungicas. Ver, por exemplo, Patentes Americanas Nos.
6.022.725 e 6.268.328, ambas as quais estéo incorporadas por referéncia.

Geralmente, a mistura € entdo incubada em aproximadamente
0°C por um periodo entre 10 a 30 minutos. PEG adicional entdo € adiciona-
do a mistura para aumentar ainda a entrada do gene ou sequéncia de DNA
desejados. PEG 4000 a 25% é geralmente adicionado em volumes de 5 a 15
vezes o volume da mistura de transformacgéo; entretanto, os maiores e me-
nores volumes podem ser adequados. PEG 4000 a 25% é tipicamente apro-
ximadamente 10 vezes o volume da mistura de transformagédo. Apds PEG
ser adicionado, a mistura de transformacgao é incubada a temperatura ambi-
ente ou em gelo antes da adicado de uma solugao de sorbitol e CaCl.. A sus-
pensdo de protoplasto entdo é ainda adicionada a aliquotas fusionadas de
um meio de crescimento. Este meio de crescimento permite o crescimento
somente de transformantes.

Geralmente, células sao cultivadas em um meio padrao conten-
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do sais e nutrientes fisiologicos. Ver, por exemplo, Pourquie et al., BIOCHE-
MISTRY AND GENETICS OF CELLULOSE DEGRADATION, Aubert et al.,
eds., Academic Press (1988), pp. 71-86; e limen et al., Appl. Environ. Micro-
biol. 83: 1298-1306 (1997). Os meios comuns comercialmente preparados,
por exemplo, caldo de Extrato de Malte de Levedura (YM), caldo de Luria
Bertani (LB), ou caldo de Dextrose Sabouraud (SD), também sdo adequa-
dos.

Condigbes de cultura padrdo sao adequadas, por exemplo, cul-
turas s&o incubadas a aproximadamente 28°C no meio apropriado em cultu-
ras ou fermentadores de agitagdo até um nivel desejado de expresséo de
uma TrAA ou variante da mesma ser alcangado. Condi¢des de cultura prefe-
renciais de um dado fungo filamentoso sdo conhecidas na técnica e estéo
disponiveis, por exemplo, na American Type Culture Collection (ATCC) e
Fungal Genetics Stock Center (FGSC). Apds o crescimento flungico ter sido
estabelecido, as células sdo expostas a condi¢cOes eficazes para causar ou
permitir a expressao de uma TrAA ou uma variante da mesma.

3.4. Identificacdo de Atividade de TrAA
Para avaliar a expressao de uma TrAA ou variante da mesma

em uma célula hospedeira, ensaios podem medir a proteina expressa, mR-
NA correspondente ou atividade maltogénica da a-amilase. Por exempilo,
ensaios adequados incluem Northern e Southern blotting, RT-PCR (reacéo
de polimerase em cadeia via transcriptase reversa), e hibridizagdo in situ,
usando uma sonda de hibridizagdo apropriadamente marcada. Ensaios ade-
quados também incluem mensuragéo de atividade de TrAA em uma amos-
tra, por exemplo, por ensaios que diretamente medem redugéo de agucares,
tal como glicose nos meios de cultura. Por exemplo, a concentragéo de gli-
cose pode ser determinada usando conjunto de reagente de glicose N° 15-
UV (Sigma Chemical Co) ou um instrumento, tal como Technicon Autoanaly-
zer. A atividade de glicoamilase pode ser analisada pelo método do acido
3,5-dinitrossalicilico (DNS). Ver, Goto et al., Biosci. Biotechnol. Biochem.
58:49-54 (1994).

Geralmente, a TrAA expressa por um hospedeiro Trichoderma
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ou Aspergillus tera uma concentragdo no meio de cultura de maior que 1
grama de proteina por litro (g/L), maior do que 2 g/L, maior do que 5 g/L,
maior do que 10 g/, maior do que 20 g/L, ou maior do que 25 g/L. Em uma
modalidade, a TrAA ou variante da mesma expressa por um hospedeiro Tri-
choderma ou Aspergillus sera glicosilada, isto €, a TrAA ou variante da
mesma compreenderd uma por¢ao glicosil. Em uma modalidade particular-
mente adequada, o padrao de glicosilagao serd o0 mesmo como presente na
TrAA de tipo selvagem.

3.5. Métodos para Purificacdo de TrAA

Em geral, uma TrAA ou variante da mesma produzida na cultura
celular é secretada no meio e pode ser purificada ou isolada, por exemplo,
pela remocdo de componentes nao desejados do meio de cultura celular.
Em alguns casos, uma TrAA ou variante da mesma pode ser recuperada de
um lisado celular. Em tais casos, a enzima & purificada a partir das células
nas quais foi produzida usando técnicas costumeiramente empregadas por
aqueles versados na técnica. Exemplos incluem, mas nao sao limitados a,
cromatografia de afinidade, métodos cromatograficos de troca ibnica, inclu-
indo troca i6nica de alta resolugédo, cromatografia de interagdo hidrofébica,
particionamento em duas fases, precipitagcdo em etanol, HPLC em fase re-
versa, cromatografia em silica ou em uma resina de troca catidnica, tal como
DEAE, cromatofocalizagao, SDS-PAGE, precipitagéo em sulfato de aménio e
fitracdo em gel usando Sephadex G-75, por exemplo.

3.6 Fermentacao

Em algumas modalidades, células fungicas expressando uma
TrAA ou variante da mesma sao cultivadas sob condigdes de fermentacao
em batelada ou continua. Uma fermentacdo em batelada classica & um sis-
tema fechado, onde a composicdo do meio € estabelecida no inicio da fer-
mentagao e néo é alterada durante a fermentagdo. No inicio da fermentagéo,
o meio € inoculado com o organismo(s) desejado. Neste método, permite-se
gue a fermentagio ocorra sem adigdo de quaisquer componentes ao siste-
ma. Tipicamente, uma fermentagcao em batelada prepara-se como uma "ba-
telada" com respeito a adigao da fonte de carbono, e tentativas sao muitas
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vezes feitas para controlar fatores, tais como pH e concentragédo de oxigénio.
As composicdes de biomassa e metabdlitos da modificagao do sistema em
batelada mudam constantemente até o tempo da fermentagdo ser parado.
Dentro de culturas em batelada, células progridem através de uma fase lag
estatica a uma fase log de alto crescimento e finalmente a uma fase estacio-
naria, onde a taxa de crescimento é diminuida ou parada. Se nao tratadas,
as células na fase estacionaria consequentemente morrem. Em geral, as
células na fase log sdo responsaveis pelo volume da produgédo do produto.

Uma variagdo adequada no sistema em batelada padrao € o sis-
tema de fermentagdo em "batelada alimentada". Nesta variagdo de um sis-
tema em batelada tipico, o substrato & adicionado em incrementos com os
progressos da fermentagdo. Os sistemas de batelada alimentada sdo uteis
provavelvente quando a repressao do catabdlito provavelmente inibe o me-
tabolismo das células € onde é desejavel ter quantidades limitadas de subs-
trato no meio. A mensuracgao da concentracao do substrato real em sistemas
de batelada alimentada ¢ dificil e por isso é estimada com base nas modifi-
cacdes de fatores mensuraveis, tais como pH, oxigénio dissolvido e pressao
parcial de gases residuais, tais como CO,. Fermenta¢gdes em batelada e ba-
telada alimentada sdo comuns e bem-conhecidas na técnica.

Fermentagédo continua € um sistema aberto onde um meio de
fermentacao definido & adicionado continuamente a um biorreator, € uma
quantidade igual do meio condicionado é removida simultaneamente para o
processamento. Fermentagédo continua geralmente mantém as culturas em
uma alta densidade constante, onde as células estao principaimente na fase
de crescimento log. A fermentagdo continua leva em conta a modulag¢do de
um ou mais fatores que afetam o crescimento celular e/ou concentragéo do
produto. Por exemplo, em uma modalidade, um nutriente limitante, tal como
a fonte de carbono ou fonte de nitrogénio, € mantido em uma taxa fixa e
permite-se que todos outros parametros se moderem. Em outros sistemas,
diversos fatores que afetam o crescimento podem ser alterados continua-
mente enquanto a concentraciao celular, medida pela turbidez do meio, é
mantida constante. Sistemas continuos esforcam-se para manter condigbes
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de crescimento em estado de equilibrio. Dessa maneira, a perda celular de-
vido ao meio que é retirado deve ser equilibrada contra a taxa de crescimen-
to celular na fermentagao. Métodos de modulacao de nutrientes e fatores de
crescimento em processos de fermentagdo continua, bem como técnicas
para maximizar a taxa de formagao de produto, sdo bem-conhecidos na téc-
nica da microbiologia industrial.

4. Composicoes e Usos de TrAA e Variantes da Mesma

TrAA e suas variantes produzidas e purificadas pelos métodos
descritos acima séo (teis para uma variedade de aplicagdes industriais. Em
uma modalidade, TrAA e suas variantes sao Uteis em um processo de con-
versdao de amido, particularmente em um processo de sacarificacdo de um
amido que sofreu a liquefagéo. O produto final desejado pode ser qualquer
produto que possa ser produzido pela conversdo enzimatica do substrato de
amido. Por exemplo, produto desejado pode ser um xarope rico em maltose,
que pode ser usado em outros processos, tais como a preparagao de HFCS.
O produto alternativamente pode ser um xarope rico em glicose, que pode
ser usado diretamente como uma fonte de glicose cristalina, por exemplo, ou
que pode ser convertido em diversos outros produtos uteis, tais como inter-
mediarios de Aacido ascoérbico (por exemplo, gliconato; acido 2-ceto-L-
guldnico; 5-ceto-gliconato; e 2,5-dicetogliconato); 1,3-propanodiol; aminoaci-
dos aromaticos (por exemplo, tirosina, fenilalanina e triptofano); acidos orga-
nicos (por exemplo, lactato, piruvato, succinato, isocitrato e oxaloacetato);
aminoacidos (por exemplo, serina e glicina); antibidticos; enzimas; vitaminas;
e horménios.

Ainda em outra modalidade, o processo de conversdo de amido
pode ser um precursor, ou simultdneo com um processo de fermentagéo
desenhado para produzir alcool para combustivel ou bebida (isto &, alcool
potavel). Um versado na técnica esta ciente das varias condi¢coes de fermen-
tacao que podem ser usadas na produgéo destes produtos finais. TrAA e
variantes da mesma também s&o uteis em composicdes e meétodos de pre-
paragao alimenticia. Estes varios usos de TrAA e suas variantes s&o descri-

tos em mais detalhes abaixo.
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4.1 Preparacéo de Substratos de Amido

Aqueles de conhecimento geral na técnica estao cientes de me-
todos disponiveis que podem ser usados para preparar substratos de amido
para uso nos processos descritos neste pedido. Por exemplo, um substrato
de amido dtil pode ser obtido a partir de tubérculos, raizes, caules, legumes,
cereais ou grao inteiro. Mais especificamente, o amido granuiar pode ser
obtido a partir de milhos, espigas de milho, trigo, cevada, centeio, milo, sagu,
mandioca, tapioca, sorgo, arroz, ervilhas, feijdo, banana ou batatas. Milho
contém aproximadamente 60 a 68% de amido; cevada contém aproximada-
mente 55 a 65% de amido; paingo contém aproximadamente 75 a 80% de
amido; trigo contém aproximadamente 60 a 65% de amido; e arroz polido
contém 70 a 72% de amido. Substratos de amido especificamente contem-
plados sdo amido de milho e amido de trigo. O amido de um gréo pode ser
moido ou inteiro e inclui solidos de milho, tais como sementes, farelo e/ou
espigas de milho. O amido pode ser amido bruto altamente refinado ou ma-
téria-prima de processos de refinaria de amido. Varios amidos também estao
comercialmente disponiveis. Por exemplo, amido de milho esta disponivel
em Cerestar, Sigma e Katayama Chemical Industry Co. (Japéo); amido de
trigo esta disponivel em Sigma; amido de batata-doce esta disponivel em
Wako Pure Chemical Industry Co. (Japao); e amido de batata esta disponivel
em Nakaari Chemical Pharmaceutical Co. (Japao).

O substrato de amido pode ser um amido bruto a partir do grao
inteiro moido, que contém fragbes nao-amido, por exemplo, residuos de
germe e fibras. A moagem pode compreender moagem Umida ou moagem
seca. Na moagem Umida, o grao inteiro é embebido em agua ou acido dilui-
do para separar o grao em suas partes componentes, por exemplo, amido,
proteina, germe, dleo, fibras da semente. A moagem Umida separa eficien-
temente o germe e a farinha (isto &, granulos de amido e proteina) e € espe-
cialmente adequada para a produgdo de xaropes. Na moagem seca, as se-
mentes inteiras sao quebradas em um po fino e processadas sem fraciona-
mento do grao nas suas partes componentes. O gr&o moido a seco dessa
forma compreendera quantidades significantes de compostos de carboidrato
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nao-amido, além do amido. A maior parte do etanol vem da moagem seca.
Alternativamente, o amido a ser processado pode ser uma qualidade de a-
mido altamente refinada, por exemplo, pelo menos 90%, pelo menos 95%,
pelo menos 97% ou pelo menos 99,5% puro.

4.2. Gelatinizacdo e Liguefacao de Amido

Como usado neste pedido, o termo "liquefagao” ou "liquefazer"
significa um processo pelo qual o amido é convertido em menos dextrinas de
cadeia mais curtas e menos viscosas. Geralmente, este processo envolve
gelatinizagdo do amido simultaneamente com ou seguido pela adigcdo de
uma a-amilase, embora as enzimas adicionais indutoras de liquefagdo op-
cionalmente possam ser adicionadas. Em algumas modalidades, o substrato
de amido preparado como descrito acima é misturado com agua. A pasta
fluida de amido pode conter amido com uma porcentagem em peso de soli-
dos secos de aproximadamente 10 a 55%, aproximadamente 20 a 45%, a-
proximadamente 30 a 45%, aproximadamente 30 a 40% ou aproximadamen-
te 30 a 35%. a-amilase (EC 3.2.1.1) pode ser adicionada a pasta fluida, com
uma bomba de medi¢cdo, por exemplo. A a-amilase tipicamente usada para
esta aplicagdao € uma a-amilase termicamente estavel, bacteriana, tal como
uma a-amilase de B. licheniformis. A a-amilase € normalmente fornecida, por
exemplo, em aproximadamente 1500 unidades por kg de matéria seca de
amido. Para otimizar a estabilidade e a atividade da a-amilase, o pH da pas-
ta fluida & ajustado a aproximadamente o pH 5,5 a 6,5 e aproximadamente 1
mM de calcio (aproximadamente 40 ppm de ions de calcio livres) tipicamente
€ adicionado. Outras a-amilases podem requerer condi¢gdes diferentes. A a-
amilase bacteriana que permanece na pasta fluida apoés liquefagéo pode ser
desativada pela redugao do pH em uma etapa de reagdo subsequente ou
pela remocéao de calcio da pasta fluida.

A pasta fluida do amido mais a a-amilase podem ser bombeadas
continuamente através de um fogareiro a jato, que é aquecido por vapor a
105°C. A gelatinizagéo ocorre muito rapidamente sob estas condiges, e a
atividade enzimatica, combinada com forgas significantes de corte, come¢am
a hidrélise do substrato de amido. O tempo de permanéncia no fogareiro a
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jato é muito breve. O amido parciaimente gelatinizado pode ser passado em
uma seérie de tubos de armazenamento mantidos de 100 a 105°C e contido
por 5 minutos para concluir 0 processo de gelatinizagao. A hidrélise para o
DE requerido é concluida em tanques de armazenamento a temperaturas de
80 a 100°C ou mais altas por aproximadamente 1 a 2 horas. Estes tanques
podem conter intrumentos que regulam o fluxo para prevenir mistura de vol-
ta.

Como usado neste pedido, o termo "liquefagéo secundaria” refe-
re-se a etapa de liquefagéo subsequente a liquefagao primaria (aquecimento
de 90 a 100°C), quando se permite que a pasta fluida esfrie a temperatura
ambiente. Esta etapa de esfriamento pode ser de 30 minutos a 180 minutos,
por exemplo, 90 minutos a 120 minutos. Como usado neste pedido, o termo
"minutos de liquefagédo secundaria" refere-se ao tempo decorrido a partir do
inicio da liguefacéo secundaria ao tempo que a Dextrose Equivalente (DE) &
medida.

O amido liquefeito resultante do processo acima tipicamente
contém aproximadamente 98% de oligossacarideos e aproximadamente 2%
de maltose e 0,3% de D-glicose. O amido liquefeito tipicamente esta na for-
ma de uma pasta fluida tendo aproximadamente 10 a 50% de sdélidos secos;
aproximadamente 10 a 45%; aproximadamente 15 a 40%; aproximadamente
20 a 40%; aproximadamente 25 a 40%; ou aproximadamente 25 a 35% de
sblidos secos.

4.3. Sacarificacdo: Criagcdo de Xaropes de Maltose ou Glicose

O amido liguefeito pode ser sacarificado em um xarope de glico-
se ou em um xarope de maltose usando a TrAA e variantes da mesma, op-
cionalmente na presenga de outra enzima(s). A composi¢do exata dos pro-
dutos da sacarificagdo depende da combinagdo de enzimas usadas, bem
como o tipo do amido granular processado. Vantajosamente, o xarope de
glicose obtenivel usando a TrAA e variantes da mesma fornecidas pode con-
ter D-glicose em aproximadamente 96% p/p. A quantidade maxima de glico-
se que atualmente pode ser obtida sob qualquer conjunto de condi¢bes de
sacarificacao € aproximadamente 95 a 97%. O xarope de glicose pode ser
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usado diretamente apds concentragao para a producao de xaropes de alta
frutose ou para a produgéo de glicose cristalina. Igualmente vantajosamente,
o xarope de maltose obtenivel usando TrAA e variantes da mesma forneci-
das pode conter maltose excedendo 60% p/p.

Em geral, TrAA ou uma variante da mesma sera adicionada a
uma pasta fluida de um substrato de amido granular em uma quantidade da
enzima de aproximadamente 0,01 a 1 kg de enzima por tonelada métrica de
solidos secos. Em algumas modalidades, TrAA ou uma variante da mesma é
adicionada a 0,1 a 5 kg/mt de soélidos secos, ou 0,3 a 1 kg/mt de sélidos se-
cos, ou a aproximadamente 0,5 kg/mt de sélidos secos. A atividade especifi-
ca da TrAA ou variante da mesma pode ser aproximadamente 10.000 a
80.000 SKBU/g de enzima, ou aproximadamente 15.000 a 60.000 SKBU/g,
ou aproximadamente 15.000 a 30.000 SKBU/g.

A TrAA ou uma variante da mesma pode ser adicionada a pasta
fluida na forma de uma enzima purificada. Alternativamente, TrAA ou uma
variante da mesma pode ser adicionada como uma solu¢do enzimatica iso-
lada. Em uma modalidade, TrAA ou uma variante da mesma é adicionada na
forma de um extrato celular produzido a partir de uma cultura de células ex-
pressando a TrAA ou variante da mesma. Em outra modalidade, TrAA ou
uma variante & adicionada na forma de uma célula hospedeira que expressa
e secreta a TrAA ou variante no meio de reacéo, tal que a enzima é forneci-
da continuamente na reagao. Nesta modalidade, a célula hospedeira que
expressa TrAA ou uma variante da mesma também pode expressar outra
enzima que é usada para catalisar a sacarificagdo além da TrAA ou sua va-
riante. Por exemplo, uma célula hospedeira, por exemplo, Trichoderma ree-
sei ou Aspergillus niger, pode ser projetada para co-expressar TTAA ou uma
variante da mesma e uma glicoamilase, por exemplo, TrGA ou HgGA. Em
uma modalidade, a célula hospedeira é geneticamente modificada para n&o
expressar sua glicoamilase endégena.

4.3.1. Xaropes de glicose

Em um aspecto, TrAA e suas variantes sdo usadas em um pro-

cesso de sacarificagéo para produzir um xarope rico em glicose. Para produ-
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zir um xarope de glicose, TrAA ou variantes da mesma tipicamente sao adi-
cionadas com uma glicoamilase (EC 3.2.1.3), por exemplo, glicoamilase
AMG™. Como mostrado na TABELA 1, Figura 1 e discutido nos exemplos
abaixo, o processo de sacarificagao catalisado pela TrAA ou uma variante da
mesma na presenga de uma glicoamilase pode produzir concentragdes de
glicose perto ou excedendo 97%. Vantajosamente, uma concentracao ma-
xima de glicose pode ser alcangada em menos tempo que se a reagao fosse
catalisada por uma glicoamilase sozinha. Em uma modalidade, as concen-
tragcbes maximas de glicose sido alcangadas em 12 horas, 24 horas ou 36
horas. Ver a TABELA 2 e o texto associado nos exemplos. Particularmente
vantajosamente, TrAA e suas variantes suprimem a reagao reversa da glico-
se a malto-oligossacarideos, para que a concentragdo maxima de glicose
seja mantida por de um tempo mais longo do que em um processo de saca-
rificagdo convencional. Ver TABELA 2. Em algumas modalidades, a concen-
tracdo maxima de glicose & mantida por aproximadamente 12 horas ou a-
proximadamente 24 horas apds a concentragdo maxima ser alcangada.

Uma glicoamilase exemplar é glicoamilase de Trichoderma ree-
sei (TrGA) e variantes da mesma que possui atividade especifica e estabili-
dade térmica superiores. Ver Pedido de Patente Americana Publicados Nos.
2006/0094080, 2007/0004018, e 2007/0015266 (Genencor International,
Inc.). Variantes adequadas de TrGA incluem aquelas com atividade de glico-
amilase e identidade de sequéncia de pelo 80%, pelo menos 90% ou pelo
menos 95% da TrGA de tipo selvagem. TrAA e suas variantes vantajosa-
mente aumentam o rendimento de glicose produzida em um processo de
sacarificagao catalisado por TrGA. Sem a adigdo da TrAA ou suas variantes,
TrGA tipicamente produz uma solugao de glicose de aproximadamente 88%
em pH 4,3; entretanto, quando TrAA ou suas variantes sao adicionadas a
reacao, a mistura de TrAA e TrGA produz uma solugao com uma concentra-
¢ao de glicose significativamente mais alta, por exemplo 94%.

Alternativamente, a glicoamilase pode ser outra glicoamilase de-
rivada de plantas, fungos ou bactérias. Por exemplo, as glicoamilases po-
dem ser glicoamilase Gl ou G2 de Aspergillus niger ou suas variantes (por



10

15

20

25

30

37

exemplo, Boel ef al., EMBO J. 3: 1097-1102(1984), WO 92/00381 e WO
00/04136 (Novo Nordisk A/S)); e glicoamilase de A. awamori (por exemplo,
WO 84/02921 (Cetus Corp.)). Outra glicoamilase de Aspergillus contemplada
inclui variantes com estabilidade térmica aumentada, por exemplo, G137A e
G139A (Chen et al., Prot. Eng. 9: 499-505(1996)); D257E e D293E/Q (Chen
et al., Prot. Eng. 8: 575-582(1995)); N182 (Chen et al., Biochem. J. 301: 275-
281(1994)); A246C (Fierobe et al., Biochemistry, 35: 8698-8704(1996)); e
variantes com residuos Pro nas posigdes A435 e S436 (Li et al., Protein Eng.
10: 1199-1204(1997)). Outras glicoamilases contempladas incluem glicoami-
lases de Talaromyces, em particular derivadas de T. emersonii (por exemplo,
WO 99/28448 (Novo Nordisk A/S), T. leycettanus (por exemplo, Patente A-
mericana N° RE 32.153 (CPC International, Inc.)), T. duponti ou T. thermo-
philus (por exemplo, Patente Americana N° 4.587.215). Glicoamilases bacte-
rianas contempladas incluem glicoamilases do género Clostridium, em parti-
cular C. thermoamylolyticum (por exemplo, EP 135.138 (CPC International,
Inc.) e C. thermohydrosulfuricum (por exemplo, WO 86/01831 (Michigan Bio-
technology Institute)). Glicoamilases adequadas incluem as glicoamilases
derivadas de Aspergillus oryzae, tais como uma glicoamilase que tem homo-
logia de 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85% ou até de 90% a se-
quéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID NO:2 em WO 00/04136 (Novo
Nordisk A/S). Também sao adequadas glicoamilases comerciais, tais como
AMG 200L; AMG 300 L; SAN™ SUPER e AMG™E (de Novozymes); OPTI-
DEX® 300 (de Genencor International, Inc.); AMIGASE™ e AMIGASE™
PLUS(de DSM); G-ZYME® G900 (de Enzyme Bio-Systems); e G-ZYME®
G990 ZR (glicoamilase de A. niger com um baixo conteido de protease).
Glicoamilases tipicamente s&o adicionadas em uma quantidade de 0,02 a
2,0 GAU/g de solido seco ou 0,1 a 1,0 GAU/g de sélido seco, por exemplo,
0,2 GAU/g de sélido seco.

Outras enzimas adequadas que podem ser usadas com TrAA ou
suas variantes incluem uma enzima de desramificagdo, tal como uma isoa-
milase (EC 3.2.1.68). Enzimas de desramificagdo podem ser adicionadas em

quantidades eficazes bem-conhecidas ao versado na técnica. Uma pulula-
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nase (EC 3.2.1.41), por exemplo, Promozyme®, é também adequada. Pulu-
lanase é tipicamente adicionada a 100 U/kg de soélido seco. Enzimas adicio-
nais adequadas incluem proteases, tais como proteases fungicas e bacteria-
nas. Proteases fungicas incluem aquelas obtidas a partir de Aspergillus, tais
como A. niger, A. awamori, A. oryzae, Mucor (por exemplo, M. miehei), e
Rhizopus. Outras enzimas adequadas incluem, mas nao sao limitadas a,
celulases, hemicelulases, lipases e cutinases.

Ao passo que a liquefagdo €& geralmente dirigida como um pro-
cesso continuo, a sacarificagdo muitas vezes é conduzida como um processo
em batelada. Sacarificagao tipicamente € a mais eficaz em temperaturas de
aproximadamente 60°C e a um pH de aproximadamente 4,0 a 4,5, por exem-
plo, pH 4,3, exigindo esfriamento e ajuste do pH do amido liquefeito. A sacari-
ficagcdo pode ser realizada, por exemplo, a uma temperatura entre aproxima-
damente 40°C, aproximadamente 50°C, ou aproximadamente 55°C a aproxi-
madamente 60°C. Sacarificagao € normalmente conduzida em tanques agita-
dos, que podem levar varias horas para encher-se ou esvaziar-se. Enzimas
tipicamente sao adicionadas em uma proporcéao fixa a solidos secos quando
os tanques sao enchidos ou adicionados como uma dose Unica no comego da
etapa de enchimento. Uma reagéo de sacarificagdo para fazer um xarope de
glicose tipicamente é realizada em aproximadamente 24 a 72 horas, ou 24 a
28 horas, ou particularmente 24 ou menos horas, por exemplo, 20 a 21 horas.
Quando um DE maximo foi alcangado, a reagao é parada pelo aquecimento a
85°C por 5 minutos, por exemplo. Incubagao adicional resultara em um DE
mais baixo, eventualmente a aproximadamente 90 DE, ja que a glicose acu-
mulada repolimeriza a isomaltose com a aproximagéo do equilibrio termodi-
namico. O rendimento final de glicose, como uma porcentagem do total de
sblidos secos solubilizados, pode ser pelo menos aproximadamente 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97% ou 98%. Em uma modalidade, a
glicose é produzida em um processo continuo, e substancialmente toda glico-
se é usada para produzir um produto de fermentacéo, tal como etanol.

4.3.2. Xaropes de maltose
Em outro aspecto, TrAA ou uma variante da mesma € usada em
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um processo para produzir um xarope de alta maltose. Entre as vantagens
oferecidas pela TrAA e suas variantes esta a capacidade de usar a TrAA e
suas variantes em pHs relativamente baixos. Uma dependéncia de pH da
TrAA representativa para produgéo da maltose (DP2) é representada na Fi-
gura 2. Como a sacarificagao tipicamente se realiza sob condi¢gées acidiferas
em temperaturas elevadas, por exemplo, 60°C, pH 4,3, a alta atividade da
TrAA ou suas variantes sob estas condigées vantajosamente permite a TrAA
ou suas variantes serem usadas sob condi¢gdes que sao étimas para outras
enzimas, por exemplo, glicoamilases, usadas na sacarificagao.

Xaropes de alta maltose produzidos com uma TrAA ou suas va-
riantes tém propriedades vantajosas. A concentragcdo de maltose alcangada
usando TrAA ou suas variantes € comparavel ou mais alta do que aquela
alcangada com enzimas maltogénicas convencionais, tais como BBA ou a a-
amilase fungica Clarase® L. Ver as TABELAS 3 e 4 e a Figura 2. Em uma
modalidade, a concentragdo de maltose atinge uma porcentagem de sdlidos
secos de aproximadamente 50% a aproximadamente 62%. Em outra moda-
lidade, a concentragdo de maltose atinge aproximadamente 55%, aproxima-
damente 60%, ou aproximadamente 61% a aproximadamente 62%. Além
disso, o xarope de alta maltose obtido usando TrAA pode conter glicose em
uma concentracdo de aproximadamente 8 a 9%, ao passo que um xarope de
alta maltose convencional produzido sob condigdes comparaveis, por exem-
plo, usando Clarase® L, tipicamente tem uma concentragéo de glicose de
aproximadamente 4 a 5%. Ver TABELA 3. O rendimento relativamente alto
de glicose vantajosamente permite ao xarope de alta maltose feito usando
TrAA ou suas variantes ser mais doce do que xaropes de alta maltose pro-
duzidos usando enzimas convencionais.

TrAA ou uma variante da mesma podem catalisar a produgéo de
um xarope de alta maltose por si mesmas na presenca de pelo menos uma
outra enzima. Uma enzima particularmente adequada para uso com TrAA ou
uma variante da mesma é pululanase. A adigao de uma pululanase aumenta
significativamente o rendimento da maltose, como mostrado na TABELA 5 e

na Figura 3. A quantidade de pululanase adicionada pode ser aproximada-
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mente 0,1 kg/mt de sdlido seco, aproximadamente 0,25 kg/mt de soélido se-
co, ou aproximadamente 0,5 kg/mt de soélido seco. Em uma modalidade, a
quantidade de pululanase adicionada para fornecer um aumento maximo na
maltose produzida na reag¢do. Os dados na TABELA 5 indicam que o efeito
da pululanase na formacao de maltose € ainda maior quando a concentra-
¢ao da pululanase é aproximadamente 0,25 kg/mt de sélido seco sob as
condigdes particulares usadas para produzir maltose observadas no texto
que acompanha a TABELA 5 nos exemplos abaixo.

Outras enzimas adequadas para uso com TrAA ou variantes das
mesmas incluem @-amilases bacterianas, por exemplo, BBA, outras a-
amilases flngicas, por exemplo, Clarase® L. ou glicoamilase. Enzimas adi-
cionais adequadas incluem proteases, tais como proteases fungicas e bacte-
rianas. Proteases flingicas incluem aquelas obtidas a partir de Aspergillus,
tais como A. niger, A. awamori, A. oryzae; Mucor, por exemplo, M. miehei; e
Rhizopus. Outras enzimas adequadas incluem, mas ndo sao limitadas a,
celulases, hemicelulases, lipases, isoamilases e cutinases.

B-amilases (EC 3.2.1.2) sdo amilases maltogénicas de exo-
atuagao, que catalisam a hidrdlise de liga¢des 1,4-a-glicosidicas em amilo-
pectina e polimeros de glicose relacionados, por meio disso, liberando mal-
tose. B-amilases foram isoladas de varias plantas e micro-organismos. Ver
Fogarty et al.,, em PROGRESS IN INDUSTRIAL MICROBIOLOGY, Vol. 15,
PP. 112-115 (1979). Estas B-amilases tém temperaturas 6timas na faixa de
40°C a 65°C e pH 6timo na faixa de aproximadamente 4,5 a aproximada-
mente 7,0. B-amilases contempladas incluem, mas nao séao limitadas a, B-
amilases de cevada Spezyme® BBA 1500, Spezyme® DBA, Optimalt™ ME,
Optimalt™ BBA (Genencor International, Inc.); € Novozym™ WBA (Novozy-
mes A/S).

5. Produgéo e fermentacdo de HFCS

Em uma modalidade, o hidrolisado de amido soldvel produzido
pelo tratamento com TrAA, variantes da mesma, ou misturas de enzimas
compreendendo TrAA ou suas variantes, é convertido em xarope de alta fru-
tose baseado em amido (HFSS), tal como xarope de milho de aita fruto-
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se(HFCS). Esta conversao pode ser alcangada usando uma glicose isome-
rase, particularmente uma glicose isomerase imobilizada em um suporte s6-
lido. O pH é aumentado para aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,0,
por exemplo, pH 7.5, e Ca** é removido por troca i6nica. Isomerases ade-
quadas incluem Sweetzyme®, IT(Novozymes A/S); G-zyme® IMGI, e G-
zyme® G993, Ketomax®, G-zyme® G993, G-zyme® G993 liquido, e GenS-
weet® IGl. Apds isomerizagdo, a mistura tipicamente contém aproximada-
mente 40 a 45% de frutose, por exemplo, 42% de frutose.

Em outra modalidade, o hidrolisado de amido soluvel, particu-
larmente um xarope rico em glicose, é fermentado pelo contato do hidrolisa-
do com um organismo fermentador tipicamente a uma temperatura por volta
de 32°C, tal como de 30°C a 35°C. Os produtos de fermentagao incluem e-
tanol, acido citrico, glutamato monossddico, acido glucénico, gliconato de
sodio, gliconato de calcio, gliconato de potassio, glicono delta-lactona, e soé-
dio eritorbato. Os processos de sacarificagdo e de fermentagdo podem ser
realizados como um processo de sacarificacdo e fermentagao simultaneas
(SSF). Fermentacao opcionalmente pode compreender a purificagdo subse-
quente e recuperagao de etanol. Durante a fermentacgédo, o contetudo de eta-
nol do caldo ou "cerveja" pode alcangar pelo menos aproximadamente 8%,
pelo menos aproximadamente 12%, ou aproximadamente 16% de etanol. O
caldo pode ser destilado para produzir solugdes de etanol enriquecidas, por
exemplo, 96% puras. Além disso, CO; gerado pela fermentacao pode ser
coletado com um depurador de CO,, comprimido e vendido para outros u-
sos, por exemplo, producao de bebida gaseificada ou gelo seco. Os residuos
sélidos do processo de fermentagao podem ser usados como produtos ricos
em proteina, por exemplo, ragdo de gado.

Micro-organismos etanologénicos incluem levedura, tal como
Saccharomyces cerevisiae e bactérias, por exemplo, Zymomonas mobilis,
expressando alcool desidrogenase e piruvato decarboxilase. Em algumas
modalidades, o micro-organismo etanologénico expressa xilose redutase e
xilitol desidrogenase, enzimas que convertem xilose em xilulose. Fontes co-
merciais de levedura incluem RED STAR (Red Star); FERMIOL® (DSM
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Specialties) e SUPERSTART® (Alitech).

Em uma modalidade, células fiingicas expressando uma glicoa-
milase heterdloga e/ou TrAA ou suas variantes sao cultivadas sob condi¢gbes
de fermentagdo em batelada ou continuas. Uma fermentagdo em batelada
classica € um sistema fechado, onde a composi¢cdo do meio € estabelecida
no inicio da fermentacéo. Isto &, permite-se que a fermentagdo ocorra sem a
adicao de qualquer componente ao sistema. Dentro de culturas em batelada,
células progridem através de uma fase lag estatica a uma fase log de alto
crescimento e finalmente a uma fase estacionaria onde a taxa de crescimen-
to é diminuida ou parada. Geralmente, as células na fase log sédo responsa-
veis pelo volume da produgao heterdloga de glicoamilase e/ou TrAA ou suas
variantes.

Uma variagao neste processo € uma sistema de "fermentacéao
de alimentacdo em batelada"”, onde o substrato € adicionado em incremen-
tos com os progressos da fermentagdo. Os sistemas de alimentacdo em ba-
telada sao uteis quando a repressao de catabdlito pode inibir o metabolismo
das células e onde é desejavel ter limitadas quantidades de substrato no
meio. A concentragao real de substrato em sistemas de alimentaciao em ba-
telada é estimada pelas modificagdes de fatores mensuraveis, tais como pH,
oxigénio dissolvido e a pressdo parcial de gases residuais, tais como CO..
Fermentagdes em batelada e de alimentacdo em batelada sdo comuns e
bem-conhecidas na técnica.

Fermentacédo continua € um sistema aberto onde um meio de
fermentacao definido é adicionado continuamente a um biorreator, e uma
quantidade igual do meio condicionado é removida simultaneamente para o
processamento. Fermentagcédo continua geralmente mantém as culturas em
uma alta densidade constante, onde as células estdo principalmente na fase
de crescimento log. A fermentagéo continua leva em conta a modulacéo de
um ou mais fatores que afetam o crescimento celular e/ou concentragcéao do
produto. Por exemplo, em uma modalidade, um nutriente limitante, tal como
a fonte de carbono ou fonte de nitrogénio, € mantido em uma taxa fixa e

permite-se que todos outros parametros se moderem. Como o crescimento &
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mantido em um estado de equilibrio, a perda celular devida ao meio que &
retirado deve ser equilibrada contra a taxa de crescimento celular na fermen-
tacao. Métodos de otimizagao de processos de fermentagéo continua e ma-
ximizagdo da taxa da formacédo de produto sdo bem-conhecidos na técnica
de microbiologia industrial.

6. Composicdes e Métodos para Cozimento e Preparacao de Alimento

Para o uso comercial e doméstico de farinha para cozimento e
producao de alimento, é importante manter um nivel apropriado de atividade
de a-amilase na farinha. Um nivel de atividade que seja muito alto pode re-
sultar em um produto que é pegajoso e/ou pastoso e por isso ndo comercia-
lizavel. Farinha com atividade de a-amilase insuficiente pode ndo conter a-
cucar suficiente para fungdo apropriada da levedura, resultando em péao se-
co, esfarelado ou produtos endurecidos pelo calor. Consequentemente, uma
TrAA ou variante da mesma, por si mesmas ou em combinagdo com outra a-
amilase(s), podem ser adicionadas a farinha para aumentar o nivel de ativi-
dade de a-amilase enddégena na farinha. A TrAA ou variante da mesma nes-
ta modalidade podem ter uma temperatura 6tima na presenga de amido nas
faixas de 30 a 90°C, 40 a 80°C, 40 a 50°C, 45 a 65°C, ou 50 a 60°C, por e-
xemplo. O pH 6timo em uma solugao de 1% de amido solGvel pode estar
entre o pH 4,5 a 6, por exemplo.

Gréaos, tais como cevada, aveia, trigo, bem como componentes
vegetais, tais como milho, lipulo e arroz, também s&o usados para fermen-
tagao, tanto na industria como para fermentagdo doméstica. Os componen-
tes usados na fermentagao podem ser ndo maltados ou podem ser malta-
dos, isto &, parcialmente germinados, resultando em um aumento nos niveis
de enzimas, incluindo a a-amilase. Para fermentagdo bem sucedida, niveis
adequados da atividade de enzima a-amilase s&o necessarios para assegu-
rar os niveis apropriados de agucares para fermentagao. Uma TrAA ou vari-
ante da mesma, por si mesmas ou em combinagdo com outra a-amilase(s),
consequentemente podem ser adicionadas aos componentes usados para
fermentacéo.

Como usado neste pedido, o termo "farinha" significa grdos de
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cereal moidos ou triturados. O termo "farinha" também pode significar produ-
tos de Sagu ou tubérculo que foram triturados ou amassados. Em algumas
modalidades, a farinha também pode conter componentes além de cereal ou
matéria vegetal moida ou amassada. Um exemplo de um componente adi-
cional, embora nao destinado a ser limitante, € um agente fermentador.
Graos de cereal incluem trigo, aveia, centeio e cevada. Produtos de tubércu-
lo incluem farinha de tapioca, farinha de mandioca e p6 para pudim. O termo
"farinha" também inclui a farinha de milho triturado, farinha de milho, farinha
de arroz, farinha de trigo integral, farinha com fermento, farinha de tapioca,
farinha de mandioca, arroz triturado, farinha enriquecida e p6 para pudim.

Como usado neste pedido, o termo "estoque" significa graos e
componentes vegetais que sdo esmagados ou triturados. Por exemplo, a
cevada usada na produgao de cerveja € um grao que foi grosseiramente tri-
turado ou esmagado para produzir uma consisténcia apropriada para produ-
¢ado de uma massa para fermentagdo. Como usado neste pedido, o termo
"estoque" inclui qualquer um dos tipos acima mencionados de plantas e
graos nas formas esmagadas ou grosseiramente trituradas. Os meétodos
descritos neste pedido podem ser usados para determinar niveis de ativida-
de de a-amilase em ambos, farinhas e estoque.

Uma TrAA ou variante da mesma pode ser ainda adicionada so-
zinha ou em uma combinagdo com outras amilases para prevenir ou retardar
o envelhecimento, isto &, a solidificacdo do miolo de produtos cozidos no
forno. A quantidade da amilase antienvelhecimento estara tipicamente na
faixa de 0,01 a 10 mg de proteina enzima por kg de farinha, por exemplo, 0,5
mg/kg de sélido seco. Amilases antienvelhecimento adicionais que podem
ser usadas em combinagdo com uma TrAA ou variante da mesma incluem
uma endoamilase, por exemplo, uma endoamilase bacteriana de Bacillus.
Amilase adicional pode ser outra a-amilase maltogénica (EC 3.2.1.133), por
exemplo, de Bacillus. Novamyl® é uma a-amilase maitogénica exemplar da
cepa de B. stearothermophilus NCIB 11837 e & descrito em Christophersen
et al., Starch 50:39-45 (1997). Outros exemplos de endoamilases antienve-

lhecimento incluem a-amilases bacterianas derivadas de Bacillus, tais como
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B. licheniformis ou B. amyiloliquefaciens. A amilase antienvelhecimento pode
ser uma exoamilase, tal como B-amilase, por exemplo, de fontes vegetais,
tais como soja, ou de fontes microbianas, tais como Bacillus.

A composi¢ao de cozimento compreendendo uma TrAA ou vari-
ante da mesma pode ainda compreender uma fosfolipase. A fosfolipase po-
de ter atividade A; ou A, para remover acido graxo dos fosfolipideos, for-
mando um lisofosfolipideo. Pode ou nao ter atividade lipase, isto &, atividade
sobre substratos trigliceridicos. A fosfolipase tipicamente tem uma tempera-
tura 6tima na faixa de 30 a 90°C, por exemplo, 30 a 70°C. As fosfolipases
adicionadas podem ser de origem animal, por exemplo, do péancreas, por
exemplo, pancreas bovino ou porcino, veneno de cobra ou veneno de abe-
Iha. Alternativamente, a fosfolipase pode ser de origem microbiana, por e-
xemplo, de fungos filamentosos, levedura ou bactérias, tais como géneros
ou espécies Aspergillus, A. niger, Dictyostelium, D. discoideum; Mucor, M.
Jjavanicus, M. mucedo, M. sublilissimus;, Neurospora, N. crassa; Rhizomucor,
R. pusillus; Rhizopus, R. arrhizus, R. japonicus, R. stolonifer, Sclerotinia, S.
libertiana; Trichophyton, T. rubrum; Whetzelinia, W. sclerotiorum; Bacillus, B.
megaterium, B. subtilis; Citrobacter, C. freundii; Enterobacter, E. aerogenes,
E. cloacae; Edwardsiella, E. tarda; Etwinia, E. herbicola; Escherichia, E. coli,
Klebsiella, K. pneumoniae; Proteus, P. vulgaris; Providencia, P. stuartii; Sal-
monelfa, S. typhimurium; Serratia, S. liquefasciens, S. marcescens; Shigella,
S. flexneri; Streptomyces, S. violeceoruber; Yersinia, Y. enterocolitica;, Fusa-
rium, F. oxysporum, cepa DSM 2672), por exemplo.

A fosfolipase é adicionada em uma quantidade que melhora a
maciez do pao durante o periodo inicial apds cozimento, particularmente nas
primeiras 24 horas. A quantidade de fosfolipase estara tipicamente na faixa
de 0,01 a 10 mg de proteina enzima por kg de farinha, por exemplo, 0,1a §
mg/kg. Isto é, a atividade de fosfolipase geralmente estara na faixa de 20 a
1000 Unidades de Lipase (LU)/kg de farinha, onde uma Unidade de Lipase €
definida como a quantidade da enzima necessaria para liberar 1 pmol de
acido butirico por minuto a 30°C, pH 7,0, com goma arabica como emulsifi-

cador e tributirina como substrato.
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Composicbes da massa de farinha geralmente compreendem
farelo de trigo ou farinha de trigo e/ou outros tipos de farelo, farinha ou ami-
do, tais como farinha de milho, amido de milho, farelo de centeio, farinha de
centeio, farinha de aveia, farelo de aveia, farinha de soja, farelo de sorgo,
farinha de sorgo, farelo de batatas, farinha de batatas ou amido de batatas.
A massa de farinha pode ser fresca, congelada ou semicozida. A massa de
farinha pode ser uma massa de farinha fermentada ou uma massa de fari-
nha a ser submetida a fermentagdo. A massa de farinha pode ser fermenta-
da de varios modos, tais como pela adigdo de agentes quimicos fermentado-
res, por exemplo, bicarbonato de sddio ou adicdo de um fermento, isto &,
fermentacdo da massa de farinha. A massa de farinha também pode ser
fermentada pela adicdo de uma cultura de levedura adequada, tal como uma
cultura de Saccharomyces cerevisiae (levedura de padeiro), por exemplo,
uma cepa comercialmente disponivel de S. cerevisiae.

A massa de farinha também pode compreender outros ingredi-
entes de massa de farinha convencionais, por exemplo, proteinas, tais como
leite em po, gluten e soja; ovos (por exemplo, ovos inteiros, gemas de ovos
ou claras de ovos); um oxidante, tal como acido ascérbico, bromato de po-
tassio, iodato de potassio, azodicarbonamida (ADA) ou perssulfato de amoé-
nio; um aminoacido, tal como L-cisteina; um agucar; ou um sal, tal como clo-
reto de so6dio, acetato de calcio, sulfato de sddio ou sulfato de caicio. A mas-
sa de farinha pode ainda compreender gordura, por exemplo, triglicerideo,
tal como gordura granulada ou vegetal. A massa de farinha pode ainda com-
preender um emulsificador tal como mono- ou diglicerideos, ésteres de acido
diacetil tartarico de mono- ou diglicerideos, ésteres de aguicar de acidos gra-
xos, ésteres de poliglicerol de acidos graxos, ésteres de acido latico de mo-
noglicerideos, ésteres de acido acético de monoglicerideos, estearatos de
polioxietileno ou lisolecitina. Em particular, a massa de farinha pode ser feita
sem adigcao de emulsificadores.

Opcionalmente, uma enzima adicional pode ser usada em con-
junto com a amilase antienvelhecimento e a fosfolipase. A enzima adicional

pode ser uma segunda amilase, tal como uma amiloglicosidase, uma a-
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amilase, uma ciclodextrina glicanotransferase, ou a enzima adicional pode
ser uma peptidase, em particular, uma exopeptidase, uma transglutaminase,
uma lipase, uma celulase, uma hemicelulase, em particular, um pentosana-
se, tal como xilanase, uma protease, uma dissulfeto proteina isomerase, por
exemplo, uma dissulfeto proteina isomerase como descrita em WO
95/00636, por exemplo, uma glicosiltransferase, uma enzima de ramificagao
(enzima de ramificagao 1,4-a-glicana), uma 4-a-glicanotransferase (dextrina
glicosiltransferase) ou uma oxidorredutase, por exemplo, uma peroxidase,
uma lacase, uma glicose oxidase, um piranose oxidase, um lipo-oxigenase,
uma L-aminoacido oxidase ou uma carboidrato oxidase. A enzima(s) adicio-
nal pode ser de qualquer origem, incluindo mamifera e vegetal, e particular-
mente de origem microbiana (bacteriana, de levedura ou fiingica) e pode ser
obtida por técnicas convencionalmente usadas na técnica.

A xilanase é tipicamente de origem microbiana, por exemplo,
derivada de uma bactéria ou fungo, tal como uma cepa de Aspergillus, em
particular de A. aculeatus, A. niger (cf. WO 91/19782), A. awamori (por e-
xemplo, WO 91/18977), ou A. tubingensis (por exemplo, WO 92/01793); de
uma cepa de Trichoderma, por exemplo, T. reesei, ou de uma cepa de Hu-
micola, por exemplo, H. insolens (por exemplo, WO 92/17573). Pentopan® e
Novozym 384® sao preparagdes de xilanase comercialmente disponiveis
produzidas a partir de Trichoderma reesei. A amiloglicosidase pode ser uma
amiloglicosidase de A. niger (tal como AMG®). Outros produtos de amilase
uteis incluem Grindamyl® A 1000 ou A 5000 (disponivel em Grindsted Pro-
ducts, Dinamarca) e Amylase® H ou Amylase® P (disponiveis em Gist-
Brocades, Holanda). A glicose oxidase pode ser uma glicose oxidase fingi-
ca, em particular, uma glicose oxidase de Aspergillus niger (tal como Gluzy-
me®). Uma protease exemplar € Neutrase®. Uma lipase exemplar pode ser
derivada de cepas de Thermomyces (Humicola), Rhizomucor, Candida, As-
pergillus, Rhizopus, ou Pseudomonas, em particular, de Thermomyces lanu-
ginosus (Humicola lanuginosa), Rhizomucor miehei, Candida antarctica, As-
pergillus niger, Rhizopus delemar ou Rhizopus arrhizus, ou Pseudomonas

cepacia. Em modalidades especificas, a lipase pode ser Lipase A ou Lipase
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B derivadas de Candida antarctica como descrito em WO 88/02775, por e-
xemplo, ou a lipase pode ser derivada de Rhizomucor miehei como descrito
em EP 238.023, por exemplo, ou Humicola lanuginosa, descrita em EP
305.216, por exemplo, ou Pseudomonas cepacia como descrito em EP
214.761 e WO 89/01032, por exemplo.

O processo pode ser usado para qualquer espécie de produto
cozido preparado a partir de massa de farinha, de um carater macio ou cro-
cante, de um tipo branco, leve ou escuro. Exemplos sao pao, particularmen-
te branco, pao integral ou de centeio, tipicamente na forma de paes de forma
ou paezinhos, tais como, mas nao limitados a, pao tipo baguete francesa,
pao arabe, tortilhas, bolos, panquecas, biscoitos, bolachas, torta coberta,
pao crocante, pao cozido no vapor, pizza e similares.

Em outra modalidade, uma TrAA ou variante da mesma pode ser
usada em uma mistura para bolo, compreendendo farinha em conjunto com
uma amilase antienvelhecimento, uma fosfolipase e um fosfolipideo. A mistu-
ra para bolo pode conter outros aditivos de melhoramento da massa de fari-
nha e/ou de melhoramento do pao, por exemplo, qualquer um dos aditivos,
incluindo enzimas, mencionadas acima. Em um aspecto, a TrAA ou variante
da mesma & um componente de uma preparagdo enzimatica compreenden-
do uma amilase antienvelhecimento e uma fosfolipase, para uso como um
aditivo de cozimento.

A preparagdo enzimatica esta opcionalmente na forma de pé
granular ou aglomerado. A preparagao pode ter uma distribuicdo de tamanho
de particula estreita com mais de 95% (por peso) das particulas na faixa de
25 a 500 ym. Pés granulares e aglomerados podem ser preparados por mé-
todos convencionais, por exemplo, pela pulverizagao de TrAA ou variante da
mesma em um veiculo em um granulador de leito fluido. O veiculo pode
consistir de nucleos particulados que tém um tamanho de particula adequa-
do. O veiculo pode ser soltavel ou insoluvel, por exemplo, um sal (tal como
NaCl ou sulfato de sédio), um acgucar (tal como sacarose ou lactose), um
alcool de agucar (tal como sorbitol), amido, arroz, farinha grossa de milho ou

soja.
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Outro aspecto contempla o envelopamento de particulas com-
preendendo uma TrAA ou variante da mesma, isto &, particulas de a-
amilase. Para preparar as particulas de a-amilase envelopadas, a enzima &
contatada com um lipidio de classificagao alimenticia em quantidade sufici-
ente para suspender todas as particulas de a-amilase. Lipidios de classifica-
¢ao alimenticia, como usados neste pedido, podem ser qualquer composto
organico natural que seja insolivel em agua mas seja soluvel em solventes
organicos nao-polares, tais como hidrocarboneto ou dietil éter. Lipidios de
classificagao alimenticia adequados incluem, mas nao séo limitados a, trigli-
cerideos na forma de gorduras ou éleos que s&o saturados ou insaturados.
Exemplos de acidos graxos e combinagées dos mesmos que compdem o0s
triglicerideos saturados incluem, mas nao sao limitados a, butirico (derivado
da gordura do leite), palmitico (derivado de gordura animal e vegetal) e/ou
estearico (derivado de gordura animal e vegetal). Exemplos de acidos gra-
xos e combinagdes dos mesmos que compdem os triglicerideos insaturados
incluem, mas n&o séo limitados a, palmitoleico (derivado de gordura animal e
vegetal), oleico (derivado de gordura animal e vegetal), linoleico (derivado de
oleos vegetais) e/ou linolénico (derivado do 6leo de semente de linho). Ou-
tros lipidios de classificagdo alimenticia adequados incluem, mas nao séao
limitados a, monoglicerideos e diglicerideos derivados dos triglicerideos dis-
cutidos acima, fosfolipideos e glicolipideos.

O lipidio de classificagao alimenticia, particularmente na forma
liquida, € contatado com uma forma em p6é das particulas de a-amilase de
tal maneira que o material lipidico cobre pelo menos uma porg¢ao da superfi-
cie de pelo menos uma maioria, por exemplo, 100% das particulas de a-
amilase. Dessa maneira, cada particula de a-amilase é individualmente en-
velopada em um lipidio. Por exemplo, todas ou substancialmente todas as
particulas de a-amilase sdo fornecidas de um filme de envelopamento fino,
continuo de lipidio. Isto pode ser realizado pela mistura inicial de uma quan-
tidade de lipidio em um recipiente, e entdo misturando as particulas de a-
amilase para que o lipidio completamente umidifique a superficie de cada

particula de a-amilase. Apés um periodo curto da agitagéo, as particulas de
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a-amilase envelopadas, transportando uma quantidade substancial dos lipi-
dios nas suas superficies, sao recuperadas. A espessura do revestimento
como aplicado as particulas de a-amilase pode ser controlada pela selecéo
do tipo de lipidio usado e pela repetigdo da operagao a fim de construir um
filme mais espesso, quando desejado.

O armazenamento, manejo e incorporagao do veiculo de entrega
carregado podem ser realizados por meio de uma mistura empacotada. A
mistura empacotada pode compreender a a-amilase envelopada. Entretan-
do, a mistura empacotada pode conter ainda ingredientes adicionais quando
requeridos pelo fabricante ou padeiro. Apés a a-amilase envelopada ter sido
incorporada na massa de farinha, o padeiro prossegue através do processo
de produgao normal para aquele produto.

As vantagens de envelopar as particulas de a-amilase sao du-
plas. Em primeiro lugar, o lipidio de classificagdo alimenticia protege a enzi-
ma da desnaturagdo térmica durante o processo de cozimento daquelas en-
zimas que séao labeis ao calor. Consequentemente, enquanto a a-amilase &
estabilizada e protegida durante os estagios de prova e cozimento, é libera-
da a partir do revestimento protetor no produto final assado, onde hidrolisa
as ligagoes glicosidicas em poliglicanos. O veiculo de entrega carregado
também fornece uma liberagdo sustentada da enzima ativa no assado. Isto
é, apds o processo de cozimento, a a-amilase ativa & continuamente libera-
da do revestimento protetor em uma taxa que neutraliza, e por isso reduz a
taxa de mecanismos de envelhecimento.

Em geral, a quantidade do lipidio aplicado as particulas de a-
amilase pode variar de alguma porcentagem do peso total de a-amilase a
muitas vezes aquele peso, dependendo da natureza do lipidio, maneira na
qual é aplicado as particulas de a-amilase, composigao da mistura de massa
de farinha a ser tratada e a severidade da operacao de mistura da massa de
farinha envolvida.

O veiculo de entrega carregado, isto &, a enzima envelopada no
lipidio, & adicionado aos ingredientes usados para preparar um assado em
uma quantidade eficaz para estender o prazo de validade do assado. O pa-
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deiro computa a quantidade da a-amilase envelopada, preparada como dis-
cutido acima, que sera requerida para alcanc¢ar o efeito antienvelhecimento
desejado. A quantidade da a-amilase envelopada requerida é calculada com
base na concentragdo da enzima envelopada e na proporgédo da a-amilase
na farinha especificada. Uma ampla faixa de concentragdes foi considerada
ser eficaz, embora, como foi discutido, melhorias observaveis no antienve-
lhecimento n&o correspondem linearmente com a concentragcdo de a-
amilase, mas acima de certos niveis minimos, grandes aumentos na concen-
tracdo de a-amilase produzem pequena melhoria adicional. A concentragdo
de a-amilase atualmente usada em uma determinada produgao de padaria
pode ser muito mais alta do que o minimo necessario a fim de fornecer ao
padeiro com alguma garantia contra erros na medi¢ao inadvertida pelo pa-
deiro. O menor limite de concentragao enzimatica & determinado pelo mini-
mo efeito antienvelhecimento que o padeiro deseja alcangar.

Um método de preparagéo de um assado pode compreender: a)
preparagéao de particulas de a-amilase cobertas por lipidio, onde substanci-
almente todas as particulas de a-amilase sdo cobertas; b) mistura de uma
massa de farinha contendo farinha; c) adicdo da a-amilase coberta por lipi-
dio a massa de farinha antes da mistura é completa e terminagao da mistura
antes que o revestimento lipidico seja removido da a-amilase; d) prova da
massa de farinha; e e) cozimento da massa de farinha para fornecer o assa-
do, onde a a-amilase & inativa durante os estagios de mistura, prova e cozi-
mento e esta ativa no assado.

A a-amilase envelopada pode ser adicionada a massa de farinha
durante o ciclo de mistura, por exemplo, préximo ao final do ciclo de mistura.
A a-amilase envelopada é adicionada em um ponto no estagio de mistura
que permite a distribuicdo suficiente da a-amilase envelopada em todas as
partes da massa de farinha; entretanto, a etapa de mistura é terminada an-
tes que o revestimento protetor seja retirado da particula(s) de a-amilase.
Dependendo do tipo e volume da massa de farinha, e acéo e velocidade do
misturador, em qualquer tempo de um a seis minutos ou mais pode ser re-
querido para a mistura a a-amilase envelopada na massa de farinha, mas
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dois a quatro minutos € a média. Dessa forma, diversas variaveis podem
determinar o procedimento preciso. Em primeiro lugar, a quantidade de a-
amilase envelopada deve ter um volume total suficiente para permitir a a-
amilase envelopada ser espalhada em todas as partes da mistura de massa
de farinha. Se a preparag¢ao de a-amilase envelopada for altamente concen-
trada, 6leo adicional pode precisar ser adicionado a mistura para bolo antes
que a a-amilase envelopada seja adicionada a massa de farinha. Receitas e
processos de produgao podem requerer modificacdes especificas; entretan-
to, bons resultados geralmente podem ser alcangados quando 25% do éleo
especificado em uma férmula de massa de farinha de pdo sdo mantidos fora
da massa de farinha e & usado como um veiculo para uma a-amilase enve-
lopada concentrada quando adicionado préximo ao final do ciclo de mistura.
No pao ou outros assados, particularmente aqueles que tém um baixo con-
teudo de gordura, por exemplo, paes de estilo francés, uma mistura de a-
amilase envelopada de aproximadamente 1% do peso de farinha seca é su-
ficiente para misturar a a-amilase envelopada propriamente com a massa de
farinha. A faixa de porcentagens adequadas é larga e depende da férmula,
produto terminado e exigéncias de metodologia de produgédo do padeiro indi-
vidual. Em segundo lugar, a suspensao de a-amilase envelopada deve ser
adicionada a mistura com o tempo suficiente para mistura completa na mas-
sa de farinha, mas ndo um tempo que a agéo mecéanica excessiva remova o
revestimento lipidico protetor das particulas de a-amilase envelopadas.
7. Composicdes e Uso na Desengomagem Téxtil

Também contemplados sao composi¢ces e métodos de trata-
mento de tecidos (por exemplo, para desengomar um tecido) usando uma
TrAA ou uma variante da mesma. Métodos de tratamento de tecido s&o
bem-conhecidos na técnica (ver, por exemplo, Patente Americana N°
6.077.316). Por exemplo, em um aspecto, a sensagao e aparéncia de um
tecido sdo melhoradas por um método compreendendo contatar o tecido
com uma TrAA ou uma variante da mesma em uma solugao. Em um aspec-
to, o tecido é tratado com a solugéo sob pressao.

Em um aspecto, uma TrAA ou uma variante da mesma é aplica-
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da durante ou ap0s a tecelagem de um tecido, ou durante a etapa de desen-
gomagem, ou uma ou mais etapas de processamento de tecido adicionais.
Durante a tecelagem de tecidos, os fios sdo expostos a tensdo mecanica
consideravel. Antes da tecelagem em teares mecanicos, os fios de urdidura
muitas vezes sédo cobertos com engomagem de amido ou derivados de ami-
do para aumentar sua forga elastica e prevenir quebra. Uma TrAA ou uma
variante da mesma pode ser aplicada durante ou apés a tecelagem para re-
mover estas engomagens de amido ou derivadas de amido. Apds tecela-
gem, uma TrAA ou uma variante da mesma pode ser usada para remover o
revestimento de goma antes ainda do processamento do tecido para asse-
gurar um resultado homogéneo e a prova de lavagem.

Uma TrAA ou uma variante da mesma pode ser usada sozinha
ou com outros reagentes quimicos de desengomagem e/ou enzimas de de-
sengomagem para desengomar tecidos, incluindo tecidos contendo algod&o,
como aditivos detergentes, por exemplo, em composi¢gdes aquosas. Uma
TrAA ou uma variante da mesma também pode ser usada em composigdes
e métodos para produgdo de uma aparéncia desgastada no tecido de algo-
dao tingido com indigo e artigos de vestuario. Para a fabricacao de roupas, o
tecido pode ser cortado e costurado em roupas ou artigos de vestuario, que
sdo posteriormente terminados. Em particular, para a fabricagao da jeans de
tecido de algodédo, diferentes métodos enzimaticos de acabamento foram
desenvolvidos. O acabamento do artigo de vestuario de tecido de algodao
normalmente é iniciado com uma etapa de desengomagem enzimatica, du-
rante a qual os artigos de vestuario sdo submetidos a acdo de enzimas ami-
Ioliticas para fornecer maciez ao tecido e fazer o algoddo mais acessivel as
etapas de acabamento enzimatico subsequentes. Uma TrAA ou uma varian-
te da mesma pode ser usada em métodos de acabamento de artigos de ves-
tuario de tecido de algodao (por exemplo, um "processo de biodesgaste"),
desengomagem enzimatica e fornecimento de maciez a tecidos e/ou proces-
so de acabamento.

Sera evidente aqueles versados na técnica que varias modifica-

cdes e variagbes podem ser feitas nas composigdes e métodos de uso dos



10

15

20

25

30

54

mesmos sem afastar-se do espirito ou escopo de uso desejado. Dessa ma-
neira, estdo as modificagdes e variagdes fornecidas por eles no escopo das

reivindicagdes acrescentadas e seus equivalentes.

Exemplos

Exemplo 1
1.1 Clonagem do gene TrAA

DNA cromossémico de T. reesei QM6a foi isolado de uma mas-
sa micelial de uma cultura liquida no Caldo de Dextrose de Batata (Difco™
Cat. N° 254920) usando o Sistema BIO101 Fast Prep® de acordo com o mé-
todo descrito pelo fornecedor (Qbiogene, Inc., Irvine, CA). O DNA foi purifi-
cado usando uma coluna Quick Spin (Qiagen, Inc., Valencia, CA; Cat. N°
28106). O gene TrAA foi isolado usando iniciadores com sequéncias especi-
ficas para TrAA, um iniciador de sentido direto NSP331 (SEQ ID NO:6: AT-
GAAGCTCCGGTACGCTCTCC) e um iniciador de sentido reverso NSP332
(SEQ ID NO:7: TCACGAAGACAGCAAGACAATGGGC) desenhados de a-
cordo com a sequéncia nucleotidica predita no banco de dados de genoma

de Trichoderma reesei de United States Departament of Energy Joint Geno-
me Institute. Os iniciadores foram flanqueados na extremidade 5' pelas se-
quéncias Gateway® attB (Invitrogen Corp., Carisbad, CA). DNA cromosso-
mico de T. reesei QMB6a foi usado como molde.

A mistura de PCR continha os seguintes componentes: 4 yL de
iniciador de sentido direto (10 uM); 4 uL de iniciador de sentido reverso (10
pM); 1 yL de molde de DNA (500 ng/pL); 2 pL de mistura de dNTP (10 mM);
10 pL de tampao Cx 10x; e 0,5 yL de DNA polimerase PfuTurbo® Cx Hots-
tart (Stratagene, La Jolla, CA; Cat. N° 600410). Agua deionizada foi adicio-
nada até um volume total de 100 puL. O protocolo de PCR foi como se segue:
Desnaturagéao inicial por 30 s a 98°C, desnaturagédo, anelamento e extensao
em 30 ciclos de 10 s a 98°C; 30 s a 68°C; 45 s a 72°C, respectivamente, e
uma etapa de extensao final de 10 min a 72°C.

Os fragmentos de PCR foram analisados por eletroforese em gel
de agarose a 1%. Os fragmentos do tamanho esperado foram isolados u-
sando o kit de Purificagdo de Extragcao em Gel (Qiagen Cat. N° 28706). Os
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fragmentos PCR foram clonados no vetor pDONR201 Gateway® Entry e
transformados em células de E. coli DH5a de Maxima Eficiéncia (Invitrogen
Cat. N° 18258012). A sequéncia nucleotidica do DNA inserido foi determina-
da, a partir da qual a sequéncia de DNA genémico do gene TrAA foi deduzi-
da (SEQ ID NO:1).

1.2 Transformacao de T. reesei e fermentacao/expressado de TrAA

DNA do vetor contendo o gene TrAA foi recombinado em T. ree-
sei em um vetor de expressao pTrex3g, que é descrito em detalhes em WO
2006/060062. O vetor de expressao resultante foi transformado em uma ce-
pa hospedeira de T. reesei derivada de RL-P37 tendo varias dele¢cdes géni-
cas ([lcbh1, Ocbh2, Degl1, Uegl2, isto é, "quad-deletado”; ver WO 92/06184
e WO 05/001036) usando bombardeio de particula pelo Sistema PDS-
1000/Helium (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA; Cat. N° 165-02257).
O protocolo é delineado abaixo, e a referéncia é feita a exemplos 6 e 11 de
WO 05/001036.

Uma suspensido de esporos (aproximadamente 5x10% espo-
ros/mL) de uma cepa quad-deletada de T. reesei foi preparada. Uma sus-
pensao de esporos de 100 a 200 uL foi espalhada no centro de placas do
Meio Acetamida de Meio Minimo (MM). Meio de acetamida MM é 0,6 g/L de
acetamida; 1,68 g/L de CsClI; 20 g/L de glicose; 20 g/L de KH2POy4; 0,6 g/L
de CaCl,.2H;,0; solugao de elementos-trago; 20 g/L agar Noble; pH 5,5. Uma
solucdo estoque de elementos-traco de 1000x continha 5,0 g/LL de Fe-
S04.7H20; 1,6 g/L de MnS0O4.H:0; 1,4 g/L ZnS0O,.7H.0; e 1,0 g/L de Co-
Cl2.6H,0. Permitiu-se que a suspensdo de esporo secasse na superficie do
meio de acetamida MM.

A transformagdo seguiu a instrug¢do do fabricante. Resumida-
mente, 60 mg de particulas de tungsténio M10 foram colocados em um tubo
de microcentrifuga. 1 mL de etanol foi adicionado, e permitiu-se que a solu-
¢ao permanecesse por 15 s. As particulas foram centrifugadas a 15.000 rpm
por 15 s. O etanol foi removido, e as particulas foram lavadas trés vezes
com dH>0O estéril antes que 250 uL de 50% (v/v) de glicerol estéril fossem

adicionados. 25 L de suspensao de particulas de tungsténio foram coloca-
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dos em um tubo de microcentrifuga. As seguintes solucdes entiao foram adi-
cionadas com agitagdo continua: 5 pL (100 a 200 ng/uL) de DNA plasmidial,
25 yL de CaClza2,5 M, e 10 yL de espermidina a 0,1 M. As particulas foram
centrifugadas por 3 s. O sobrenadante foi removido, e as particulas foram
lavadas com 200 uL de etanol a 100% e centrifugadas por 3 s. O sobrena-
dante foi removido, 24 L de etanol a 100% foram adicionados e misturados
por pipetagem, entao aliquotas de 8 uL de particulas foram removidas e co-
locadas no centro de discos macrocarreadores em um dessecador. Uma vez
que tungsténio/solugdo de DNA foram secos, os discos macrocarreadores
foram colocados em uma camara de bombardeio junto com a placa de ace-
tamida MM com esporos, e o processo de bombardeio foi realizado de acor-
do com instrugcbes do fabricante. Ap6és bombardeio dos esporos plaqueados
com as particulas de tungsténio/particulas de DNA, as placas foram incuba-
das a 30°C. As coldénias transformadas foram transferidas para placas fres-
cas de meio de acetamida MM e incubadas a 30°C.

1.3 Demonstracéo de atividade de a-amilase de TrAA expressa

Apds 5 dias de crescimento em placas de acetamida MM, trans-
formantes mostrando morfologia estavel foram inoculados em frascos de
agitacao de 250 mL contendo 30 mL de meio Proflo. O meio Proflo continha
30 g/L de a-lactose; 6,5 g/L de (NH4)2S0,; 2 g/L de KH,POy,; 0,3 g/L de Mg-
S04.7H,0; 0,2 g/L de CaCly; solugao de elementos-traco; 2 mL/L de Tween
80 a 10%; 22,5 g/L. de farinha de semente de algodao ProFlo (Traders Prote-
in, Memphis, TN); e 0,72 g/L. de CaCOs3;. Apés dois dias de crescimento a
28°C com a agitagao a 140 rpm, 10% da cultura Proflo foram transferidos
para um frasco de agitacao de 250 mL contendo 30 mL de Meios de Lactose
Definidos. A composicdo de Meios de Lactose Definidos € 5 g/L de
(NH4)2804; 33 g/L de tampao PIPPS; 9 g/L de casaminoacidos; 4,5 g/L de
KH>SO,; 1,0 g/l de MgS0,4.7H.0; 5 mL/L de antiespumante Mazu DF60-P
(Mazur Chemicals, IL); solugao de elementos-trago; pH 5,5. ApOs esteriliza-
¢ao, 40 mL/L de solugéo de lactose a 40% (p/v) foram adicionados ao meio.
Os frascos de agitacdo de Meio de Lactose Definido foram incubados a

28°C, 140 rpm por 4 a 5 dias.
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Os miceélios foram removidos por centrifugacio, e o sobrenadan-
te foi analisado para a proteina total (BCA Protein Assay Kit, Pierce CA; Cat.
N° 23225). Atividade de a-amilase foi analisada usando o reagente Ceralpha
(p-nitrofenil maltoheptaosideo bloqueado por benzilideno) como um substra-
to (Megazyme International Ireland, Ltd., Wicklow, Irlanda; Cat. N° K-CERA).

Amostras do sobrenadante da cultura foram misturadas com um
volume apropriado de tampao de carregamento de amostra 2X com agente
redutor, e as proteinas foram resolvidas por eletroforese em gel de poliacri-
lamida em dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) usando NUPAGE® Novex
10% de Bis-Tris Gel com Tampao de Corrida MES SDS. Proteinas foram
coradas com SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen, Carlsbad, CA). O padrao
de marcagao proteica de uma amostra bruta do sobrenadante de cultura &
mostrado na figura 5, coluna 1. E evidente que as células hospedeiras ex-
pressam quantidades relativamente altas de uma proteina com um peso mo-
lecular aparente de aproximadamente 47 kDa, como determinado por com-
paragdo com marcadores de peso molecular na coluna M. Esta TrAA é esti-
mada ser aproximadamente 89% pura.

1.4 Caracterizacao bioquimica do produto génico TrAA

Transformantes expressando de TrAA foram cultivados em uma
cultura de 3 L. A célula hospedeira secretou TrAA na cultura em uma con-
centragao de aproximadamente 15 a 20 g/L. O filtrado da cuitura foi concen-
trado usando uma unidade de ultrafiltragdo com um peso molecular limite de
10.000 Da (Pall Corp., Omega™ Membrane, Cat. N° OS010c10). A prepara-
¢ao enzimatica bruta foi purificada usando um Sistema AKTA Explorer 100
FPLC (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Uma coluna HiPrep 16/10
FF Q-Sepharose (Amersham BioSciences, Cat. N° 17-5190-01) foi equilibra-
da com Tris a 25 mM, pH 6,0, e a proteina foi eluida da coluna com NaCl
100 mM, Tris a 25 mM, pH 6,0. Uma segunda etapa de cromatografia por
afinidade foi realizada usando resina Cbind 200 (Novagen Cat. N° 701212-3)
e Tris a 50 mM, pH 7,0 contendo NaCl a 500 mM como tampéo de eluigio.
Apbés esta purificagao por afinidade, a TrAA pode ser concentrada novamen-

te pela ultrafiltracdo como descrito acima. A TrAA purificada foi analisada por
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SDS-PAGE, e os resultados sao mostrados na figura 5, coluna 2. A TrAA foi
estimada ser aproximadamente 98% pura.

Os peffis de pH e temperatura da atividade de a-amilase do
produto génico foram determinados usando o reagente Ceralpha (Megazyme
International Ireland, Ltd., Wicklow, Irlanda; Cat. N° K-CERA) como um subs-
trato. Como mostrado na figura 6A, TrAA demonstra um pH 6timo de apro-
ximadamente pH 5 a 6, e como mostrado na figura 6B, TrAA demonstra uma
temperatura 6tima de aproximadamente 42°C sob as condi¢des testadas.
Exemplo 2

TrAA é util para aumentar o rendimento de glicose em uma rea-
¢ao de sacarificagdo catalisada por uma glicoamilase em um pH baixo. TrAA
(Lote N. GCI2004017/018-UF) foi purificada como descrito na secao 1.3 do
Exemplo 1. Glicoamilase foi GA-L, Lote N° 901-04290-001 (Genencor Inter-
national, Inc.), que tinha uma atividade de 385 GAU/g. O substrato consistiu
em um substrato de amido liquefeito preparado como se segue: 745 g de
amido de milho bruto foi diluido com agua para criar uma pasta fiuida de
32% pl/p de sodlido seco. A a-amilase bacteriana termoestavel Spezyme®
Ethyl (Genencor International, Inc.), Lote N° 107-04107-001, foi adicionada a
uma concentragao de 0,3 kg/mt de sélido seco, e a solugdo foi liquefeita a
92°C por 25 min. Um teste de iodo foi realizado para medir a concentragéo
restante de amido usando procedimentos bem-conhecidos na técnica.

O amido liquefeito foi resfriado a 60°C e o pH foi ajustado a 4,2
com 20% v/v de acido sulfurico. TrAA e Optimax® 4060 foram adicionados
nas concentragdes indicadas abaixo, e a reagao foi realizada por 30 horas a
60°C. No fim da reagao, DPn produzidos pela reagdo foram determinados
usando HPLC, apés diluicdo da amostra em 1:40 com agua de classificagao
para HPLC e filtragcao das amostras através de um filtro de 0,45 micron. Para
a analise de HPLC, 20 uL das amostras foram injetados em uma coluna
Phenomenex Rezex ROA-Organic Acid(H+) e resolvidas em uma corrida de
16 min em uma fase movel de agua de classificagdo para HPLC a 60°C. Os
produtos (DPn) no eluente foram medidos por modificagdo no indice refrati-

VO.
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A tabela 1 mostra DPn obtidos de uma reagao representativa; a
figura 1 representa a produgiao de DP1 como uma fung¢do de concentragoes
enzimaticas usadas neste experimento. Como pode ser visto, TrAA na pre-
sencga de uma glicoamilase produz um xarope rico em glicose tendo uma
maior concentracao de glicose do que uma glicoamilase por si s0.

Tabela 1

GA TrAA Tempo (h) |DP1 DP2 |DP3 |DP4+

0,6 kg/mt de s6-

lido seco Nenhum 30 95,7 1,7 10,2 2,5
0,06 kg/mt

0,6 kg/mt de s6-|de solido

lido seco seco 30 96,7 1,7 0,1 1,5
0,12 kg/mt

0,6 kg/mt de sé-|de sélido

lido seco SEeco 30 96,7 1,8 0,2 1,3
0,18 kg/mt

0,6 kg/mt de sé-|de sélido

lido seco seco 30 97,0 (1,8 |02 1,1

0,6 kg/mt de s6-|0,3 kg/mt de

lido seco soOlido seco |30 97.2 1,8 0,2 0,8

Exemplo 3

Uma reagéo de sacarificagdo catalisada por TrAA e uma glicoa-
milase alcan¢ga um nivel mais aito de glicose em um tempo mais curto do
que uma reacgao catalisada somente por uma glicoamilase. O amido de milho
bruto liquefeito foi preparado como descrito no Exemplo 2 como uma pasta
fluida de 32% de sélido seco. O amido liquefeito foi resfriado a 60°C e o pH
foi ajustado a 4,2 antes da adigdo de enzimas nas concentragdes indicadas
na TABELA 2. TrAA (Lote N° GCi12004017/018-UF) foi preparada como
descrito na secao 1.3 do Exemplo 1. Glicoamilase foi fornecida como GA-L
(Lote N° 901-04290-001) em 385 GAU/g. DPn foram medidos no fim da rea-

¢ao como indicado no Exemplo 2 acima.
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Tabela 2
GA TrAA Tempo (h) |DP1 DP2 |DP3 |DP4+
1 kg/mt de solido | Nenhum 21 93,9 2,5 0,3 3,3
seco 24 94,6 2,6 0,3 2,4
29 95,0 2,8 0,3 1,9
48 95,2 3,8 0,4 0,7
1 kg/mt de solido | 0,1 kg/mt de |21 94,6 2,5 0,3 2.4
seco sélido seco |24 95,1 2,6 0,3 2,0
29 95,4 29 0,3 1,4
48 95,3 3,7 0,4 0,7
1 kg/mt de solido | 0,2 kg/mt de |21 95,1 2,5 0,3 2,0
seco sélido seco |24 95,3 2,6 0,3 1,7
29 95,5 2,9 0,4 1,2
48 95,4 3,7 0,4 0,5
1 kg/mt de sélido 0,3 kg/mt de |21 95,6 2,5 0,3 1,7
seco sélido seco |24 95,7 2,6 0,3 1,4
29 95,7 29 (0,3 1,1
48 95,3 36 |03 0,7
1 kg/mt de sdlido | 0,5 kg/mt de |21 95,6 26 10,3 1,4
seco solido seco |24 95,9 2,6 0,3 1,2
29 95,9 29 0,3 0,9
48 95,2 3,8 0,4 0,7
0,5 kg/mt ds 0,5 kg/mt de |21 94,2 2,0 0,4 3,4
solido seco |24 945 2,5 0,4 3,0
29 95,3 2,1 0,4 2,3
48 95,9 2,5 0,3 1,3

A adicdo da TrAA a reacao de sacarificagao causou um aumento
em DP1, isto é, glicose, na reagdo. Condigbes 6timas da producédo de DP1
foram encontradas onde glicoamilase estava a 1 kg/mt de soélido seco e
TrAA estava a 0,5 kg/mt de sélido seco. DP1 sob estas condi¢des alcangou
95,9% p/p de sdlido seco, que foi mais alto do que o nivel maximo de DP1
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obtido sem TrAA, 95,2% p/p de sélido seco. O nivel maximo de DP1 foi al-
cangado apds 24 horas na presenga de TrAA, mas foi alcangado somente
ap6s 48 horas com glicoamilase sozinha. Na presenga de 0,5 kg/mt de soli-
do seco e TrAA, a reversdo de DP1 a oligossacarideos maiores nao come-
¢ou até 48 horas apods a reagao ter sido iniciada.
Exemplo 4

TrAA é também util para aumentar o rendimento de maltose em
uma reagao de sacarificagdo. TrAA exibe atividade maltogénica em pH rela-
tivamente baixo, como determinado no experimento seguinte. O substrato
consistiu em um substrato de amido liquefeito preparado como descrito no
Exemplo 2, exceto que o milho bruto foi diluido com agua para criar uma
pasta fluida de 30% p/p de sdélido seco, a qual 0,25 kg/mt de sélido seco de
Spezyme® Ethyl (Genencor International, Inc., Lote N° 107-04107-001) foi
adicionado. Apos liquefagao a 92°C por 25 min, o amido liquefeito foi resfria-
do a 55°C e o pH foi ajustado usando 20% v/v de acido sulfurico. DPn foi
medido como descrito no Exemplo 2 acima. A figura 2 representa a depen-
déncia de pH da produg¢ado de DP2 apés uma reacao de 24 horas catalisada
por 0,5 kg/mt de sdlido seco de TrAA (Lote N° GCi12004017/018-UF). Como
mostrado na Figura 2, TrAA mostrou atividade étima em pH 5,0 a 5,5; entre-
tanto, TrAA também mostrou atividade quase 6tima acima de uma faixa de
pH de 4,5 a 6,0. Este experimento indica que TrAA é altamente ativa em pH
relativamente baixo de 4,5.
Exemplo 5

TrAA pode catalisar a produgdo de DP2 a niveis comparaveis
aqueles obtidos com a a-amilase fungica maltogénica Clarase® L (Genencor
International, Inc.). TrAA foi produzida a partir de 7. reesei e purificada de
acordo com os procedimentos descritos no Exemplo 1 acima. A TrAA (Lote
N° 150906) usada para este experimento demonstrou uma atividade especi-
fica de aproximadamente 18.000 SKBU/g. TrAA também foi testada em
combinagdo com uma pululanase na forma de Optimax® L-1000 (Genencor
International, Inc., Lote N° 107-04224-001), que tinha uma atividade especi-
fica de aproximadamente 1040 unidades de PU/g. Atividade especifica do
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Clarase® L (Lote N° 107-04330-001) neste experimento foi aproximadamen-
te 41.000 SKBU/g.

Amido liquefeito foi preparado como descrito no Exemplo 2 e foi
ajustado a 55°C, pH 5,5, ou 60°C, pH 4,5. Enzimas foram adicionadas nas
concentragdes indicadas abaixo, € a reacao foi realizada por 48 horas na
temperatura indicada. DPn produzidos durante a reacdo foram medidos em
24 horas e 48 horas ap6s a reac¢ao ter sido iniciada, usando os procedimen-
tos descritos no Exemplo 2. A TABELA 3 mostra os DPn obtidos a partir de
uma reacgao representativa. A figura 3 representa a concentracdo de DP2
obtido apds 48 horas da reagao de sacarificagdo como uma fungéo da con-

centracao enzimatica em unidades de SKBU/g.

Tabela 3
Enzima pH % %
Enzima 1|2 (do-|T Tempo (% de|% de|de de
(dose) se) (°C) (h) DP1 DP2 |DP3 |HS
Clarase® |[NA 55 55 24 3,0 53,9 21,3 |21,7
L (10 SK-
BU/g) 48 4,4 58,2 17,1 [20,3
TrAA (10 NA 60 4,5 24 4,5 37,8 23,7 [34,0
SKBU/g) 48 6,4 46,2 21,7 25,7
TrAA (15| NA 60 45 24 6,7 47,4 21,3 24,6
SKBU/qg) 48 8,9 528 17,3 21,1
TrAA  (20|NA 60 (4,5 24 8,7 52,6 17,6 21,1
SKBU/g) 48 10,5 55,1 14,5 (19,9
PU 60 4.5 24 8,9 54,5 194 (17,2
TrAA (20((0,25
SKBU/g) |kg/mt) 48 11,3 58,9 16,5 |13,4

Em 48 horas, a concentragdo de DP2 tinha aumentado em apro-
ximadamente 58% p/p de solido seco na presenga de 10 SKBU/g de Clara-
se® L a 55°C, pH 5,5. Em comparagao, reacdes catalisadas por 20 SKBU/g
de TrAA a 60°C, pH 4,5 produziram aproximadamente 55% de DP2 em 48
horas. Na presenca de 20 SKBU/g de TrAA e 0,25 kg/mt de pululanase, en-
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tretanto, DP2 aumentou a aproximadamente 59% p/p de sélido seco em 48
horas, excedendo a concentra¢ao obtida com Clarase® L. Além disso, TrAA
por si s6 ou em combinagdo com uma pululanase produziu um xarope rico
em maltose com uma concentragdo mais alta de DP1 do que a obtida com
Clarase® L: aproximadamente 11% p/p de sdlido seco contra aproximada-
mente 4% p/p de solido seco. Este experimento consequentemente mostra
que TrAA pode ser usada para produzir um xarope de alta maltose em um
pH baixo, onde o xarope contém niveis comparaveis de maltose, bem como
niveis mais altos de glicose, do que os obtidos com Clarase® L.
Exemplo 6

Quando usado em pH baixo, TrAA significativamente superou
outras amilases maltogénicas convencionais, como mostrado no seguinte
experimento. As condi¢bes experimentais usadas foram as mesmas do E-
xemplo 5, exceto que a reagéo foi conduzida a 58°C, pH 4,6 e a produgao de
DPn foi catalisada por 0,2 kg/mt de sélido seco BBA (uma B-amilase; Lote N°
05189-001), 0,2 kg/mt de solido seco de Clarase® L (Lote N° 9016231002),
ou 0,5 kg/mt de solido seco de TrAA (Lote N° GCl2004017/018-UF). Como
indicado na TABELA 4, concentracdes significativamente mais altas de DP2
foram obtidas na presencga de TrAA do que na BBA ou Clarase® L.
TABELA 4

pH |Tempo |% de|(% de|{% de|% de

Enzima (dose) T (°C) (h) DP1 |DP2 |DP3 |HS |DE
BBA (0,2 kg/mt|58 46 |24 0,6 12,6 13,2 83,6 |25
de sélido seco) 48 0,3 12,2 | 3,1 844 |24
Clarase® L (0,258 46 (24 0,6 9,9 17,9 |71,6 |28
kg/mt de sodlido 48 10,0 18,0 (14,2 71,3 |28
seco)

TrAA (0,5 kg/mt |58 46 (24 6,0 (444 [20,8 |28,7 |46
de sdlido seco) 48 8,1 51,2 (17,8 [22,9 [49
Exemplo 7

A produgao de DP2 pela TrAA foi significativamente aumentada

pela adigao de uma pululanase. No experimento seguinte, as condigbes ex-
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perimentais foram as mesmas como descritas no Exemplo 5, exceto que a
reacao foi a 58°C, pH 4,6. Pululanase foi adicionada na forma de Optimax®
L-1000 (Genencor International, Inc.; Lote N° 9016167004 a 1165 PU/g) nas
concentragées indicadas na TABELA 5. A reag3o foi realizada a 58°C, pH
4.6, nos tempos indicados. Como mostrado na TABELA 5, 0,1 a 0,25 kg/mt
de solido seco de pululanase aumentaram significativamente a produgao de
DP2 catalisada por TrAA em 48 horas. A figura 4 representa a formagac de
DP2 em 48 horas sob as varias condi¢des descritas neste exemplo.

Tabela §

10

TrAA PU T |pH | Tempo |%de| % |%de| % |DE
(°C) (h) DP1| de | DP3 | de
DP2 HS

0,5 kg/mt | Nenhuma | 58 | 4,6 24 7,2 (44,8 | 20,1 | 27,9 | 47
de sodlido 22,3

seco 48 92 |516| 16,8 50
0,5kg/mt | 0,1kg/mt | 58 | 4,6 24 6,7 {449 21,5 | 26,9 | 47
de sdélido | de sdlido 5,3

seco seco 48 1041618 22,4 57
0,5 kg/mt | 0,25 kg/mt | 58 | 4,6 24 7,8 1494 | 23,6 |19,2| 50
de sodlido de solido 5,5

seco seco 48 10,8 1 61,7 | 22,0 57
0,5 kg/mt | 0,5 kg/mt 4,6 24 75 |50,3| 26 17,2 51
de sdlido de sdlido 5,9

seco seco 58 48 10,3 | 60,9 | 22,9 56

Todas as referéncias citadas acima sao neste pedido incorpora-

das por referéncia em sua totalidade para todos os objetivos.
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REIVINDICAGOES

1. Polipeptideo isolado compreendendo (i) residuos 21 a 463 da
SEQ ID NO:3, ou (ii) uma variante da a-amilase de Trichoderma reesei
(TrAA), em que a variante tem atividade de a-amilase e identidade de se-
guéncia de aminoacidos de pelo menos 80% aos residuos 21 a 463 da SEQ
ID NO:3.

2. Método de sacarificagao de amido liquefeito para produzir um
xarope rico em maltose compreendendo: adi¢ao de um polipeptideo como
definido na reivindicagdo 1 a uma solug¢do de amido liquefeito, e sacarifica-
¢ao da solugdo de amido liquefeito, em que a dita sacarificagdao da solugao
de amido liquefeito produz um xarope rico em maltose.

3. Método de acordo com a reivindicagao 2, em que o dito poli-
peptideo é adicionado a solugao de amido liquefeito em aproximadamente
0,3 a 1 kg por tonelada métrica de sélidos secos.

4. Método de acordo com a reivindicagao 2, em que a solugao
de amido liquefeito € uma pasta fluida de amido liquefeito a aproximadamen-
te 20 a 35% p/p de sdlidos secos.

5. Método de acordo com a reivindicacao 2, em que a solugao
de amido liquefeito é sacarificada de aproximadamente 50°C a aproximada-
mente 60°C.

6. Método de acordo com a reivindicagéo 5, em que a solugao
de amido liquefeito & sacarificada de aproximadamente 55°C a aproximada-
mente 60°C.

7. Método de acordo com a reivindicagao 2, em que a solugéo
de amido liquefeito & sacarificada em aproximadamente pH 4,0 a aproxima-
damente pH 6,0.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 7, em que a solugao
de amido liquefeito é sacarificada em aproximadamente pH 4,2 a aproxima-
damente pH 4,8.

9. Método de acordo com a reivindicacdo 2, compreendendo a-
inda uma etapa de adigdo de uma pululanase, uma B-amilase, uma a-
amilase fangica que nao € uma TrAA, uma protease, uma celulase, uma



hemicelulase, uma lipase, uma cutinase, uma isoamilase, ou uma combina-
¢ao das mesmas, a solugéao de amido liquefeito.

10. Método de acordo com a reivindicagé&o 2, em que a concen-
tracado final de maltose atinge uma porcentagem em peso de sélidos secos
de aproximadamente 50% a aproximadamente 62%.

11. Método de acordo com a reivindicagao 10, em que a concen-
tragao final de maltose atinge uma porcentagem em peso de sélidos secos

de aproximadamente 60% a aproximadamente 62%.
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FIG. 7A

Listagem de sequéncia

SEQID NO 1 DNA gendmico a-amilase de Trichoderma reesei (1548 nucleotideos)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

atgaagctcc
gacaccgccg
ggaagcggtg
ttccagggcet
atcacacctg
cttgcatgtg
acagtgatgg
atggctctgce
ttgttcacac
gtggacgtcg
ctgaaccagg
gtcgagaact
agcctctacc
atcgacaccg
gtctactgca
ctcatgccgg
cagggctcct
ccgaccgegce
aacgacacgg
atcgtctact
gacctctgge
acctacgcca
gccgacacgg
agcggcagcg
cagaatgtct
tgcttgaatg

ggtacgctct
cctggaggtc
acacgggggyg
tggagagcaa
ttgtgacgag
tcgcatacag
gggctaccat
ggacgatctc
cagacttcat
tggccaacca
cctcgtcgta
gctggatcag
aggactgggt
tcaagcacgt
tcggcgaggt
gcctgctcaa
cgcaggacat
tcggcacctt
ccctgctcaa
acggcaccga
gcagcggcett
agcacgccgt
cctacgcctt
ggagctcgge
ttgacgaggg
tgtccaacgg

cccgctgcete
ccgcaccatce
cagtgcgtgt
gttggactac
tgagtctttt
gcttctggta
ggctattggg
aagagtctcg
gattatcaaa
catgggctac
tcaccccgag
cggcctcececg
ctccaacctc
cgagcaagac
ctttgacgga
ctacgccatc
ggtcaacatg
tgtcgacaac
gaacgcgctg
gcaggcctte
caacgcccag
cggcggcctce
cagccgcgcc
ccagcactgc
caatgggccg
tcagcccatt

ttgcagctct
tactttgccc
gggaacctgg
atcaagggca
cataccttgc
tgcatagcta
cggaggacat
tcaacgccgce
attaacacaa
gccaatatct
tgtgatatcg
gatctcaaca
gtgtccacgt
tactggcccg
gacccaaact
tactacccca
cacgaccaga
cacgacaacc
acgtacacca
tegggeggcea
tccgacatgt
gccgacaacg
ggcggcaaca
ttcggcacge
acgtattccg
gtcttgctgt

ctttgccggt
tgacagaccg
gggactactg
tgggattcga
cctgeccecttgce
aacctgatac
cgactccatc
gcatagcaag
accagggcett
ctgacgatag
actacaacaa
cgcagagctc
acggcttcga
gcttcgtcaa
acctgctgcc
tgacgcgett
tcggcagcat
cgcgcttcct
tcctctcecgeg
acgacccggc
acgacgccat
accacaagca
tggtggccct
aggtgcccaa
ccgacggcaa
cttcgtga

cctctccgceca
catcgctcgt
cggtggcacg
tgccatctgg
ctcgcctcecgce
ctctggacag
aactctcatt
gtattccctt
ctatatgatg
tccctctcca
ccaaaccagc
aaccatccgc
cggcgteccge
cgccaccggc
ctacgccagc
cttcctccag
gttccccgac
gagcatcaag
cggcatcccc
caacagggag
ctccaagctc
cctgtacgtc
gaccaccaac
cggccgctgg
cggccagcett

SEQ ID NO 2 Segqiiéncia de codificagdo da a-amilase de Trichoderma reesei (1392 nucleotideos)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

atgaagctcc
gacaccgccyg
ggaagcggtg
ttccagggcet
atcacacctg
gactccatca
catagcaagg
atctctgacg
atcgactaca
aacacgcaga
acgtacggct
cccggcectteg
aactacctgc
cccatgacgce
cagatcggca
aacccgcgcet
accatcctct
ggcaacgacc
atgtacgacg
aacgaccaca
aacatggtgg
acgcaggtgc
tcecgccgacg
ctgtcttcegt

ggtacgctct
cctggaggtc
acacgggggyg
tggagagcaa
ttgtgacgag
actctcatta
gcttctatat
atagtccctc
acaaccaaac
gctcaaccat
tcgacggecgt
tcaacgccac
tgccctacge
gcttcttcct
gcatgttccc
tcctgagcat
cgcgcggcat
cggccaacag
ccatctccaa
agcacctgta
ccctgaccac
ccaacggccg
gcaacggcca

ga

cccgctgcetce
ccgcaccatc
cagtgcgtgt
gttggactac
tgatgatggg
tggctctgeg
gatggtggac
tccactgaac
cagcgtcgag
ccgcagcctc
ccgcatcgac
cggcgtctac
cagcctcatg
ccagcagggc
cgacccgacc
caagaacgac
ccccatcegtce
ggaggacctc
gctcacctac
cgtcgccgac
caacagcggc
ctggcagaat
gctttgcttg

ttgcagctct
tactttgccc
gggaacctgg
atcaagggca
ggctaccatg
gacgatctca
gtcgtggcca
caggcctcgt
aactgctgga
taccaggact
accgtcaagc
tgcatcggcg
ccgggcctgce
tcctecgcagg
gcgctcggcea
acggccctge
tactacggca
tggcgcagcg
gccaagcacg
acggcctacg
agcgggagcet
gtctttgacg
aatgtgtcca

ctttgccggt
tgacagaccg
gggactactg
tgggattcga
gctattgggc
agagtctcgt
accacatggg
cgtatcaccc
tcagcggcect
gggtctccaa
acgtcgagca
aggtctttga
tcaactacgc
acatggtcaa
cctttgtcga
tcaagaacgc
ccgagcaggce
gcttcaacgc
ccgtcggcegyg
ccttcagccg
cggcccagca

agggcaatgg
acggtcagcecc

cctctccgca
catcgctcgt
cggtggcacg
tgccatctgg
ggaggacatc
caacgccgcg
ctacgccaat
cgagtgtgat
cccggatctc
cctcgtgtcce
agactactgg
cggagaccca
catctactac
catgcacgac
caaccacgac
gctgacgtac
cttctcgggce
ccagtccgac
cctecgecgac
cgccggcggce
ctgcttcggce
gccgacgtat
cattgtcttg



SEQID NO 3 Sequéncia de aminoacidos da a-amilase de Trichoderma reesei (463 nucleotideos)

61
121
181
241
301
361
421

MKLRYALPLL
FQGLESKLDY
HSKGFYMMVD
NTQSSTIRSL
NYLLPYASLM
NPRFLSIKND
MYDAISKLTY
TQVPNGRWQN

LQLSLPVLSA
IKGMGEFDAIW
VVANHMGYAN
YQDWVSNLVS
PGLLNYAIYY
TALLKNALTY
AKHAVGGLAD
VEFDEGNGPTY
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FIG. 7B

DTAAWRSRTI
ITPVVISDDG
ISDDSPSPLN
TYGFDGVRID
PMTRFFLQQG
TILSRGIPIV
NDHKHLYVAD
SADGNGQLCL

YFALTDRIAR
GYHGYWAEDI
QASSYHPECD
TVKHVEQDYW
SSQDMVNMHD
YYGTEQAFSG
TAYAFSRAGG
NVSNGQPIVL

GSGDTGGSAC
DSINSHYGSA
IDYNNQTSVE
PGFVNATGVY
QIGSMFPDPT
GNDPANREDIL
NMVALTTNSG
LSS

GNLGDYCGGT
DDLKSLVNAA
NCWISGLPDL
CIGEVFDGDP
ALGTEFVDNHD
WRSGFNAQSD
SGSSAQHCFG

SEQ ID NO:4 Sequéncia de sinal da a-amilase de Trichoderma reesei (60 nucleotideos)
1 atgaagctcc ggtacgctct cccgctgcte ttgcagectct ctttgeccggt cctctccgea

SEQ ID NO:5 Seqiiéncia de lider da a-amilase de Trichoderma reesei (20 nucleotideos)
1 MKLRYALPLL LQLSLPVLSA

SEQ ID NO:6 Indicador de sentido direto NSP331 (22 nucleotideos)
1 atgaagctcce ggtacgctct cc

SEQ ID NO:7 Indicador de sentido REVERSO NSP331 (25 nucleotideos)

1 tcacgaagac agcaagacaa tgggc
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RESUMO
Patente de Invengao: "ENZIMA MALTOGENICA ALFA-AMILASE DE TRI-
CHODERMA REESET".

A invengdo refere-se a uma a-amilase maltogénica de Tricho-
derma reesei (TrAA) e variantes das mesmas que s&o Uteis na produgdo de
xaropes de alta maltose a partir de amido liquefeito. Particularmente altas
concentracdes de maltose sdo alcangadas quando TrAA é usada na presen-
¢a de uma pululanase. Hospedeiros para expressédo e acidos nucleicos de
codificagédo Uteis para a produgdo de TrAA e suas variantes também sao

fornecidos.
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Listagem de Sequéncia

<110> Danisco US Inc., Genencor
Duan, Gang
Qian, Kathy
Scheffers, Martijn
Shetty, Jayarama
Van Solingen, Pieter
<120>
<130> 30966W0O
<140> PCT/US2008/056601
<141> 2008-03-12
<150> US 60/906,811
<151> 2007-03-14
<150> US 60/906,812
<151> 2007-03-14
<le0> 7
<170> PatentIn versdo 3.5
<210> 1
<211> 1548
<212> DNA
<213> Trichoderma reesei
<400> 1
atgaagctcc ggtacgctct cccgcectgcete
gacaccgccg cctggaggtc ccgcaccatc
ggaagcggtg acacgggggg cagtgcgtgt
ttccagggct tggagagcaa gttggactac
atcacacctg ttgtgacgag tgagtctttt
cttgcatgtg tcgcatacag gcttctggta
acagtgatgg gggctaccat ggctattggg
atggctctgc ggacgatctc aagagtctcg
ttgttcacac cagacttcat gattatcaaa

Division

ttgcagctct
tactttgcce
gggaacctgg
atcaagggca
cataccttge
tgcatagcta
cggaggacat
tcaacgccgce

attaacacaa

ctttgccggt
tgacagaccg
gggactactg
tgggattcga
cctgccttge
aacctgatac
cgactccatc
gcatagcaag

accagggctt

ENZIMA MALTOGENICA ALFA-AMILASE DE TRICHODERMA REESEI

cctctccgca
catcgctcgt
cggtggcacg
tgccatctgg
ctcgecctege
ctctggacag
aactctcatt
gtattccctt

ctatatgatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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gtggacgtcg
ctgaaccagg
gtcgagaact
agcctctacc
atcgacaccg
gtctactgca
ctcatgccgg
cagggctcct
ccgaccgcgce
aacgacacgg
atcgtctact
gacctctgge
acctacgcca
gccgacacgg
agcggcagcg
cagaatgtct
tgcttgaatg
210> 2
<211> 1392
<212> DNA
<213>
<400> 2

atgaagctcc
gacaccgcceg
ggaagcggtyg
ttccagggct
atcacacctg
gactccatca
catagcaagg
atctctgacg
atcgactaca

aacacgcaga

tggccaacca
cctcgtegta
gctggatcag
aggactgggt
tcaagcacgt
tcggcgaggt
gcectgetcaa
cgcaggacat
tcggcacctt
ccctgctcaa
acggcaccga
gcagcggctt
agcacgccgt
cctacgcctt
ggagctcggc
ttgacgaggg

tgtccaacgg

ggtacgctct
cctggaggtc
acacgggggyg
tggagagcaa
ttgtgacgag
actctcatta
gcttctatat
atagtcccte
acaaccaaac

gctcaaccat

catgggctac
tcaccccgag
cggcctececg
ctccaacctc
cgagcaagac
ctttgacgga
ctacgccate
ggtcaacatyg
tgtcgacaac
gaacgcgctyg
gcaggcctte
caacgcccag
cggcggcecte
cagccgcgcce
ccagcactgce
caatgggccyg

tcagcecatt

Trichoderma reeseil

ccecgcetgete
ccgecaccate
cagtgcgtgt
gttggactac
tgatgatggg
tggctctgeg
gatggtggac
tccactgaac
cagcgtcgag

ccgcagectce

gccaatatct
tgtgatatcg
gatctcaaca
gtgtccacgt
tactggcccg
gacccaaact
tactacccca
cacgaccaga
cacgacaacc
acgtacacca
tcgggeggca
tccgacatgt
gccgacaacg
ggcggcaaca
ttcggcacge
acgtattccg

gtcttgetgt

ttgcagctcet
tactttgccc
gggaacctgg
atcaagggca
ggctaccatg
gacgatctca
gtcgtggcca
caggcctcgt
aactgctgga

taccaggact

ctgacgatag
actacaacaa
cgcagagctc
acggcttcga
gcttcgtcaa
acctgctgcc
tgacgcgett
tcggcagcat
cgcgcttect
tcctctegeg
acgacceggce
acgacgccat
accacaagca
tggtggcect
aggtgcccaa
ccgacggcaa

cttcgtga

ctttgcecggt
tgacagaccy
gggactactg
tgggattcga
gctattgggce
agagtctcgt
accacatggg
cgtatcaccc
tcagcggcect

gggtctccaa

tcectcecteca
ccaaaccagc
aaccatccgc
cggcgtccgce
cgccaccggc
ctacgccagce
cttcctcecag
gttccecgac
gagcatcaag
cggcatcccecc
caacagggag
ctccaagctc
cctgtacgtc
gaccaccaac
cggcecgetgg

cggccagett

cctcteccgea
catcgctcgt
cggtggcacg
tgccatctgg
ggaggacatc
caacgccgcg
ctacgccaat
cgagtgtgat
ccecggatcte

cctcgtgtce

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1548

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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acgtacggct
cccggctteg
aactacctgc
cccatgacgco
cagatcggca
aacccgcegcet
accatcctct
ggcaacgacc
atgtacgacg
aacgaccaca
aacatggtgg
acgcaggtgc
tcecgecgacg
ctgtcttcgt
<210> 3
<211> 463
<212> PRT
<213>
<400> 3
Met Lys Leu
1
val

Leu Ser

Ala Leu Thr

35

Ala Cys Gly

50

Glu Ser Lys

65

Ile Thr Pro

Ala Glu Asp

tcgacggcgt
tcaacgccac
tgccctacge
gcttcttecct
gcatgttccc
tcctgagcecat
cgcgcggcecat
cggccaacag
ccatctccaa
agcacctgta
ccctgaccac
ccaacggccg
gcaacggcca

ga

Arg Tyr

Ala

ccgcatcgac
cggcgtctac
cagcctcatg
ccagcagggc
cgacccgacce
caagaacgac
ccecatcegte
ggaggacctc
gctcacctac
cgtcgccgac
caacagcggce
ctggcagaat

gctttgcttg

Trichoderma reesel

Leu Pro

Leu

accgtcaagc
tgcatcggcg
ccgggecctge
tcctcogecagg
gecgeteggea
acggccctge
tactacggca
tggcgcagceg
gccaagcacg
acggcctacqg
agcgggagct
gtctttgacg

aatgtgtcca

Leu Leu

10

acgtcgagca
aggtctttga
tcaactacgc
acatggtcaa
cctttgtcga
tcaagaacgc
ccgagcaggc
gcttcaacgc
ccgtcggegg
ccttcagccg
cggcccagca
agggcaatgg

acggtcagcc

Gln Leu Ser

agactactgg
cggagaccca
catctactac
catgcacgac
caaccacgac
gctgacgtac
cttctecgggce
ccagtccgac
cctcgeecgac
cgccggeggce
ctgcttcgge
gccgacgtat

cattgtcttg

Leu Pro

15

Ala

20

Asp

Asn

Leu

Val

Ile

Asp

Arg

Leu

Asp T

val

Asp

Thr Ala Ala

Ile Ala Arg

40
Tyr

Gly Asp

55
Ile Lys
70
Thr

Ser Asp

Ser Ile Asn

Trp

25

Gly

Cys

Gly

Asp

Ser

Arg

Ser

Gly

Met

Gly

90

His
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