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(57) Resumo: METODOS PARA AUMENTAR A ATIVIDADE DE UM POLIPEPTIDEO TENDO
ATIVIDADE CELULOLITICA INTENSIFICADORA, PARA DEGRADAR OU CONVERTER UM
MATERIAL CONTENDO CELULOSE, E PARA PRODUZIR UM PRODUTO DE FERMENTACAO, E,
COMPOSICAO. A presente invencéo refere-se aos métodos de aumentar a atividade de um
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora, compreendendo: adicionar um céation de metal
divalente ativador soltvel em uma composi¢cdo compreendendo o polipeptideo tendo atividade
celulolitica intensificadora, sendo que a presenca do céation de metal divalente ativador solavel e do
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora aumenta a degradacao ou conversao de um
material contendo celulose por uma composicdo de enzimas celuloliticas comparado com o
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora sem o céation de metal divalente ativador solavel.
A presente invencdo também se refere as composicdes, aos métodos para degradar ou converter um
material contendo celulose, e aos métodos para produzir um produto de fermentacao.
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“METODOS PARA AUMENTAR A ATIVIDADE DE UM
POLIPEPTIDEO TENDO ATIVIDADE CELULOLITICA
INTENSIFICADORA, PARA DEGRADAR OU CONVERTER UM
MATERIAL CONTENDO CELULOSE, E PARA PRODUZIR UM
PRODUTO DE FERMENTACAO, E, COMPOSICAO.”
Referéncia a Listagem de Sequéncia
[001] Este pedido contém uma listagem de sequéncia na forma
legivel por computador. A forma legivel por computador € aqui incorporada
como referéncia.
Referéncia ao deposito de material biologico
[002] Este pedido contém uma referéncia ao depdsito de material
bioldgico, cujo depésito E aqui incorporado como referéncia.
Fundamentos da Invencao
Campo da invengao
[003] A presente invencao refere-se aos métodos e as composigdes
para aumentar a atividade de um polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora.
Descricao da arte relacionada
[004] Celulose ¢ wum polimero de acgucar simples glicose
covalentemente ligada por ligagdes beta-1,4. Muitos microorganismos
produzem enzimas que hidrolisam glicanas beta-ligados. Estas enzimas
incluem endoglicanases, celobioidrolases, e beta-glicosidases. Endoglicanases
digerem o polimero de celulose em localiza¢des aleatdrias, abrindo-o para
atacar por celobioidrolases. Celobioidrolases sequencialmente liberam
moléculas de celobiose das extremidades do polimero de celulose. Celobiose
¢ um dimero de glicose beta-1,4-ligado soluvel em agua. Beta-glicosidases
hidrolisam celobiose em glicose.
[005] A conversdo de matérias-primas celulosicas em etanol tem as

vantagens da pronta disponibilidade de quantidades grandes de matéria-prima,
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a desejabilidade de evitacdo de queima de materiais ou de seus rejeitos em
aterro de lixo, e a limpeza do combustivel etanol. Madeira, residuos agricolas,
plantacdes herbaceas, e residuos sélidos municipais tém sido considerados
como matérias-primas para producdo de etanol. Estes materiais
principalmente consistem de celulose, hemicelulose, ¢ lignina. Uma vez
convertida a celulose em glicose, a glicose ¢ facilmente fermentada por
leveduras em etanol.
[006] WO 2005/074647 revela polipeptideos tendo atividade
celulolitica intensificadora e seus polinucleotideos de Thielavia terrestris.
WO 2005/074656 revela um polipeptideo isolado tendo atividade celulolitica
intensificadora e um seu polinucleotideo de Thermoascus aurantiacus. Pedido
U.S. Publicado de Numero Serial 2007/0077630 revela um polipeptideo
isolado tendo atividade celulolitica intensificadora e um seu polinucleotideo
de Trichoderma reesei.
[007] Seria uma vantagem na arte melhorar a atividade de
polipeptideos tendo atividade celulolitica intensificadora.
[008] A presente invencao refere-se aos métodos e as composigdes
para aumentar a atividade de um polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora.

Sumario da Invenc¢ao
[009] A presente inven¢do refere-se aos métodos para aumentar a
atividade de um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora,
compreendendo: adicionar um cation de metal divalente ativador solivel em
uma composi¢do compreendendo o polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora, sendo que o cation de metal divalente ativador soltvel esta
presente em uma concentragao eficaz de cerca de 0,001 mM a cerca de 50
mM durante degradacdo ou conversdao de um material contendo celulose e a
presenga do cation de metal divalente ativador soltivel e do polipeptideo tendo

atividade celulolitica intensificadora aumenta a degradagdao ou conversao do
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material contendo celulose por uma composi¢do de enzimas celuloliticas
comparado com o polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
sem o cation de metal divalente ativador soluvel.

[0010] A presente invengdo também se refere aos métodos para
degradar ou converter um material contendo celulose, compreendendo: tratar
o material contendo celulose com uma quantidade eficaz de uma composi¢ao
de enzimas celuloliticas compreendendo uma quantidade eficaz de um
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora e de um cation de
metal divalente ativador solivel, sendo que o cation de metal divalente
ativador soluvel esta presente em uma concentracao eficaz de cerca de 0,001
mM a cerca de 50 mM.

[0011] A presente invengdo também se refere aos métodos para
produzir um produto de fermentacdo, compreendendo: (a) sacarificar um
material contendo celulose com uma quantidade eficaz de uma composicao de
enzimas celuloliticas compreendendo uma quantidade eficaz de um
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora e de um cation de
metal divalente ativador solivel, sendo que o cation de metal divalente
ativador soluvel esta presente em uma concentracao eficaz de cerca de 0,001
mM a cerca de 50 mM; (b) fermentar o material contendo celulose
sacarificado de etapa (a) com um ou mais microorganismos fermentadores
para produzir o produto de fermentacdo; e (c) recuperar o produto de
fermenta¢ao da fermentacao.

[0012] A presente invengdao também se refere as composig¢des
compreendendo um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora e
um cation de metal divalente ativador soluvel, sendo que o cation de metal
divalente ativador soltivel estd presente em uma concentragao eficaz de cerca
de 0,001 mM a cerca de 50 mM durante degradagdo ou conversdao de um
material contendo celulose e a presenga do cation de metal divalente ativador

soluvel e do polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora aumenta
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a degradagdo ou conversio do material contendo celulose por uma
composicdo de enzimas celuloliticas comparado com o polipeptideo tendo
atividade celulolitica intensificadora sem o cation de metal divalente ativador
soluvel.

[0013] A presente invencdo também se refere as composigdes de
enzimas celuloliticas compreendendo uma quantidade eficaz de um
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora e de um cation de
metal divalente ativador solivel, sendo que o cation de metal divalente
ativador soluvel esta presente em uma concentracao eficaz de cerca de 0,001
mM a cerca de 50 mM durante degradagdo ou conversio de um material
contendo celulose e a presenca do cation de metal divalente ativador soluvel e
do polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora aumenta a
degradagdo ou conversao do material contendo celulose pelas composicoes de
enzimas celuloliticas comparado com o polipeptideo tendo atividade
celulolitica intensificadora sem o cation de metal divalente ativador soluvel.

Descri¢ao Breve das Figuras

[0014] Figura 1 mostra um mapa de restrigao de pMJ04.

[0015] Figura 2 mostra um mapa de restrigao de pCaHj527.

[0016] Figura 3 mostra um mapa de restrigdo de pMT2188.

[0017] Figura 4 mostra um mapa de restrigao de pCaH;568.

[0018] Figura 5 mostra um mapa de restrigao de pMJO05.

[0019] Figura 6 mostra um mapa de restricao de pSMai130.

[0020] Figura 7 mostra a sequéncia de DNA e a sequéncia de

aminoacidos de uma sequéncia de sinal nativa de beta-glicosidase de
Aspergillus oryzae (SEQ ID NOs: 57 e 58).

[0021] Figura 8 mostra a sequéncia de DNA e a sequéncia de
aminoacidos de uma sequéncia de sinal de endoglicanase V de Humicola
insolens (SEQ ID NOs: 61 ¢ 62).

[0022] Figura 9 mostra um mapa de restricao de pSMail35.
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[0023] Figura 10 mostra um mapa de restricdo de pSMail40.
[0024] Figura 11 mostra um mapa de restricdo de pSaMe-F1.
[0025] Figuras 12A, 12B, 12C, ¢ 12D mostram a sequéncia de DNA ¢

a sequéncia de aminoacidos deduzida de uma proteina de fusdo BG de

variante de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae (SEQ ID NOs: 25 ¢ 26,

respectivamente).
[0026] Figura 13 mostra um mapa de restricao de pSaMe-FX.
[0027] Figures 14A, 14B, 14C, e 14D mostram a sequéncia de DNA ¢

a sequéncia de aminoacidos deduzida da proteina de fusdao de beta-glicosidase
de Aspergillus oryzae (SEQ 1D NOs: 27 e 28, respectivamente).

[0028] Figure 15 mostra um mapa de restricdo de pAlLo47.

[0029] Figure 16 mostra a conversao de celulose em palhada de milho
pré-tratada em glicose e celobiose com adi¢do de varios ions de metais
divalentes soliiveis para uma concentracdo final de 10 mM em misturas
incluindo um caldo de fermentagdo que compreende enzimas celuloliticas de
Trichoderma reesei, uma proteina de fusao de beta-glicosidase de Aspergillus
oryzae, € um polipeptideo de Thermoascus aurantiacus GH61A tendo
atividade celulolitica intensificadora.

[0030] Figure 17 mostra a conversao de celulose em palhada de milho
pré-tratada em glicose e celobiose com adi¢do de varios ions de metais
divalentes para uma concentragdo final de 1 mM em misturas incluindo um
caldo de fermentagdo que compreende enzimas celuloliticas de Trichoderma
reesei € uma beta-glicosidase de Aspergillus oryzae com e sem adi¢do de um
polipeptideo de Thermoascus aurantiacus GH61A tendo atividade celulolitica
intensificadora.

[0031] Figure 18 mostra a conversao de celulose em palhada de milho
pré-tratada em glicose e celobiose com adicao de MgCl, e MnSO,4 para uma
concentracao final de 0,0001 a 10 mM em misturas incluindo caldo de

fermentacao dessalinizado ou ndo-dessalinizado que compreende enzimas
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celuloliticas de Trichoderma reesei, uma proteina de fusao de beta-glicosidase
de Aspergillus oryzae, e um polipeptideo de Thermoascus aurantiacus
GH61A tendo atividade celulolitica intensificadora.
Definic¢oes

[0032] Atividade celulolitica intensificadora: O termo "atividade
celulolitica intensificadora" ¢ aqui definido como uma atividade biologica que
intensifica a hidrélise de um material contendo celulose por proteinas tendo
atividade celulolitica. Para propositos da presente invencdo, atividade
celulolitica intensificadora ¢ determinada por medicdo do aumento em
acucares redutores ou do aumento de celobiose e glicose totais da hidrdlise de
um material contendo celulose por proteina celulolitica sob as seguintes
condi¢des: 1-50 mg de proteina total contendo 80-99,5% p/p de proteina
celulolitica/g de celulose em PCS e 0,5-20% p/p de proteina de atividade
celulolitica intensificadora por 1-7 dias a 50°C comparada com uma hidroélise
de controle com carga de proteina total igual sem atividade celulolitica
intensificadora (1-50 mg de proteina celulolitica/g de celulose em PCS). Em
um aspecto preferido, uma mistura de CELLUCLAST® 1,5L (Novozymes
A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) na presenca de 3% de beta-glicosidase de
Aspergillus oryzae (recombinantemente produzida em Aspergillus oryzae de
acordo com WO 02/095014) ou 3% de beta-glicosidase de Aspergillus
fumigatus (recombinantemente produzida em Aspergillus oryzae de acordo
com Exemplo 22 de WO 02/095014) de carga de proteina celulase ¢ usada
como um padrdo da atividade celulolitica.

[0033] Os polipeptideos tendo atividade celulolitica intensificadora
tém pelo menos 20%, preferivelmente pelo menos 40%, mais preferivelmente
pelo menos 50%, mais preferivelmente pelo menos 60%, mais
preferivelmente pelo menos 70%, mais preferivelmente pelo menos 80%,
ainda mais preferivelmente pelo menos 90%, muito mais preferivelmente pelo

menos 95%, e ainda muito mais preferivelmente pelo menos 100% da
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atividade celulolitica intensificadora do polipeptideo maduro de SEQ ID NO:
2,4,6,8,10, 12, ou 14.

[0034] Os polipeptideos tendo atividade celulolitica intensificadora
intensificam a hidrdlise de um material contendo celulose catalisada por
proteinas tendo atividade celulolitica pela redugdo da quantidade de enzima
celulolitica exigida para alcangar o0 mesmo grau de hidrolise preferivelmente
pelo menos 0,1-vez, mais preferivelmente pelo menos 0,2-vez, mais
preferivelmente pelo menos 0,3-vez, mais preferivelmente pelo menos 0,4-
vez, mais preferivelmente pelo menos 0,5-vez, mais preferivelmente pelo
menos 1-vez, mais preferivelmente pelo menos 3-vezes, mais preferivelmente
pelo menos 4-vezes, mais preferivelmente pelo menos 5-vezes, mais
preferivelmente pelo menos 10-vezes, mais preferivelmente pelo menos 20-
vezes, ainda mais preferivelmente pelo menos 30-vezes, muito mais
preferivelmente pelo menos 50-vezes, e ainda muito mais preferivelmente
pelo menos 100-vezes.

[0035] Atividade celulolitica: O termo "atividade celulolitica" ¢ aqui
definido como atividade de celulase (e.g., endoglicanase(s),
celobioidrolase(s), beta-glicosidase(s), ou suas combinacdes) que hidrolisa
um material contendo celulose. Proteina celulolitica pode hidrolisar ou
hidrolisa carboxi-metil-celulose (CMC), diminuindo deste modo a
viscosidade da mistura de incubacdo. A reduc¢do resultante em viscosidade
pode ser determinada por um viscosimetro de vibragdo (e.g., MIVI 3000 de
Sofraser, Franca). Determinacao de atividade de celulase, medida em termos
de Unidade de Viscosidade de Celulase (CEVU), quantifica a quantidade de
atividade catalitica presente em uma amostra pela medi¢ao da capacidade da
amostra em reduzir a viscosidade de carbdxi-metil-celulose (CMC). O ensaio
¢ realizado na temperatura e no pH adequados para a proteina celulolitica e o
substrato.

[0036] Para propositos da presente invencgao, atividade celulolitica ¢
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determinada pela medicdo do aumento em hidrolise de um material contendo
celulose por uma composi¢ao celulolitica sob as seguintes condigdes: 1-50 mg
de proteina celulolitica/g de celulose em PCS por 1-7 dias a 50°C comparada
com uma hidrélise de controle sem adicao de proteina celulolitica.

[0037] Endoglicanase: O termo "endoglicanase" ¢ aqui definido como
uma endo-1,4-(1,3;1,4)-beta-D-glicana-4-glicanaidrolase (E.C. No. 3,2,1,4),
que catalisa endoidrolase de ligacdes 1,4-beta-D-glicosidicas em celulose,
derivados de celulose (tais como carbdoxi-metil-celulose e hidroxi-etil-
celulose), liquenina, ligagdes beta-1,4 em beta-1,3-glicanas mistos tais como
beta-D-glicanas ou xiloglicanas em cereal, € outro material de planta
contendo componentes celulosicos. Para propositos da presente invengao,
atividade de endoglicanase ¢ determinada usando hidrolise de carboxi-metil-
celulose (CMC) de acordo com o procedimento de Ghose, 1987, Pure and
Appl. Chem. 59: 257-268.

[0038] Celobioidrolase: O termo "celobioidrolase" ¢ aqui definido
como uma 1,4-beta-D-glicana-celobioidrolase (E.C. 3,2,1,91), que catalisa a
hidroélise de ligagdes 1,4-beta-D-glicosidicas em celulose,
celooligossacarideos, ou de qualquer polimero contendo glicose beta-1,4-
ligada, liberando celobiose das extremidades redutoras ou ndo-redutoras da
cadeia. Para propositos da presente invengdo, atividade de celobioidrolase ¢
determinada de acordo com os procedimentos descritos por Lever et al., 1972,
Anal. Biochem. 47: 273-279 e por van Tilbeurgh et al., 1982, FEBS Letters
149: 152-156; van Tilbeurgh e Claeyssens, 1985, FEBS Letters 187: 283-288.
Na presente inven¢do, o método de Lever et al. foi utilizado para avaliar a
hidrélise de celulose em foragem de milho, enquanto que o método de van
Tilbeurgh et al. foi usado para determinar a atividade de celobioidrolase sobre
um derivado de dissacarideo fluorescente.

[0039] Beta-glicosidase: O termo "beta-glicosidase" ¢ aqui definido

como uma beta-D-glicosideo-glicoidrolase (E.C. 3,2,1,21), que catalisa a
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hidrélise de residuos de beta-D-glicose ndo-redutores terminais com a
liberagdo de beta-D-glicose. Para os propdsitos da presente invengao,
atividade de beta-glicosidase ¢ determinada de acordo com o procedimento
basico descrito por Venturi et al., 2002, J. Basic Microbiol. 42: 55-66, exceto
que condigdes diferentes foram utilizadas como aqui descrito. Uma unidade
de atividade de beta-glicosidase ¢ definida como 1,0 umol de p-nitro-fenol
produzido por minuto a 50°C, pH 5 a partir de 4 mM p-nitro-fenil-beta-D-
glicopiranosideo como substrato em citrato de s6dio 100 mM, TWEEN® 20
0,01%.

[0040] Glicosideo hidrolase de Familia 7, 12, 45, ou 61: O termo
“Glicosideo hidrolase de Familia 7 ou “Familia GH7”, “Glicosideo hidrolase
de Familia 12” ou “Familia GH12”, “Glicosideo hidrolase de Familia 45 ou
“Familia GH45”, e “Glicosideo hidrolase de Familia 61 ou “Familia GH61”
¢ aqui definido como um polipeptideo caindo dentro das Familia 7, Familia
12, Familia 45, e Familia 61 de glicosideo hidrolase, respectivamente, de
acordo com Henrissat B., 1991,"A classification of glycosyl hydrolases based
on amino-acid sequence similarities", Biochem. J. 280: 309-316, e Henrissat
B., e Bairoch A., 1996, "Updating the sequence-based classification of
glycosyl hydrolases", Biochem. J. 316: 695-696. Presentemente, Henrissat
lista a familia GH61 como ndo classificada indicando que propriedades tais
como mecanismo, nucleofilo/base catalitico(a), doadores de préton cataliticos,
e estrutura 3-D ndo sdo conhecidos para polipeptideos pertencendo a esta
familia. Uma proteina GH7, GH12, ou GH45 também ¢ aqui chamada de
proteina CEL7, CEL12, ou CEL45, respectivamente.

[0041] Material contendo celulose: O polissacarideo predominante na
parede celular primaria de biomassa ¢ celulose, o segundo mais abundante ¢
hemi-celulose, e o terceiro € pectina. A parede celular secundaria, produzida
ap6s a célula ter parado de crescer, também contém polissacarideos e ¢

fortalecida por lignina polimérica covalentemente reticulada em hemicelulose.
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Celulose ¢ um homopolimero de celobiose anidra e portanto um beta-(1-4)-D-
glicana linear, enquanto que hemiceluloses incluem uma variedade de
compostos, tais como xilanas, xiloglicanas, arabinoglicanas, e mananas em
estruturas ramificadas complexas com um espectro de substituintes Embora
geralmente polimorfica, celulose ¢ encontrada em tecido de planta
principalmente como uma matriz cristalina insolivel de cadeias de glicana
paralelas. Hemiceluloses costumeiramente ligam-se por hidrogénio em
celulose, bem como em outras hemiceluloses, o que ajuda a estabilizar a
matriz de parede celular.

[0042] O material contendo celulose pode ser qualquer material
contendo celulose. Celulose ¢ geralmente encontrada, por exemplo, nos
troncos, folhas, cascas, folhelhos, e sabugos de plantas ou folhas, ramos, e
madeira de arvores. O material contendo celulose pode ser, mas ndo ¢
limitado a, material herbaceo, residuos agricolas, residuos de silvicultura,
residuos solidos municipais, papel residual, e polpa e residuos de fabrica de
papel. O material contendo celulose pode ser de qualquer tipo de biomassa
incluindo, mas nao limitado a, recursos de madeira, residuo s6lido municipal,
papel residual, plantagdes, e residuos de plantagdo (veja, por exemplo,
Wiselogel et al., 1995, em Handbook on Bioethanol (Charles E. Wyman,
editor), pp,105-118, Taylor & Francis, Washington D.C.; Wyman, 1994,
Bioresource Technology 50: 3-16; Lynd, 1990, Applied Biochemistry and
Biotechnology 24/25: 695-719; Mosier et al., 1999, Recent Progress in
Bioconversion of Lignocellulosics, em Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology, T. Scheper, editor geral, Volume 65, pp,23-40,
Springer-Verlag, New York). E entendido aqui que o material contendo
celulose estd preferivelmente na forma de lignocelulose, e.g., um material de
parede celular de planta contendo lignina, celulose, € hemicelulose em uma
matriz mista.

[0043] Em um aspecto preferido, o material contendo celulose ¢
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palhada de milho. Em outro aspecto preferido, o material contendo celulose ¢
fibra de milho. Em outro aspecto preferido, o material contendo celulose ¢
sabugos de milho. Em outro aspecto preferido, o material contendo celulose ¢
switch grass. Em outro aspecto preferido, o material contendo celulose ¢
palha de arroz. Em outro aspecto preferido, o material contendo celulose ¢
papel e residuo de processamento de polpa. Em outro aspecto preferido, o
material contendo celulose € plantas herbaceas ou lenhosas. Em outro aspecto
preferido, o material contendo celulose € bagaco.

[0044] O material contendo celulose pode ser usado como tal ou pode
ser submetido ao pré-tratamento, usando métodos convencionais conhecidos
na arte. Por exemplo, técnicas de pré-tratamento fisico podem incluir varios
tipos de moagem, irradiagdo, explosdo com vapor/vaporizacdo, €
hidrotermdlise; técnicas de pré-tratamento quimico podem incluir solvente
acido diluido, alcalino, organico, amoénia, didoxido de enxofre, dioxido de
carbono, e hidrotermdlise controlada por pH; e técnicas de pré-tratamento
biologico podem envolver aplicagdo de microorganismos solubilizadores de
lignina (veja, por exemplo, Hsu, T.-A., 1996, "Pretreatment of biomass", em
Handbook on Bioethanol: Production and Utilization, Wyman, C. E., ed.,
Taylor & Francis, Washington, DC, 179-212; Ghosh, P., e Singh, A., 1993,
"Physicochemical and biological treatments for enzymatic/microbial
conversion of lignocellulosic biomass", Adv. Appl. Microbiol. 39: 295-333;
McMillan, J. D., 1994, "Pretreating lignocellulosic biomass: a review", em
Enzymatic Conversion of Biomass for Fuels Production, Himmel, M. E.,
Baker, J. O., e Overend, R. P., eds., ACS Symposium Series 566, American
Chemical Society, Washington, DC, chapter 15; Gong, C. S., Cao, N. J., Du,
J., e Tsao, G. T., 1999, "Ethanol production from renewable resources", em
Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology, Scheper, T., ed.,
Springer-Verlag Berlin Heidelberg, Alemanha, 65: 207-241; Olsson, L., ¢
Hahn-Hagerdal, B., 1996, "Fermentation of lignocellulosic hydrolysates for
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ethanol production", Enz. Microb. Tech. 18: 312-331; e Vallander, L., e
Eriksson, K.-E. L., 1990, "Production of ethanol from lignocellulosic
materials: State of the art", Adv. Biochem. Eng./Biotechnol. 42: 63-95).

[0045] Palhada de milho pré-tratada: O termo "PCS" ou "palhada de
milho pré-tratada" ¢ aqui definido como um material contendo celulose
derivado de palhada de milho pelo tratamento com calor e 4cido diluido. Para
os propositos da presente invengao, PCS ¢ feita pelo método aqui descrito em
Exemplo 20, ou suas variagdes em tempo, temperatura e quantidade de acido.

[0046] Polipeptideo isolado: O termo "polipeptideo isolado" como
aqui usado refere-se a um polipeptideo que ¢ isolado de uma fonte. Em um
aspecto preferido, o polipeptideo € pelo menos 1% puro, preferivelmente pelo
menos 5% puro, mais preferivelmente pelo menos 10% puro, mais
preferivelmente pelo menos 20% puro, mais preferivelmente pelo menos 40%
puro, mais preferivelmente pelo menos 60% puro, ainda mais preferivelmente
pelo menos 80% puro, e muito mais preferivelmente pelo menos 90% puro,
conforme determinado por SDS-PAGE.

[0047] Polipeptideo substancialmente puro: O termo "polipeptideo
substancialmente puro" denota aqui uma preparagdao de polipeptideo que
conttm no maximo 10%, preferivelmente no maximo 8%, mais
preferivelmente no maximo 6%, mais preferivelmente no maximo 5%, mais
preferivelmente no maximo 4%, mais preferivelmente no maximo 3%, ainda
mais preferivelmente no maximo 2%, muito mais preferivelmente no maximo
1%, e ainda muito mais preferivelmente no maximo 0,5% em peso de outro
material de polipeptideo com o qual estd nativa ou recombinantemente
associado. Portanto, ¢ preferido que o polipeptideo substancialmente puro seja
pelo menos 92% puro, preferivelmente pelo menos 94% puro, mais
preferivelmente pelo menos 95% puro, mais preferivelmente pelo menos 96%
puro, mais preferivelmente pelo menos 96% puro, mais preferivelmente pelo

menos 97% puro, mais preferivelmente pelo menos 98% puro, ainda mais
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preferivelmente pelo menos 99%, muito mais preferivelmente pelo menos
99,5% puro, e ainda muito mais preferivelmente 100% puro em peso do
material de polipeptideo total presente na preparacdo. Os polipeptideos da
presente invencao estdo preferivelmente em uma forma substancialmente
pura, i.e., que a preparacao de polipeptideo esta essencialmente livre de outro
material de polipeptideo com o qual estd nativa ou recombinantemente
associado. Isto pode ser realizado, por exemplo, por preparacdo do
polipeptideo por métodos recombinantes bem conhecidos ou por métodos de
purificagao classicos.

[0048] Polipeptideo maduro: O termo "polipeptideo maduro" ¢ aqui
definido como um polipeptideo tendo atividade biologica, e.g., atividade de
enzima, que esta em sua forma final apds tradugdo e quaisquer modificagoes
de pods-tradugdo, tais como processamento N-terminal, truncamento C-
terminal, glicosilagdo, fosforilagao, etc.

[0049] Sequéncia codificadora de polipeptideo maduro: O termo
"sequéncia codificadora de polipeptideo maduro" ¢ aqui definido como uma
sequéncia de nucleotideos que codifica um polipeptideo maduro tendo
atividade bioldgica.

[0050] Identidade: A relagdo entre duas sequéncias de aminoacidos ou
entre duas sequéncias de nucleotideos ¢ descrita pelo parametro "identidade".
[0051] Para os propositos da presente invengdo, o grau de identidade
entre duas sequéncias de aminoacidos ¢ determinado usando o algoritmo de
Needleman-Wunsch (Needleman e Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453)
como implementado no programa de Needle do pacote EMBOSS (EMBOSS:
The European Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000,
Trends in Genetics 16: 276-277), preferivelmente versao 3.0.0 ou posterior.
Os parametros opcionais usados sdo penalidade de abertura de lacuna de 10,
penalidade de extensdo de lacuna de 0,5, e a matriz de substituicao

EBLOSUMG62 (EMBOSS versao de BLOSUMG62). O resultado da "identidade
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mais longa" rotulada por Needle (obtida usando a opgao —nobrief) € usado
como a identidade percentual e ¢ calculado como segue:

(Residuos Idénticos x 100)/(Comprimento de Alinhamento — Numero

Total de Lacunas em Alinhamento)

[0052] Para os propositos da presente invengdo, o grau de identidade
entre duas sequéncias de desoxirribonucleotideos ¢ determinado usando o
algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman e Wunsch, 1970, supra) como
implementado no programa de Needle do pacote EMBOSS (EMBOSS: The
European Molecular Biology Open Software Suite, Rice ef al., 2000, supra),
preferivelmente versdao 3.0.0 ou posterior. Os parametros opcionais usados
sao penalidade de abertura de lacuna de 10, penalidade de extensao de lacuna
de 0,5, e a matriz de substituicilo EDNAFULL (EMBOSS versao de NCBI
NUC4.4). O resultado da "identidade mais longa" rotulada por Needle (obtida
usando a op¢ao —nobrief) ¢ usado como a identidade percentual e € calculado
como segue:

(Desoxirribonucleotideos  Idénticos x  100)/(Comprimento  de

Alinhamento — Numero Total de Lacunas em Alinhamento)

[0053] Sequéncia homologa: O termo "sequéncia homologa" ¢ aqui
definido como sequéncias com um valor E (ou escore de expectativa) de
menor do que 0,001 usando os algoritmos blastp (para banco de dados de
proteinas) ou tblastn (para bancos de dados de 4cidos nucleicos) com a matriz
BLOSUMG62, tamanho de palavra 3, custo de existéncia de lacuna 11, custo
de extensdo de lacuna 1, sem filtragdo de complexidade baixa, € uma
sequéncia de proteina madura como indagacdo. Veja Altschul et al., 1997,
Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402.
[0054] Fragmento de polipeptideo: O termo '"fragmento de
polipeptideo" ¢ aqui definido como um polipeptideo tendo um ou mais
(varios) aminoacidos deletados da terminagdo amino e/ou carboxila do

polipeptideo maduro ou uma sequéncia homologa do mesmo, sendo que o
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fragmento tem atividade igual a de seu polipeptideo maduro.

[0055] Subsequéncia: O termo "subsequéncia" ¢ aqui definido como
uma sequéncia de nucleotideos tendo um ou mais (varios) nucleotideos
deletados da extremidade 5' e/ou 3' da sequéncia codificadora de polipeptideo
maduro ou uma sua sequéncia homologa, sendo que a subsequéncia codifica
um fragmento de polipeptideo tendo atividade igual a de seu polipeptideo
maduro.

[0056] Variante alélica: O termo '"variante alélica" denota aqui
quaisquer duas ou mais formas alternativas de um gene ocupando o mesmo
locus cromossdmico. Variagdo alélica decorre naturalmente através de
mutagdo, e pode resultar em polimorfismo dentro de populacdes. Mutagdes de
gene podem ser silenciosas (sem mudancga no polipeptideo codificado) ou
podem codificar polipeptideos tendo sequéncias de aminoacidos alteradas.
Uma variante alélica de um polipeptideo ¢ um polipeptideo codificado por
uma variante alélica de um gene.

[0057] Polinucleotideo isolado: O termo "polinucleotideo isolado"
como aqui usado refere-se a um polinucleotideo que ¢ isolado de uma fonte.
Em um aspecto preferido, o polinucleotideo ¢ pelo menos 1% puro,
preferivelmente pelo menos 5% puro, mais preferivelmente pelo menos 10%
puro, mais preferivelmente pelo menos 20% puro, mais preferivelmente pelo
menos 40% puro, mais preferivelmente pelo menos 60% puro, ainda mais
preferivelmente pelo menos 80% puro, e muito mais preferivelmente pelo
menos 90% puro, conforme determinado por eletroforese em agarose.

[0058] Polinucleotideo substancialmente  puro: 0) termo
"polinucleotideo substancialmente puro" como aqui usado refere-se a uma
preparacdo de polinucleotideo livre de outros nucleotideos estranhos ou
indesejados ¢ em uma forma adequada para uso dentro de sistemas de
produgcdo  geneticamente engenhados. Assim, um polinucleotideo

substancialmente puro contém no maximo 10%, preferivelmente no maximo
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8%, mais preferivelmente no maximo 6%, mais preferivelmente no maximo
5%, mais preferivelmente no maximo 4%, mais preferivelmente no maximo
3%, ainda mais preferivelmente no maximo 2%, muito mais preferivelmente
no maximo 1%, e ainda muito mais preferivelmente no maximo 0,5% em
peso de outro material de polinucleotideo com o qual estd nativamente ou
recombinantemente associado. Um polinucleotideo substancialmente puro
pode, contudo, incluir regides ndo traduzidas 5' e 3' naturalmente ocorrentes,
tais como promotores e terminadores. E preferido que o polinucleotideo
substancialmente puro seja pelo menos 90% puro, preferivelmente pelo
menos 92% puro, mais preferivelmente pelo menos 94% puro, mais
preferivelmente pelo menos 95% puro, mais preferivelmente pelo menos 96%
puro, mais preferivelmente pelo menos 97% puro, ainda mais preferivelmente
pelo menos 98% puro, muito mais preferivelmente pelo menos 99%, e ainda
muito mais preferivelmente pelo menos 99,5% puro em peso. Os
polinucleotideos da presente invencao estdo preferivelmente em uma forma
substancialmente pura, ie., que a preparagdo de polinucleotideo esta
essencialmente livre de outro material de polinucleotideo com o qual esta
nativamente ou recombinantemente associado. Os polinucleotideos podem ser
de origem genOmica, cDNA, RNA, semissintética, sintética, ou quaisquer
combinag¢des das mesmas.

[0059] cDNA: O termo "cDNA" ¢ aqui definido como uma molécula
de DNA que pode ser preparada por transcri¢do reversa a partir de uma
molécula de mRNA, editorada, madura obtida de uma célula eucaridtica.
cDNA ¢ faltante de sequéncias de intron que estdo costumeiramente presentes
no DNA gendmico correspondente. O transcrito de RNA primario, inicial ¢é
um precursor para mRNA que ¢ processado através de uma série de etapas
antes de aparecer como mRNA editorado maduro. Estas etapas incluem a
remocao de sequéncias de intron por um processo chamado emenda. cDNA

derivado de mRNA ¢ portanto faltante de quaisquer sequéncias de intron.
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[0060] Construto de acido nucleico: O termo "construto de &cido
nucleico" como aqui usado refere-se a uma molécula de acido nucleico, de
fita quer dupla quer Unica, que € isolada de um gene naturalmente ocorrente
ou que ¢ modificada para conter segmentos de acidos nucleicos em uma
maneira que de outro modo ndo existiria na natureza ou que € sintética. O
termo construto de acido nucleico € sinonimo do termo "cassete de expressao”
quando o construto de acido nucleico contém as sequéncias de controle
exigidas para expressao de uma sequéncia codificadora da presente invencao.

[0061] Sequéncia de controle: O termo "sequéncias de controle" ¢
aqui definido para incluir todos os componentes necessarios para a expressao
de um polinucleotideo codificador de um polipeptideo da presente invengao.
Cada sequéncia de controle pode ser nativa ou estranha a sequéncia de
nucleotideos codificadora do polipeptideo ou nativa ou estranha entre elas.
Tais sequéncias de controle incluem, mas ndo sao limitadas a, uma sequéncia
lider, sequéncia de poliadenilacdo, sequéncia de propeptideo, promotor,
sequéncia de peptideo de sinal, e terminador de transcricdo. No minimo, as
sequéncias de controle incluem um promotor, € sinais de terminagdo de
transcricao e de traducdo. As sequéncias de controle podem ser fornecidas
com linkers para o proposito de introduzur sitios de restricdo especificos
facilitando ligagdo das sequéncias de controle com a regido codificadora da
sequéncia de nucleotideos codificadora de um polipeptideo.

[0062] Operacionalmente ligado: O termo "operacionalmente ligado"
denota aqui uma configuragdo na qual a sequéncia de controle estd
posicionada em uma posicao apropriada relativa a sequéncia codificadora da
sequéncia de polinucleotideo de tal modo que a sequéncia de controle dirige a
expressao da sequéncia codificadora de um polipeptideo.

[0063] Sequéncia codificadora: Quando aqui usado o termo
"sequéncia codificadora" significa uma sequéncia de nucleotideos, que

diretamente especifica a sequéncia de aminodcidos de seu produto de
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proteina. Os limites da sequéncia codificadora sdo geralmente determinados
por uma matriz de leitura aberta, que costumeiramente inicia com o cédon de
iniciacdo ATG ou codons de iniciagdo alternativos tais como GTG e TTG e
termina com um codon de terminagdo tal como TAA, TAG, ¢ TGA. A
sequéncia codificadora pode ser um DNA, cDNA, sequéncia de nucleotideos
sintética, ou recombinante.

[0064] Expressdo: O termo '"expressao" inclui qualquer -etapa
envolvida na producdo do polipeptideo incluindo, mas ndo limitado a,
transcricao, modificagdo pods-transcricional, traducdo, modificacdo de pods-
traducgdo, e secre¢ao.

[0065] Vetor de expressdao: O termo "vetor de expressao" € aqui
definido como uma molécula de DNA linear ou circular DNA que
compreende um polinucleotideo codificador de um polipeptideo da presente
invengdo e esta operacionalmente ligado em nucleotideos adicionais que
proporcionam sua expressao.

[0066] Célula hospedeira: O termo "célula hospedeira", como aqui
usado, inclui qualquer tipo de célula que ¢ suscetivel a transformacao,
transfec¢do, transducao, e semelhante com um construto de acido nucleico ou
vetor de expressao compreendendo um polinucleotideo.

[0067] Modificagdo: O termo "modificagdao" significa aqui qualquer
modificacdo quimica de um polipeptideo maduro ou uma sequéncia homologa
do mesmo; bem como manipulagdo genética do DNA codificador de um tal
polipeptideo. A modificagdo pode ser uma substituicdo, uma delecao e/ou
uma inser¢ao de um ou mais (varios) aminodcidos bem como reposi¢des de
uma ou mais (varias) cadeias laterais de aminoacido.

[0068] Variante artificial: Quando aqui usado, o termo '"variante
artificial" significa um polipeptideo produzido por um organismo expressando
uma sequéncia de nucleotideos modificada da sequéncia codificadora de

polipeptideo maduro ou uma sua sequéncia homologa. A sequéncia de
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nucleotideos modificada ¢ obtida através de intervencdo humana por
modificacdo da sequéncia de polinucleotideo ou de uma sua sequéncia
homologa.

Descri¢ao Detalhada da Invengao
[0069] A presente invengdo refere-se aos métodos para aumentar a
atividade de um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora,
compreendendo: adicionar um cation de metal divalente ativador solivel em
uma composi¢do compreendendo o polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora, sendo que o cation de metal divalente ativador soltvel esta
presente em uma concentragao eficaz de cerca de 0,001 mM a cerca de 50
mM durante degradacdo ou conversdao de um material contendo celulose e a
presenga do cation de metal divalente ativador soltivel e do polipeptideo tendo
atividade celulolitica intensificadora aumenta a degradagdao ou conversao do
material contendo celulose por uma composi¢do de enzimas celuloliticas
comparado com o polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
sem o cation de metal divalente ativador soluvel.
[0070] A presente invengdo também se refere aos métodos para
degradar ou converter um material contendo celulose, compreendendo: tratar
o material contendo celulose com uma quantidade eficaz de uma composi¢ao
de enzimas celuloliticas compreendendo uma quantidade eficaz de um
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora e de um cation de
metal divalente ativador solivel, sendo que o cation de metal divalente
ativador soluvel esta presente em uma concentracao eficaz de cerca de 0,001
mM a cerca de 50 mM.
[0071] A presente invengdo também se refere aos métodos para
produzir um produto de fermentacdo, compreendendo: (a) sacarificar um
material contendo celulose com uma quantidade eficaz de uma composicao de
enzimas celuloliticas compreendendo uma quantidade eficaz de um

polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora e de um cation de
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metal divalente ativador solivel, sendo que o cation de metal divalente
ativador soluvel esta presente em uma concentracao eficaz de cerca de 0,001
mM a cerca de 50 mM; (b) fermentar o material contendo celulose
sacarificado de etapa (a) com um ou mais microorganismos fermentadores
para produzir o produto de fermentacdo; e (c) recuperar o produto de
fermenta¢ao da fermentacao.

[0072] A presente invengdo também se refere as composig¢des
compreendendo um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora e
um cation de metal divalente ativador soluvel, sendo que o cation de metal
divalente ativador soltivel estd presente em uma concentragao eficaz de cerca
de 0,001 mM a cerca de 50 mM durante degradagdo ou conversdao de um
material contendo celulose e a presenga do cation de metal divalente ativador
soluvel e do polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora aumenta
a degradagdo ou conversio do material contendo celulose por uma
composicdo de enzimas celuloliticas comparado com o polipeptideo tendo
atividade celulolitica intensificadora sem o cation de metal divalente ativador
soluvel.

[0073] A presente invencdo também se refere as composigdes de
enzimas celuloliticas compreendendo uma quantidade eficaz de um
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora e de um cation de
metal divalente ativador solivel, sendo que o cation de metal divalente
ativador soluvel esta presente em uma concentracao eficaz de cerca de 0,001
mM a cerca de 50 mM durante degradagdo ou conversio de um material
contendo celulose e a presenca do cation de metal divalente ativador soluavel e
do polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora aumenta a
degradagdo ou conversao do material contendo celulose pelas composicoes de
enzimas celuloliticas comparado com o polipeptideo tendo atividade
celulolitica intensificadora sem o cation de metal divalente ativador soluvel.

Cations de metais divalentes
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[0074] Qualquer cation de metal divalente ativador soliivel pode se
usado na presente invencdo. Em um aspecto preferido, o cation de metal
divalente ativador soluvel ¢ selecionado do grupo consistindo de Mn™", Co™,
Mg™, Ca™, e uma sua combina¢do. Em um aspecto mais preferido, o cation
de metal divalente ativador soluvel ¢ Mn"™". Em outro aspecto mais preferido,
o cation de metal divalente ativador soltivel ¢ Co™. Em outro aspecto mais
preferido, o cation de metal divalente ativador solivel ¢ Mg™". Em outro
aspecto mais preferido, o cation de metal divalente ativador solavel é Ca™.
Em outro aspecto mais preferido, o cation de metal divalente ativador solavel
¢ dois ou mais (varios) cations selecionados do grupo consistindo de Mn™,
Co™, Mg'", e Ca"™". Em um aspecto muito mais preferido, o cation de metal
divalente ativador solivel ¢ Mn"™". Em outro aspecto muito mais preferido, o
cation de metal divalente ativador solavel é Mg'™".

[0075] O cation de metal divalente ativador soluvel ¢ adicionado
durante a degradacdo ou conversdo de um substrato contendo celulose em
uma concentracao eficaz de preferivelmente cerca de 0,001 mM a cerca de 50
mM, mais preferivelmente cerca de 0,01 mM a cerca de 25 mM, mais
preferivelmente cerca de 0,1 mM a cerca de 25 mM, mais preferivelmente
cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM, ainda mais preferivelmente cerca de 0,3
mM a cerca de 5 mM, muito mais preferivelmente cerca de 0,3 mM a cerca de
2,5 mM, e ainda muito mais preferivelmente cerca de 0,3 mM a cerca de 1
mM.

[0076] Em um aspecto preferido, o cation de metal divalente ativador
soluvel ¢ adicionado durante a degradacdo ou conversao de um substrato
contendo celulose em uma concentracao eficaz de cerca de 0,001 mM a cerca
de 50 mM. Em um aspecto mais preferido, o cation de metal divalente
ativador soluvel ¢ adicionado durante a degradagdo ou conversdao de um
substrato contendo celulose em uma concentracao eficaz de cerca de 0,01 mM

a cerca de 25 mM. Em um aspecto mais preferido, o cation de metal divalente
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ativador solavel ¢ adicionado durante a degradagdo ou conversdao de um
substrato contendo celulose em uma concentracao eficaz de cerca de 0,1 mM
a cerca de 25 mM. Em um aspecto mais preferido, o cation de metal divalente
ativador solavel ¢ adicionado durante a degradagdo ou conversdao de um
substrato contendo celulose em uma concentracao eficaz de cerca de 0,1 mM
a cerca de 10 mM. Em um aspecto ainda mais preferido, o cation de metal
divalente ativador soluvel ¢ adicionado durante a degradagao ou conversao de
um substrato contendo celulose em uma concentrag¢ao eficaz de cerca de 0,3
mM a cerca de 5 mM. Em um aspecto muito mais preferido, o cation de metal
divalente ativador soluvel ¢ adicionado durante a degradagao ou conversao de
um substrato contendo celulose em uma concentracao eficaz de cerca de 0,3
mM a cerca de 2,5 mM. Em um aspecto ainda muito mais preferido, o cation
de metal divalente ativador soluvel ¢ adicionado durante a degradacdao ou
conversao de um substrato contendo celulose em uma concentragao eficaz de
cerca de 0,3 mM a cerca de 1 mM.

[0077] O cation de metal divalente ativador solivel ¢ preferivelmente
adicionado como um sal soluvel, tal como, por exemplo, um sal de sulfato,
carbonato, cloreto, citrato, nitrato, nitrito, fluoreto, ou iodeto. E bem sabido na
arte, conduto, que biomassa celuldsica pode compreender numerosos cations
de metais divalentes. Veja, por exemplo, F. B. Salisbury e C. W. Ross: Plant
Physiology, Wadsworths Publishing Company, Belmont, California (1992). A
biomassa celuldsica pode, portanto, ser usada, em parte ou no todo, como uma
fonte dos cations de metais. Os cations de metais divalentes ativadores podem
ser soliveis ou insoliveis. O termo ‘“cation de metal divalente ativador
soluvel” ¢ aqui definido como um cation de metal divalente que esta
disponivel em solugdo para aumentar a atividade de um polipeptideo tendo
atividade celulolitica intensificadora. O termo “cdtion de metal divalente
ativador insoluvel” ¢ aqui definido como um cétion de metal divalente que

esta indisponivel em solucdo para aumentar a atividade de um polipeptideo
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tendo atividade celulolitica intensificadora. O cation de metal divalente pode
estar indisponivel porque ele ¢ quelado, por exemplo, por EDTA ou EGTA,
ou ele estd complexado com um componente da biomassa celuldsica, por
exemplo, pirofosfato.

[0078] A biomassa celulésica também pode fornecer cations de
metais divalentes soluveis que inibem a celuldlise (daqui em diante "cation de
metal divalente inibidor soluvel"). Por exemplo, um cétion de metal divalente
inibidor é Zn"™ ou Fe™". Consequentemente, sob condi¢des nas quais uma
mistura de cations de metais divalentes soltiveis estd presente, alguns que
ativam e outros que inibem celuldlise, um excesso de um cation de metal
divalente ativador soluvel ¢ adicionado para suplantar o efeito inibidor dos
cations de metais divalentes inibidores. Em uma tal situagdo para prevenir que
os cations de metais divalentes inibidores afetem adversamente o polipeptideo
tendo atividade celulolitica intensificadora, os métodos da presente invencao
adicionalmente compreendem suplementar a concentracdo do cation de metal
divalente ativador solivel para manter a concentracdo eficaz do cation de
metal divalente ativador soltivel dentro da faixa de preferivelmente cerca de
0,001 mM a cerca de 50 mM, mais preferivelmente cerca de 0,01 mM a cerca
de 25 mM, mais preferivelmente cerca de 0,1 mM a cerca de 25 mM, mais
preferivelmente cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM, ainda mais
preferivelmente cerca de 0,3 mM a cerca de 5 mM, muito mais
preferivelmente cerca de 0,3 mM a cerca de 2,5 mM, e ainda muito mais
preferivelmente cerca de 0,3 mM a cerca de 1 mM por um periodo suficiente
para degradar ou converter o material contendo celulose.

[0079] Em um aspecto preferido, a concentragdo do cation de metal
divalente ativador solavel ¢ suplementada durante a degradagdo ou conversao
de um substrato contendo celulose para manter uma concentragao eficaz de
cerca de 0,001 mM a cerca de 50 mM. Em um aspecto mais preferido, a

concentracao do cation de metal divalente ativador solivel ¢ suplementada

Petici0 870240002025, de 08/01/2024, pag. 34/194



24/160

durante a degradacdo ou conversdo de um substrato contendo celulose para
manter uma concentracao eficaz de cerca de 0,01 mM a cerca de 25 mM. Em
um aspecto mais preferido, a concentragdo do cation de metal divalente
ativador soluvel ¢ suplementada durante a degradag¢do ou conversao de um
substrato contendo celulose para manter uma concentragao eficaz de cerca de
0,1 mM a cerca de 25 mM. Em um aspecto mais preferido, a concentracao do
cation de metal divalente ativador soluvel ¢ suplementada durante a
degradagdo ou conversao de um substrato contendo celulose para manter uma
concentracao eficaz de cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM. Em um aspecto
ainda mais preferido, a concentracdo do cation de metal divalente ativador
soluvel ¢ suplementada durante a degradagdo ou conversdo de um substrato
contendo celulose para manter uma concentragao eficaz de cerca de 0,3 mM a
cerca de 5 mM. Em um aspecto muito mais preferido, a concentracdo do
cation de metal divalente ativador soluvel ¢ suplementada durante a
degradagdo ou conversao de um substrato contendo celulose para manter uma
concentracao eficaz de cerca de 0,3 mM a cerca de 2,5 mM. Em um aspecto
ainda muito mais preferido, a concentracdo do cation de metal divalente
ativador soluvel ¢ suplementada durante a degradag¢do ou conversao de um
substrato contendo celulose para manter uma concentragao eficaz de cerca de
0,3 mM a cerca de 1 mM.

[0080] A concentra¢do de cations de metais divalentes em biomassa
celuldsica pode ser determinada usando qualquer método conhecido na arte,
tais como absor¢ao atomica, eletrodos eletroquimicos, biossensores de ion de
metal, ou sensores Opticos, ou titulacdo por quelacdo (veja, por exemplo,
Methods in Enzymology, v.158 (multiplos capitulos), Haugland, R. P.
Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, 6™ ed.; Molecular
Probes, Inc.: Eugene, OR, 1996., Thompson et al. Anal. Chem., 70 (22),
4717-4723, 1998, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, Akbar
Montaser (Editor) May 1998).
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[0081] Nos métodos da presente invencdo, um cation de metal
divalente ativador soltivel aumenta a atividade de um polipeptideo tendo
atividade celulolitica intensificadora preferivelmente pelo menos 0,1-vez,
mais preferivelmente pelo menos 0,2-vez, mais preferivelmente pelo menos
0,3-vez, mais preferivelmente pelo menos 0,4-vez, mais preferivelmente pelo
menos 0,5-vez, mais preferivelmente pelo menos 1-vez, mais preferivelmente
pelo menos 3-vezes, mais preferivelmente pelo menos 4-vezes, mais
preferivelmente pelo menos 5-vezes, mais preferivelmente pelo menos 10-
vezes, mais preferivelmente pelo menos 20-vezes, ainda mais preferivelmente
pelo menos 30-vezes, muito mais preferivelmente pelo menos 50-vezes, e
ainda muito mais preferivelmente pelo menos 100-vezes.
Composigdes de enzimas celuloliticas

[0082] A presente invengdo também se refere as composig¢des
compreendendo um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora e
um cation de metal divalente ativador soluvel, sendo que o cation de metal
divalente ativador soluvel estd presente em uma concentragdo eficaz de
preferivelmente cerca de 0,001 mM a cerca de 50 mM, mais preferivelmente
cercade 0,01 mM a cerca de 25 mM, mais preferivelmente cerca de 0,1 mM a
cerca de 25 mM, mais preferivelmente cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM,
ainda mais preferivelmente cerca de 0,3 mM a cerca de 5 mM, muito mais
preferivelmente cerca de 0,3 mM a cerca de 2,5 mM, e ainda muito mais
preferivelmente cerca de 0,3 mM a cerca de 1 mM durante degradagao ou
conversao de um material contendo celulose e a presenga do cation de metal
divalente ativador solivel e do polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora aumenta a degradacdo ou conversdo do material contendo
celulose por uma composicdao de enzimas celuloliticas comparado com o
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora sem o cation de metal
divalente ativador soluvel.

[0083] A presente invencdo também se refere as composigdes de
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enzimas celuloliticas compreendendo uma quantidade eficaz de um
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora e de um cation de
metal divalente ativador solivel, sendo que o cation de metal divalente
ativador soluvel esta presente em uma concentragdo eficaz de preferivelmente
cerca de 0,001 mM a cerca de 50 mM, mais preferivelmente cerca de 0,01
mM a cerca de 25 mM, mais preferivelmente cerca de 0,1 mM a cerca de 25
mM, mais preferivelmente cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM, ainda mais
preferivelmente cerca de 0,3 mM a cerca de 5 mM, muito mais
preferivelmente cerca de 0,3 mM a cerca de 2,5 mM, e ainda muito mais
preferivelmente cerca de 0,3 mM a cerca de 1 mM durante degradagao ou
conversao de um material contendo celulose e a presenga do cation de metal
divalente ativador solivel e do polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora aumenta a degradacdo ou conversdo do material contendo
celulose pelas composi¢des de enzimas celuloliticas comparado com o
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora sem o cation de metal
divalente ativador soluvel.

[0084] Nos métodos da presente invengdo, a composicao de enzimas
celuloliticas pode compreender qualquer proteina envolvida no
processamento de um material contendo celulose em glicose, ou hemicelulose
em xilose, manose, galactose, e arabinose, seus polimeros, ou produtos
derivados deles como descrito abaixo. Em um aspecto, a composicao de
enzimas celuloliticas compreende uma endoglicanase, uma celobioidrolase,
uma beta-glicosidase, ou uma sua combinagdo. Em outro aspecto, a
composicdo de enzimas celuloliticas adicionalmente compreende uma ou
mais atividades de enzima adicionais para melhorar a degradacdo do material
contendo celulose. Enzimas adicionais preferidas sdo hemicelulases, esterases
(e.g., lipases, fosfolipases, e/ou cutinases), proteases, lacases, peroxidases, ou
suas misturas.

[0085] A composicdo de enzimas celuloliticas pode ser uma
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preparacdo de monocomponente, e.g., uma endoglicanase, pode ser uma
preparacao de multicomponentes, e.g., endoglicanase(s), celobioidrolase(s), e
beta-glicosidase(s), ou uma combinacdo de preparacdoes de proteinas de
monocomponente € multicomponentes. As proteinas celuloliticas podem ter
atividade, i.e., hidrolisar o material contendo celulose, na faixa de pH quer
acida, neutra, quer alcalina.

[0086] Como mencionado acima, as proteinas celuloliticas usadas na
presente invencdo podem ser preparagoes de monocomponente, i.e., um
componente essencialmente livre de outros componentes celuloliticos. O
componente Unico pode ser um componente recombinante, i.e., produzido por
clonagem de uma sequéncia de DNA codificadora de o componente nico e
subsequente célula transformada com a sequéncia de DNA e expressada em
um hospedeiro (veja, por exemplo, WO 91/17243 e WO 91/17244). A célula
hospedeira pode ser um hospedeiro heterdlogo (enzima ¢ estranha ao
hospedeiro) ou o hospedeiro também pode ser um hospedeiro de tipo
selvagem (a enzima ¢ nativa ao hospedeiro). Proteinas celuloliticas de
monocomponente também podem ser preparadas por purificagdo de uma tal
proteina de um caldo de fermentagao.

[0087] As enzimas usadas na presente invengdo podem estar em
qualquer forma adequada para uso nos processos aqui descritos, tal como, por
exemplo, um caldo de fermentacdo bruto com ou sem células, um granulado
ou po seco, um granulado ndo-liberador de poeira, um liquido, um liquido
estabilizado, ou uma enzima protegida. Granulados podem ser produzidos,
e.g., como revelado em Patentes U.S. Nos. 4.106.991 e 4.661.452, ¢ podem
ser opcionalmente revestidos por processo conhecido na arte. Preparacdes
liquidas de enzima podem, por exemplo, ser estabilizadas pela adicdo de
estabilizadores tais como um acgtcar, um alcool de agticar ou outro poliol, e/ou
acido latico ou outro acido organico de acordo com processo estabelecido.

Enzimas protegidas podem ser preparadas de acordo com o processo revelado
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em EP 238.216.

[0088] Um polipeptideo tendo atividade de enzima celulolitica pode
ser obtido de microorganismos de qualquer género. O termo “obtido de”
significa aqui que a enzima pode ter sido isolada de um organismo que
naturalmenter produz a enzima como uma enzima nativa. O termo "obtido de"
também significa que a enzima pode ter sido produzida recombinantemente
em um organismo hospedeiro, sendo que a enzima recombinantemente
produzida ¢ quer nativa quer estranha ao organismo hospedeiro ou tem uma
sequéncia de aminoacidos modificada, e.g., tendo um ou mais aminoacidos
que estdao deletados, inseridos e/ou substituido, ie., uma enzima
recombinantemente produzida que ¢ um mutante e/ou um fragmento de uma
sequéncia de aminodcidos nativa ou uma enzima produzida por processos de
rearranjo de d4cido nucleico conhecidos na arte. Incluidas dentro do
significado de uma enzima nativa estdo as variantes naturais e dentro do
significado de uma enzima estranha estdo as variantes obtidas por mutagénese
quimica ou recombinante, tal como por mutagénese sitio-direcionada ou
rearranjo. Consequentemente, mutantes engenhados de proteina ou
quimicamente modificados de proteinas celuloliticas também podem ser
usados na presente invengdo. Em um aspecto preferido, o polipeptideo obtido
de uma dada fonte ¢ secretado extracelularmente.

[0089] Um polipeptideo tendo atividade de enzima celulolitica pode
ser um polipeptideo bacteriano. Por exemplo, o polipeptideo pode ser um
polipeptideo de bactéria Gram-positiva tal como um polipeptideo tendo
atividade de enzima celulolitica de Bacillus, Streptococcus, Streptomyces,
Staphylococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Clostridium,
Geobacillus, ou Oceanobacillus, ou um polipeptideo de bactéria Gram-
negativa tal como um polipeptideo tendo atividade de enzima celulolitica de
E.  coli, Pseudomonas, Salmonella, Campylobacter, Helicobacter,

Flavobacterium, Fusobacterium, Ilyobacter, Neisseria, ou Ureaplasma.
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[0090] Em um aspecto preferido, o polipeptideo ¢ um polipeptideo
tendo atividade de enzima celulolitica de Bacillus alkalophilus, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii,
Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus
licheniformis,  Bacillus  megaterium,  Bacillus  pumilus,  Bacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis, ou Bacillus thuringiensis.

[0091] Em outro aspecto preferido, o polipeptideo € um polipeptideo
tendo atividade de enzima celulolitica de Streptococcus equisimilis,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, ou Streptococcus equi subsp.
Zooepidemicus.

[0092] Em outro aspecto preferido, o polipeptideo € um polipeptideo
tendo atividade de enzima celulolitica de Streptomyces achromogenes,
Streptomyces avermitilis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces griseus, ou
Streptomyces lividans.

[0093] O polipeptideo tendo atividade de enzima celulolitica também
pode ser um polipeptideo fingico, e mais preferivelmente um polipeptideo de
levedura tal como um polipeptideo tendo atividade de enzima celulolitica de
Candida, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, ou
Yarrowia; ou mais preferivelmente um polipeptideo de fungo filamentoso tal
como um polipeptideo tendo atividade de enzima celulolitica de Acremonium,
Agaricus,  Alternaria,  Aspergillus,  Aureobasidium,  Botryospaeria,
Ceriporiopsis, Chaetomidium, Chrysosporium, Claviceps, Cochliobolus,
Coprinopsis, Coptotermes, Corynascus, Cryphonectria, Cryptococcus,
Diplodia, Exidia, Filibasidium, Fusarium, Gibberella, Holomastigotoides,
Humicola, Irpex, Lentinula, Leptospaeria, Magnaporthe, Melanocarpus,
Meripilus,  Mucor,  Myceliophthora,  Neocallimastix, = Neurospora,
Paecilomyces,  Penicillium,  Phanerochaete,  Piromyces,  Poitrasia,
Pseudoplectania,  Pseudotrichonympha,  Rhizomucor,  Schizophyllum,

Seytalidium,  Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium,
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Trichoderma, Trichophaea, Verticillium, Volvariella, ou Xylaria.

[0094] Em um aspecto preferido, o polipeptideo ¢ um polipeptideo
tendo atividade de enzima celulolitica de Saccharomyces carlsbergensis,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces
douglasii, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces norbensis, ou
Saccharomyces oviformis.

[0095] Em outro aspecto preferido, o polipeptideo € um polipeptideo
tendo atividade de enzima celulolitica de Acremonium cellulolyticus,
Aspergillus  aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Chrysosporium keratinophilum, Chrysosporium
lucknowense,  Chrysosporium  tropicum, Chrysosporium  merdarium,
Chrysosporium  inops,  Chrysosporium  pannicola,  Chrysosporium
queenslandicum, Chrysosporium zonatum, Fusarium bactridioides, Fusarium
cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium
graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium
negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum,
Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides,
Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium trichothecioides,
Fusarium venenatum, Humicola grisea, Humicola insolens, Humicola
lanuginosa, Irpex lacteus, Mucor miehei, Myceliophthora thermophila,
Neurospora crassa, Penicillium funiculosum, Penicillium purpurogenum,
Phanerochaete chrysosporium, Thielavia achromatica, Thielavia albomyces,
Thielavia albopilosa, Thielavia australeinsis, Thielavia fimeti, Thielavia
microspora, Thielavia ovispora, Thielavia peruviana, Thielavia spededonium,
Thielavia setosa, Thielavia subthermophila, Thielavia terrestris, Trichoderma
harzianum,  Trichoderma  koningii, = Trichoderma  longibrachiatum,
Trichoderma reesei, Trichoderma viride, ou Trichophaea saccata.

[0096] Nos métodos da presente invengdo, qualquer endoglicanase,
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celobioidrolase, e/ou beta-glicosidase, bem como qualquer outra enzima
celulolitica, pode ser usada.

[0097] Exemplos de endoglicanases bacterianas que podem ser usadas
na presente inveng¢ao, incluem, mas nao sao limitadas a, uma endoglicanase
de Acidothermus cellulolyticus (WO 91/05039; WO 93/15186; Patente U.S.
No. 5.275.944; WO 96/02551; Patente U.S. No. 5.536.655, WO 00/70031,
WO 05/093050); endoglicanase 11l de Thermobifida fusca (WO 05/093050); e
endoglicanase V de Thermobifida fusca (WO 05/093050).

[0098] Exemplos de endoglicanases fingicas que podem ser usadas
na presente invencao, incluem, mas nao sao limitadas a, uma endoglicanase |
de Trichoderma reesei (Penttila et al., 1986, Gene 45: 253-263; Numero de
acesso em GenBank™ de M15665); endoglicanase Il de Trichoderma reesei
(Saloheimo et al., 1988, Gene 63:11-22; Numero de acesso em GenBank™ de
M19373); endoglicanase 111 de Trichoderma reesei (Okada et al., 1988, Appl.
Environ. Microbiol. 64: 555-563; Numero de acesso em GenBank™ de
ABO003694); endoglicanase IV de Trichoderma reesei (Saloheimo et al., 1997,
Eur. J. Biochem. 249: 584-591; Numero de acesso em GenBank™ de
Y11113); e endoglicanase V de Trichoderma reesei (Saloheimo et al., 1994,
Molecular Microbiology 13: 219-228; Numero de acesso em GenBank™ de
733381); endoglicanase de Aspergillus aculeatus (Ooi et al., 1990, Nucleic
Acids Research 18: 5884); endoglicanase de Aspergillis kawachii (Sakamoto
et al., 1995, Current Genetics 27: 435-439); Chrysosporium sp. C1 (Patente
U.S. No. 6.573.086; Numero de acesso em GenPept de AAQ38150);
Corynascus heterothallicus (Patente U.S. No. 6,855,531; Numero de acesso
em GenPept de AAY00844); endoglicanase de Erwinia carotovara (Saarilahti
et al., 1990, Gene 90: 9-14); endoglicanase de Fusarium oxysporum (Nimero
de acesso em GenBank™ de 1.29381); endoglicanase de Humicola grisea var.
thermoidea (Numero de acesso em GenBank™ de AB003107); endoglicanase

de Melanocarpus albomyces (Numero de acesso em GenBank™ de
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MALS515703); endoglicanase de Neurospora crassa (Numero de acesso em
GenBank™ de XM 324477); Piromyces equi (Eberhardt et al., 2000,
Microbiology 146: 1999-2008; Numero de acesso em GenPept de
CAB92325); Rhizopus oryzae (Moriya et al., 2003, J. Bacteriology 185:
1749-1756; Numeros de acesso em GenBank™ de AB047927, AB056667, ¢
AB056668); e Thielavia terrestris (WO 2004/053039; Numero de acesso em
EMBL de CQ827970).

[0099] Outras endoglicanases sao reveladas em mais do que 13 das
familias de Glicosil Hidrolase usando a classificacao de acordo com Henrissat
B., 1991, "A classification of glycosyl hydrolases based on amino-acid
sequence similarities", Biochem. J. 280: 309-316, ¢ Henrissat B., e Bairoch
A., 1996, "Updating the sequence-based classification of glycosyl
hydrolases", Biochem. J. 316: 695-696.

[00100] Em um aspecto preferido, a endoglicanase ¢ uma
endoglicanase I (CEL7B) de Trichoderma reesei. Em outro aspecto preferido,
a endoglicanase ¢ uma endoglicanase Il (CEL5A) de Trichoderma reesei. Em
outro aspecto preferido, a endoglicanase ¢ uma endoglicanase III (CEL12A)
de Trichoderma reesei. Em outro aspecto preferido, a endoglicanase ¢ uma
endoglicanase V (CEL45A) de Trichoderma reesei. Em outro aspecto
preferido, a endoglicanase ¢ uma endoglicanase CEL7 de Myceliophthora
thermophila. Em outro aspecto preferido, a endoglicanase ¢ uma
endoglicanase CEL12 de Chrysosporium lucknowense. Em outro aspecto
preferido, a endoglicanase ¢ uma endoglicanase CEL45 de Chrysosporium
lucknowense.

[00101] Em um aspecto mais preferido, a endoglicanase I (CEL7B) de
Trichoderma reesei ¢ um polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 74 ou um seu
ortblogo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a
endoglicanase II (CEL5A) de Trichoderma reesei ¢ um polipeptideo maduro

de SEQ ID NO: 76 ou um seu ortdlogo ou uma sua variante. Em outro aspecto
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mais preferido, a endoglicanase Il (CEL12A) de Trichoderma reesei ¢ um
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 78 ou um seu ortdlogo ou uma sua
variante. Em outro aspecto mais preferido, a endoglicanase V (CEL45A) de
Trichoderma reesei ¢ um polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 80 ou um seu
ortblogo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a
endoglicanase CEL7 de Myceliophthora thermophila ¢ um polipeptideo
maduro de SEQ ID NO: 82 ou um seu ortdlogo ou uma sua variante. Em
outro aspecto mais preferido, a endoglicanase CEL12 de Myceliophthora
thermophila ¢ um polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 84 ou um seu
ortblogo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a
endoglicanase CEL45 de Mjyceliophthora thermophila ¢ um polipeptideo
maduro de SEQ ID NO: 86 ou um seu ortdlogo ou uma sua variante.

[00102] Em outro aspecto mais preferido, a endoglicanase I (CEL7B)
de Trichoderma reesei ¢ codificada pela sequéncia codificadora de
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 73 ou um seu ortdlogo ou uma sua
variante. Em outro aspecto mais preferido, a endoglicanase II (CEL5A) de
Trichoderma reesei ¢ codificada pela sequéncia codificadora de polipeptideo
maduro de SEQ ID NO: 75 ou um seu ortdlogo ou uma sua variante. Em
outro aspecto mais preferido, a endoglicanase III (CEL12A) de Trichoderma
reesei ¢ codificada pela sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de
SEQ ID NO: 77 ou um seu ortélogo ou uma sua variante. Em outro aspecto
mais preferido, a endoglicanase V (CEL45A) de Trichoderma reesei ¢
codificada pela sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID
NO: 79 ou um seu ortdologo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais
preferido, a endoglicanase CEL7 de Myceliophthora thermophila ¢ codificada
pela sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 81 ou
um seu ortélogo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a
endoglicanase CEL12 de Chrysosporium ¢ codificada pela sequéncia

codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 83 ou um seu ortdlogo
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ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a endoglicanase
CEL45 de Chrysosporium ¢ codificada pela sequéncia codificadora de
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 85 ou um seu ortdlogo ou uma sua
variante.

[00103] A endoglicanase 1 (CEL7B) de Trichoderma reesei pode ser
obtida de acordo com Penttila et al, 1986, Gene 45: 253-263. A
endoglicanase II (CEL5A) de Trichoderma reesei pode ser obtida de acordo
com Saloheimo et al., 1988, Gene 63:11-22. A endoglicanase III (CEL12A)
de Trichoderma reesei pode ser obtida de acordo com Okada et al., 1988,
Appl. Environ. Microbiol. 64: 555-563. A endoglicanase V (CEL45A) de
Trichoderma reesei pode ser obtida de acordo com Saloheimo et al., 1994,
Molecular Microbiology 13: 219-228. A endoglicanase CEL7 de
Myceliophthora thermophila pode ser obtida de acordo com WO 95/024471.
A endoglicanase CEL12 de Chrysosporium lucknowense pode ser obtida de
acordo com WO 2001/25468. A endoglicanase CEL45 de Chrysosporium
lucknowense pode ser obtida de acordo com WO 2000/20555.

[00104] Em outro aspecto preferido, a celobioidrolase ¢ uma
celobioidrolase I (CEL7A) de Trichoderma reesei. Em outro aspecto
preferido, a celobioidrolase ¢ uma celobioidrolase II (CEL6A) de
Trichoderma reesei. Em outro aspecto preferido, a celobioidrolase ¢ uma
celobioidrolase CEL7 de Chrysosporium Ilucknowense com um dominio
ligante de celulose. Em outro aspecto preferido, a celobioidrolase ¢ uma
celobioidrolase CEL7 de Myceliophthora thermophila sem um dominio
ligante de celulose. Em outro aspecto preferido, a celobioidrolase ¢ uma
celobioidrolase de Thielavia terrestris.

[00105] Em outro aspecto mais preferido, a celobioidrolase I (CEL7A)
de Trichoderma reesei ¢ um polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 88 ou um
seu ortologo ou uma sua variante. Em outro aspecto preferido, a

celobioidrolase Il (CEL6A) de Trichoderma reesei ¢ um polipeptideo maduro
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de SEQ ID NO: 90 ou um seu ortdlogo ou uma sua variante. Em outro aspecto
mais preferido, a celobioidrolase CEL7 de Chrysosporium lucknowense com
um dominio ligante de celulose ¢ um polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 92
ou um seu ortdlogo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a
celobioidrolase CEL7 de Myceliophthora thermophila sem um dominio
ligante de celulose ¢ um polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 94 ou um seu
ortblogo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a
celobioidrolase de Thielavia terrestris ¢ um polipeptideo maduro de SEQ ID
NO: 96 ou um seu ortdlogo ou uma sua variante.

[00106] Em outro aspecto mais preferido, a celobioidrolase I (CEL7A)
de Trichoderma reesei celobioidrolase ¢ codificada pela sequéncia
codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 87 ou um seu ortdlogo
ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a celobioidrolase 11
(CEL6A) de Trichoderma reesei celobioidrolase ¢ codificada pela sequéncia
codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 89 ou um seu ortdlogo
ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a celobioidrolase
CEL7 de Chrysosporium lucknowense com um dominio ligante de celulose ¢
codificada pela sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID
NO: 91 ou um seu ortdologo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais
preferido, a celobioidrolase CEL7 de Myceliophthora thermophila sem um
dominio ligante de celulose ¢ codificada pela sequéncia codificadora de
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 93 ou um seu ortdlogo ou uma sua
variante. Em outro aspecto mais preferido, a celobioidrolase de Thielavia
terrestris ¢ codificada pela sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de
SEQ ID NO: 95 ou um seu ortdlogo ou uma sua variante.

[00107] A celobioidrolase I (CEL7A) de Trichoderma reesei pode ser
obtida de acordo com Shoemaker et al., 1983, Biotechnology (N.Y.) 1: 691-
696. A celobioidrolase Il (CEL6A) de Trichoderma reesei pode ser obtida de
acordo com Terr et al., 1987, Gene 51: 43-52. A celobioidrolase CEL7 de
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Chrysosporium lucknowense com um dominio ligante de celulose pode ser
obtida de acordo com WO 2001/79507. A celobioidrolase CEL7 de
Myceliophthora thermophila sem um dominio ligante de celulose pode ser
obtida de acordo com WO 2003/000941. A celobioidrolase de Thielavia
terrestris pode ser obtida de acordo com WO 2006/074435.

[00108] Em outro aspecto preferido, a beta-glicosidase ¢ obtida de
Aspergillus oryzae. Em outro aspecto preferido, a beta-glicosidase ¢ obtida de
Aspergillus fumigatus. Em outro aspecto preferido, a beta-glicosidase ¢ obtida
de Penicillium brasilianum, e.g., Penicillium brasilianum cepa IBT 20888.
Em outro aspecto preferido, a beta-glicosidase ¢ obtida de Aspergillus niger.
Em outro aspecto preferido, a beta-glicosidase ¢ obtida de Aspergillus
aculeatus.

[00109] Em um aspecto mais preferido, a beta-glicosidase de
Aspergillus oryzae ¢ um polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 16 ou um seu
ortblogo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a beta-
glicosidase de Aspergillus fumigatus ¢ um polipeptideo maduro de SEQ ID
NO: 18 ou um seu ortdlogo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais
preferido, a beta-glicosidase de Penicillium brasilianum ¢ um polipeptideo
maduro de SEQ ID NO: 20 ou um seu ortdlogo ou uma sua variante. Em
outro aspecto mais preferido, a beta-glicosidase de Aspergillus niger ¢ um
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 22 ou um seu ortdlogo ou uma sua
variante. Em outro aspecto mais preferido, a beta-glicosidase de Aspergillus
aculeatus ¢ um polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 24 ou um seu ortdlogo
ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a beta-glicosidase de
Aspergillus oryzae ¢ codificada pela sequéncia codificadora de polipeptideo
maduro de SEQ ID NO: 15 ou um seu ortdlogo ou uma sua variante. Em
outro aspecto mais preferido, a beta-glicosidase de Aspergillus fumigatus ¢é
codificada pela sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID

NO: 17 ou um seu ortdologo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais
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preferido, a beta-glicosidase de Penicillium brasilianum ¢ codificada pela
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 19 ou um seu
ortblogo ou uma sua variante. Em outro aspecto mais preferido, a beta-
glicosidase de Aspergillus niger ¢ codificada pela sequéncia codificadora de
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 21 ou um seu ortdlogo ou uma sua
variante. Em outro aspecto mais preferido, a beta-glicosidase de Aspergillus
aculeatus ¢ codificada pela sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de
SEQ ID NO: 23 ou um seu ortdlogo ou uma sua variante.

[00110] O polipeptideo de Aspergillus oryzae tendo atividade de beta-
glicosidase pode ser obtido de acordo com WO 2002/095014. O polipeptideo
de Aspergillus fumigatus tendo atividade de beta-glicosidase pode ser obtido
de acordo com WO 2005/047499. O polipeptideo de Penicillium brasilianum
tendo atividade de beta-glicosidase pode ser obtido de acordo com WO
2007/019442. O polipeptideo de Aspergillus niger tendo atividade de beta-
glicosidase pode ser obtido de acordo com Dan et al., 2000, J. Biol. Chem.
275: 4973-4980. o polipeptideo de Aspergillus aculeatus tendo atividade de
beta-glicosidase pode ser obtido de acordo com Kawaguchi et al., 1996, Gene
173: 287-288.

[00111] Em outro aspecto preferido, o polipeptideo maduro de SEQ ID
NO: 16 ¢ codificado por um polinucleotideo contido no plasmideo que esta
contido em E. coli DSM 14240. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo
maduro de SEQ ID NO: 18 ¢ codificado pelo polinucleotideo contido no
plasmideo pEJG113 que estad contido em E. coli NRRL B-30695. Em outro
aspecto preferido, o polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 20 ¢ codificado por
um polinucleotideo contido em plasmideo pKKAB que estd contido em E.
coli NRRL B-30860.

[00112] Em outro aspecto preferido, a beta-glicosidase ¢ a proteina de
fusdo BG de variante de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae de SEQ ID

NO: 26. Em outro aspecto preferido, a proteina de fusdo BG de variante de
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beta-glicosidase de Aspergillus oryzae € codificada pelo polinucleotideo de
SEQ ID NO: 25. Em outro aspecto preferido, a beta-glicosidase ¢ a proteina
de fusdo de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae de SEQ ID NO: 28. Em
outro aspecto preferido, a proteina de fusdo de beta-glicosidase de Aspergillus
oryzae ¢ codificada pelo polinucleotideo de SEQ ID NO: 27.

[00113] Exemplos de outras beta-glicosidases que podem ser usadas na
presente inven¢ao, incluem, mas ndo sao limitadas a, uma beta-glicosidase de
Aspergillus oryzae (WO 02/095014; WO 04/099228); beta-glicosidase de
Aspergillus aculeatus (Kawaguchi et al., 1996, Gene 173: 287-288); beta-
glicosidase de Aspergillus avenaceus (Numero de acesso em GenBank™ de
AY943971); beta-glicosidase de Aspergillus fumigatus (Numero de acesso em
GenBank™ de XM745234); beta-glicosidase de Aspergillus kawachii
(Nimero de acesso em GenBank™ de AB003470); beta-glicosidase de
Aspergillus niger (GenBank™ AJ132386); beta-glicosidase de Magnaporthe
griseuma (Numero de acesso em GenBank™ de AY849670); beta-glicosidase
de Phanerochaete chrysosporium (Numero de acesso em GenBank™ de
AB253327); beta-glicosidase de Talaromyces emersonii (Numero de acesso
em GenBank™ de AY072918), e beta-glicosidase de Trichoderma reesei
(Numeros de acesso em GenBank™ de U09580, AB003110, AY281374,
AY281375, AY281377, AY281378, e AY281379). Variantes de beta-
glicosidases também podem ser usadas tais como aquelas descritas em WO
04/099228.

[00114] Outras beta-glicosidases sao reveladas em mais do que 13 das
familias de Glicosil Hidrolase usando a classificacdao de acordo com Henrissat
B., 1991, "A classification of glycosyl hydrolases based on amino-acid
sequence similarities", Biochem. J. 280: 309-316, ¢ Henrissat B., e Bairoch
A., 1996, "Updating the sequence-based classification of glycosyl
hydrolases", Biochem. J. 316: 695-696.

[00115] Sera entendido que para as espécies anteriormente
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mencionadas a invengdo inclui ambos os estados perfeito e imperfeito, e
outros equivalentes taxondmicos, e.g., anamorfos, independente do nome da
espécie pelo qual sdo conhecidos. Aquelas pessoas experientes na arte
prontamente reconhecerdo a identidade de equivalentes apropriados.

[00116] Cepas destas espécies sao prontamente acessiveis ao publico
em numerosas colecdes de culturas, tais como a American Type Culture
Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSM), Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS), e
Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional
Research Center (NRRL).

[00117] Ademais, tais polipeptideos podem ser identificados e obtidos
de outras fontes incluindo microorganismos isolados da natureza (e.g., solo,
adubos compostos, dgua, etc.) usando as sondas acima mencionadas. Técnicas
para isolar microorganismos de hébitats naturais sdao bem conhecidas na arte.
O polinucleotideo pode ser entdo obtido por sele¢do similar de uma biblioteca
gendmica ou de cDNA de um tal microorganismo. Uma vez tendo sido
detectada uma sequéncia de polinucleotideo codificadora de um polipeptideo
com a(s) sonda(s), o polinucleotideo pode ser isolado ou clonado pela
utilizacdo de técnicas que sdao bem conhecidas por aquelas pessoas
ordinariamente experientes na arte (veja, e.g., Sambrook et al., 1989, supra).
[00118] Polipeptideos tendo atividade de enzima celulolitica também
incluem polipeptideos fusionados ou polipeptideos de fusdo clivaveis nos
quais outro polipeptideo esta fusionado na terminacao-N ou na terminagao-C
do polipeptideo ou de seu fragmento tendo atividade de enzima celulolitica.
Um polipeptideo fusionado ¢ produzido pela fusio de uma sequéncia de
nucleotideos (ou uma sua por¢ao) codificadora de outro polipeptideo em uma
sequéncia de nucleotideos (ou uma sua por¢dao) codificadora de um
polipeptideo tendo atividade de enzima celulolitica. Técnicas para produzir

polipeptideos de fusdo sdo conhecidas na arte, e incluem ligacdo de
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sequéncias codificadoras que codificam os polipeptideos de modo que
estejam em matriz € que a expressao do polipeptideo fusionado esteja sob
controle do(s) mesmo(s) promotor(es) e terminador.

[00119] Um polipeptideo de fusdo pode adicionalmente compreender
um sitio de clivagem. Sob secre¢ao da proteina de fusdo, o sitio € clivado
liberando o polipeptideo tendo atividade de enzima celulolitica da proteina de
fusdo. Exemplos de sitios de clivagem incluem, mas nao sao limitadas a, um
sitio Kex2 que codifica o dipeptideo Lys-Arg (Martin et al., 2003, J. Ind.
Microbiol. Biotechnol. 3: 568-76; Svetina et al., 2000, J. Biotechnol. 76: 245-
251; Rasmussen-Wilson et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63: 3488-
3493; Ward et al., 1995, Biotechnology 13: 498-503; e Contreras ef al., 1991,
Biotechnology 9: 378-381), um sitio Ile-(Glu ou Asp)-Gly-Arg site, que €
clivado por uma Factor Xa protease apos o residuo de arginina (Eaton ef al.,
1986, Biochem. 25: 505-512); um sitio Asp-Asp-Asp-Asp-Lys site, que ¢
clivado por uma enteroquinase apo6s a lisina (Collins-Racie et al., 1995,
Biotechnology 13: 982-987); um sitio His-Tyr-Glu ou sitio His-Tyr-Asp, que
¢ clivado por Genenase | (Carter et al., 1989, Proteins: Structure, Function, e
Genetics 6: 240-248); um sitio Leu-Val-Pro-Arg-Gly-Ser, que ¢ clivado por
trombina apos a Arg (Stevens, 2003, Drug Discovery World 4: 35-48); um
sitio Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly site, que ¢ clivado por TEV protease
apo6s a Gln (Stevens, 2003, supra); e um sitio Leu-Glu-Val-Leu-Phe-GIn-Gly-
Pro, que ¢ clivado por uma forma geneticamente engenhada de protease 3C de
rinovirus de humano ap6s a Gln (Stevens, 2003, supra).

[00120] Em um aspecto preferido, a composicdo de enzimas
celuloliticas compreende uma beta-glicosidase; uma celobioidrolase 1
(CEL7A) de Trichoderma reesei, uma celobioidrolase II (CEL6A) de
Trichoderma reesei, e uma endoglicanase I (CEL7B) de Trichoderma reesei.
[00121] Em outro aspecto preferido, a composi¢dio de enzimas

celuloliticas compreende uma beta-glicosidase; uma celobioidrolase 1
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(CEL7A) de Trichoderma reesei, uma celobioidrolase II (CEL6A) de
Trichoderma reesei, e uma endoglicanase | (CEL7B) de Trichoderma reesei,
¢ adicionalmente compreende uma ou mais enzimas selecionadas do grupo
consistindo de uma endoglicanase Il (CEL5A) de Trichoderma reesei, uma
endoglicanase V (CEL45A) de Trichoderma reesei, € uma endoglicanase 111
(CEL12A) de Trichoderma reesei.

[00122] Em outro aspecto preferido, a composi¢do de enzimas
celuloliticas compreende uma beta-glicosidase; uma celobioidrolase 1
(CEL7A) de Trichoderma reesei, uma celobioidrolase II (CEL6A) de
Trichoderma reesei, e uma endoglicanase | (CEL7B) de Trichoderma reesei,
e adicionalmente compreende uma celobioidrolase de Thielavia terrestris.
[00123] Em outro aspecto preferido, a composi¢do de enzimas
celuloliticas compreende uma beta-glicosidase; uma celobioidrolase 1
(CEL7A) de Trichoderma reesei, uma celobioidrolase II (CEL6A) de
Trichoderma reesei, e uma endoglicanase | (CEL7B) de Trichoderma reesei,
e adicionalmente compreende (1) uma ou mais enzimas selecionadas do grupo
consistindo de uma endoglicanase Il (CEL5A) de Trichoderma reesei, uma
endoglicanase V (CEL45A) de Trichoderma reesei, € uma endoglicanase 111
(CEL12A) de Trichoderma reesei, e/ou adicionalmente compreende (2) uma
celobioidrolase de Thielavia terrestris.

[00124] Em outro aspecto preferido, a composi¢dio de enzimas
celuloliticas compreende um ou mais (varios) componentes selecionados do
grupo consistindo de um polipeptideo CEL7 de Myceliophthora thermophila
tendo atividade de endoglicanase, um polipeptideo CEL12 de Chrysosporium
lucknowense tendo atividade de endoglicanase, um polipeptideo CEL45 de
Chrysosporium  lucknowense tendo atividade de endoglicanase, um
polipeptideo CEL7 de Chrysosporium Iucknowense tendo atividade de
celobioidrolase com um dominio ligante de celulose, € um polipeptideo CEL7

de Myceliophthora thermophila tendo atividade de celobioidrolase sem um
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dominio ligante de celulose. Em outro aspecto preferido, a composi¢ao de
enzimas celuloliticas compreende um polipeptideo CEL7 de Myceliophthora
thermophila tendo atividade de endoglicanase, um polipeptideo CEL12 de
Chrysosporium lucknowense tendo atividade de endoglicanase, um
polipeptideo CEL45 de Chrysosporium lucknowense tendo atividade de
endoglicanase, um polipeptideo CEL7 tendo atividade de celobioidrolase com
um dominio ligante de celulose, € um polipeptideo CEL7 de Myceliophthora
thermophila tendo atividade de celobioidrolase sem um dominio ligante de
celulose. Em outro aspecto preferido, a composi¢do acima adicionalmente
compreende um ou mais (varios) polipeptideos tendo atividade de beta-
glicosidase.

[00125] A composi¢do de enzimas celuloliticas também pode ser uma
preparacdo comercial. Exemplos de preparagdes de enzimas celuloliticas
comerciais adequadas para uso na presente invencao incluem, por exemplo,
CELLUCLAST™ (disponivel em Novozymes A/S) e NOVOZYM™ 188
(disponivel em Novozymes A/S). Outras preparagdes comercialmente
disponiveis que podem ser utilizadas incluem CELLUZYME™,
CEREFLO™ e ULTRAFLO™ (Novozymes A/S), LAMINEX™ ¢
SPEZYME™ CP (Genencor Int.), ROHAMENT™ 7069 W (R6hm GmbH), e
FIBREZYME® LDI, FIBREZYME® LBR, ou VISCOSTAR® 150L (Dyadic
International, Inc., Jupiter, FL, USA).

[00126] Outras proteinas celuloliticas que podem ser Uteis na presente
invencao sao descritas em EP 495,257, EP 531,315, EP 531,372, WO
89/09259, WO 94/07998, WO 95/24471, WO 96/11262, WO 96/29397, WO
96/034108, WO 97/14804, WO 98/08940, WO 98/012307, WO 98/13465,
WO 98/015619, WO 98/015633, WO 98/028411, WO 99/06574, WO
99/10481, WO 99/025846, WO 99/025847, WO 99/031255, WO
2000/009707, WO 2002/050245, WO 2002/0076792, WO 2002/101078, WO
2003/027306, WO 2003/052054, WO 2003/052055, WO 2003/052056, WO
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2003/052057, WO 2003/052118, WO 2004/016760, WO 2004/043980, WO
2004/048592, WO 2005/001065, WO 2005/028636, WO 2005/093050, WO
2005/093073, WO 2006/074005, WO 2006/117432, WO 2007/071818, WO
2007/071820, WO 2008/008070, WO 2008/008793, Patente U.S. No.
4.435.307, Patente U.S. No. 5.457.046, Patente U.S. No. 5.648.263, Patente
U.S. No. 5.686.593, Patente U.S. No. 5.691.178, Patente U.S. No. 5.763.254.
e Patente U.S. No. 5.776.757.

[00127] As proteinas celuloliticas usadas nos métodos da presente
inven¢do podem ser produzidas por fermentacdo das cepas microbianas
anotadas acima sobre um meio nutriente contendo fontes de carbono e de
nitrogénio adequadas e sais inorganicos apropriados, usando procedimentos
conhecidos na arte (veja, e.g., Bennett, J.W. e LaSure, L. (eds.), More Gene
Manipulations in Fungi, Academic Press, CA, 1991). Meios adequados estao
disponiveis em fornecedores comerciais ou podem ser preparados de acordo
com composi¢des publicadas (e.g., em catalogos da American Type Culture
Collection). Faixas de temperatura e outras condigdes adequadas para
crescimento e producdo de proteina celulolitica sdo conhecidas na arte (veja,
e.g., Bailey, J.E., e Ollis, D.F., Biochemical Engineering Fundamentals,
McGraw-Hill Book Company, NY, 1986).

[00128] A fermentacdo pode ser qualquer método de cultivo de uma
célula resultando na expressdao ou no isolamento de uma proteina celulolitica.
Fermentacao, pode, portanto, ser entendida como compreendendo cultivo em
frasco agitador, ou fermentagdo em escala pequena ou grande (incluindo
fermentagdes no estado sélido, em batelada alimentada, em batelada ou
continua) em fermentadores de laboratério ou industriais realizada em um
meio apropriado e sob condi¢gdes que permitem que a proteina celulolitica seja
expressada ou isolada. As proteinas celuloliticas resultantes produzidas pelos
métodos descritos acima podem ser recuperadas do meio de fermentagdo e

purificadas por procedimentos convencionais como aqui descritos.

Peticio 870240002025, de 08/01/2024, pég. 54/194



44 /160

Polipeptideos tendo atividade celulolitica intensificadora
[00129] Em um primeiro aspecto, polipeptideos isolados tendo
atividade celulolitica intensificadora, compreendem os seguintes motivos:

[ILMV]-P-X(4,5)-G-X-Y-[ILMV]-X-R-X-[EQ]-X(4)-[HNQ]
e [FW]-[TF]-K-[AIV],

sendo que X ¢ qualquer aminoacido, X(4,5) ¢ qualquer
aminoacido em 4 ou 5 posi¢des contiguas, e X(4) ¢ qualquer aminoacido em 4
posi¢cdes contiguas.
[00130] O polipeptideo i1solado compreendendo os motivos acima
anotados pode adicionalmente compreender:

H-X(1,2)-G-P-X(3)-[YW]-[AILMV],

[EQ]-X-Y-X(2)-C-X-[EHQN]-[FILV]-X-[ILV], ou

H-X(1,2)-G-P-X(3)-[YW]-[AILMV] e [EQ]-X-Y-X(2)-C-X-
[EHQN]-[FILV]-X-[ILV],

sendo que X ¢ qualquer aminoacido, X(1,2) ¢ qualquer
aminoacido em 1 posicdo ou 2 posigdes contiguas, X(3) € qualquer
aminoacido em 3 posigdes contiguas, € X(2) ¢ qualquer aminoacido em 2
posicOes contiguas. Nos motivos acima, ¢ utilizada a abreviagdo de
aminodacido de letra tnica de [IUPAC aceita.
[00131] Em um aspecto preferido, o polipeptideo isolado tendo
atividade celulolitica intensificadora adicionalmente compreende H-X(1,2)-G-
P-X(3)-[YW]-[AILMV]. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo isolado
tendo atividade celulolitica intensificadora adicionalmente compreende [EQ]-
X-Y-X(2)-C-X-[EHQN]-[FILV]-X-[ILV]. Em outro aspecto preferido, o
polipeptideo  isolado tendo atividade celulolitica  intensificadora
adicionalmente compreende H-X(1,2)-G-P-X(3)-[YW]-[AILMV] e [EQ]-X-
Y-X(2)-C-X-[EHQN]-[FILV]-X-[ILV].

Em um segundo aspecto, os polipeptideos isolados tendo

atividade celulolitica intensificadora, compreendem os seguintes motivos:
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[ILMV]-P-x(4,5)-G-x-Y-[ILMV]-x-R-x-[EQ]-x(3)-A-[HNQ],

sendo que X ¢ qualquer aminoacido, x(4,5) ¢ qualquer
aminoacido em 4 ou 5 posi¢des contiguas, e X(3) ¢ qualquer aminoacido em 3
posicOes contiguas. Nos motivos acima, ¢ utilizada a abreviagdo de
aminodacido de letra tnica de [IUPAC aceita.
[00132] Em um terceiro aspecto, os polipeptideos isolados tendo
atividade celulolitica intensificadora tém uma sequéncia de aminoacidos que
tem um grau de identidade com o polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, ou SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 12, ou SEQ ID NO: 14 de preferivelmente pelo menos 60%, mais
preferivelmente pelo menos 65%, mais preferivelmente pelo menos 70%,
mais preferivelmente pelo menos 75%, mais preferivelmente pelo menos
80%, mais preferivelmente pelo menos 85%, ainda mais preferivelmente pelo
menos 90%, muito mais preferivelmente pelo menos 95%, e ainda muito mais
preferivelmente pelo menos 96%, 97%, 98%, ou 99%, que tém atividade
celulolitica intensificadora (daqui em diante "polipeptideos homogéneos").
Em um aspecto preferido, os polipeptideos homogéneos t€ém uma sequéncia
de aminoacidos que difere em dez aminoacidos, preferivelmente em cinco
aminoacidos, mais preferivelmente em quatro aminoacidos, ainda mais
preferivelmente em trés aminodcidos, muito mais preferivelmente em dois
aminoacidos, e ainda muito mais preferivelmente em um aminoacido do
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 8, ou SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, ou SEQ ID NO: 14.
[00133] Um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
preferivelmente compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2
ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma que tem
atividade celulolitica intensificadora. Em um aspecto preferido, o polipeptideo
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Em outro aspecto

preferido, o polipeptideo compreende o polipeptideo maduro de SEQ ID NO:
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2. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo compreende aminoacidos 20 a
326 de SEQ ID NO: 2, ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento
da mesma que tem atividade celulolitica intensificadora. Em outro aspecto
preferido, o polipeptideo compreende aminoacidos 20 a 326 de SEQ ID NO:
2. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 ou uma variante alélica da mesma; ou um
fragmento da mesma que tem atividade celulolitica intensificadora. Em outro
aspecto preferido, o polipeptideo consiste da sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 2. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste do
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 2. Em outro aspecto preferido, o
polipeptideo consiste dos aminoacidos 20 a 326 de SEQ ID NO: 2 ou uma
variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma que tem atividade
celulolitica intensificadora. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo
consiste dos aminoacidos 20 a 326 de SEQ ID NO: 2.

[00134] Um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
preferivelmente compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 4
ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma que tem
atividade celulolitica intensificadora. Em um aspecto preferido, o polipeptideo
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4. Em outro aspecto
preferido, o polipeptideo compreende o polipeptideo maduro de SEQ ID NO:
4. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo compreende aminoacidos 18 a
240 de SEQ ID NO: 4, ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento
da mesma que tem atividade celulolitica intensificadora. Em outro aspecto
preferido, o polipeptideo compreende aminoacidos 18 a 240 de SEQ ID NO:
4. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4 ou uma variante alélica da mesma; ou um
fragmento da mesma que tem atividade celulolitica intensificadora. Em outro
aspecto preferido, o polipeptideo consiste da sequéncia de aminodcidos de

SEQ ID NO: 4. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste do
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polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 4. Em outro aspecto preferido, o
polipeptideo consiste dos aminoacidos 18 a 240 de SEQ ID NO: 4 ou uma
variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma que tem atividade
celulolitica intensificadora. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo
consiste dos aminoacidos 18 a 240 de SEQ ID NO: 4.

[00135] Um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
preferivelmente compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6
ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma que tem
atividade celulolitica intensificadora. Em um aspecto preferido, o polipeptideo
compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6. Em outro aspecto
preferido, o polipeptideo compreende o polipeptideo maduro de SEQ ID NO:
6. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo compreende aminoacidos 20 a
258 de SEQ ID NO: 6, ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento
da mesma que tem atividade celulolitica intensificadora. Em outro aspecto
preferido, o polipeptideo compreende aminoacidos 20 a 258 de SEQ ID NO:
6. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 6 ou uma variante alélica da mesma; ou um
fragmento da mesma que tem atividade celulolitica intensificadora. Em outro
aspecto preferido, o polipeptideo consiste da sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 6. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste do
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 6. Em outro aspecto preferido, o
polipeptideo consiste dos aminoacidos 20 a 258 de SEQ ID NO: 6 ou uma
variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma que tem atividade
celulolitica intensificadora. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo
consiste dos aminoacidos 20 a 258 de SEQ ID NO: 6.

[00136] Um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
preferivelmente compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8
ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma que tem

atividade celulolitica intensificadora. Em um aspecto preferido, o polipeptideo
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compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8. Em outro aspecto
preferido, o polipeptideo compreende o polipeptideo maduro de SEQ ID NO:
8. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo compreende aminoacidos 19 a
226 de SEQ ID NO: 8, ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento
da mesma que tem atividade celulolitica intensificadora. Em outro aspecto
preferido, o polipeptideo compreende aminoacidos 19 a 226 de SEQ ID NO:
8. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste da sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 8 ou uma variante alélica da mesma; ou um
fragmento da mesma que tem atividade celulolitica intensificadora. Em outro
aspecto preferido, o polipeptideo consiste da sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 8. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste do
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 8. Em outro aspecto preferido, o
polipeptideo consiste dos aminoacidos 19 a 226 de SEQ ID NO: 8 ou uma
variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma que tem atividade
celulolitica intensificadora. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo
consiste dos aminoacidos 19 a 226 de SEQ ID NO: 8.

[00137] Um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
preferivelmente compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10
ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma que tem
atividade celulolitica intensificadora. Em um aspecto preferido, o polipeptideo
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 10. Em outro
aspecto preferido, o polipeptideo compreende o polipeptideo maduro de SEQ
ID NO: 10. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo compreende
aminoacidos 20 a 304 de SEQ ID NO: 10, ou uma variante alélica da mesma;
ou um fragmento da mesma que tem atividade celulolitica intensificadora. Em
outro aspecto preferido, o polipeptideo compreende aminoacidos 20 a 304 de
SEQ ID NO: 10. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste da
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 ou uma variante alélica da

mesma; ou um fragmento da mesma que tem atividade celulolitica
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intensificadora. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste da
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. Em outro aspecto preferido, o
polipeptideo consiste do polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 10. Em outro
aspecto preferido, o polipeptideo consiste dos aminoacidos 20 a 304 de SEQ
ID NO: 10 ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma
que tem atividade celulolitica intensificadora. Em outro aspecto preferido, o
polipeptideo consiste dos aminoacidos 20 a 304 de SEQ ID NO: 10.

[00138] Um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
preferivelmente compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12
ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma que tem
atividade celulolitica intensificadora. Em um aspecto preferido, o polipeptideo
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 12. Em outro
aspecto preferido, o polipeptideo compreende o polipeptideo maduro de SEQ
ID NO: 12. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo compreende
aminoacidos 23 a 250 de SEQ ID NO: 12, ou uma variante alélica da mesma;
ou um fragmento da mesma que tem atividade celulolitica intensificadora. Em
outro aspecto preferido, o polipeptideo compreende aminoacidos 23 a 250 de
SEQ ID NO: 12. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste da
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 ou uma variante alélica da
mesma; ou um fragmento da mesma que tem atividade -celulolitica
intensificadora. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste da
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12. Em outro aspecto preferido, o
polipeptideo consiste do polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 12. Em outro
aspecto preferido, o polipeptideo consiste dos aminoacidos 23 a 250 de SEQ
ID NO: 12 ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma
que tem atividade celulolitica intensificadora. Em outro aspecto preferido, o
polipeptideo consiste dos aminoacidos 23 a 250 de SEQ ID NO: 12.

[00139] Um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora

preferivelmente compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14
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ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma que tem
atividade celulolitica intensificadora. Em um aspecto preferido, o polipeptideo
compreende a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 14. Em outro
aspecto preferido, o polipeptideo compreende o polipeptideo maduro de SEQ
ID NO: 14. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo compreende
aminoacidos 20 a 249 de SEQ ID NO: 14, ou uma variante alélica da mesma;
ou um fragmento da mesma que tem atividade celulolitica intensificadora. Em
outro aspecto preferido, o polipeptideo compreende aminoacidos 20 a 249 de
SEQ ID NO: 14. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste da
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 ou uma variante alélica da
mesma; ou um fragmento da mesma que tem atividade -celulolitica
intensificadora. Em outro aspecto preferido, o polipeptideo consiste da
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14. Em outro aspecto preferido, o
polipeptideo consiste do polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 14. Em outro
aspecto preferido, o polipeptideo consiste dos aminoacidos 20 a 249 de SEQ
ID NO: 14 ou uma variante alélica da mesma; ou um fragmento da mesma
que tem atividade celulolitica intensificadora. Em outro aspecto preferido, o
polipeptideo consiste dos aminoacidos 20 a 249 de SEQ ID NO: 14.

[00140] Preferivelmente, um fragmento do polipeptideo maduro de
SEQ ID NO: 2 contém pelo menos 277 residuos de aminoacido, mais
preferivelmente pelo menos 287 residuos de aminoacido, € muito mais
preferivelmente pelo menos 297 residuos de aminoacido. Preferivelmente, um
fragmento do polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 4 contém pelo menos 185
residuos de aminoacido, mais preferivelmente pelo menos 195 residuos de
aminoacido, e muito mais preferivelmente pelo menos 205 residuos de
aminoacido. Preferivelmente, um fragmento do polipeptideo maduro de SEQ
ID NO: 6 cont¢tm pelo menos 200 residuos de aminoacido, mais
preferivelmente pelo menos 212 residuos de aminoacido, € muito mais

preferivelmente pelo menos 224 residuos de aminoacido. Preferivelmente, um
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fragmento do polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 8 contém pelo menos 175
residuos de aminoacido, mais preferivelmente pelo menos 185 residuos de
aminoacido, e muito mais preferivelmente pelo menos 195 residuos de
aminoacido. Preferivelmente, um fragmento do polipeptideo maduro de SEQ
ID NO: 10 cont¢ém pelo menos 240 residuos de aminodcido, mais
preferivelmente pelo menos 255 residuos de aminoacido, € muito mais
preferivelmente pelo menos 270 residuos de aminodcido. Preferivelmente, um
fragmento do polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 12 contém pelo menos
175 residuos de aminoacido, mais preferivelmente pelo menos 190 residuos
de aminoacido, ¢ muito mais preferivelmente pelo menos 205 residuos de
aminoacido. Preferivelmente, um fragmento do polipeptideo maduro de SEQ
ID NO: 14 cont¢ém pelo menos 200 residuos de aminodcido, mais
preferivelmente pelo menos 210 residuos de aminoacido, € muito mais
preferivelmente pelo menos 220 residuos de aminodacido.

[00141] Preferivelmente, uma subsequéncia da sequéncia codificadora
de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 1 contém pelo menos 831
nucleotideos, mais preferivelmente pelo menos 861 nucleotideos, e muito
mais preferivelmente pelo menos 891 nucleotideos. Preferivelmente, uma
subsequéncia da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID
NO: 3 contém pelo menos 555 nucleotideos, mais preferivelmente pelo menos
585 nucleotideos, e muito mais preferivelmente pelo menos 615 nucleotideos.
Preferivelmente, uma subsequéncia da sequéncia codificadora de polipeptideo
maduro de SEQ ID NO: 5 contém pelo menos 600 nucleotideos, mais
preferivelmente pelo menos 636 nucleotideos, € muito mais preferivelmente
pelo menos 672 nucleotideos. Preferivelmente, uma subsequéncia da
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 7 contém
pelo menos 525 nucleotideos, mais preferivelmente pelo menos 555
nucleotideos, ¢ muito mais preferivelmente pelo menos 585 nucleotideos.

Preferivelmente, uma subsequéncia da sequéncia codificadora de polipeptideo
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maduro de SEQ ID NO: 9 contém pelo menos 720 nucleotideos, mais
preferivelmente pelo menos 765 nucleotideos, € muito mais preferivelmente
pelo menos 810 nucleotideos. Preferivelmente, uma subsequéncia da
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de nucleotideos 67 a 796 SEQ
ID NO: 11 contém pelo menos 525 nucleotideos, mais preferivelmente pelo
menos 570 nucleotideos, e muito mais preferivelmente pelo menos 615
nucleotideos. Preferivelmente, uma subsequéncia da sequéncia codificadora
de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 13 contém pelo menos 600
nucleotideos, mais preferivelmente pelo menos 630 nucleotideos, e muito
mais preferivelmente pelo menos 660 nucleotideos.

[00142] Em um quarto aspecto, os polipeptideos isolados tendo
atividade celulolitica intensificadora sdo codificados por polinucleotideos que
hibridizam sob condicdes de estringéncia pelo menos muito baixa,
preferivelmente condi¢cdes de estringéncia pelo menos baixa, mais
preferivelmente condigdes de estringéncia pelo menos média, mais
preferivelmente condi¢gdes de estringéncia pelo menos média-alta, ainda mais
preferivelmente condi¢des de estringéncia pelo menos alta, € muito mais
preferivelmente condi¢gdes de estringéncia pelo menos muito alta com (i) a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, ou
SEQ ID NO: 13, (i1) a sequéncia de cDNA contida na sequéncia codificadora
de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, ou
SEQ ID NO: 11, ou a sequéncia de DNA gendmico compreendendo a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 9, ou SEQ ID NO: 13, (ii1) uma subsequéncia de (i) ou (ii), ou (iv) uma
fita complementar de comprimento total de (i), (i), ou (iii) (J J. Sambrook,
E.F. Fritsch, e T. Maniatis, 1989, supra). Uma subsequéncia da sequéncia
codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, ou SEQ ID NO:
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13 contém pelo menos 100 nucleotideos contiguos ou preferivelmente pelo
menos 200 nucleotideos contiguos. Além disso, a subsequéncia pode codificar
um fragmento de polipeptideo que tem atividade celulolitica intensificadora.
Em um aspecto preferido, a sequéncia codificadora de polipeptideo maduro ¢
de nucleotideos 388 a 1332 de SEQ ID NO: 1, nucleotideos 98 a 821 de SEQ
ID NO: 3, nucleotideos 126 a 978 de SEQ ID NO: 5, nucleotideos 55 a 678 de
SEQ ID NO: 7, nucleotideos 58 a 912 de SEQ ID NO: 9, nucleotideos 67 a
796 de SEQ ID NO: 11, ou nucleotideos 77 a 766 de SEQ ID NO: 13..
[00143] A sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, ou SEQ
ID NO: 13, ou uma subsequéncia da mesma; bem como a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
8, ou SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, ou SEQ ID NO: 14, ou um fragmento
da mesma, podem ser usadas para planejar uma sonda de acido nucleico e
clonar DNA codificador de polipeptideos tendo atividade -celulolitica
intensificadora de cepas de gé€neros ou espécies diferentes, como descrito
supra.

[00144] Para os propositos da presente inveng¢do, hibridizacdo indica
que a sequéncia de nucleotideos hibridiza com uma sonda de acido nucleico
marcada correspondendo a sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 11, ou SEQ ID NO: 13, a sequéncia de cDNA contida na
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 5, ou SEQ ID NO: 11, ou a sequéncia de DNA genomico
compreendendo a sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 9, ou SEQ ID NO: 13, sua fita complementar de
comprimento total, ou uma subsequéncia da mesma, sob condigdes de
estringéncia muito baixa a muito alta, como descrito supra.

[00145] E Em um aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
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sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 1. Em outro
aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ de nucleotideos 388 a 1332 de
SEQ ID NO: 1. Em outro aspecto preferido, a sonda de 4acido nucleico ¢ uma
sequéncia de polinucleotideo que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO: 2,
ou uma subsequéncia da mesma. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico ¢ SEQ ID NO: 1. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico € a sequéncia de polinucleotideo contida em plasmideo pEJG120 que
esta contido em E. coli NRRL B-30699, sendo que a sua sequéncia de
polinucleotideo codifica um polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em plasmideo
pEJG120 que esta contido em E. coli NRRL B-30699..

[00146] Em outro aspecto preferido, a sonda de 4cido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 3. Em outro
aspecto preferido, a sonda de 4cido nucleico ¢ de nucleotideos 98 a 821 de
SEQ ID NO: 3. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ uma
sequéncia de polinucleotideo que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO: 4,
ou uma subsequéncia da mesma. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico ¢ SEQ ID NO: 3. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico ¢ a sequéncia de polinucleotideo contida em plasmideo pTter61C
que esta contido em E. coli NRRL B-30813, sendo que a sua sequéncia de
polinucleotideo codifica um polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em plasmideo
pTter61C que esta contido em E. coli NRRL B-30813.

[00147] Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 5. Em outro
aspecto preferido, a sonda de &cido nucleico ¢ de nucleotideos 126 a 978 de

SEQ ID NO: 5. Em outro aspecto preferido, a sonda de 4acido nucleico ¢ uma
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sequéncia de polinucleotideo que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO: 6,
ou uma subsequéncia da mesma. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico ¢ SEQ ID NO: 5. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico € a sequéncia de polinucleotideo contida em plasmideo pTter61D
que esta contido em E. coli NRRL B-30812, sendo que a sua sequéncia de
polinucleotideo codifica um polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em plasmideo
pTter61D que esta contido em E. coli NRRL B-30812.

[00148] Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 7. Em outro
aspecto preferido, a sonda de 4cido nucleico ¢ de nucleotideos 55 a 678 de
SEQ ID NO: 7. Em outro aspecto preferido, a sonda de 4acido nucleico ¢ uma
sequéncia de polinucleotideo que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO: 8,
ou uma subsequéncia da mesma. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico ¢ SEQ ID NO: 7. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico € a sequéncia de polinucleotideo contida em plasmideo pTter61E que
esta contido em E. coli NRRL B-30814, sendo que a sua sequéncia de
polinucleotideo codifica um polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em plasmideo
pTter61E que esta contido em E. coli NRRL B-30814.

[00149] Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 9. Em outro
aspecto preferido, a sonda de 4cido nucleico ¢ de nucleotideos 58 a 912 de
SEQ ID NO: 9 Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ uma
sequéncia de polinucleotideo que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO: 10,
ou uma subsequéncia da mesma. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido

nucleico ¢ SEQ ID NO: 9. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
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nucleico € a sequéncia de polinucleotideo contida em plasmideo pTter61G
que esta contido em E. coli NRRL B-30811, sendo que a sua sequéncia de
polinucleotideo codifica um polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em plasmideo
pTter61G que esta contido em E. coli NRRL B-30811.

[00150] Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 11. Em outro
aspecto preferido, a sonda de 4cido nucleico ¢ de nucleotideos 67 a 796 de
SEQ ID NO: 11. Em outro aspecto preferido, a sonda de 4cido nucleico € uma
sequéncia de polinucleotideo que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO: 12,
ou uma subsequéncia da mesma. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico ¢ SEQ ID NO: 11. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico ¢ a sequéncia de polinucleotideo contida em plasmideo pDZA2-7
que esta contido em E. coli NRRL B-30704, sendo que a sua sequéncia de
polinucleotideo codifica um polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em plasmideo
pDZA2-7 que esta contido em E. coli NRRL B-30704.

[00151] Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 13. Em outro
aspecto preferido, a sonda de 4cido nucleico € de nucleotideos 77 a 766 de
SEQ ID NO: 13. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico € uma
sequéncia de polinucleotideo que codifica o polipeptideo de SEQ ID NO: 14,
ou uma subsequéncia da mesma. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico ¢ SEQ ID NO: 13. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido
nucleico ¢ a sequéncia de polinucleotideo contida em plasmideo pTr333 que
esta contido em E. coli NRRL B-30878, sendo que a sua sequéncia de

polinucleotideo codifica um polipeptideo tendo atividade celulolitica
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intensificadora. Em outro aspecto preferido, a sonda de acido nucleico ¢ a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em plasmideo pTr333
que esta contido em E. coli NRRL B-30878.

[00152] Para sondas longas de pelo menos 100 nucleotideos em
comprimento, condi¢cdes de estringéncia muito baixa a muito alta sio como
aqui definidas.

[00153] Para sondas longas de pelo menos 100 nucleotideos em
comprimento, o material de suporte ¢ finalmente lavado como aqui definido.
[00154] Para sondas curtas de cerca de 15 nucleotideos a cerca de 70
nucleotideos em comprimento, condigdes de estringéncia sdo como aqui
definidas.

[00155] Para sondas curtas de cerca de 15 nucleotideos a cerca de 70
nucleotideos em comprimento, o material de suporte ¢ lavado como aqui
definido.

[00156] Em um quinto aspecto, polipeptideos tendo atividade
celulolitica  intensificadora s3o  codificados por  polinucleotideos
compreendendo ou consistindo de sequéncias de nucleotideos que tém um
grau de identidade com a sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 11, ou SEQ ID NO: 13 de preferivelmente pelo menos 60%,
mais preferivelmente pelo menos 65%, mais preferivelmente pelo menos
70%, mais preferivelmente pelo menos 75%, mais preferivelmente pelo
menos 80%, mais preferivelmente pelo menos 85%, ainda mais
preferivelmente pelo menos 90%, muito mais preferivelmente pelo menos
95%, e ainda muito mais preferivelmente pelo menos 96%, 97%, 98%, ou
99%, que codifica um polipeptideo ativo tendo atividade celulolitica
intensificadora..

[00157] Em um aspecto preferido, a sequéncia codificadora de

polipeptideo maduro ¢ de nucleotideos 388 a 1332 de SEQ ID NO: 1,
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nucleotideos 98 a 821 de SEQ ID NO: 3, nucleotideos 126 a 978 de SEQ ID
NO: 5, nucleotideos 55 a 678 de SEQ ID NO: 7, nucleotideos 58 a 912 de
SEQ ID NO: 9, nucleotideos 67 a 796 de SEQ ID NO: 11, ou nucleotideos 77
a 766 de SEQ ID NO: 13. Veja se¢ao de polinucleotideo aqui.
[00158] Em um sexto aspecto, polipeptideos isolados tendo atividade
celulolitica intensificadora sdao variantes artificiais compreendendo uma
substituicdo, delecdo, e/ou inser¢do de um ou mais (varios) aminoacidos do
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 8, ou SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, ou SEQ ID NO: 14; ou uma
sua sequéncia homologa. Métodos para preparar tais variantes artificiais sao
descritos supra.
[00159] O numero total de substituigdes, delecdes e/ou inserg¢des de
aminoacido do = polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 12, ou SEQ ID
NO: 14, ¢ 10, preferivelmente 9, mais preferivelmente 8, mais
preferivelmente 7, mais preferivelmente no maximo 6, mais preferivelmente
5, mais preferivelmente 4, ainda mais preferivelmente 3, muito mais
preferivelmente 2, e ainda muito mais preferivelmente 1.

Fontes para polipeptideos tendo atividade celulolitica
intensificadora
[00160] Um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
pode ser obtido de microorganismos de qualquer género. Em um aspecto
preferido, o polipeptideo obtido de uma dada fonte ¢ secretado
extracelularmente.
[00161] Um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
pode ser um polipeptideo bacteriano. Por exemplo, o polipeptideo pode ser
um polipeptideo de bactéria Gram-positiva tal como um polipeptideo tendo
atividade  celulolitica  intensificadora de  Bacillus, Streptococcus,

Streptomyces, Staphylococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
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Clostridium, Geobacillus, ou Oceanobacillus tendo atividade celulolitica
intensificadora, ou um polipeptideo de bactéria Gram-negativa tal como um
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora de FE. coli,
Pseudomonas, Salmonella, Campylobacter, Helicobacter, Flavobacterium,
Fusobacterium, Ilyobacter, Neisseria, ou Ureaplasma.

[00162] Em um aspecto preferido, o polipeptideo ¢ um polipeptideo
tendo atividade celulolitica intensificadora de Bacillus alkalophilus, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii,
Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus
licheniformis,  Bacillus  megaterium,  Bacillus  pumilus,  Bacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis, ou Bacillus thuringiensis.

[00163] Em outro aspecto preferido, o polipeptideo € um polipeptideo
tendo atividade celulolitica intensificadora de Streptococcus equisimilis,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, ou Streptococcus equi subsp.
Zooepidemicus.

[00164] Em outro aspecto preferido, o polipeptideo € um polipeptideo
tendo atividade celulolitica intensificadora de Streptomyces achromogenes,
Streptomyces avermitilis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces griseus, ou
Streptomyces lividans.

[00165] O polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
também pode ser um polipeptideo de fungo, e mais preferivelmente um
polipeptideo de levedura tal como um polipeptideo tendo atividade
celulolitica  intensificadora de  Candida, Kluyveromyces, Pichia,
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, ou Yarrowia; ou mais preferivelmente
um polipeptideo de fungo filamentoso tal como um polipeptideo tendo
atividade celulolitica intensificadora de Acremonium, Agaricus, Alternaria,
Aspergillus, Aureobasidium, Botryospaeria, Ceriporiopsis, Chaetomidium,
Chrysosporium, Claviceps, Cochliobolus, Coprinopsis, Coptotermes,

Corynascus, Cryphonectria, Cryptococcus, Diplodia, Exidia, Filibasidium,
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Fusarium, Gibberella, Holomastigotoides, Humicola, Irpex, Lentinula,
Leptospaeria, =~ Magnaporthe, = Melanocarpus,  Meripilus, =~ Mucor,
Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium,
Phanerochaete, Piromyces, Poitrasia, Pseudoplectania,
Pseudotrichonympha, Rhizomucor, Schizophyllum, Scytalidium, Talaromyces,
Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, Trichoderma, Trichophaea,
Verticillium, Volvariella, ou Xylaria.

[00166] Em um aspecto preferido, o polipeptideo ¢ um polipeptideo
tendo atividade celulolitica intensificadora de Saccharomyces carlsbergensis,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces
douglasii, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces norbensis, ou
Saccharomyces oviformis.

[00167] Em outro aspecto preferido, o polipeptideo € um polipeptideo
tendo atividade celulolitica intensificadora de Acremonium cellulolyticus,
Aspergillus  aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Chrysosporium keratinophilum, Chrysosporium
lucknowense,  Chrysosporium  tropicum, Chrysosporium  merdarium,
Chrysosporium  inops,  Chrysosporium  pannicola,  Chrysosporium
queenslandicum, Chrysosporium zonatum, Fusarium bactridioides, Fusarium
cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium
graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium
negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum,
Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides,
Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium trichothecioides,
Fusarium venenatum, Humicola grisea, Humicola insolens, Humicola
lanuginosa, Irpex lacteus, Mucor miehei, Myceliophthora thermophila,
Neurospora crassa, Penicillium funiculosum, Penicillium purpurogenum,

Phanerochaete chrysosporium, Thielavia achromatica, Thielavia albomyces,
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Thielavia albopilosa, Thielavia australeinsis, Thielavia fimeti, Thielavia
microspora, Thielavia ovispora, Thielavia peruviana, Thielavia spededonium,
Thielavia setosa, Thielavia subthermophila, Thielavia terrestris, Trichoderma
harzianum,  Trichoderma  koningii, = Trichoderma  longibrachiatum,
Trichoderma reesei, Trichoderma viride, ou Trichophaea saccata.

[00168] Em um aspecto mais preferido, o polipeptideo um polipeptideo
tendo atividade celulolitica intensificadora de Thielavia terrestris. Em uma
modalidade mais preferida, o polipeptideo € um polipeptideo tendo atividade
celulolitica intensificadora de Thielavia terrestris NRRL 8126, e.g., o
polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, ou 10, ou seus fragmentos que
tém atividade celulolitica intensificadora.

[00169] Em outro aspecto mais preferido, o polipeptideo ¢ um
polipeptideo de Thermoascus aurantiacus, e.g., o polipeptideo maduro de
SEQ ID NO: 12.

[00170] Em outro aspecto mais preferido, o polipeptideo ¢ um
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora de Trichoderma
reesei polipeptideo. Em outro aspecto muito mais preferido, o polipeptideo ¢
um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora de Trichoderma
reesei RutC30 (ATCC 56765) e.g., o polipeptideo maduro de SEQ ID NO:
14, ou seus fragmentos que tém atividade celulolitica intensificadora.

[00171] Sera entendido que para as espécies anteriormente
mencionadas a invengdo inclui ambos os estados perfeito e imperfeito, e
outros equivalentes taxondmicos, e.g., anamorfos, independente do nome da
espécie pelo qual sdo conhecidos. Aquelas pessoas experientes na arte
prontamente reconhecerdo a identidade de equivalentes apropriados.

[00172] Cepas destas espécies sdo prontamente acessiveis ao publico
em numerosas colecdes de culturas, tais como a American Type Culture
Collection (ATCC), Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH (DSM), Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS), e
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Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional
Research Center (NRRL).
[00173] Ademais, tais polipeptideos podem ser identificados e obtidos
de outras fontes incluindo microorganismos isolados da natureza (e.g., solo,
adubos compostos, agua, etc.) usando as sondas mencionadas acima, como
aqui descrito.
[00174] Polipeptideos tendo atividade celulolitica intensificadora
também incluem polipeptideos fusionados ou polipeptideos de fusao clivaveis
nos quais outro polipeptideo esta fusionado na terminagdo-N ou na
terminagdao-C do polipeptideo ou de seu fragmento tendo atividade
celulolitica intensificadora, € podem adicionalmente compreender um sitio de
clivagem, como aqui descrito.
[00175] Para outros detalhes sobre polipeptideos tendo atividade
celulolitica intensificadora e seus polinucleotideos, veja WO 2005/074647,
WO 2005/074656, e Pedido Publicado U.S. de No. Serial 2007/0077630, que
sdo aqui incorporados como referéncias.

Polinucleotideos codificadores de polipeptideos tendo
atividade celulolitica intensificadora
[00176] Polinucleotideos compreendendo sequéncias de nucleotideos
que codificam polipeptideos tendo atividade celulolitica intensificadora
podem ser isolados e utilizados para praticar os métodos da presente
inveng¢ao, como aqui descrito.
[00177] Os polinucleotideos compreendem sequéncias de nucleotideos
que tém um grau de identidade com a sequéncia codificadora de polipeptideo
maduro de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, ou SEQ ID NO: 13 de preferivelmente pelo
menos 60%, mais preferivelmente pelo menos 65%, mais preferivelmente
pelo menos 70%, mais preferivelmente pelo menos 75%, mais

preferivelmente pelo menos 80%, mais preferivelmente pelo menos 85%,
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ainda mais preferivelmente pelo menos 90%, muito mais preferivelmente pelo
menos 95%, e ainda muito mais preferivelmente pelo menos 96%, 97%, 98%,
ou 99%, que codificam um polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora.

[00178] Em um aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos
compreende ou consiste de SEQ ID NO: 1. Em outro aspecto mais preferido,
a sequéncia de nucleotideos compreende ou consiste da sequéncia contida em
plasmideo pEJG120 que esta contido em Escherichia coli NRRL B-30699.
Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 1.
Em outro aspecto mais preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em
plasmideo pEJG120 que esta contido em Escherichia coli NRRL B-30699. A
presente invencao também inclui sequéncias de nucleotideos que codificam
um polipeptideo tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 ou o seu
polipeptideo maduro, que difere de SEQ ID NO: 1 em virtude da degeneracao
do cddigo genético. A presente invengdo também se refere as subsequéncias
de SEQ ID NO: 1 que codificam fragmentos de SEQ ID NO: 2 que tém
atividade celulolitica intensificadora..

[00179] Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos
compreende ou consiste de SEQ ID NO: 3. Em outro aspecto mais preferido,
a sequéncia de nucleotideos compreende ou consiste da sequéncia contida em
plasmideo pTter61C que esta contido em Escherichia coli NRRL B-30813.
Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 3.
Em outro aspecto mais preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em
plasmideo pTter61C que esta contido em Escherichia coli NRRL B-30813. A

presente invencao também inclui sequéncias de nucleotideos que codificam
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um polipeptideo tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 ou o seu
polipeptideo maduro, que difere de SEQ ID NO: 3 em virtude da degeneracao
do cddigo genético. A presente invengdo também se refere as subsequéncias
de SEQ ID NO: 3 que codificam fragmentos de SEQ ID NO: 4 que tém
atividade celulolitica intensificadora.

[00180] Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos
compreende ou consiste de SEQ ID NO: 5. Em outro aspecto mais preferido,
a sequéncia de nucleotideos compreende ou consiste da sequéncia contida em
plasmideo pTter61D que esta contido em Escherichia coli NRRL B-30812.
Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 5.
Em outro aspecto mais preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em
plasmideo pTter61D que esta contido em Escherichia coli NRRL B-30812. A
presente invencao também inclui sequéncias de nucleotideos que codificam
um polipeptideo tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 ou o seu
polipeptideo maduro, que difere de SEQ ID NO: 5 em virtude da degeneracao
do cddigo genético. A presente invengdo também se refere as subsequéncias
de SEQ ID NO: 5 que codificam fragmentos de SEQ ID NO: 6 que tém
atividade celulolitica intensificadora..

[00181] Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos
compreende ou consiste de SEQ ID NO: 7. Em outro aspecto mais preferido,
a sequéncia de nucleotideos compreende ou consiste da sequéncia contida em
plasmideo pTter61E que estd contido em Escherichia coli NRRL B-30814.
Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 7.
Em outro aspecto mais preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em

plasmideo pTter61E que estd contido em Escherichia coli NRRL B-30814. A
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presente invencao também inclui sequéncias de nucleotideos que codificam
um polipeptideo tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 ou o seu
polipeptideo maduro, que difere de SEQ ID NO: 7 em virtude da degeneracao
do cddigo genético. A presente invengdo também se refere as subsequéncias
de SEQ ID NO: 7 que codificam fragmentos de SEQ ID NO: 8 que tém
atividade celulolitica intensificadora.

[00182] Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos
compreende ou consiste de SEQ ID NO: 9. Em outro aspecto mais preferido,
a sequéncia de nucleotideos compreende ou consiste da sequéncia contida em
plasmideo pTter61G que esta contido em Escherichia coli NRRL B-30811.
Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 9.
Em outro aspecto mais preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em
plasmideo pTter61G que esta contido em Escherichia coli NRRL B-30811. A
presente invencao também inclui sequéncias de nucleotideos que codificam
um polipeptideo tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 ou o
seu polipeptideo maduro, que difere de SEQ ID NO: 9 em virtude da
degeneracao do cddigo genético. A presente invencao também se refere as
subsequéncias de SEQ ID NO: 9 que codificam fragmentos de SEQ ID NO:
10 que tém atividade celulolitica intensificadora.

[00183] Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos
compreende ou consiste de SEQ ID NO: 11. Em outro aspecto mais preferido,
a sequéncia de nucleotideos compreende ou consiste da sequéncia contida em
plasmideo pDZA2-7 que esta contido em Escherichia coli NRRL B-30704.
Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO:
11. Em outro aspecto mais preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende

ou consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em
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plasmideo pDZA2-7 que esta contido em Escherichia coli NRRL B-30704. A
presente invencao também inclui sequéncias de nucleotideos que codificam
um polipeptideo tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 ou o
seu polipeptideo maduro, que difere de SEQ ID NO: 11 em virtude da
degeneracao do cddigo genético. A presente invencdao também se refere as
subsequéncias de SEQ ID NO: 11 que codificam fragmentos de SEQ ID NO:
12 que tém atividade celulolitica intensificadora.

[00184] Em outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos
compreende ou consiste de SEQ ID NO: 13. Em outro aspecto mais preferido,
a sequéncia de nucleotideos compreende ou consiste da sequéncia contida em
plasmideo pTr3337 que estd contido em Escherichia coli NRRL B-30878. Em
outro aspecto preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou consiste
da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 13. Em
outro aspecto mais preferido, a sequéncia de nucleotideos compreende ou
consiste da sequéncia codificadora de polipeptideo maduro contida em
plasmideo pTr3337 que esta contido em Escherichia coli NRRL B-30878. A
presente invencao também inclui sequéncias de nucleotideos que codificam
um polipeptideo tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 ou o
seu polipeptideo maduro, que difere de SEQ ID NO: 13 ou a sua sequéncia
codificadora de polipeptideo maduro em virtude da degeneragdo do codigo
genético. A presente invengdo também se refere as subsequéncias de SEQ ID
NO: 13 que codificam fragmentos de SEQ ID NO: 14 que tém atividade
celulolitica intensificadora.

[00185] A presente invengdo também se refere aos polinucleotideos
mutantes compreendendo pelo menos uma mutagdo na sequéncia codificadora
de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, ou SEQ ID NO: 13, na qual
a sequéncia de nucleotideos mutante codifica o polipeptideo maduro de SEQ

ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, ou SEQ ID NO:
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10, SEQ ID NO: 12, ou SEQ ID NO: 14. Em um aspecto preferido, o
polipeptideo maduro ¢ aminoacidos 20 a 326 de SEQ ID NO: 2, aminoacidos
18 a 240 de SEQ ID NO: 4, aminoacidos 20 a 258 de SEQ ID NO: 6,
aminoacidos 19 a 226 de SEQ ID NO: 8, ou aminoacidos 20 a 304 de SEQ ID
NO: 10, aminoacidos 23 a 250 de SEQ ID NO: 12, ou aminoacidos 20 a 249
de SEQ ID NO: 14. Em outro aspecto preferido, a sequéncia codificadora de
polipeptideo maduro ¢ de nucleotideos 388 a 1332 de SEQ ID NO: 1,
nucleotideos 98 a 821 de SEQ ID NO: 3, nucleotideos 126 a 978 de SEQ ID
NO: 5, nucleotideos 55 a 678 de SEQ ID NO: 7, nucleotideos 58 a 912 de
SEQ ID NO: 9, nucleotideos 67 a 796 de SEQ ID NO: 11, ou nucleotideos 77
a 766 de SEQ ID NO: 13.

[00186] Como descrito inicialmente, as técnicas usadas para isolar ou
clonar um polinucleotideo codificador de um polipeptideo sdao conhecidas na
arte e incluem isolamento de DNA gendmico, preparagdao de cDNA, ou uma
combina¢ao das mesmas.

[00187] O polinucleotideo também pode ser um polinucleotideo
codificador de um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora
que hibridiza sob condigdes de estringéncia pelo menos muito baixa,
preferivelmente condi¢cdes de estringéncia pelo menos baixa, mais
preferivelmente condigdes de estringéncia pelo menos média, mais
preferivelmente condi¢gdes de estringéncia pelo menos média-alta, ainda mais
preferivelmente condi¢des de estringéncia pelo menos alta, € muito mais
preferivelmente condi¢gdes de estringéncia pelo menos muito alta com (i) a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 11, ou
SEQ ID NO: 13, (i1) a sequéncia de cDNA contida na sequéncia codificadora
de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5, ou
SEQ ID NO: 11, ou a sequéncia de DNA gendmico compreendendo a
sequéncia codificadora de polipeptideo maduro de SEQ ID NO: 7, SEQ ID
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NO: 9, ou SEQ ID NO: 13, ou (ii1) uma fita complementar de comprimento
total de (1) ou (i1); ou suas variantes alélicas e subsequéncias (Sambrook ef al.,
1989, supra), como aqui definidas. Em um aspecto preferido, a sequéncia
codificadora de polipeptideo maduro ¢ de nucleotideos 388 a 1332 de SEQ ID
NO: 1, nucleotideos 98 a 821 de SEQ ID NO: 3, nucleotideos 126 a 978 de
SEQ ID NO: 5, nucleotideos 55 a 678 de SEQ ID NO: 7, nucleotideos 58 a
912 de SEQ ID NO: 9, nucleotideos 67 a 796 de SEQ ID NO: 11, ou
nucleotideos 77 a 766 de SEQ ID NO: 13.
Construtos de acido nucleico

[00188] A Um polinucleotideo isolado codificador de um polipeptideo
tendo atividade celulolitica intensificadora, ou um polipeptideo tendo
atividade de enzima celulolitica podem ser manipulados em uma variedade de
maneiras para proporcionar a expressao do polipeptideo pela construgdo de
um construto de acido nucleico compreendendo um polinucleotideo isolado
codificador do polipeptideo operacionalmente ligado em uma ou mais (varias)
sequéncias de controle que dirigem a expressao da sequéncia codificadora em
uma cé¢lula hospedeira adequada sob condi¢coes compativeis com as
sequéncias de controle. Manipulacao da sequéncia de polinucleotideo antes de
sua inser¢ao em um vetor pode ser desejavel ou necessaria dependendo do
vetor de expressdo. As técnicas para modificar sequéncias de polinucleotideos
utilizando métodos de DNA recombinante sdo bem conhecidas na arte.
[00189] A sequéncia de controle pode ser uma sequéncia de promotor
apropriada, uma sequéncia de nucleotideos que ¢ reconhecida por uma célula
hospedeira para expressdo de um polinucleotideo codificador de um tal
polipeptideo. A sequéncia de promotor contém sequéncias de controle de
transcricado que medeiam a expressao do polipeptideo. O promotor pode ser
qualquer sequéncia de nucleotideos que mostra atividade transcricional na
célula hospedeira de escolha incluindo promotores mutantes, truncados, e

hibridos, ¢ pode ser obtido de genes codificadores de polipeptideos
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extracelulares ou intracelulares quer homologos quer heterdlogos para a
célula hospedeira.

[00190] Exemplos de promotores adequados para dirigir a transcri¢do
dos construtos de acido nucleico, especialmente em uma célula hospedeira
bacteriana, sdo os promotores obtidos do operon lac de E. coli, gene de
agarase (dagA) de Streptomyces coelicolor, gene de levansucrase (sacB) de
Bacillus subtilis, gene de alfa-amilase (amyL) de Bacillus licheniformis, gene
de amilase maltogénica (amyM) de Bacillus stearothermophilus, gene de alfa-
amilase (amyQ) de Bacillus amyloliquefaciens, gene de penicilinase (penP) de
Bacillus licheniformis, genes de xylA e xylB de Bacillus subtilis, e gene de
beta-lactamase procariotica (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 75: 3727-3731), bem como o promotor
tac (DeBoer et al., 1983, Proceedings of the National Academy of Sciences
USA 80: 21-25). Outros promotores sao descritos em "Useful proteins from
recombinant bacteria" em Scientific American, 1980, 242: 74-94; ¢ em
Sambrook et al., 1989, supra.

[00191] Exemplos de promotores adequados para dirigir a transcri¢do
dos construtos de acido nucleico em uma célula hospedeira flngica
filamentosa sdao promotores obtidos dos genes para TAKA amilase de
Aspergillus oryzae, proteinase aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilase
neutra de Aspergillus niger, alfa-amilase estavel a acido de Aspergillus niger,
glicoamilase (glad) de Aspergillus niger ou Aspergillus awamori, lipase de
Rhizomucor miehei, protease alcalina de Aspergillus oryzae triose fosfato
isomerase de Aspergillus oryzae, acetamidase de Aspergillus nidulans,
amiloglicosidase de Fusarium venenatum (WO 00/56900), Fusarium
venenatum Daria (WO 00/56900), Fusarium venenatum Quinn (WO
00/56900), tripsina-semelhante protease de Fusarium oxysporum (WO
96/00787), beta-glicosidase de Trichoderma reesei, celobioidrolase I de

Trichoderma reesei, celobioidrolase Il de Trichoderma reesei, endoglicanase
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I de Trichoderma reesei, endoglicanase II de Trichoderma reesei,
endoglicanase IIl de Trichoderma reesei, endoglicanase 1V de Trichoderma
reesei, endoglicanase V de Trichoderma reesei, xilanase 1 de Trichoderma
reesei, Xilanase Il de Trichoderma reesei, beta-xilosidase de Trichoderma
reesei, bem como o promotor NA2-tpi (um hibrido dos promotores dos genes
para alfa-amilase neutra de Aspergillus niger e triose fosfato isomerase de
Aspergillus oryzae); e seus promotores mutantes, truncados, € hibridos.
[00192] Em uma levedura hospedeira, promotores uteis sdo obtidos dos
genes para enolase (ENO-1) de Saccharomyces cerevisiae, galactoquinase
(GAL1) de Saccharomyces cerevisiae, alcool desidrogenase/gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (ADH1, ADH2/GAP) de Saccharomyces cerevisiae,
triose fosfate isomerase (TPI) de Saccharomyces cerevisiae, metalotioneina
(CUP1) de Saccharomyces cerevisiae, e 3-fosfoglicerato quinase de
Saccharomyces cerevisiae. Outros promotores uteis para células hospedeiras
de levedura sdo descritos por Romanos et al., 1992, Yeast 8: 423-488.

[00193] A sequéncia de controle também pode ser uma sequéncia de
terminador de transcricdo adequada, uma sequéncia reconhecida pela célula
hospedeira para terminar a transcricdo. A sequéncia de terminados esta
operacionalmente ligada na terminacdo 3' da sequéncia de nucleotideos
codificadora do polipeptideo. Qualquer terminador que ¢ funcional na célula
hospedeira de escolha pode ser usada na presente invengao.

[00194] Terminadores preferidos para células hospedeiras fungicas
filamentosas sdao obtidas dos genes para TAKA amilase de Aspergillus
oryzae, glicoamilase de Aspergillus niger, antranilato sintase de Aspergillus
nidulans, alfa-glicosidase de Aspergillus niger, e tripsina-semelhante protease
de Fusarium oxysporum.

[00195] Terminadores preferidos para células hospedeiras de levedura
sao obtidos dos genes para enolase de Saccharomyces cerevisiae, citocromo C

(CYC1) de Saccharomyces  cerevisiae, ¢  gliceraldeido-3-fosfato
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desidrogenase de Saccharomyces cerevisiae. Outros terminadores uteis para
células hospedeiras de levedura sdo descritos por Romanos et al., 1992,
supra.

[00196] A sequéncia de controle também pode ser uma sequéncia lider
adequada, uma regido nao-traduzida de um mRNA que ¢ importante para
traducdo pela célula hospedeira. A sequéncia lider estd operacionalmente
ligada na terminagdo 5' da sequéncia de nucleotideos codificadora do
polipeptideo. Qualquer sequéncia lider que ¢ funcional na célula hospedeira
de escolha pode ser usada na presente invengao.

[00197] Lideres preferidos para células hospedeiras flngicas
filamentosas sdo obtidos dos genes para TAKA amilase de Aspergillus oryzae
e triose fosfato isomerase de Aspergillus nidulans.

[00198] Lideres adequados para células hospedeiras de levedura sao
obtidos dos genes para enolase (ENO-1) de Saccharomyces cerevisiae, 3-
fosfoglicerato quinase de Saccharomyces cerevisiae, fator-alfa de
Saccharomyces cerevisiae, ¢ alcool desidrogenase/gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (ADH2/GAP) de Saccharomyces cerevisiae.

[00199] A sequéncia de controle também pode ser uma sequéncia de
poliadenilagdo, uma sequéncia operacionalmente ligada na terminagdo 3' da
sequéncia de nucleotideos e, quando transcrita, ¢ reconhecida pela célula
hospedeira como um sinal para adicionar residuos de poliadenosina em
mRNA transcrito. Qualquer sequéncia de poliadenilagdao que ¢ funcional na
célula hospedeira de escolha pode ser usada na presente invengao.

[00200] Sequéncias de poliadenilagdo preferidas para células
hospedeiras fingicas filamentosas sdo obtidas dos genes para TAKA amilase
de Aspergillus oryzae, glicoamilase de Aspergillus niger, antranilato sintase
de Aspergillus nidulans, tripsina-semelhante protease de Fusarium
oxysporum, ¢ alfa-glicosidase de Aspergillus niger..

[00201] Sequéncias de poliadenilacdo tteis para células hospedeiras de
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levedura sdo descritas por Guo e Sherman, 1995, Molecular Cellular Biology
15: 5983-5990.

[00202] A sequéncia de controle também pode ser uma sequéncia
codificadora de peptideo de sinal que codifica uma sequéncia de aminodcidos
ligada na terminacdo amino de um polipeptideo e dirige o polipeptideo
codificado na rota secretoria da célula. A extremidade 5° da sequéncia
codificadora da sequéncia de nucleotideos pode inerentemente conter uma
sequéncia codificadora de peptideo de sinal naturalmente ligada em matriz de
leitura de traducao com o segmento da sequéncia codificadora que codifica o
polipeptideo secretado. Alternativamente, a extremidade 5° da sequéncia
codificadora pode conter uma sequéncia codificadora de peptideo de sinal que
¢ estranha a sequéncia codificadora. A sequéncia codificadora de peptideo de
sinal estranha pode ser exigida onde a sequéncia codificadora naturalmente
ndo contém uma sequéncia codificadora de peptideo de sinal.
Alternativamente, a sequéncia codificadora de peptideo de sinal estranha pode
simplesmente substituir a sequéncia codificadora de peptideo de sinal natural
com o proposito de intensificar a secre¢cdo do polipeptideo. Contudo, qualquer
sequéncia codificadora de peptideo de sinal que dirige o polipeptideo
expressado na rota secretoria da célula hospedeira de escolha, i.e., secretado
em um meio de cultura, pode ser usada na presente invengao.

[00203] Sequéncias codificadoras de peptideo de sinal eficazes para
células hospedeiras bacterianas sdo as sequéncias codificadoras de peptideo
de sinal obtidas dos genes para amilase maltogénica de Bacillus NCIB 11837,
alfa-amilase de Bacillus stearothermophilus, subtilisina de Bacillus
licheniformis, beta-lactamase de Bacillus licheniformis, proteases neutras
(nprT, nprS, nprM) de Bacillus stearothermophilus, e prsA de Bacillus
subtilis. Outros peptideos de sinal sdo descritos por Simonen e Palva, 1993,
Microbiological Reviews 57: 109-137.

[00204] Regides codificadoras de peptideo de sinal eficazes para
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células hospedeiras fungicas filamentosas sdo as sequéncias codificadoras de
peptideo de sinal obtidas dos genes para TAKA amilase de Aspergillus
oryzae, amilase neutra de Aspergillus niger, glicoamilase de Aspergillus
niger, proteinase aspartica de Rhizomucor miehei, celulase de Humicola
insolens, endoglicanase V de Humicola insolens, e lipase de Humicola
lanuginosa.

[00205] Em um aspecto preferido, o peptideo de sinal compreende ou
consiste dos aminoacidos 1 a 19 de SEQ ID NO: 2. Em outro aspecto
preferido, a regido codificadora de peptideo de sinal compreende ou consiste
de nucleotideos 330 a 387 de SEQ ID NO: 1.

[00206] Em outro aspecto preferido, o peptideo de sinal compreende
ou consiste dos aminoacidos 1 a 17 de SEQ ID NO: 4. Em outro aspecto
preferido, a regido codificadora de peptideo de sinal compreende ou consiste
de nucleotideos 47 a 97 de SEQ ID NO: 3.

[00207] Em outro aspecto preferido, o peptideo de sinal compreende
ou consiste da regido codificadora de aminoacidos que ¢ aminoacidos 1 a 19
de SEQ ID NO: 6. Em outro aspecto preferido, a regido codificadora de
peptideo de sinal compreende ou consiste de nucleotideos 69 a 125 de SEQ
ID NO: 5.

[00208] Em outro aspecto preferido, o peptideo de sinal compreende
ou consiste dos aminoacidos 1 a 18 de SEQ ID NO: 8. Em outro aspecto
preferido, a regido codificadora de peptideo de sinal compreende ou consiste
de nucleotideos 1 a 54 de SEQ ID NO: 7.

[00209] Em outro aspecto preferido, o peptideo de sinal compreende
ou consiste dos aminoacidos 1 a 19 de SEQ ID NO: 10. Em outro aspecto
preferido, a regido codificadora de peptideo de sinal compreende ou consiste
de nucleotideos 1 a 57 de SEQ ID NO: 9.

[00210] Em outro aspecto preferido, o peptideo de sinal compreende

ou consiste dos aminoacidos 1 a 22 de SEQ ID NO: 12. Em outro aspecto
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preferido, a regido codificadora de peptideo de sinal compreende ou consiste
de nucleotideos 1 a 66 de SEQ ID NO: 11.

[00211] Em outro aspecto preferido, o peptideo de sinal compreende
ou consiste dos aminoacidos 1 a 19 de SEQ ID NO: 14. Em outro aspecto
preferido, a regido codificadora de peptideo de sinal compreende ou consiste
de nucleotideos 20 a 76 de SEQ ID NO: 13.

[00212] Peptideos de sinal uteis para células hospedeiras de levedura
sdo obtidos dos genes para fator-alfa de Saccharomyces cerevisiae € invertase
de Saccharomyces cerevisiae. Outras sequéncias codificadoras de peptideo de
sinal uteis sdo descritas por Romanos et al., 1992, supra.

[00213] A sequéncia de controle também pode ser uma sequéncia
codificadora de propeptideo que codifica uma sequéncia de aminodcidos
posicionada na terminagdo amino de um polipeptideo. O polipeptideo
resultante € conhecido como uma proenzima ou um propolipeptideo (ou um
zimogeno em alguns casos). Um propolipeptideo ¢ geralmente inativo e pode
ser convertido em um polipeptideo ativo maduro por clivagem catalitica ou
autocatalitica do propeptideo do propolipeptideo. A sequéncia codificadora de
propeptideo pode ser obtida dos genes para protease alcalina (aprE) de
Bacillus subtilis, protease neutra (nprT) de Bacillus subtilis, fator-alfa de
Saccharomyces cerevisiae, proteinase aspartica de Rhizomucor miehei, e
lacase de Myceliophthora thermophila (WO 95/33836).

[00214] Onde ambas as sequéncias de peptideo de sinal e de
propeptideo estdo presentes na terminagdo amino de um polipeptideo, a
sequéncia de propeptideo esta posicionada ao lado da termina¢do amino de
um polipeptideo e a sequéncia de peptideo de sinal estd posicionada ao lado
da terminacao amino da regido de propeptideo.

[00215] Também pode ser desejavel adicionar sequéncias regulatorias
que permitem a regulacdo da expressdo do polipeptideo relativa ao

crescimento da célula hospedeira. Exemplos de sistemas regulatorios sao
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aqueles que causam ligacao e desligamento da expressao do gene em resposta
a um estimulo quimico ou fisico, incluindo a presenga de um composto
regulatorio. Sistemas regulatérios em sistemas procarioticos incluem os
sistemas de operadores lac, tac, e trp. Em levedura, o sistema ADH2 ou o
sistrma GAL1 podem ser usados. Em fungos filamentosos, o promotor de
TAKA alfa-amilase, o promotor de glicoamilase de Aspergillus niger, € o
promotor de glicoamilase de Aspergillus oryzae que podem ser usados como
sequéncias regulatorias. Outros exemplos de sequéncia regulatorias sao
aqueles que permitem a amplificagdo de gene. Em sistemas eucaridticos, estas
sequéncias regulatérias incluem o gene de di-hidrofolato redutase que ¢
amplificado na presenca de metotrexato, € os genes de metalotioneina que sao
amplificados com metais pesados. Nestes casos, a sequéncia de nucleotideos
codificadora do polipeptideo estaria operacionalmente ligada na sequéncia
regulatoria.
Vetores de expressao

[00216] Os varios acidos nucleicos e as varias sequéncias de controle
aqui descritos(as) podem ser unidos juntos para produzir um vetor de
expressao recombinante compreendendo um polinucleotideo codificador de
um polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora, ou um
polipeptideo tendo atividade de enzima celulolitica, um promotor, e sinais de
terminagdo de transcricdo e de tradugdo. Os vetores de expressio podem
incluir um ou mais sitios de restricdo convenientes para permitir inser¢ao ou
substituicao da sequéncia de polinucleotideo codificadora do polipeptideo em
tais sitios. Alternativamente, um polinucleotideo codificador de um tal
polipeptideo pode ser expressado pela inser¢do da sequéncia de
polinucleotideo ou de um construto de acido nucleico compreendendo a
sequéncia em um vetor de expressao apropriado para a expressao. Na criagao
do vetor de expressao, a sequéncia codificadora estd localizada no vetor de tal

modo que a sequéncia codificadora esteja operacionalmente ligada com as
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sequéncias de controle apropriadas para expressao.

[00217] O vetor de expressdao recombinante pode ser qualquer vetor
(e.g., um plasmideo ou virus) que pode ser convenientemente submetido aos
procedimentos de DNA recombinante e pode ocasionar expressdo da
sequéncia de polinucleotideo. A escolha do vetor tipicamente dependera da
compatibilidade do vetor com a célula hospedeira na qual o vetor ¢ para ser
introduzido. Os vetores podem ser plasmideos circulares fechados ou lineares.
[00218] O vetor pode ser um vetor de replicacdo auténoma, i.e., um
vetor que existe como uma entidade extracromossomica, cuja replicagdao ¢
independente de replicacdo cromossdmica, e.g., um plasmideo, um elemento
extracromossomico, um minicromossomo, ou um cromossomo artificial. O
vetor pode conter qualquer meio para assegurar auto-replicacao.
Alternativamente, o vetor pode ser um que, quando introduzido na célula
hospedeira, ¢ integrado no genoma e replicado junto com o(s) cromossomo(s)
no(s) quail(ais) ele tem estado integrado. Ademais, um plasmideo ou vetor
unico ou dois ou mais plasmideos ou vetores que juntos cont€ém o DNA total a
ser introduzido no genoma da célula hospedeira, ou um transposon podem ser
usados..

[00219] Os vetores preferivelmente contém um ou mais marcadores
selecionaveis que permitem facil selecdo de células transformadas,
transfectadas, transduzidas, ou células semelhantes. Um marcador
selecionavel ¢ um gene cujo produto proporciona resisténcia a biocia ou viral,
resisténcia a metais pesados, fototrofia a auxotrofos, e semelhante.

[00220] Exemplos de marcadores selecionaveis bacterianos sao os
genes dal genes de Bacillus subtilis ou Bacillus licheniformis, ou marcadores
que concedem resisténcia a antibiotico tais como resisténcia a ampicilina,
canamicina, cloranfenicl, ou tetraciclina. Marcadores adequados para células
hospedeiras de levedura sao ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRPI1, ¢

URA3. Marcadores selecionaveis para uso em uma célula hospedeira fingica
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filamentosa incluem, mas ndo sdo limitados a, amdS (acetamidase), argB
(ornitina carbamoiltransferase), bar (fosfinotricina acetiltransferase), hph
(higromicina fosfotransferase), niaD (nitrato redutase), pyrG (orotidina-5’-
fosfato descarboxilase), sC (sulfato adeniltransferase), e #pC (antranilato
sintase), bem como seus equivalentes. Preferidos para uso em uma célula de
Aspergillus sdo os genes amdS e pyrG de Aspergillus nidulans ou Aspergillus
oryzae o gene bar de Streptomyces hygroscopicus.

[00221] Os vetores preferivelmente contém um elemento(s) que
permite integragdo do vetor no genoma da célula hospedeira ou replicacao
autonoma do vetor na c¢lula independente do genoma.

[00222] Para integracdo no genoma da célula hospedeira, o vetor pode
se basear na sequéncia de polinucleotideo codificador do polipeptideo ou em
qualquer outro elemento do vetor para integracio no genoma por
recombinacdo homologa ou nao-homologa. Alternativamente, o vetor pode
conter sequéncias de nucleotideos adicionais para dirigir integragdao por
recombinacao homologa no genoma da célula hospedeira em localizacao(des)
precisa(s) no(s) cromossomo(s). Para aumentar a possibilidade de integracao
em uma localizacdo precisa, os elementos de integracdo devem
preferivelmente conter um numero suficiente de acidos nucleicos, tais como
100 a 10,000 pares de bases, preferivelmente 400 a 10,000 pares de bases, e
muito mais preferivelmente 800 a 10,000 pares de bases, que tém um alto
grau de identidade com a sequéncia alvo correspondente para intensificar a
probabilidade de recombinacao homologa. Os elementos de integragdo podem
ser qualquer sequéncia que ¢ homologa a sequéncia alvo no genoma da célula
hospedeira. Ademais, os elementos de integracdo podem ser sequéncias de
nucleotideos ndo-codificadoras ou codificadoras. Por outro lado, o vetor pode
estar integrado no genoma da cé€lula hospedeira por recombinagdo nao-
homologa.

[00223] Para replicacdo auténoma, o vetor pode adicionalmente
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compreender uma origem de replicagdo permitindo que o vetor replique
autonomamente na célula hospedeira em questdo. A origem de replicagao
pode ser qualquer replicador de plasmideo mediando replicagdo auténoma
que funciona em uma célula. O termo "origem de replicagdo" ou "replicador
de plasmideo" ¢ aqui definido como uma sequéncia de nucleotideos quer
permite que um plasmideo ou vetor replique in vivo.

[00224] Exemplos de origens de replicacdo bacterianas sdao as origens
de replicacdo de plasmideos pBR322, pUC19, pACYCI177, e pACYCI184
permitindo replicagdo em E. coli, e pUB110, pE194, pTA1060, ¢ pAMS1
permitindo replicagdo em Bacillus.

[00225] Exemplos de origens de replicacdo para uso em uma célula
hospedeira de levedura sdo a origem de replicagdo de 2 micrometros, ARSI,
ARS4, a combinacao de ARS1 e CEN3, e a combinacao de ARS4 e CENG6.
[00226] Exemplos de origens de replicagdo uteis em uma célula
fingica filamentosa sao AMA1 e ANS1 (Gems ef al., 1991, Gene 98: 61-67,;
Cullen et al., 1987, Nucleic Acids Research 15: 9163-9175; WO 00/24883).
Isolamento do gene AMAI1 e construgdo de plasmideos ou vetores
compreendendo o gene podem ser realizados de acordo com os métodos
revelados em WO 00/24883.

[00227] Mais do que uma cdpia de um polinucleotideo codificador de
um tal polipeptideo pode ser inserida na célula hospedeira para aumentar a
produ¢do do polipeptideo. Um aumento no nuamero de coOpias do
polinucleotideo pode ser obtido por integracdo pelo menos de uma copia
adicional da sequéncia no genoma da célula hospedeira ou por inclusao de um
gene marcador selecionavel amplificavel com o polinucleotideo onde células
contendo copias amplificadas do gene marcador selecionavel, e deste modo
copias adicionais do polinucleotideo, podem ser selecionadas por cultivo de
células na presenc¢a do agente selecionavel apropriado.

[00228] Os procedimentos usados para ligar os elementos descritos
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acima para construir os vetores de expressdo recombinantes sdo bem
conhecidos por uma pessoa experiente na arte (veja, e.g., Sambrook et al.,
1989, supra).
Células hospedeiras

[00229] Células hospedeiras recombinantes compreendendo um
polinucleotideo codificador de um polipeptideo tendo atividade celulolitica
intensificadora ou um polipeptideo tendo atividade de enzima celulolitica
podem ser vantajosamente usadas na producdo recombinante do polipeptideo.
Um vetor compreendendo um tal polinucleotideo ¢ introduzido em uma célula
hospedeira de modo que o vetor seja mantido como um integrante
cromossOmico ou como vetor extra-cromossOmico auto-replicante como
descrito no inicio. O termo "célula hospedeira" inclui qualquer progénie de
uma célula parental que ndo ¢ idéntica a célula parental devido as mutagdes
que ocorrem durante replicacdo. A escolha de uma célula hospedeira em uma
grande extensdo dependera do gene codificador do polipeptideo e de sua
fonte.

[00230] A célula hospedeira pode ser um microorganismo unicelular,
€.g., um procarioto, ou um microorganismo nao-unicelular, e.g., um eucarioto.
[00231] A célula hospedeira bacteriana pode ser qualquer bactéria
Gram-positiva ou uma bactéria Gram-negativa. Bactérias Gram-positivas
incluem, mas nao sdo limitadas a, Bacillus, Streptococcus, Streptomyces,
Staphylococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Clostridium,
Geobacillus, ¢ Oceanobacillus. G Bactérias Gram-negativas incluem, mas
ndo sdo limitadas a, E. coli, Pseudomonas, Salmonella, Campylobacter,
Helicobacter, Flavobacterium, Fusobacterium, Ilyobacter, Neisseria, €
Ureaplasma.

[00232] A célula hospedeira bacteriana pode ser qualquer célula de
Bacillus. Células de Bacillus tteis na pratica da presente inven¢ao incluem,

mas nao sao limitadas a, células de Bacillus alkalophilus, Bacillus
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amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii,
Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus
licheniformis,  Bacillus  megaterium,  Bacillus  pumilus,  Bacillus
stearothermophilus, Bacillus subtilis, e Bacillus thuringiensis.

[00233] Em um aspecto preferido, a célula hospedeira bacteriana € uma
célula de Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis,
Bacillus stearothermophilus ou Bacillus subtilis. Em um aspecto mais
preferido, a cé€lula hospedeira bacteriana ¢ uma célula de Bacillus
amyloliquefaciens. Em outro aspecto mais preferido, a célula hospedeira
bacteriana ¢ uma célula de Bacillus clausii. Em outro aspecto mais preferido,
a célula hospedeira bacteriana ¢ uma cé¢lula de Bacillus licheniformis. Em
outro aspecto mais preferido, a cé€lula hospedeira bacteriana ¢ uma célula de
Bacillus subtilis.

[00234] A célula hospedeira bacteriana também pode ser qualquer
célula de Streptococcus. Células de Streptococcus Uteis na pratica da presente
inven¢do incluem, mas ndo sdao limitadas a, células de Streptococcus
equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis, € Streptococcus
equi subsp. Zooepidemicus.

[00235] Em um aspecto preferido, a célula hospedeira bacteriana ¢ uma
célula de Streptococcus equisimilis. Em outro aspecto preferido, a célula
hospedeira bacteriana ¢ uma célula de Streptococcus pyogenes. Em outro
aspecto preferido, a célula hospedeira bacteriana ¢ uma célula de
Streptococcus uberis. Em outro aspecto preferido, a célula hospedeira
bacteriana ¢ uma célula de Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus.

[00236] A célula hospedeira bacteriana também pode ser qualquer
célula de Streptomyces. Células de Streptomyces Uteis na pratica da presente
inven¢do incluem, mas ndo sdo limitadas a, cé€lulas de Streptomyces
achromogenes,  Streptomyces  avermitilis,  Streptomyces  coelicolor,

Streptomyces griseus, e Streptomyces lividans.
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[00237] Em um aspecto preferido, a célula hospedeira bacteriana € uma
célula de Streptomyces achromogenes. Em outro aspecto preferido, a célula
hospedeira bacteriana ¢ uma célula de Streptomyces avermitilis. Em outro
aspecto preferido, a célula hospedeira bacteriana ¢ uma célula de
Streptomyces coelicolor. Em outro aspecto preferido, a célula hospedeira
bacteriana € uma célula de Streptomyces griseus. Em outro aspecto preferido,
a célula hospedeira bacteriana ¢ uma célula de Streptomyces lividans.

[00238] A introdu¢do de DNA em uma célula de Bacillus pode, por
exemplo, ser realizada por transformacao de protoplasto (veja, e.g., Chang e
Cohen, 1979, Molecular General Genetics 168: 111-115), pelo uso de células
competentes (veja, e.g., Young e Spizizen, 1961, Journal of Bacteriology 81:
823-829, ou Dubnau e Davidoff-Abelson, 1971, Journal of Molecular Biology
56: 209-221), por eletroporagdo (veja, e.g., Shigekawa e Dower, 1988,
Biotechniques 6: 742-751), ou por conjugacao (veja, e.g., Koehler e Thorne,
1987, Journal of Bacteriology 169: 5271-5278). A introducdo de DNA em
uma célula de E coli pode, por exemplo, ser realizada por transformagao de,
protoplasto (veja, e.g., Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166: 557-580) ou
eletroporagdo (veja, e.g., Dower et al., 1988, Nucleic Acids Res. 16: 6127-
6145). A introdu¢do de DNA em uma célula de Streptomyces pode, por
exemplo, ser realizada por transformacao de protoplasto e eletroporagdo (veja,
e.g., Gong et al, 2004, Folia Microbiol. (Praha) 49: 399-405), por
conjugacgdo (veja, e.g., Mazodier et al., 1989, J. Bacteriol. 171: 3583-3585),
ou por transdugdo (veja, e.g., Burke et al., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
98: 6289-6294). A introducdo de DNA em uma célula de Pseudomonas pode,
por exemplo, ser realizada por eletroporacao (veja, e.g., Choi et al., 2006, J.
Microbiol. Methods 64: 391-397) ou por conjugacdo (veja, e.g., Pinedo e
Smets, 2005, Appl. Environ. Microbiol. 71: 51-57). A introducao de DNA em
uma cé€lula de Streptococcus pode, por exemplo, ser realizada por

competéncia natural (veja, e.g., Perry e Kuramitsu, 1981, Infect. Immun. 32:
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1295-1297), por transformacao de protoplasto (veja, e.g., Catt e Jollick, 1991,
Microbios. 68: 189-2070, por eletroporacao (veja, e.g., Buckley et al., 1999,
Appl. Environ. Microbiol. 65: 3800-3804) ou por conjugacio (veja, e.g.,
Clewell, 1981, Microbiol. Rev. 45: 409-436). Contudo, qualquer método
conhecido na arte para introduzir DNA em uma célula hospedeira pode ser
usado.

[00239] A célula hospedeira também pode ser um eucarioto, tal como
uma célula de mamifero, de inseto, de planta, ou de fungo.

[00240] Em um aspecto preferido, a célula hospedeira ¢ uma célula de
fungo. “Fungos” como aqui usado inclui os filos Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota, e Zygomycota (como definidos por Hawksworth et al., em,
Ainsworth and Bisby’s Dictionary of The Fungi, 8" edition, 1995, CAB
International, University Press, Cambridge, UK) bem como os Oomycota
(como citados em Hawksworth et al., 1995, supra, pagina 171) e todos fungos
mitosporicos (Hawksworth et al., 1995, supra).

[00241] Em um aspecto mais preferido, a célula hospedeira fingica ¢
uma célula de levedura. "Levedura" como aqui usado inclui levedura
ascosporogénica (Endomycetales), levedura basidiosporogénica, e levedura
pertencente aos Fungi Imperfecti (Blastomycetes). Visto que a classificacao
de levedura pode mudar no futuro, para os propdsitos desta invencao,
levedura deve ser definida como descrito em Biology and Activities of Yeast
(Skinner, F.A., Passmore, S.M., e Davenport, R.R., eds, Soc. App. Bacteriol.
Symposium Series No. 9, 1980).

[00242] Em um aspecto ainda mais preferido, a célula hospedeira de
levedura ¢ uma célula de Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia,
Saccharomyces, Schizosaccharomyces, ou Yarrowia.

[00243] Em um aspecto muito mais preferido, a célula hospedeira de
levedura ¢ uma célula de Saccharomyces carisbergensis, Saccharomyces

cerevisiae,  Saccharomyces  diastaticus,  Saccharomyces  douglasii,
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Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces norbensis, ou Saccharomyces
oviformis. Em outro aspecto muito mais preferido, a célula hospedeira de
levedura € uma célula de Kluyveromyces lactis. Em outro aspecto muito mais
preferido, a célula hospedeira de levedura ¢ uma célula de Yarrowia
lipolytica.

[00244] Em outro aspecto mais preferido, a célula hospedeira fingica ¢
uma célula fungica filamentosa. “Fungos filamentosos” incluem todas as
formas filamentosas das subdivisdes Eumycota e Oomycota (como definidas
por Hawksworth et al., 1995, supra). Os fungos filamentosos sdo geralmente
caracterizados por uma parece micelial composta de quitina, celulose, glicano,
quitosana, manana, € outros polissacarideos complexos. Crescimento
vegetativo € por alongamento hifal e catabolismo de carbono ¢
obrigatoriamente aerdbico. Em contraste, crescimento vegetativo por
leveduras tal como Saccharomyces cerevisiae ¢ por germinagao de um talo
unicelular e catabolismo de carbono pode ser fermentativo.

[00245] Em um aspecto ainda mais preferido, a célula hospedeira
fingica filamentosa ¢ wuma cé€lula de Acremonium, Aspergillus,
Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Chrysosporium, Coprinus,
Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe,
Mucor, Mpyceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces,
Penicillium, Phanerochaete, Phlebia, Piromyces, Pleurotus, Schizophyllum,
Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, Trametes, ou
Trichoderma.

[00246] Em um aspecto muito mais preferido, a célula hospedeira
fungica filamentosa ¢ uma célula de Aspergillus awamori, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans,
Aspergillus niger ou Aspergillus oryzae. Em outro aspecto muito mais
preferido, a célula hospedeira fungica filamentosa ¢ uma célula de Fusarium

bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium

Peticio 870240002025, de 08/01/2024, pég. 94/194



84 /160

culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium
heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium
reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium
sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium
torulosum, Fusarium trichothecioides, ou Fusarium venenatum. Em outro
aspecto muito mais preferido, a célula hospedeira fingica filamentosa ¢ uma
célula de Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis aneirina,
Ceriporiopsis caregiea, Ceriporiopsis gilvescens, Ceriporiopsis pannocinta,
Ceriporiopsis rivulosa, Ceriporiopsis subrufa, Ceriporiopsis subvermispora,
Chrysosporium keratinophilum, Chrysosporium lucknowense, Chrysosporium
tropicum, Chrysosporium merdarium, Chrysosporium inops, Chrysosporium
pannicola, Chrysosporium queenslandicum, Chrysosporium zonatum,
Coprinus cinereus, Coriolus hirsutus, Humicola insolens, Humicola
lanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa,
Penicillium purpurogenum, Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata,
Pleurotus eryngii, Thielavia terrestris, Trametes villosa, Trametes versicolor,
Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma
longibrachiatum, Trichoderma reesei, ou Trichoderma viride.

[00247] Células fungicas podem ser transformadas por um processo
envolvendo formagdo de protoplasto, transformacdo dos protoplastos, e
regeneracdo da parede celular em uma maneira per se conhecida.
Procedimentos adequados para transformacdo de células hospedeiras de
Aspergillus e Trichoderma sao descritos em EP 238.023 e Yelton et al., 1984,
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81: 1470-1474.
M¢étodos adequados para transformar espécie Fusarium sao descritos por
Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156, ¢ WO 96/00787. Levedura pode ser
transformada usando os procedimentos descritos por Becker e Guarente, em
Abelson, J.N. e Simon, M.I., editors, Guide to Yeast Genetics and Molecular

Biology, Methods in Enzymology, Volume 194, pp 182-187, Academic Press,
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Inc., New York; Ito et al., 1983, Journal of Bacteriology 153: 163; ¢ Hinnen
et al., 1978, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75: 1920.
M¢étodos de producao
[00248] M¢étodos para produzir um polipeptideo tendo atividade
celulolitica intensificadora ou um polipeptideo tendo atividade de enzima
celulolitica, compreendem (a) cultivar uma célula, que em sua forma de tipo
selvagem ¢ capaz de produzir o polipeptideo, sob condi¢des que conduzem a
produgdo do polipeptideo; e (b) recuperar o polipeptideo.
[00249] Alternativamente, métodos para produzir um polipeptideo
tendo atividade celulolitica intensificadora ou um polipeptideo tendo
atividade de enzima celulolitica, compreendem (a) cultivar uma célula
hospedeira recombinante sob condi¢des que conduzem a produgdao do
polipeptideo; e (b) recuperar o polipeptideo.
[00250] Nos métodos de produgdo, as células sdo cultivadas em um
meio nutriente adequado para producao do polipeptideo usando métodos bem
conhecidos na arte. Por exemplo, a cé€lula pode ser cultivada por cultivo em
frasco agitado, e fermentagdo em escala pequena ou em escala grande
(incluindo fermentagdes continua, em batelada, batelada-alimentada, ou no
estado solido) em fermentadores de laboratério ou industriais realizada em um
meio adequado e sob condigdes que permitem que o polipeptideo seja
expressao e/ou isolado. O cultivo ocorre em um meio nutriente adequado
compreendendo fontes de carbono e de nitrogé€nio e sais inorganicos, usando
procedimentos conhecidos na arte. Meios adequados estdo disponiveis em
fornecedores comerciais ou podem ser preparados de acordo com
composi¢cdes publicadas (e.g., em catalogos da American Type Culture
Collection). Se o polipeptideo € secretado para dentro do meio nutriente, o
polipeptideo pode ser recuperado diretamente do meio. Se o polipeptideo nao
pe secretado para dentro do meio, ele pode ser recuperado dos lisados de

células.

Petici0 870240002025, de 08/01/2024, pég. 96/194



86 /160

[00251] Os polipeptideos tendo atividade celulolitica intensificadora ou
atividade de enzima celulolitica sdo detectados usando os métodos aqui
descritos.
[00252] O caldo resultante pode ser usado como tal ou o polipeptideo
pode ser recuperado usando métodos conhecidos na arte. Por exemplo, o
polipeptideo pode ser recuperado do meio nutriente por procedimentos
convencionais incluindo, mas ndo limitados a, centrifugagdo, filtragdo,
extracdo, secagem por pulverizacao, evaporacao, ou precipitagao.
[00253] Os polipeptideos podem ser purificados por uma variedade de
procedimentos conhecidos na arte incluindo, mas ndo limitado a,
cromatografia (e.g., troca i6nica, afinidade, hidrofébica, cromatofocalizagao,
e exclusdo de tamanho), procedimentos eletroforéticos (e.g., focalizagao
isoelétrica preparativa), solubilidade diferencial (e.g., precipitacao por sulfato
de amonio), SDS-PAGE, ou extragdo (veja, e.g., Protein Purification, J.-C.
Janson e Lars Ryden, editors, VCH Publishers, New York, 1989) para obter
polipeptideos substancialmente puros.

M¢étodos para processar material contendo celulose
[00254] As composigdes € os métodos da presente invencao podem ser
usados para hidrolisar (sacarificar) um material contendo celulose, e.g.,
lignocelulose, em aclcares fermentdveis e converter os agucares fermentaveis
em muitas substincias Uteis, e.g., compostos quimicos € combustiveis. A
produ¢do de um produto de fermentacdo desejado a partir do material
contendo celulose tipicamente envolve pré-tratamento, hidrolise enzimatica
(sacarificacao), e fermentacao.
[00255] O processamento de material contendo celulose de acordo com
a presente inven¢ao pode ser realizado usando processos conhecidos na arte.
Além disso, os métodos da presente invencdo podem ser implementados
usando qualquer aparelho de processamento de biomassa configurado para

operar de acordo com a invengao.
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[00256] Hidrolise (sacarificagdo) e fermentacdo, separadas ou
simultaneas, incluem, mas nao sdo limitadas a, hidrdlise e fermentacao
separadas (SHF), sacarificagdo e fermentacdo simultaneas (SSF),
sacarificacdo e cofermentagdo simultaneas (SSCF), hidrélise e fermentagao
hibridas (HHF), SHCF (hidrolise e co-fermentacdo separadas), HHCF
(hidrélise e fermentagdo hibridas), e conversdo microbiana direta (DMC). E
aqui entendido que qualquer método na arte compreendendo pré-tratamento,
hidrélise (sacarificacdo) enzimatica, fermentacdo, ou uma combinacdo das
mesmas, pode ser usado na pratica dos métodos da presente invencao.

[00257] Um aparelho convencional pode incluir um reator agitado de
batelada alimentada, um reator agitado de batelada, um reator agitado de
fluxo continuo com ultrafiltragdo, e/ou um reator de coluna de fluxo plugado
continuo (Fernanda de Castilhos Corazza, Flavio Faria de Moraes, Gisella
Maria Zanin e Ivo Neitzel, 2003, "Optimal control in fed-batch reactor for the
cellobiose hydrolysis", Acta Scientiarum. Technology 25: 33-38; Gusakov, A.
V., e Sinitsyn, A. P., 1985, "Kinetics of the enzymatic hydrolysis of celulose:
1. A mathematical model for a batch reactor process", Enz. Microb. Technol.
7: 346-352), um reator de atricdio (Ryu, S. K., e Lee, J. M., 1983,
"Bioconversion of waste celulose by wusing an attrition bioreactor”,
Biotechnol. Bioeng. 25: 53-65), ou um reator com agita¢do intensiva induzida
por um campo eletromagnético (Gusakov, A. V., Sinitsyn, A. P., Davydkin, I.
Y., Davydkin, V. Y., Protas, O. V., 1996, "Enhancement of enzymatic
celulose hydrolysis using a novel type of bioreactor with intensive stirring
induced by electromagnetic field", Appl. Biochem. Biotechnol. 56: 141-153).
Tipos de reator adicionais incluem, por exemplo, reatores de leito fluidizado,
de manta de fluxo ascendente, imobilizado, € do tipo de extrusor para
hidrolise e/ou fermentacao.

[00258] Pré-tratamento. Na pratica dos métodos da presente invencao,

qualquer processo de pré-tratamento conhecido na arte pode ser usado para
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disruptar os componentes de parede celular de planta do material contendo
celulose. O material contendo celulose também pode ser submetido ao pré-
embebimento, umectacdo, ou condicionamento antes do pré-tratamento
usando métodos conhecidos na arte. Pré-tratamentos convencionais incluem,
mas nao sao limitados a, pré-tratamento com vapor (com ou sem explosao),
pré-tratamento com acido diluido, pré-tratamento com agua quente, pré-
tratamento com cal, oxida¢do Uimida, explosdo umida, explosdo de fibra de
amonia, pré-tratamento com solvente organico, e pré-tratamento bioldgico.
Pré-tratamentos adicionais incluem ultra-som, eletroporagdo, microondas,
CO; supercritico H,O supercritica, € percolagdo com amonia.

[00259] O material contendo celulose pode ser pré-tratado antes da
hidrélise e/ou da fermentacdo. Pré-tratamento € preferivelmente realizado
antes da hidrolise. Alternativamente, o pré-tratamento pode ser realizado
simultaneamente com hidroélise, tal como simultaneamente com tratamento do
material contendo celulose com uma ou mais enzimas celuloliticas, ou outras
atividades de enzima, para liberar agucares fermentaveis, tais como glicose
e/ou maltose. Na maioria dos casos a propria etapa de pré-tratamento resulta
em alguma conversdo de biomassa em agucares fermentaveis (mesmo em
auséncia de enzimas).

[00260] Pré-tratamento com vapor. Em pré-tratamento com vapor, o
material contendo celulose ¢ aquecido para disruptar os componentes de
parede celular de planta, incluindo lignina, hemicelulose, e celulose para
preparar a celulose e outras fracdes, e.g., hemicelulase, acessivel as enzimas.
O material de celulose ¢ passado para ou através de um vaso de reagdao onde
vapor ¢ injetado para aumentar a temperatura para a temperatura € a pressao
exigidas e ¢ 14 retido pelo tempo de reacdo desejado. Pré-tratamento com
vapor ¢ preferivelmente feito al40-230°C, mais preferivelmente a 160-200°C,
e muito mais preferivelmente a 170-190°C, onde a faixa de temperatura 6tima

depende da adigdo de um catalisador quimico. Tempo de residéncia para o
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pré-tratamento com vapor ¢ preferivelmente de 1-15 minutos, mais
preferivelmente 3-12 minutos, € muito mais preferivelmente 4-10 minutos,
onde o tempo de residéncia médio depende da faixa de temperatura e da
adicdo de um catalisador quimico. Pré-tratamento com vapor permite
carregamentos de solidos elevadamente altos, de modo que o material
contendo celulose ¢ geralmente apenas umedecido durante o pré-tratamento.
O pré-tratamento com vapor ¢ muitas vezes combinado com uma descarga
explosiva do material apds o pré-tratamento, que ¢ conhecida como explosao
de vapor, isto &, expansao brusca rapida para pressiao atmosférica e fluxo
turbulento do material para aumentar a 4area superficial acessivel pela
fragmenta¢ao (Duff e Murray, 1996, Bioresource Technology 855: 1-33;
Galbe e Zacchi, 2002, Appl. Microbiol. Biotechnol. 59: 618-628; Pedito de
Patente U.S. No. 20020164730).

[00261] Um catalisador tal como H,SO4 ou SO; (tipicamente 0,3 a 3%
p/p) € muitas vezes adicionado antes do pré-tratamento com vapor, o que
diminui o tempo e a temperatura, aumenta a recuperacdo, ¢ melhora a
hidrélise enzimatica (Ballesteros et al., 2006, Appl. Biochem. Biotechnol.
129-132: 496-508; Varga et al., 2004, Appl. Biochem. Biotechnol. 113-116:
509-523; Sassner et al., 2006, Enzyme Microb. Technol. 39: 756-762).
[00262] Pré-tratamento quimico: O termo "tratamento quimico" refere-
se a qualquer pré-tratamento quimico que promove a separagdo e/ou liberagao
de celulose, hemicelulose, e/ou lignina. Exemplos de processos de pré-
tratamento quimico adequados incluem, por exemplo, pré-tratamento com
acido diluido, pré-tratamento com cal, oxidagdo umida, explosdo por
congelacdo / fibra de amonia (AFEX), percolagdo de amonia (APR), e pré-
tratamentos com solvente organico.

[00263] Em pré-tratamento com &cido diluido, o material contendo
celulose ¢ misturado com acido diluido, tipicamente H,SO4, e agua para

formar uma pasta fluida, aquecido por vapor para a temperatura desejada, e
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ap6és um tempo de residéncia € bruscamente expandido para a pressao
atmosférica. O pré-tratamento com acido diluido pode ser conduzido com
numerosos projetos de reator, e.g., reatores de fluxo plugado, reatores em
contra-corrente, ou reatores de leito retratil em contra-corrente continuo (Duff
e Murray, 1996, supra; Schell et al., 2004, Bioresource Technol. 91: 179-188;
Lee et al., 1999, Adv. Biochem. Eng. Biotechnol. 65: 93-115).

[00264] Varios métodos de pré-tratamento sob condi¢des alcalinas
também podem ser usados. Estes pré-tratamentos alcalinos incluem, mas nao
sao limitados a, pré-tratamento com cal, oxidagdo umida, percolacdo de
amonia (APR), e explosdo por congelamento / fibra de aménia (AFEX).
[00265] Pré-tratamento com cal ¢ realizado com carbonato de célcio,
hidréxido de sddio, ou amoOnia em temperaturas baixas de 85-150°C e tempos
de residéncia de 1 hora a varios dias (Wyman et al., 2005, Bioresource
Technol. 96: 1959-1966; Mosier et al., 2005, Bioresource Technol. 96: 673-
686). WO 2006/110891, WO 2006/11899, WO 2006/11900, ¢ WO
2006/110901 revelam métodos de pré-tratamento usando amdnia.

[00266] Oxidagdo Umida ¢é um pré-tratamento térmico realizado
tipicamente a 180-200°C por 5-15 minutos com adi¢do de um agente oxidante
tal como peroxido de hidrogénio ou em sobre-pressao de oxigénio (Schmidt e
Thomsen, 1998, Bioresource Technol. 64: 139-151; Palonen et al., 2004,
Appl. Biochem. Biotechnol. 117: 1-17; Varga et al., 2004, Biotechnol. Bioeng.
88: 567-574; Martin et al., 2006, J. Chem. Technol. Biotechnol. 81: 1669-
1677). O pré-tratamento ¢ realizado preferivelmente em 1-40% de matéria
seca, mais preferivelmente 2-30% de matéria seca, e muito mais
preferivelmente 5-20% de matéria seca, e muitas vezes o pH inicial ¢
aumentado pela adi¢do de alcali tal como carbonato de sodio.

[00267] Uma modificagdo do método de pré-tratamento de oxidacao
umida, conhecida como explosdo umida (combinacdo de oxidagdo imida e

explosdo de vapor), pode manusear matéria seca at¢ 30%. Em explosdo
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umida, o agente oxidante ¢ introduzido durante pré-tratamento apds um certo
tempo de residéncia. O pré-tratamento ¢ entdo terminado por expansao brusca
para pressao atmosfeérica (WO 2006/032282).

[00268] Explosdo de fibra de amdnia (AFEX) envolve tratamento de
material contendo celulose com amoénia liquida ou gasosa em temperaturas
moderadas tal como 90-100°C e pressao alta tal como 1,700-2,000 kPa por 5-
10 minutos, onde o teor de matéria seca pode ser tdo alto quanto 60%
(Gollapalli et al., 2002, Appl. Biochem. Biotechnol. 98: 23-35; Chundawat et
al., 2007, Biotechnol. Bioeng. 96: 219-231; Alizadeh et al., 2005, Appl
Biochem. Biotechnol. 121:1133-1141; Teymouri et al., 2005, Bioresource
Technol. 96: 2014-2018).

[00269] Pré-tratamento com solvente organico deslignifica o material
contendo celulose por extragdo usando etanol aquoso (etanol 40-60%) a 160-
200°C por 30-60 minutos (Pan et al., 2005, Biotechnol. Bioeng. 90: 473-481;
Pan et al., 2006, Biotechnol. Bioeng. 94: 851-861; Kurabi et al., 2005, Appl.
Biochem. Biotechnol. 121:219-230). Acido sulfarico é costumeiramente
adicionado como um catalisador. Em pré-tratamento com solvente organico, a
maior parte da hemicelulose ¢ removida.

[00270] Outros exemplos de métodos de pré-tratamento adequados sao
descritos por Schell et al., 2003, Appl. Biochem. and Biotechnol. Vol. 105-
108, p. 69-85, e Mosier et al., 2005, Bioresource Technology 96: 673-686, e
Pedido Publicado U.S. 2002/0164730.

[00271] Em um aspecto, o pré-tratamento quimico € preferivelmente
realizado como um tratamento acido, € mais preferivelmente como um
tratamento continuo com acido diluido e/ou suave. O 4cido € tipicamente
acido sulftrico, mas outros acidos também podem ser usados, tais como acido
acético, acido citrico, acido nitrico, acido fosforico, acido tartarico, acido
succinico, cloreto de hidrogénio ou suas misturas. Tratamento com dacido

suave ¢ conduzido na faixa de pH de preferivelmente 1-5, mais
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preferivelmente 1-4, e muito mais preferivelmente 1-3. Em um aspecto, a
concentracao de acido esta dentro da faixa de preferivelmente 0,01 a 20% em
peso de acido, mais preferivelmente 0,05 a 10% em peso de 4cido, ainda mais
preferivelmente 0,1 a 5% em peso de 4cido, e muito mais preferivelmente 0,2
a 2,0% em peso de acido. O acido ¢ contatado com o material contendo
celulose e mantido em uma temperatura, por exemplo, dentro da faixa de 160-
220°C, preferivelmente 165-195°C, por periodos variando de segundos a
minutos a, e.g., 1 segundo a 60 minutos.

[00272] Em outro aspecto, pré-tratamento ¢ realizado como uma etapa
de explosao de fibra de amonia (etapa de pré-tratamento AFEX).

[00273] Em outro aspecto, pré-tratamento ocorre em uma pasta fluida
aquosa. Em aspectos preferidos, o material contendo celulose esta presente
durante pré-tratamento em quantidades preferivelmente entre 10 e 80% em
peso, mais preferivelmente entre 20 e 70% em peso, € muito mais
preferivelmente entre 30e 60% em peso, tal como ao redor de 50% em peso.
O material contendo celulose pré-tratado pode ser nao lavado ou lavado
usando qualquer método conhecido na arte, e.g., lavado com agua.

[00274] Pré-tratamento mecanico: O termo "pré-tratamento mecanico"
refere-se aos varios tipos de moagem ou trituragdo (e.g., moagem seca,
moagem umida, ou moagem vibratdria com bolas).

[00275] Pré-tratamento fisico: O termo "pré-tratamento fisico" refere-
se a qualquer pré-tratamento que promove a separagdo e/ou liberacdo de
celulose, hemicelulose, e/ou lignina do material contendo celulose. Por
exemplo, pré-tratamento fisico pode envolver irradiacdo (e.g., irradiacao de
microondas), explosdo com vapor / vaporizacdo, hidrotermdlise, e suas
combinagoes.

[00276] Pré-tratamento fisico pode envolver pressdo alta e/ou
temperatura alta (explosao com vapor). Em um aspecto, pressao alta significa

pressdao dentro da faixa de preferivelmente cerca de 2,068 a cerca de 4,137
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kPa, mais preferivelmente cerca de 2,413 a cerca de 3,792 kPa, e muito mais
preferivelmente cerca de 2,758 a cerca de 3,447 kPa, tal como ao redor de
3,103 kPa. Em outro aspecto, temperatura alta significa temperaturas dentro
da faixa de cerca de 100 a cerca de 300°C, preferivelmente cerca de 140 a
cerca de 235°C. Em um aspecto preferido, pré-tratamento mecanico ¢
realizado em um processo em batelada, sistema hidrolisador de canhdo de
vapor que usa pressao alta e temperatura alta como definidas acima, e.g., um
Hidrolisador Sunds disponivel na Sunds Defibrator AB, Suécia.

[00277] Pré-tratamento fisico e quimico combinado: O material
contendo celulose pode ser pré-tratado tanto fisica quanto quimicamente. Por
exemplo, a etapa de pré-tratamento pode envolver tratamento com &cido
diluido ou suave e tratamento em pressdo e/ou temperatura alta. Os pré-
tratamentos fisicos e quimicos podem ser realizados sequencialmente ou
simultaneamente, como desejado. Um pré-tratamento mecanico também pode
ser incluido.

[00278] Conformemente, em um aspecto preferido, o material
contendo celulose ¢ submetido ao pré-tratamento mecanico, quimico ou
fisico, ou qualquer combinag¢dao dos mesmos, para promover a separagao e/ou
liberagdo de celulose, hemicelulose e/ou lignina.

[00279] Pré-tratamento biologico: O termo "pré-tratamento" biologico
refere-se a qualquer pré-tratamento bioldgico que promove a separacdo e/ou
liberagao de celulose, hemicelulose, e/ou lignina do material contendo
celulose. Técnicas de pré-tratamento bioldgico podem envolver aplicacao de
microorganismos solubilizadores de lignina (veja, por exemplo, Hsu, T.-A.,
1996, "Pretreatment of biomass", em Handbook on Bioethanol: Production
and Utilization, Wyman, C. E., ed., Taylor & Francis, Washington, DC, 179-
212; Ghosh e Singh, 1993, "Physicochemical and biological treatments for
enzymatic/microbial conversion of lignocellulosic biomass", Adv. Appl.

Microbiol. 39: 295-333; McMillan, J. D., 1994, "Pretreating lignocellulosic
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biomass: a review", em FEnzymatic Conversion of Biomass for Fuels
Production, Himmel, M. E., Baker, J. O., e Overend, R. P., eds., ACS
Symposium Series 566, American Chemical Society, Washington, DC,
chapter 15; Gong, C. S., Cao, N. J., Du, J., e Tsao, G. T., 1999, "Ethanol
production from renewable resources", en Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology, Scheper, T., ed., Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, Alemanha, 65: 207-241; Olsson e Hahn-Hagerdal, 1996,
"Fermentation of lignocellulosic hydrolysates for ethanol production", Enz.
Microb. Tech. 18: 312-331; e Vallander e Eriksson, 1990, "Production of
ethanol from lignocellulosic materials: State of the art", Adv. Biochem.

Eng./Biotechnol. 42: 63-95).

[00280] Sacarificacdo. Na etapa de hidrdlise, também conhecida como
sacarificacdo, o material contendo celulose pré-tratado ¢ hidrolisado para
quebrar a celulose e alternativamente também hemicelulose em aclcares
fermentaveis, tais como glicose, xilose, xilulose, arabinose, maltose, manase,
galactose, e/ou oligossacarideos soluveis. A hidrolise ¢ realizada
enzimaticamente usando uma composicdo de enzimas celuloliticas da
presente invenc¢ao compreendendo uma quantidade eficaz de um polipeptideo
tendo atividade celulolitica intensificadora e cation de metal divalente
ativador soluvel. Os componentes enzima da composi¢ao também podem ser
adicionados sequencialmente.

[00281] Hidrolise enzimatica ¢ preferivelmente conduzida em um
ambiente aquoso adequado sob condigdes que podem ser prontamente
determinadas por uma pessoa experiente na arte. Em um aspecto preferido,
hidrélise € realizada sob condigdes adequadas para atividade da(s) enzima(s),
i.e., Otimas para a(s) enzima(s)). A hidrolise pode ser realizada como um
processo de batelada alimentada ou continuo onde o material contendo
celulose pré-tratado (substrato) ¢ alimentado gradualmente em, por exemplo,

uma solucao de hidrélise contendo enzima.
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[00282] A sacarificagdo ¢ geralmente realizada em fermentadores ou
reatores de tanque agitado sob condi¢des controladas de pH, temperatura, e
misturacdo. Condi¢des adequadas de tempo, temperatura e pH de processo
podem ser prontamente determinadas por uma pessoa experiente na arte. Por
exemplo, a sacarificacdo pode demorar at¢ 200 horas, mas € tipicamente
realizada por preferivelmente cerca de 12 a cerca de 96 horas, mais
preferivelmente cerca de 16 a cerca de 72 horas, € muito mais preferivelmente
cerca de 24 a cerca de 48 horas. A temperatura esta dentro da faixa de
preferivelmente cerca de 25°C a cerca de 70°C, mais preferivelmente cerca de
30°C a cerca de 65°C, e mais preferivelmente cerca de 40°C to 60°C, em
particular cerca de 50°C. O pH esta dentro da faixa de preferivelmente cerca
de 3 a cerca de 8, mais preferivelmente cerca de 3,5 a cerca de 7, ¢ muito mais
preferivelmente cerca de 4 a cerca de 6, em particular cerca de pH 5. O teor
de sélidos secos estd dentro da faixa de preferivelmente cerca de 5 a cerca de
50% em peso, mais preferivelmente cerca de 10 a cerca de 40% em peso, e
muito mais preferivelmente cerca de 20 a cerca de 30% em peso.

[00283] As quantidades 6timas das enzimas e dos polipeptideos tendo
atividade celulolitica intensificadora dependem de vérios fatores incluindo,
mas ndo limitados a, a mistura de componentes proteinas celuloliticas, o
substrato celuldsico, a concentracdo de substrato celulosico, o(s) pré-
tratamento(s) do substrato celulosico, a temperatura, o tempo, o pH, ¢ a
inclusdo de organismo fermentador (e.g., levedura para Sacarificacdo e
Fermentacao Simultaneas).

[00284] Em um aspecto preferido, uma quantidade eficaz de
proteina(s) celulolitica(s) para material contendo celulose ¢ cerca de 0,5 a
cerca de 50 mg, preferivelmente a cerca de 0,5 a cerca de 40 mg, mais
preferivelmente a cerca de 0,5 a cerca de 25 mg, mais preferivelmente a cerca
de 0,75 a cerca de 20 mg, mais preferivelmente a cerca de 0,75 a cerca de 15

mg, ainda mais preferivelmente a cerca de 0,5 a cerca de 10 mg, € muito mais
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preferivelmente a cerca de 2,5 a cerca de 10 mg por g de material contendo
celulose.

[00285] Em outro aspecto preferido, uma quantidade eficaz de um
polipeptideo tendo atividade celulolitica intensificadora para material
contendo celulose € cerca de 0,5 a cerca de 50 mg, preferivelmente a cerca de
0,5 a cerca de 40 mg, mais preferivelmente a cerca de 0,5 a cerca de 25 mg,
mais preferivelmente a cerca de 0,75 a cerca de 20 mg, mais preferivelmente
a cerca de 0,75 a cerca de 15 mg, ainda mais preferivelmente a cerca de 0,5 a
cerca de 10 mg, e muito mais preferivelmente a cerca de 2,5 a cerca de 10 mg
por g de material contendo celulose.

[00286] Em outro aspecto preferido, uma quantidade eficaz de
polipeptideo(s) tendo atividade celulolitica intensificadora para material
contendo celulose ¢ cerca de 0,01 a cerca de 50,0 mg, preferivelmente cerca
de 0,01 a cerca de 40 mg, mais preferivelmente cerca de 0,01 a cerca de 30
mg, mais preferivelmente cerca de 0,01 a cerca de 20 mg, mais
preferivelmente cerca de 0,01 a cerca de 10 mg, mais preferivelmente cerca
de 0,01 a cerca de 5 mg, mais preferivelmente a cerca de 0,025 a cerca de 1,5
mg, mais preferivelmente a cerca de 0,05 a cerca de 1,25 mg, mais
preferivelmente a cerca de 0,075 a cerca de 1,25 mg, mais preferivelmente a
cerca de 0,1 a cerca de 1,25 mg, ainda mais preferivelmente a cerca de 0,15 a
cerca de 1,25 mg, e muito mais preferivelmente a cerca de 0,25 a cerca de 1,0
mg per g de material contendo celulose.

[00287] Em outro aspecto preferido, uma quantidade eficaz de
polipeptideo(s) tendo atividade celulolitica intensificadora para proteina(s)
celulolitica(s) ¢ cerca de 0,005 a cerca de 1,0 g, preferivelmente a cerca de
0,01 a cerca de 1,0 g, mais preferivelmente a cerca de 0,15 a cerca de 0,75 g,
mais preferivelmente a cerca de 0,15 a cerca de 0,5 g, mais preferivelmente a
cerca de 0,1 a cerca de 0,5 g, ainda mais preferivelmente a cerca de 0,1 a

cerca de 0,5 g, e muito mais preferivelmente a cerca de 0,05 a cerca de 0,2 g

Peticio 870240002025, de 08/01/2024, pég. 107/194



977160

por g de proteina(s) celulolitica(s).

[00288] Fermentagdo. Os acgucares fermentaveis obtidos do material

contendo celulose pré-tratado e hidrolisado podem ser fermentados por um ou
mais microorganismos fermentadores capazes de fermentar os agucares
diretamente ou indiretamente em um produto de fermentagdo desejado.
"Fermentacao" ou "processo de fermentagdo refere-se a qualquer processo de
fermentacao ou qualquer processo compreendendo uma etapa de fermentagao.
Processos de fermentacao também incluem processos de fermentagao usados
na industria de biocombustivel, industria de 4lcool consumivel (e.g., cerveja e
vinho), industria de laticinios (e.g., produtos lacteos fermentados), industria
de couro, e industria de tabaco. As condi¢des de fermentagdo dependem do
produto de fermentacdo desejado e do organismo fermentador e podem ser
facilmente determinadas por uma pessoa experiente na arte.

[00289] Na etapa de fermentagdo, agucares liberados do material
contendo celulose como um resultado das etapas de pré-tratamento e hidrélise
enzimatica, sdo fermentados para um produto, e.g., etanol, por um organismo
fermentador, tal como levedura. Hidrdlise (sacarificagdo) e fermentagdo
podem ser separadas ou simultaneas. Tais métodos incluem, mas ndo sao
limitados a, hidrolise e fermentagdo separadas (SHF), sacarificagao e
fermentacao simultaneas (SSF), sacarificacdo e cofermentacdo simultaneas
(SSCF), hidrolise e fermentacdo hibridas (HHF), SHCF (hidrélise e co-
fermentacdo separadas), HHCF (hidrélise e fermentagdo hibridas), e
conversao microbiana direta (DMC).

[00290] Qualquer material contendo celulose hidrolisado adequado
pode ser usado na etapa de fermentagdo na pratica da presente invengdo. O
material ¢ geralmente selecionado baseado no produto de fermentagdo
desejado, i.e., a substancia a ser obtida da fermentagao, e o processo utilizado,
como ¢ bem conhecido na arte.

[00291] O termo "meio de fermentagdo" ¢ aqui entendido para se
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referir a um meio antes do(s) microorganismo(s) fermentador(es) ser(em)
adicionado(s), tal como, um meio resultante de um processo de sacarificagao
e fermentacao simultaneas (SSF).

[00292] "Microorganismo  fermentador" refere-se a  qualquer
microorganismo, incluindo organismos bacterianos e fungicos, adequados
para uso em um processo de fermentacdo desejado para produzir um produto
de fermentagdo. O organismo fermentador pode ser os organismos
fermentadores de Cs e/ou Cs, ou uma sua combinacdo. Ambos organismos
fermentadores de Cs ¢ Cs sdo bem conhecidos na arte. Tais organismos
fermentadores adequados sdao capazes de fermentar, i.e., converter, aclcares,
tais como glicose, xilose, xilulose, arabinose, maltose, manose, galactose, ou
oligossacarideos, direta ou indiretamente no produto de fermentagao desejado.
[00293] Exemplos de organismos fermentadores bacterianos e fingicos
produtores de etanol sdo descritos por Lin et al., 2006, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 69: 627-642.

[00294] Exemplos de organismos fermentadores que podem fermentar
acucares C6 incluem organismos bacterianos e fungicos, tais como leveduras.
Leveduras preferidas inclui cepas de Saccharomyces spp., preferivelmente
Saccharomyces cerevisiae.

[00295] Exemplos de organismos fermentadores que podem fermentar
acucares C5 incluem organismos bacterianos e fungicos, tais como leveduras.
Leveduras fermentadoras de C5 incluem cepas de Pichia, preferivelmente
Pichia stipitis, tais como Pichia stipitis CBS 5773; cepas de Candida,
preferivelmente Candida boidinii, Candida brassicae, Candida sheatae,
Candida diddensii, Candida pseudotropicalis, ou Candida utilis.

[00296] Outros organismos fermentadores incluem cepas de
Zymomonas, tal como Zymomonas mobilis, Hansenula, tal como Hansenula
anomala; Klyveromyces, tal como K. fragilis; Schizosaccharomyces, tal como

S. pombe; e E. coli, especialmente cepas de E. coli que tém sido
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geneticamente modificadas para melhorar o rendimento de etanol.

[00297] Em um aspecto preferido, a levedura ¢ uma Saccharomyces
spp. Em um aspecto mais preferido, a levedura ¢ Saccharomyces cerevisiae.
Em outro aspecto mais preferido, a levedura ¢ Saccharomyces distaticus. Em
outro aspecto mais preferido, a levedura ¢ Saccharomyces uvarum. Em outro
aspecto preferido, a levedura ¢ uma Kluyveromyces. Em outro aspecto mais
preferido, a levedura ¢ Kluyveromyces marxianus. Em outro aspecto mais
preferido, a levedura ¢ Kluyveromyces fragilis. Em outro aspecto preferido, a
levedura ¢ uma Candida. Em outro aspecto mais preferido, a levedura ¢
Candida boidinii. Em outro aspecto mais preferido, a levedura ¢ Candida
brassicae. Em outro aspecto mais preferido, a levedura € Candida diddensii.
Em outro aspecto mais preferido, a levedura € Candida pseudotropicalis. Em
outro aspecto mais preferido, a levedura ¢ Candida utilis. Em outro aspecto
preferido, a levedura ¢ uma Clavispora. Em outro aspecto mais preferido, a
levedura € Clavispora lusitaniae. Em outro aspecto mais preferido, a levedura
¢ Clavispora opuntiae. Em outro aspecto preferido, a levedura ¢ uma
Pachysolen. Em outro aspecto mais preferido, a levedura € Pachysolen
tannophilus. Em outro aspecto preferido, a levedura ¢ uma Pichia. Em outro
aspecto mais preferido, a levedura ¢ uma Pichia stipitis. Em outro aspecto
preferido, a levedura ¢ uma Bretannomyces. Em outro aspecto mais preferido,
a levedura & Bretannomyces clausenii (Philippidis, G. P., 1996, "Celulose
bioconversion technology", em Handbook on Bioethanol: Production and
Utilization, Wyman, C. E., ed., Taylor & Francis, Washington, DC, 179-212).
[00298] Bactérias que podem eficientemente fermentar hexose e
pentose em etanol incluem, por exemplo, Zymomonas mobilis € Clostridium
thermocellum (Philippidis, 1996, supra).

[00299] Em um aspecto preferido,a bactéria ¢ uma Zymomonas. Em
um aspecto mais preferido, a bactéria € Zymomonas mobilis. Em outro

aspecto preferido, a bactéria € uma Clostridium. Em outro aspecto mais

Peticiio 870240002025, de 08/01/2024, pég. 110/194



100 /160

preferido, a bactéria ¢ Clostridium thermocellum.

[00300] Leveduras comercialmente disponiveis adequadas para
produgcdo de etanol incluem, e.g., levedura ETHANOL RED™ yeast
(disponivel na Fermentis/Lesaffre, USA), FALI™ (disponivel na
Fleischmann’s Yeast, USA), SUPERSTART™ ¢ THERMOSACC™ fresh
yeast (disponivel na Ethanol Technology, WI, USA), BIOFERM™ AFT e
XR (disponivel na NABC - North American Bioproducts Corporation, GA,
USA), GERT STRAND™ (disponivel na Gert Strand AB, Suécia), e
FERMIOL™ (disponivel na DSM Specialties).

[00301] Em um aspecto preferido, o microorganismo fermentador tem
sido geneticamente modificado para proporcionar a capacidade para fermentar
acucares pentose, tais como xilose utilizando, arabinose utilizando, ¢ Xilose e
arabinose co-utilizando microorganismos.

[00302] A clonagem de genes heter6logos em varios microorganismos
fermentadores tem levado a constru¢do de organismos capazes de converter
hexoses e pentoses em etanol (cofermentacao) (Chen e Ho, 1993, "Cloning
and improving the expression of Pichia stipitis xilose reductase gene in
Saccharomyces cerevisiae", Appl. Biochem. Biotechnol. 39-40: 135-147; Ho
et al., 1998, "Genetically engineered Saccharomyces yeast capable of
effectively cofermenting glucose and Xylose", Appl. Environ. Microbiol. 64:
1852-1859; Kotter e Ciriacy, 1993, "Xylose fermentation by Saccharomyces"
cerevisiae, Appl. Microbiol. Biotechnol. 38: 776-783; Walfridsson et al.,
1995, "Xylose-metabolizing Saccharomyces cerevisiae strains overexpressing
the TKL1 and TAL1 genes encoding the pentose phosphate pathway enzymes
transketolase and transaldolase", Appl. Environ. Microbiol. 61: 4184-4190;
Kuyper et al., 2004, "Minimal metabolic engineering of Saccharomyces
cerevisiae for efficient anaerobic xylose fermentation: a proof of principle",
FEMS Yeast Research 4: 655-664; Beall et al., 1991, "Parametric studies of

ethanol production from xylose and other sugars by recombinant Escherichia
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coli", Biotech. Bioeng. 38: 296-303; Ingram et al., 1998, "Metabolic
engineering of bacteria for ethanol production", Biotechnol. Bioeng. 58: 204-
214; Zhang et al., 1995, "Metabolic engineering of a pentose metabolism
pathway in ethanologenic Zymomonas mobilis", Science 267:. 240-243;
Deanda et al., 1996, "Development of an arabinose-fermenting Zymomonas
mobilis strain by metabolic pathway engineering", Appl. Environ. Microbiol.
62: 4465-4470).

[00303] Em um aspecto preferido, o microorganismo fermentador
geneticamente modificado ¢ Saccharomyces cerevisiae. Em outro aspecto
preferido, o microorganismo fermentador geneticamente modificado ¢
Zymomonas mobilis. Em outro aspecto preferido, o microorganismo
fermentador geneticamente modificado € Escherichia coli. Em outro aspecto
preferido, o microorganismo fermentador geneticamente modificado ¢
Klebsiella oxytoca.

[00304] O(s) microorganismo(s) fermentador(s) € (sdo) tipicamente
adicionado(s) na celulose degradada ou no hidrolisado e a fermentacdo ¢
realizada por cerca de 8 a cerca de 96 horas, tal como cerca de 24 a cerca de
60 horas. A temperatura esta tipicamente entre cerca de 26°C e cerca de 60°C,
em particular ¢ cerca de 32°C ou 50°C, e a cerca de pH 3 a cerca de pH 8, tal
como ao redor de pH 4-5, 6, ou 7.

[00305] Em um aspecto preferido, o(s) microorganismo(s)
fermentador(s) € (sdo) aplicados na celulose degradada ou no hidrolisado e a
fermentacdo ¢ realizada por cerca de 12 a cerca de 96 horas, tal como
tipicamente 24-60 horas. Em um aspecto preferido, a temperatura esta
preferivelmente entre cerca de 20°C e cerca de 60°C, mais preferivelmente
cerca de 25°C e cerca de 50°C, e muito mais preferivelmente cerca de 32°C e
cerca de 50°C, em particular cerca de 32°C ou 50°C, e o pH ¢ geralmente de
cerca de pH 3 a cerca de pH 7, preferivelmente ao redor de pH 4-7. Contudo,

alguns organismos fermentadores, e.g., bacterianos tém temperatura de
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fermentacao mais alta 6tima. O(s) microorganismo(s) fermentador(es) ¢ (sao)
preferivelmente aplicado(s) em quantidades de aproximadamente 10° a 102,
preferivelmente de aproximadamente 107 a 10'°  especialmente
aproximadamente 2 x 10% de contagem de células viaveis por ml de caldo de
fermentacdo. Orientagdo adicional a respeito do uso de levedura para
fermentacao pode ser encontrada em, e.g., "The Alcohol Textbook" (Editors
K. Jacques, T.P. Lyons e D.R. Kelsall, Nottingham University Press, United
Kingdom 1999), que ¢ aqui incorporado como referéncia.

[00306] Para producdo de etanol, ap6s a fermentagdo a pasta fluida
fermentada ¢ destilada para extrair o etanol. O etanol obtido de acordo com os
métodos da invengao pode ser usado como, e.g., etanol combustivel, etanol de
bebida, i.e., solu¢des alcoolicas neutras potaveis, ou etanol industrial.

[00307] Um estimulador de fermentagdo pode ser usado em
combinacdo com qualquer um dos processos enzimaticos aqui descritos e
adicionalmente melhora o processo de fermentacdo, e em particular, o
desempenho do microorganismo fermentador, tal como, taxa de intensificacao
¢ rendimento de etanol. Um "estimulador de fermentacdo" refere-se aos
estimuladores para crescimento dos microorganismos fermentadores, em
particular, levedura. Estimuladores de fermentacdo preferidos para
crescimento incluem vitaminas e minerais. Exemplos de vitaminas incluem
multivitaminas, biotina, pantotenato, acido nicotinico, meso-inositol, tiamina,
piridoxina, acido para-amino-benzoico, acido folico, riboflavina, e Vitaminas
A, B, C, D, e E. Veja, por exemplo, Alfenore et al., "Improving ethanol
production and viability of Saccharomyces cerevisiae by a vitamin feeding
strategy during fed-batch process", Springer-Verlag (2002), que ¢ aqui
incorporado como referéncia. Exemplos de minerais incluem minerais e sais
minerais que podem fornecer nutrientes compreendendo P, K, Mg, S, Ca, Fe,
Zn, Mn, e Cu.

[00308] Produtos de fermentacdo: Um produto de fermentagdo pode
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ser qualquer substancia derivada da fermentagdo. O produto de fermentagao
pode ser, sem limitacao, um alcool (e.g., arabinitol, butanol, etanol, glicerol,
metanol, 1,3-propanodiol, sorbitol, e Xilitol); um 4cido organico (e.g., acido
acético, acido acetonico, acido adipico, acido ascorbico, acido citrico, acido
2,5-diceto-D-gliconico, acido formico, acido fumarico, acido glicarico, acido
gliconico, acido glicurénico, acido glutatico, acido 3-hidroxi-propiodnico,
acido itaconico, acido latico, acido malico, acido malonico, acido oxalico,
acido propidnico, acido succinico, e acido Xilonico); uma cetona (e.g.,
acetona); um aldeido (e.g., formaldeido); um aminoéacido (e.g., &cido
aspartico, acido glutamico, glicina, lisina, serina, € treonina); € um gas (e.g.,
metano, hidrogénio (H;), diéxido de carbono (CO,), e mondxido de carbono
(CO)). O produto de fermentagdao também pode ser um produto de valor alto.

[00309] Em um aspecto preferido, o produto de fermentagdo ¢ um
alcool. Serd entendido que o termo "alcool" inclui uma substancia que contém
um ou mais grupos hidroxila. Em um aspecto mais preferido, o alcool ¢
arabinitol. Em outro aspecto mais preferido, o alcool ¢ butanol. Em outro
aspecto mais preferido, o alcool ¢ etanol. Em outro aspecto mais preferido, o
alcool ¢ glicerol. Em outro aspecto mais preferido, o alcool ¢ metanol. Em
outro aspecto mais preferido, o alcool ¢ 1,3-propanodiol. Em outro aspecto
mais preferido, o dlcool € sorbitol. Em outro aspecto mais preferido, o alcool
¢ xilitol. Veja, por exemplo, Gong, C. S., Cao, N. J., Du, J., e Tsao, G. T.,
1999, "Ethanol production from renewable resources", em Advances in
Biochemical Engineering/Biotechnology, Scheper, T., ed., Springer-Verlag
Berlin Heidelberg, Alemanha, 65: 207-241; Silveira, M. M., e Jonas, R.,
2002, "The biotechnological production of sorbitol", Appl. Microbiol.
Biotechnol. 59: 400-408; Nigam, P., e Singh, D., 1995, "Processes for
fermentative production of xylitol — a sugar substitute", Process Biochemistry
30 (2): 117-124; Ezeji, T. C., Qureshi, N. e Blaschek, H. P., 2003,

"Production of acetone, butanol and ethanol by Clostridium beijerinckii
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BAI101 and in situ recovery by gas stripping", World Journal of Microbiology
and Biotechnology 19 (6): 595-603.

[00310] Em outro aspecto preferido, o produto de fermentacdo ¢ um
acido organico. Em outro aspecto mais preferido, o 4cido organico ¢ acido
acético. Em outro aspecto mais preferido, o dcido organico € acido acetonico.
Em outro aspecto mais preferido, o acido organico € acido adipico. Em outro
aspecto mais preferido, o dcido organico ¢ acido ascorbico. Em outro aspecto
mais preferido, o acido organico ¢ acido citrico. Em outro aspecto mais
preferido, o 4cido organico ¢ acido 2,5-diceto-D-gliconico. Em outro aspecto
mais preferido, o 4cido organico ¢ acido formico. Em outro aspecto mais
preferido, o acido organico ¢ acido fumadrico. Em outro aspecto mais
preferido, o &cido organico ¢ acido glicarico. Em outro aspecto mais
preferido, o acido organico ¢ acido gliconico. Em outro aspecto mais
preferido, o acido organico ¢ acido glicuronico. Em outro aspecto mais
preferido, o 4cido organico ¢ acido glutarico. Em outro aspecto preferido, o
acido organico ¢ 4cido 3-hidréxi-propidnico. Em outro aspecto mais
preferido, o acido organico ¢ dacido itaconico. Em outro aspecto mais
preferido, o acido organico ¢ acido latico. Em outro aspecto mais preferido, o
acido organico ¢ acido malico. Em outro aspecto mais preferido, o acido
organico ¢ 4cido malonico. Em outro aspecto mais preferido, o 4cido organico
¢ acido oxalico. Em outro aspecto mais preferido, o dcido orgénico ¢ acido
propidnico. Em outro aspecto mais preferido, o acido organico ¢ acido
succinico. Em outro aspecto mais preferido, o dcido organico € acido xilonico.
Veja, por exemplo, Chen, R., ¢ Lee, Y. Y., 1997, "Membrane-mediated
extractive fermentation for lactic acid production from cellulosic biomass",
Appl. Biochem. Biotechnol. 63-65: 435-448.

[00311] Em outro aspecto preferido, o produto de fermentacdo ¢ uma

cetona. Sera entendido que o termo "cetona" inclui um substrato que contém

um ou mais grupo cetona. Em outro aspecto mais preferido, a cetona ¢
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acetona. Veja, por exemplo, Qureshi e Blaschek, 2003, supra.

[00312] Em outro aspecto preferido, o produto de fermentagdo um
aldeido. Em outro aspecto mais preferido, o aldeido ¢ formaldeido.

[00313] Em outro aspecto preferido, o produto de fermentacdo ¢ um
aminoacido. Em outro aspecto mais preferido, o acido organico ¢ acido
aspartico. Em outro aspecto mais preferido, o aminoacido ¢ acido glutamico.
Em outro aspecto mais preferido, o aminoacido ¢ glicina. Em outro aspecto
mais preferido, o aminoacido ¢ lisina. Em outro aspecto mais preferido, o
aminoacido ¢ serina. Em outro aspecto mais preferido, o aminoacido ¢
treonina. Veja, por exemplo, Richard, A., e Margaritis, A., 2004, "Empirical
modeling of batch fermentation kinetics for poly(glutamic acid) production
and other microbial biopolimers", Biotechnology and Bioengineering 87 (4):
501-515.

[00314] Em outro aspecto preferido, o produto de fermentacdo ¢ um
gas. Em outro aspecto mais preferido, o gas ¢ metano. Em outro aspecto mais
preferido, o gas ¢ H,. Em outro aspecto mais preferido, o gas € CO,. Em outro
aspecto mais preferido, o gas € CO. Veja, por exemplo, Kataoka, N., A. Miya,
e K. Kiriyama, 1997, "Studies on hydrogen production by continuous culture
system of hydrogen-producing anaerobic bacteria", Water Science and
Technology 36 (6-7): 41-47; e Gunaseelan V.N. in Biomass and Bioenergy,
Vol. 13 (1-2), pp. 83-114, 1997, "Anaerobic digestion of biomass for methane

production: A review".

[00315] Recuperacdo. O(s) produto(s) de fermentagao pode(m) ser
opcionalmente recuperado(s) do meio de fermentacdo usando qualquer
método conhecido na arte incluindo, mas nao limitado a, cromatografia (e.g.,
troca 10nica, afinidade, hidrofobica, cromatofocalizacdo, e exclusao de
tamanho), procedimentos eletroforéticos (e.g., focalizacdo isoelétrica
preparativa), solubilidade diferencial (e.g., precipitagdo de sulfato de amdnio),

destilagdo, ou extragdo. Por exemplo, etanol ¢ separado do material
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fermentado contendo celulose e purificado por métodos convencionais de
destilagdo. Etanol com uma pureza de até cerca de 96% vol. pode ser obtido,
que pode ser usado como, por exemplo, etanol combustivel, etanol para
bebidas, i.e., solugdes alcodlicas neutras potaveis, ou etanol industrial.
[00316] A presente invencdo € posteriormente descrita por meio dos
seguintes exemplos que nao devem ser entendidos como limitantes do escopo
da invencao.
Exemplos

Materiais
[00317] Compostos quimicos usados como tampdes e substratos foram
produtos comerciais de grau pelo menos reagente.

Sequenciamento de DNA
[00318] Sequenciamento de DNA foi realizado usando um Analisador
Genético Applied Biosystems Model 3130X (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) utilizando quimica de terminador de corante (Giesecke et al.,
1992, Journal of Virol. Methods 38: 47-60). Sequéncias foram montadas
usando phred/phrap/consed (University of Washington, Seattle, WA, USA)
com iniciadores especificos de sequéncia.

Meios
[00319] Meio NNCYP foi composto por litro de 5,0 g de NH4NOs, 0,5
g de MgS04-7H,0, 0,3 g de CaCl,, 2,5 g de acido citrico, 1,0 g de Peptona
Bacto, 5,0 g de extrato de levedo, solucdo de metais tragco COVE, e suficiente
K,HPO, para alcangar um pH final de aproximadamente 5,4.
[00320] Solucao de metais trago COVE foi composta por litro de 0,04
g de Na;B4O7-10H20, 0,4 g de CuSO4-5H,0, 1,2 g de FeSO4-7H,0, 0,7 g de
MnSO4-H>0, 0,8 g de Na,MoO,-2H,0, e 10 g de ZnSO4-7H,0.
[00321] Meio YP foi composto por litro de 10 g de extrato de levedo e
20 g de triptona bacto.
[00322] Meio indutor de celulase foi composto por litro de 20 g de
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celulose, 10 g de sélidos de macerado de milho, 1,45 g de (NH4),SO4, 2,08 g
de KH,POy4, 0,28 g de CaCl,, 0,42 g de MgS0O4-7H,0, ¢ 0,42 ml de solucao de
metais traco.

[00323] Solucdo de metais trago foi composta por litro de 216 g de
FeCl;-6H,O, 58 g de ZnSO47H,O, 27 g de MnSO4H,O, 10 g de
CuSO4-5H,0, 2,4 g de H3BOs, e 336 g de 4cido citrico.

[00324] STC foi composto de sorbitol 1 M, CaCl, 10 mM, e Tris-HCI
10 mM, pH 7,5.
[00325] Placas COVE foram compostas por litro de 342 g de sacarose,

10 ml de solucdes de sais COVE, 10 ml de acetamida 1 M, 10 ml de CsCl 1,5
M, e 25 g de agar Noble.

[00326] Solucao de sais COVE foi composta por litro de 26 g de KClI,
26 g de MgS0Os4, 76 g de KH,PO4, € 50 ml de solucao de metais trago COVE.

[00327] Placas COVE2 foram compostas por litro de 30 g de sacarose,
20 ml de solucao de sais COVE, 25 g de adgar Noble, ¢ 10 ml de acetamida 1
M.

[00328] Placas PDA foram compostas por litro de 39 gramas de agar

de dextrose de batata.

[00329] Meio LB foi composto por litro de 10 g de triptona, 5 g de
extrato de levedo, 5 g de cloreto de sodio.

[00330] Placas 2X YT-Amp foram compostas por litro de 10 g de
triptona, 5 g de extrato de levedo, 5 g de cloreto de sodio, e 15 g de Agar
Bacto, seguido por 2 ml de uma solucdo esterilizada por filtragdo de
ampicilina 50 mg/ml apo6s autoclavagem.

[00331] Meio MDU2BP foi composto por litro de 45 g de maltose, 1 g
de MgS0O4-7H,0, 1 g de NaCl, 2 g de K,HSOy4, 12 g de KH,POy4, 2 g de uréia,
e 500 pl de solugdo de metais trago AMG, o pH foi ajustado para 5,0 e entdao
esterilizado por filtragdo com uma unidade de filtragdao de 0,22 um.

[00332] Solucao de metais traco AMG foi composta por litro de 14,3 g
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de ZnSO4-7H;0, 2,5 g de CuSO4-5H,0, 0,5 g de NiCl,-6H,0, 13,8 g de
FeSO4-H;0, 8,5 g de MnSO4-7H,0, ¢ 3 g de acido citrico.

[00333] Placas de meio minimo foram compostas por litro de 6 g de
NaNOs, 0,52 g de KCl, 1,52 g de KH,PO4, 1 ml de solugdo de metais traco
COVE, 20 g de 4gar Noble, 20 ml de glicose 50%, 2,5 ml de MgSO4-7H,O

20%, e 20 ml de solugdo de estoque de biotina.

[00334] Solucdo de estoque de biotina foi composta por litro de 0,2 g
de biotina.
[00335] Meio SOC foi composto de 2% de triptona, 0,5% de extrato de

levedo, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM, e MgSO4 10 mM, seguido
por glicose esterilizada por filtragdo para 20 mM apos autoclavagem.
Exemplo 1: Construcao de vetor de expressao pMJ04
[00336] Vetor de expressao pMJ04 foi construido por amplificagdo por
PCR do gene de exocelobioidrolase 1 de Trichoderma reesei (cbhl, CELTA)
terminador de DNA genomico de Trichoderma reesei RutC30 usando
iniciadores 993429 (anti-senso) e 993428 (senso) mostrados abaixo. O
iniciador de anti-senso foi engenhado para ter um sitio Pac I na extremidade-
5' e um sitio Spe I na extremidade-3' do iniciador de senso.
Iniciador 993429 (anti-senso):
5’-AACGTTAATTAAGGAATCGTTTTGTGTTT-3’ (SEQ ID NO: 29)
Iniciador 993428 (senso):
5’-AGTACTAGTAGCTCCGTGGCGAAAGCCTG-3’ (SEQ ID NO: 30)
[00337] DNA gendmico de Trichoderma reesei RutC30 foi isolado
usando um Kit DNEASY® Plant Maxi (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA).
[00338] As reacoes de amplificagdo (50 ul) foram compostas de 1X
Tampao de Reacdo ThermoPol (New England Biolabs, Beverly, MA, USA),
dNTPs 0,3 mM, 100 ng de DNA genomico de Trichoderma reesei RutC30,
iniciador 993429 0,3 uM , iniciador 993428 0,3 uM, e 2 unidades de Vent
DNA polimerase (New England Biolabs, Beverly, MA, USA). As reagdes
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foram incubadas em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333
(Eppendorf Scientific, Inc., Westbury, NY, USA) programado para 5 ciclos
cada um por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C, e 60 segundos a 72°C,
seguido por 25 ciclos cada um por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 65°C, e
120 segundos a 72°C (extensdo final de 5 minutos). Os produtos de reagao
foram isolados por eletroforese em gel de agarose 0,1% usando tampado base
Tris 40 mM - acetato de sodio 20 mM - EDTA dissédico 1 mM (TAE) onde
uma banda de produto de 229 pb foi excisada do gel e purificada usando um
Kit de Extra¢do de Gel QIAQUICK® (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA) de
acordo com as instrucoes do fabricante.
[00339] O fragmento de PCR resultante foi digerido com Pac I e Spe 1
e ligado em pAlLol (WO 05/067531) digerido com as mesmas enzimas de
restricdo usando um Kit de Ligacao Répida (Roche, Indianapolis, IN, USA),
para gerar pMJ04 (Figura 1).

Exemplo 2: Construcao de pCaHj568
[00340] Plasmideo pCaHj568 foi construido a partir de pCaHj170
(Patente U.S. No. 5.763.254) e pMT2188. Plasmideo pCaHj170 compreende
a regido codificadora de comprimento total de endoglicanase V de Humicola
insolens (CEL45A) (SEQ ID NO: 31, que codifica a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 32). Constru¢ao de pMT2188 foi iniciada por
amplificagdo por PCR da origem de replicagdo de pUCI19 a partir de
pCaHj483 (WO 98/00529) usando iniciadores 142779 e 142780 mostrados
abaixo. Iniciador 142780 introduz um sitio Bbu I no fragmento de PCR.
Iniciador 142779:
5>-TTGAATTGAAAATAGATTGATTTAAAACTTC-3’ (SEQ ID NO: 33)
Iniciador 142780:
5’-TTGCATGCGTAATCATGGTCATAGC-3’ (SEQ ID NO: 34)
[00341] Um Sistema de PCR EXPAND® (Roche Molecular

Biochemicals, Basel, Suica) foi usado seguindo as instrugdes do fabricante
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para esta amplificacdo. Produtos da PCR foram separados sobre um gel de
agarose ¢ um fragmento de 1160 pb foi isolado e purificado usando um Kit
Spin de Extragdo de Gel Jetquick (Genomed, Wielandstr, Alemanha).

[00342] O gene URA3 foi amplificado a partir do vetor de clonagem
geral pYES2 de Saccharomyces cerevisiae (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
usando iniciadores 140288 e 142778 mostrados abaixo usando um Sistema de
PCR EXPAND®. Iniciador 140288 introduziu um sitio Eco RI no fragmento
de PCR.

Iniciador 140288:

5’>-TTGAATTCATGGGTAATAACTGATAT-3’ (SEQ ID NO: 35)

Iniciador 142778:

5’-AAATCAATCTATTTTCAATTCAATTCATCATT-3’ (SEQ ID NO: 36)
[00343] Produtos da PCR foram separados sobre um gel de agarose ¢
um fragmento de 1126 pb foi isolado e purificado usando um Kit Spin de
Extracao de Gel Jetquick.

[00344] Os dois fragmentos de PCR foram fusionados por misturagdo e
amplificados usando iniciadores 142780 e 140288 mostrados acima pelo
método de emenda por trespasse (Horton et al., 1989, Gene 77: 61-68).
Produtos da PCR foram separados sobre um gel de agarose e um fragmento
de 2263 pb foi isolado e purificado usando um Kit Spin de Extragdao de Gel
Jetquick.

[00345] O fragmento resultante foi digerido com Eco Rl e Bbu I e
ligado usando protocolos padrdo no fragmento mais longo de pCaH;j483
digerido com a mesmas enzimas de restrigdo. A mistura de ligagao foi
transformada em pyrF-negative E. coli cepa DB6507 (ATCC 35673) tornada
competente pelo método de Mandel e Higa, 1970, J. Mol. Biol. 45: 154.
Transformantes foram selecionados sobre meio M9 sélido (Sambrook et al.,
1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2" edition, Cold Spring

Harbor Laboratory Press) suplementado por litro com 1 g de casaminodacidos,
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500 pg de tiamina, e 10 mg de canamicina. A plasmideo de um transformante
foi isolado e designado pCaHj527 (Figura 2).

[00346] O promotor NA2-tpi presente em pCaHj527 foi submetido a
mutagénese sitio-direcionada por PCR usando um Sistema de PCR
EXPAND® de acordo com as instru¢gdes do fabricante. Nucleotideos 134144
foram convertidos de GTACTAAAACC (SEQ ID NO: 37) em
CCGTTAAATTT (SEQ ID NO: 38) usando iniciador mutagénico 141223
mostrado abaixo.

Iniciador 141223:
5’-GGATGCTGTTGACTCCGGAAATTTAACGGTTTGGTCTTGCATCC
C-3’ (SEQ ID NO: 39)

Nucleotideos 423-436 foram convertidos de
ATGCAATTTAAACT (SEQ ID NO: 40) em CGGCAATTTAACGG (SEQ
ID NO: 41) usando iniciador mutagénico 141222 mostrado abaixo.

Iniciador 141222:
5’-GGTATTGTCCTGCAGACGGCAATTTAACGGCTTCTGCGAATCG
C-3’ (SEQ ID NO: 42)

O plasmideo resultante foi designado pMT2188 (Figura 3).
[00347] A regido codificadora de endoglicanase V de Humicola
insolens foi transferida de pCaHj170 como um fragmento Bam HI-Sal 1 para
pMT2188 digerido com Bam HI e Xho I para gerar pCaHj568 (Figura 4).
Plasmideo pCaHj568 compreende um promotor NA2-tpi mutado
operacionalmente ligado na sequéncia codificadora de comprimento total de
endoglicanase V de Humicola insolens.

Exemplo 3: Construcao de pMJO05
[00348] Plasmideo pMJO05 foi construido por amplificagcdo por PCR da
regido codificadora de comprimento total de endoglicanase V de Humicola
insolens de 915 pb a partir de pCaHj568 usando iniciadores HiIEGV-F e
HiEGV-R mostrados abaixo.
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Iniciador HIEGV-F (senso):
5’-AAGCTTAAGCATGCGTTCCTCCCCCCTCC-3’ (SEQ ID NO: 43)
Iniciador HIEGV-R (anti-senso):
5’-CTGCAGAATTCTACAGGCACTGATGGTACCAG-3’ (SEQ ID NO:
44)

[00349] As reacoes de amplificagdo (50 ul) foram compostas de 1X
Tampao de Reacdo ThermoPol (New England Biolabs, Beverly, MA, USA),
dNTPs 0,3 mM, 10 ng/ul de pCaHj568, iniciador HIEGV-F 0,3 uM, iniciador
HiEGV-R 0,3 uM, e 2 unidades de Vent DNA polimerase (New England
Biolabs, Beverly, MA, USA). As reagdes foram incubadas em um
EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado para 5 ciclos cada
um por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C, e 60 segundos a 72°C,
seguido por 25 ciclos cada um por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 65°C, e
120 segundos a 72°C (extensdo final de 5 minutos). Os produtos de reagao
foram isolados por eletroforese em gel de agarose 1,0% usando tampao TAE
onde uma banda de 937 pb foi excisada do gel e purificada usando um Kit de
Extra¢dao de Gel QIAQUICK® de acordo com as instrugdes do fabricante.
[00350] O fragmento purificado de 937 pb foi usado como DNA
modelo para amplificagdes subsequentes com os seguintes iniciadores:
Iniciador HIEGV-R (anti-senso):
5’-CTGCAGAATTCTACAGGCACTGATGGTACCAG-3’ (SEQ ID NO:
45)

Iniciador HIEGV-F-overlap (senso):
5’-ACCGCGGACTGCGCATCATGCGTTCCTCCCCCCTCC-3> (SEQ ID
NO: 46)

[00351] Sequéncias de iniciador em italico sio homologas a 17 pb do
promotor de gene de celobioidrolase I (cbhl) de Trichoderma reesei (WO
91/17243) e sequéncias de iniciador sublinhadas sdao homodlogas a 29 pb da

regido codificadora de endoglicanase V de Humicola insolens. Um
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recobrimento de 36 pb entre o promotor ¢ a sequéncia codificadora permitiu
fusdo precisa de um fragmento de 994 pb compreendendo o promotor cbhl de
Trichoderma reesei no fragmento de 918 pb compreendendo a regido
codificadora de endoglicanase V de Humicola insolens.

[00352] As reacoes de amplificagdo (50 ul) foram compostas de 1X
Tampao de Reagao ThermoPol, dNTPs 0,3 mM, 1 ul de fragmento de PCR de
937 pb purificado, iniciador HIEGV-F-overlap 0,3 uM, iniciador HIEGV-R
0,3 uM, e 2 unidades de Vent DNA polimerase. As reagdes foram incubadas
em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado para 5 ciclos
cada um por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C, e 60 segundos a 72°C,
seguido por 25 ciclos cada um por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 65°C, e
120 segundos a 72°C (extensdo final de 5 minutos). Os produtos de reagao
foram isolados por eletroforese em gel de agarose 1,0% usando tampao TAE
onde uma banda de produto de 945 kb foi excisada do gel e purificada usando
um Kit de Extracdo de Gel QIAQUICK® de acordo com as instrugdes do
fabricante.

[00353] Uma PCR separada foi realizada para amplificar a sequéncia
de promotor cbhl de Trichoderma reesei se estendendo de 994 pb a montante
do codon de iniciagdo ATG do gene de DNA gendomico de Trichoderma
reesei RutC30 usando os iniciadores mostrados abaixo (o iniciador de senso
foi engenhado para ter um sitio de restrigdo Sal/ I na extremidade-5'). DNA
gendmico de Trichoderma reesei RutC30 foi isolado usando um Kit
DNEASY® Plant Maxi.

Iniciador TrCBHIpro-F (senso):
5’-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3’ (SEQ ID NO: 47)
Iniciador TrCBHIpro-R (anti-senso):

5’-GATGCGCAGTCCGCGGT-3’ (SEQ ID NO: 48)

[00354] As reacoes de amplificagdo (50 ul) foram compostas de 1X
Tampao de Reagao ThermoPol, ANTPs 0,3 mM, 100 ng/ul DNA gendémico de
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Trichoderma reesei RutC30, iniciador TrCBHIpro-F 0,3 upM, iniciador
TrCBHIpro-R 0,3 uM, e 2 unidades de Vent DNA polimerase. As reagdes
foram incubadas em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333
programado para 30 ciclos cada um por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
55°C, e 120 segundos a 72°C (extensao final de 5 minutos). Os produtos de
reacdo foram isolados por eletroforese em gel de agarose 1,0% usando tampao
TAE onde uma banda de produto de 998 pb foi excisada do gel e purificada
usando um Kit de Extracao de Gel QIAQUICK® de acordo com as instrugoes
do fabricante.

[00355] O fragmento de PCR de 998 pb purificado foi usado como
DNA modelo para amplificacdes subsequentes usando os iniciadores
mostrados abaixo.

Iniciador TrCBHIpro-F:
5’-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3’ (SEQ ID NO: 49)
Iniciador TrCBHIpro-R-overlap:
5’-GGAGGGGGGAGGAACGCATGATGCGCAGTCCGCGGT-3’ (SEQ ID
NO: 50)

[00356] Sequéncias em italico sdo homologas a 17 pb do promotor
cbhl de Trichoderma reesei e sequéncias sublinhadas sao homologas a 29 pb
da regido codificadora de endoglicanase V de Humicola insolens. Um
recobrimento de 36 pb entre o promotor e a sequéncia codificadora permitiu a
fusdo precisa do fragmento de 994 pb compreendendo o promotor cbhl de
Trichoderma reesei no fragmento de 918 pb compreendendo a regido
codificadora de comprimento total de endoglicanase V de Humicola insolens.
[00357] As reacoes de amplificagdo (50 ul) foram compostas de 1X
Tampao de Reagdao ThermoPol, dNTPs 0,3 mM, 1 ul do fragmento de PCR de
998 pb purificado, iniciador TrCBH 1pro-F 0,3 uM, iniciador TrCBH1pro-R-
overlap 0,3 uM, e 2 unidades de Vent DNA polimerase. As reagdes foram
incubadas em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado
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para 5 ciclos cada um por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C, e 60
segundos a 72°C, seguido por 25 ciclos cada um por 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 65°C, e 120 segundos a 72°C (extensdo final de 5 minutos). Os
produtos de reacao foram isolados por eletroforese em gel de agarose 1,0%
usando tampao TAE onde uma banda de produto de 1017 pb foi excisada do
gel e purificada usando um Kit de Extragao de Gel QIAQUICK® de acordo
com as instru¢des do fabricante.

[00358] O promotor cbhl de 1017 pb de fragmento de PCR de
Trichoderma reesei e o fragmento de PCR de endoglicanase V de 945 pb de
Humicola insolens foram usados como DNA modelo para amplificagao
subsequente usando os seguintes iniciadores para precisamente fusionar o
promotor cbhl de 994 pb na regido codificadora de comprimento total de
endoglicanase V de 918 pb PCR de recobrimento.

Iniciador TrCBHIpro-F:
5’-AAACGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATC-3’ (SEQ ID NO: 51)
Iniciador HIEGV-R:
5’-CTGCAGAATTCTACAGGCACTGATGGTACCAG-3’ (SEQ ID NO:
52)

[00359] As reacoes de amplificagdo (50 ul) foram compostas de 1X
Tampao de Reacdo ThermoPol, dNTPs 0,3 mM, iniciador TrCBH1pro-F 0,3
uM, iniciador HIEGV-R 0,3 uM, e 2 unidades de Vent DNA polimerase. As
reacoes foram incubadas em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333
programado para 5 ciclos cada um por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a
50°C, e 60 segundos a 72°C, seguido por 25 ciclos cada um por 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 65°C, e 120 segundos a 72°C (extensdo final de 5
minutos). Os produtos de reacdo foram isolados por eletroforese em gel de
agarose 1,0% usando tampao TAE onde uma banda de produto de 1926 pb foi
excisada do gel e purificada usando um Kit de Extracdo de Gel QIAQUICK®

de acordo com as instrugdes do fabricante.

Peticio 870240002025, de 08/01/2024, pég. 126/194



116 /160

[00360] O fragmento resultante de 1926 pb foi clonado em um vetor
pCR®-Blunt-II-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) usando um
ZEROBLUNT® TOPO® PCR Cloning Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
seguindo o protocolo do fabricante. O plasmideo resultante foi digerido com
Not 1 e Sal 1 e o fragmento de 1926 pb foi purificado por gel usando um Kit
de Extragao de Gel QIAQUICK® e ligado usando T4 DNA ligase (Roche,
Indianapolis, IN, USA) em pMJ04, que também foi digerido com as mesmas
duas enzimas de restrigdo, para gerar pMJ05 (Figura 5). Plasmideo pMJO05
compreende o promotor de celobioidrolase I de Trichoderma reesei ¢
terminador operacionalmente ligado na sequéncia codificadora de
comprimento total de endoglicanase V de Humicola insolens.

Exemplo 4: Construcao de vetor de expressao pSMail30
[00361] Um fragmento de DNA de 2586 pb incluindo desde o codon
de iniciagdo ATG até o cddon de terminagdo TAA de uma sequéncia
codificadora de comprimento total de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae
(SEQ ID NO: 15 para sequéncia de cDNA e SEQ ID NO: 16 para a sequéncia
de aminoacidos deduzida; E. coli DSM 14240) foi1 amplificado por PCR a
partir de pJaL660 (WO 2002/095014) como modelo com iniciadores 993467
(senso) e 993456 (anti-senso) mostrados abaixo. Um sitio Spe I foi engenhado
na extremidade 5' do iniciador de anti-senso para facilitar ligacao. Sequéncias
de iniciador em italico sdo homologas a 24 pb do promotor chbhl de
Trichoderma reesei e sequéncias sublinhadas sao homologas a 22 pb da
regido codificadora de beta-glicosidade de Aspergillus oryzae.
Iniciador 993467:
5’-ATAGTCAACCGCGGACTGCGCATCATGAAGCTTGGTTGGATCGA
GG-3’ (SEQ ID NO: 53)
Iniciador 993456:
5’-ACTAGTTTACTGGGCCTTAGGCAGCG-3’ (SEQ ID NO: 54)

[00362] As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
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Tampao de Amplificacdo Pfx (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), dNTPs 0,25
mM, 10 ng de pJalL660, iniciador 993467 6,4 uM, iniciador 993456 3,2 uM,
MgCl, 1 mM, e 2,5 unidades de Pfx DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). As reagdes foram incubadas em um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada um por 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 55°C, e 3 minutos a 72°C (extensao final de 15 minutos).
Os produtos de reagdo foram isolados por eletroforese em gel de agarose
1,0% usando tampdo TAE onde uma banda de produto de 2586 pb foi
excisada do gel e purificada usando um Kit de Extracdo de Gel QIAQUICK®
de acordo com as instrugdes do fabricante.

[00363] Uma PCR separada foi realizada para amplificar a sequéncia
de promotor cbhl de Trichoderma reesei se estendendo de 1000 pb a
montante do codon de iniciagdo ATG do gene, usando iniciador 993453
(senso) e iniciador 993463 (anti-senso) mostrados abaixo para gerar um
fragmento de PCR de 1000 pb.

Iniciador 993453:

5’-GTCGACTCGAAGCCCGAATGTAGGAT-3’ (SEQ ID NO: 55)
Iniciador 993463:
5’-CCTCGATCCAACCAAGCTTCATGATGCGCAGTCCGCGGTTGACTA-
3’ (SEQ ID NO: 56)

[00364] Sequéncias de iniciador em italico sio homologas a 24 pb do
promotor cbhl de Trichoderma reesei e sequéncias de iniciador sublinhadas
sao homologas a 22 pb da regido codificadora de comprimento total de beta-
glicosidase de Aspergillus oryzae. O recobrimento de 46 pb entre o promotor
e a sequéncia codificadora permitiu a fusao precisa do fragmento de 1000 pb
compreendendo o promotor chhl de Trichoderma reesei no fragmento de
2586 pb compreendendo a regido codificadora de beta-glicosidade de
Aspergillus oryzae.

[00365] As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
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Tampao de Amplificagdao Pfx, ANTPs 0,25 mM, 100 ng de DNA gendmico de
Trichoderma reesei RutC30, iniciador 993453 6,4 uM, iniciador 993463 3,2
uM, MgCl, 1 mM, e 2,5 unidades de Pfx DNA polimerase. As reacdes foram
incubadas em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado
para 30 ciclos cada um por 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C, e 3 minutos a
72°C (extensdao final de 15 minutos). Os produtos de rea¢ao foram isolados
por eletroforese em gel de agarose 1,0% usando tampao TAE onde uma banda
de produto de 1000 pb foi excisada do gel e purificada usando um Kit de
Extracdao de Gel QIAQUICK® de acordo com as instrugdes do fabricante.
[00366] Os fragmentos purificados foram usados como DNA modelo
para amplificacdo subsequente por PCR de recobrimento usando iniciador
993453 (senso) e iniciador 993456 (anti-senso) mostrados acima para
precisamente fusionar o fragmento de 1000 pb compreendendo o promotor
cbhl de Trichoderma reesei no fragmento de 2586 pb compreendendo a
regido codificadora de comprimento total de beta-glicosidase de Aspergillus
oryzae.

[00367] As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
Tampao de Amplificacdo Pfx, dNTPs 0,25 mM, iniciador 99353 6,4 uM,
iniciador 993456 3,2 uM, MgCl, 1 mM, e 2,5 unidades de Pfx DNA
polimerase. As reagdes foram incubadas em um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada um por 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 60°C, e 4 minutos a 72°C (extensao final de 15 minutos).
[00368] O fragmento resultante de 3586 pb foi digerido com Sal I e
Spe I e ligado em pMJ04, digerido com as mesmas duas enzimas de restricao,
para gerar pSMail30 (Figura 6). Plasmideo pSMail30 compreende o
terminador e o promotor de gene de celobioidrolase nativa de Trichoderma
reesei operacionalmente ligados nas sequéncia de sinal de beta-glicosidase
nativa de Aspergillus oryzae e sequéncia codificadora (i.e., sequéncia

codificadora de beta-glicosidase de comprimento total de Aspergillus oryzae).
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Exemplo 5: Construcao de pSMail35
[00369] A regido codificadora madura de beta-glicosidase de
Aspergillus oryzae (menos a sequéncia de sinal nativa, veja Figura 7; SEQ ID
NOs: 57 e 58 para O peptideo de sinal e sua sequéncia codificadora) de Lys-
20 até codon de terminagao TAA foi amplificada por PCR a partir de pJaL660
como modelo com iniciador 993728 (senso) e iniciador 993727 (anti-senso)
mostrados abaixo.
Iniciador 993728:
5’-TGCCGGTGTTGGCCCTTGCCAAGGATGATCTCGCGTACTCCC-3’
(SEQ ID NO: 59)
Iniciador 993727:
5’-GACTAGTCTTACTGGGCCTTAGGCAGCG-3’ (SEQ ID NO: 60)

[00370] Sequéncias em italico sao homologas a 20 pb da sequéncia de
sinal de endoglicanase V de Humicola insolens e sequéncias sublinhadas sao
homologas a 22 pb da regido codificadora de beta-glicosidade de Aspergillus
oryzae. Um site Spe I foi engenhado na extremidade 5' do iniciador de anti-
senso.

[00371] As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
Tampao de Amplificacdo Pfx, dNTPs 0,25 mM, 10 ng/ul de pJalL660,
iniciador 993728 6,4 uM iniciador 993727, 3,2 uM, MgCl, 1 mM, e 2,5
unidades de Pfx DNA polimerase. As reacdoes foram incubadas em um
EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada
um por 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C, ¢ 3 minutos a 72°C (extensao final
de 15 minutos). Os produtos de reagdo foram isolados por eletroforese em gel
de agarose 1,0% usando tampdo TAE onde uma banda de produto de 2523 pb
foi excisada do gel e purificada usando um Kit de Extracdo de Gel
QIAQUICK® de acordo com as instrugdes do fabricante.

[00372] Uma amplificagdo por PCR separada foi realizada para
amplificar 1000 pb do promotor cbhl de Trichoderma reesei ¢ 63 pb da

Peticio 870240002025, de 08/01/2024, pég. 130/194



120 /160

sequéncia de sinal de endoglicanase V de Humicola insolens (codon de
iniciagdo ATG até Ala-21, Figura 8, SEQ ID NOs: 61 e 62), usando iniciador
993724 (senso) e iniciador 993729 (anti-senso) mostrados abaixo.

Iniciador 993724:

5’-ACGCGTCGACCGAATGTAGGATTGTTATCC-3’ (SEQ ID NO: 61)
Iniciador 993729:
5’-GGGAGTACGCGAGATCATCCTTGGCAAGGGCCAACACCGGCA-3°
(SEQ ID NO: 62)

[00373] Sequéncias de iniciador em italico sao homologas a 20 pb da
sequéncia de sinal de endoglicanase V de Humicola insolens e sequéncias de
iniciador sublinhadas sdo homdlogas a 22 pb da regido codificadora de beta-
glicosidade de Aspergillus oryzae.

[00374] Plasmideo pMJ05, que compreende a regido codificadora de
endoglicanase V de Humicola insolens sob o controle do promotor cbhl, foi
usado como modelo para gerar um fragmento de 1063 pb compreendendo o
promotor cbhl de Trichoderma reesei e fragmento de sequéncia de sinal de
endoglicanase V de Humicola insolens. Um recobrimento de 42 pb foi
compartilhado entre o promotor cbhl de Trichoderma reesei e a sequéncia de
sinal de endoglicanase V de Humicola insolens e a sequéncia codificadora
madura de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae para proporcionar uma
ligagdo perfeita entre o promotor ¢ o cddon de iniciacio ATG da regido
codificadora de beta-glicosidade de Aspergillus oryzae de 2523 pb.

[00375] As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
Tampao de Amplificagdo Pfx, ANTPs 0,25 mM, 10 ng/ul de pMJO035, iniciador
993728 6,4 uM, iniciador 993727 3,2 uM, MgCl, 1 mM, e 2,5 unidades de
Pfx DNA polimerase. As reagdes foram incubadas em um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada um por 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 60°C, e 4 minutos a 72°C (extensao final de 15 minutos).

Os produtos de reagdo foram isolados por eletroforese em gel de agarose
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1,0% usando tampdo TAE onde uma banda de produto de 1063 pb foi
excisada do gel e purificada usando um Kit de Extracdo de Gel QIAQUICK®
de acordo com as instrugdes do fabricante.
[00376] Os fragmentos de recobrimento purificados foram usados
como modelos para amplificacdo usando iniciador 993724 (senso) e iniciador
993727 (anti-senso) descritos acima para precisamente fusionar o fragmento
de 1063 pb compreendendo o promotor chbhl de Trichoderma reesei ¢ a
sequéncia de sinal de endoglicanase V de Humicola insolens no fragmento
2523 pb compreendendo a matriz de regido codificadora madura de beta-
glicosidase de Aspergillus oryzae por PCR de recobrimento.
[00377] As reagdes de amplificagdo (50 pl) foram compostas de
Tampao de Amplificacdo Pfx, dNTPs 0,25 mM, iniciador 993724 6,4 uM,
iniciador 993727 3,2 uM, MgCl, 1 mM, e 2,5 unidades de Pfx DNA
polimerase. As reagdes foram incubadas em um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada um por 1 minuto
a 94°C, 1 minuto a 60°C, e 4 minutos a 72°C (extensao final de 15 minutos).
Os produtos de reagdo foram isolados por eletroforese em gel de agarose
1,0% usando tampdo TAE onde uma banda de produto de 3591 pb foi
excisada do gel e purificada usando um Kit de Extracdo de Gel QIAQUICK®
de acordo com as instrugdes do fabricante.
[00378] O fragmento resultante de 3591 pb foi digerido com Sal I e
Spe I e ligado em pMJ04 digerido com a mesmas enzimas de restri¢do para
gerar pSMail35 (Figura 9). Plasmideo pSMail35 compreende os terminador
e promotor de gene de celobioidrolase I de Trichoderma reesei
operacionalmente ligados na sequéncia de sinal de endoglicanase V de
Humicola insolens e na sequéncia codificadora madura de beta-glicosidade de
Aspergillus oryzae.

Exemplo 6: Expressdo de beta-glicosidase de Aspergillus

oryzae com o sinal de secrecao de endoglicanase V de Humicola insolens
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[00379] Plasmideo pSMail35 codificador da beta-glicosidase madura
de Aspergillus oryzae ligado no sinal de secrecdo de endoglicanase V de
Humicola insolens (Figura 8) foi introduzido em Trichoderma reesei RutC30
por transformacao mediada por PEG (Penttila et al., 1987, Gene 61 155-164).
O plasmideo continha o gene amdS de Aspergillus nidulans para permitir que
transformantes crescessem sobre acetamida como a unica fonte de nitrogénio.
[00380] Trichoderma reesei RutC30 foi cultivada a 27°C e 90 rpm em
25 ml de meio YP suplementado com 2% (p/v) de glicose e uridina 10 mM
por 17 horas. Micélios foram colhidos por filtracio usando um Sistema de
Filtragdo Descartavel Acionado por Vacuo (Millipore, Bedford, MA, USA) e
lavados duas vezes com agua deionizada e duas vezes com sorbitol 1,2 M.
Protoplastos foram gerados por suspensdo dos micélios lavados em 20 ml de
sorbitol 1,2 M contendo 15 mg de GLUCANEX® (Novozymes A/S,
Bagsvard, Dinamarca) por ml e 0,36 unidade de quitinase (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) por ml e incubando por 15-25 minutos a 34°C com
agitagdo cuidadosa a 90 rpm. Protoplastos foram colhidos por centrifugagao
por 7 minutos a 400 x g e lavados duas vezes com sorbitol 1,2 M frio. Os
protoplastos foram contados usando um hemacitometro e ressuspensos em
STC para uma concentragio final de 1 X 108 protoplastos por ml. Protoplastos
em excesso foram armazenados em um Recipiente de Congelamento Cryo
1°C (Nalgene, Rochester, NY, USA) a -80°C.

[00381] Aproximadamente 7 ug de pSMail35 digerido com Pme 1
foram adicionados em 100 pl de solucdo de protoplasto e misturados
cuidadosamente, seguidos por 260 ul de tampao PEG, misturados, e
incubados na temperatura ambiente por 30 minutos. STC (3 ml) foi entdo
adicionado e misturado e a solugdo de transformagdo foi plaqueada sobre
placas COVE usando selecdo de amdS de Aspergillus nidulans. As placas
foram incubadas a 28°C por 5-7 dias. Transformantes foram sub-cultivados

sobre placas COVE2 e crescidos a 28°C.
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[00382] Sessenta e sete transformantes designados SMA135 obtidos
com pSMail35 foram subcultivados sobre placas novas contendo acetamida e
permitidos esporularem por 7 dias a 28°C.

[00383] Os 67 transformantes Trichoderma reesei SMA135 foram
cultivados em 125 ml frascos agitadores com defletores contendo 25 ml de
meio indutor de celulase em pH 6,0 inoculados com esporos dos
transformantes e incubados a 28°C e 200 rpm por 7 dias. Trichoderma reesei
RutC30 foi usado como um controle. Amostras de caldo de cultura foram
removidas no dia 7. Um ml de cada caldo de cultura foi centrifugado a 15.700
X g por 5 minutos em uma micro-centrifuga e os sobrenadantes foram
transferidos para tubos novos. Amostras foram armazenadas a 4°C até ensaio
de enzima. Os sobrenadantes foram ensaiados para atividade de beta-
glicosidase usando p-nitro-fenil-beta-D-glicopiranosideo como substrato,
como descrito abaixo.

[00384] Atividade de beta-glicosidase foi determinada na temperatura
ambiente usando aliquotas de 25 ul de sobrenadante de cultura, diluidas 1:10
em succinato 50 mM pH 5,0, em 200 pul de 0,5 mg/ml usando p-nitro-fenil-
beta-D-glicopiranosideo como substrato em succinato 50 mM pH 5,0. Apos
15 minutos de incubagdo a reacdo foi interrompida pela adigao de 100 pul de
Tris-HCI 1 M pH 8,0 e a absorbancia foi lida espectrofotometricamente a 405
nm. Uma unidade de atividade de beta-glicosidase corresponde a produgao de
1 umol de p-nitro-fenil por minuto por litro em pH 5,0, temperatura ambiente.
Beta-glicosidase de Aspergillus niger (NOVOZYM™ 188, Novozymes A/S,
Bagsvard, Dinamarca) foi usada como uma enzima padrao.

[00385] Numerosos transformantes SMA135 produziram atividades de
beta-glicosidase varias vezes mais altas do que a de Trichoderma reesei
RutC30. Transformante SMA135-04 produziu a atividade mais alta de beta-
glicosidase.

[00386] SDS-PAGE foi realizada usando geles CRITERION® Tris-

Peticio 870240002025, de 08/01/2024, pég. 134/194



124 /160

HCI (resolucdo de 5%) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) com o Sistema
CRITERION® (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Cinco ul de sobrenadantes de
dia 7 (veja acima) foram suspensos em 2X concentragdo de Tampao de
Amostra Laemmli (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e fervidos na presenca de
beta-mercapto-etanol 5% por 3 minutos. As amostras de sobrenadante foram
carregadas sobre um gel de poliacrilamida e submetidas a eletroforese com
1X Tris/Glicina/SDS como tampao de corrida (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
O gel resultante foi colorido com Corante Coomassie BIO-SAFE® (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).
[00387] Totalmente, 26 dos 38 transformantes Trichoderma reesei
SMA135 produziram uma proteina de aproximadamente 110 kDa que nao foi
visivel em Trichoderma reesei RutC30 como controle. Transformante
Trichoderma reesei SMA135-04 produziu o nivel mais alto de beta-
glicosidase.

Exemplo 7: Construcao de vetor de expressao pSMail40
[00388] Vetor de expressao pSMail40 foi construido por digestao de
plasmideo pSATel11BG41 (WO 04/099228), que traz a regido codificadora
de comprimento total de BG41 variante de beta-glicosidase de Aspergillus
oryzae (SEQ ID NO: 25 que codifica a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 26), com Nco 1. O fragmento resultante de 1243 pb foi isolado por
eletroforese em gel de agarose 1,0% usando tampao TAE e purificado usando
um Kit de Extracdo de Gel QIAQUICK® de acordo com as instrugdes do
fabricante.
[00389] Vetor de expressao pSMail35 foi digerido com Nco 1 e um
fragmento de 8286 pb foi isolado por eletroforese em gel de agarose 1,0%
usando tampao TAE e purificado usando um Kit de Extracdo de Gel
QIAQUICK® de acordo com as instrugdes do fabricante. o fragmento de
1243 pb de variante BG41 de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae digerido
por Nco 1 foi entdo ligado no fragmento de vetor de 8286 pb, usando T4 DNA
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ligase (Roche, Indianapolis, IN, USA) de acordo com o protocolo do
fabricante, para criar o vetor de expressao pSMail40 (Figura 10). Plasmideo
pSMail40 compreende o terminador € o promotor de gene de celobioidrolase
I de Trichoderma reesei (CEL7A) operacionalmente ligados na sequéncia de
sinal de endoglicanase V de Humicola insolens e na sequéncia codificadora
madura de variante de beta-glicosidade de Aspergillus oryzae.

Exemplo 8: Transformagdo de Trichoderma reesei RutC30
com pSMai140
[00390] Plasmideo pSMail40 foi linearizado com Pme 1 e
transformado na Trichoderma reesei cepa RutC3(0 como descrito em Exemplo
6. Um total de 100 transformantes foi obtido de 4 experimentos de
transformacdo independentes, todos os quais foram cultivados em frascos
agitados em meio indutor de celulase, e a atividade de beta-glicosidase foi
medida do meio de cultura dos transformantes como descrito em Exemplo 6.
Numerosos transformantes 7Trichoderma reesei SMA140 mostraram
atividades de beta-glicosidase varias vezes maior do que aquela de
Trichoderma reesei RutC30.
[00391] A presenca da proteina BG41 variante de beta-glicosidade de
Aspergillus oryzae no meio de cultura foi detectada por eletroforese em gel de
SDS-poliacrilamida como descrito em Exemplo 6 e coloragdo com Coomassie
dos mesmos 13 sobrenadantes de cultura cujas atividades de enzima foram
analisadas. Todos os treze transformantes que tiveram atividade de [-
glicosidase alta, também expressaram a variante GB41 de beta-glicosidade de
Aspergillus oryzae de aproximadamente 110 KDa, em rendimentos variados.
[00392] O transformante expressando variante de beta-glicosidade
mais alto, conforme avaliado pelo ensaio de atividade de beta-glicosidase e
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, foi designado Trichoderma reesei
SMA140-43

Exemplo 9: Construcao de vetor de expressao pSaMe-F1
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[00393] Um fragmento de DNA contendo 209 pb do promotor de gene
de celobioidrolase I de Trichoderma reesei e a regido core (nucleotideos 1 a
702 de SEQ ID NO: 31, que codifica aminoacidos 1 a 234 de SEQ ID NO:
32; WO 91/17243) do gene de endoglicanase V de Humicola insolens foi
amplificado por PCR usando pMJ05 como modelo ¢ os iniciadores mostrados
abaixo.

Iniciador 995103:

5’-cccaagcttagccaagaaca-3’ (SEQ ID NO: 65)

Iniciador 995137:

5’-gggggaggaacgcatgggatctggacgge-3’° (SEQ ID NO: 66)

[00394] As reacoes de amplificagdo (50 ul) foram compostas de 1X
Tampao de Amplificacdo Pfx, dNTPs 10 mM, MgSO4 50 mM, 10 ng/ul de
pMIJO05, 50 picomoles de iniciador 995103, 50 picomoles de iniciador 995137,
e 2 unidades de Pfx DNA polimerase. As reagdes foram incubadas em um
EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado para 30 ciclos cada
um por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, e 60 segundos a 72°C
(extensao final de 3 minutos).

[00395] Os produtos de reagao foram isolados por eletroforese em gel
de agarose 1,0% usando tampao TAE onde uma banda de produto de 911 pb
foi excisada do gel e purificada usando um Kit de Extracdo de Gel
QIAQUICK® de acordo com as instrugdes do fabricante.

[00396] Um fragmento de DNA contendo 806 pb do gene de variante
BG41 de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae foi amplificado por PCR
usando pSMai140 como modelo e os iniciadores mostrados abaixo.

Iniciador 995133:

5’-gccgtecagatecccatgegttecteceee-3” (SEQ ID NO: 67)

Iniciador 995111:

5’-ccaagcttgttcagagtttc-3° (SEQ ID NO: 68)

[00397] As reacoes de amplificagdo (50 ul) foram compostas de 1X
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Tampao de Amplificacdo Pfx, dNTPs 10 mM, MgSO4 50 mM, 100 ng de
pSMail40, 50 picomoles de iniciador 995133, 50 picomoles de iniciador
995111, e 2 unidades de Pfx DNA polimerase. As reacdes foram incubadas
em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333 programado para 30
ciclos cada um por 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C, e 120 segundos
a 72°C (extensao final de 3 minutos).

[00398] Os produtos de reagdao foram isolados por eletroforese em gel
de agarose 1,0% usando tampao TAE onde uma banda de produto de 806 pb
foi excisada do gel e purificada usando um Kit de Extracdo de Gel
QIAQUICK® de acordo com as instrugdes do fabricante.

[00399] Os dois fragmentos de PCR acima foram entdo submetidos a
PCR de recobrimento. Os fragmentos de recobrimento purificados foram
usados como modelos para amplificagcdo usando iniciador 995103 (senso) e
iniciador 995111 (anti-senso) descritos acima para precisamente fusionar o
fragmento de 702 pb compreendendo 209 pb do promotor de gene de
celobioidrolase I de Trichoderma reesei € a sequéncia core de endoglicanase
V de Humicola insolens no fragmento de 806 pb compreendendo uma por¢ao
da regidao codificadora de variante BG41 de beta-glicosidase de Aspergillus
oryzae por PCR de recobrimento.

[00400] As reacoes de amplificagdo (50 ul) foram compostas de 1X
Tampao de Amplificacdo Pfx, ANTPs 10 mM, MgSO,4 50 mM, 2,5 ul de cada
fragmento (20 ng/ul), 50 picomoles de iniciador 995103, 50 picomoles de
iniciador 995111, e 2 unidades de alta fidelidade Pfx DNA polimerase. As
reacoes foram incubadas em um EPPENDORF® MASTERCYCLER® 5333
programado para desnaturagdo inicial de 3 minutos a 95°C seguida por 30
ciclos cada um por 1 minuto de desnaturagdo, 1 minuto de anelamento a
60°C, e a 3 minutos de extensao a 72°C.

[00401] Os produtos de reagdao foram isolados por eletroforese em gel

de agarose 1,0% usando tampao TAE onde uma banda de produto de 1,7 kb
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foi excisada do gel e purificada usando um Kit de Extracdo de Gel
QIAQUICK® de acordo com as instrugdes do fabricante.

[00402] O fragmento de 1,7 kb foi ligado em um Vetor pCR®4 Blunt
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante.
O construto foi entdo transformado em células de E. coli Quimicamente
Competentes ONE SHOT® TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de
acordo com o procedimento de transforma¢do quimica rapida do fabricante.
Colbnias foram selecionadas e analisadas por isolamento de plasmideo e
digestdo com Hind 11l para liberar o fragmento de PCR de recobrimento de
1,7 kb.

[00403] Plasmideo pSMail40 também foi digerido com Hind III para
linearizar o plasmideo. Ambos os fragmentos digeridos foram combinados em
uma reacgao de ligacao usando um Kit de Ligacao Répida de DNA seguindo as
instrucoes do fabricante para produzir pSaMe-F1 (Figura 11).

[00404] Células Competentes de E. coli de Grau de Subclonagem XL1-
Blue (Stratagene, La Jolla, CA, USA) foram transformadas com o produto de
ligagdo. Identidade do construto foi confirmada por sequenciamento de DNA
de o promotor de gene de celobioidrolase de Trichoderma reesei, a sequéncia
de sinal de endoglicanase V de Humicola insolens, a sequéncia core de
endoglicanase V de Humicola insolens, a sequéncia de sinal de endoglicanase
V de Humicola insolens, variante BG41 de beta-glicosidase de Aspergillus
oryzae, ¢ a sequéncia de terminador de gene de celobioidrolase I de
Trichoderma reesei dos plasmideos purificados de E. coli transformada. Um
clone contendo o plasmideo recombinante foi designado pSaMe-F1.
Plasmideo pSaMe-F1 compreende o promotor ¢ o terminador de gene de
celobioidrolase de Trichoderma reesei e a sequéncia de peptideo de sinal de
endoglicanase V de Humicola insolens ligada diretamente no polipeptideo
core de endoglicanase V de Humicola insolens que sao fusionados

diretamente no peptideo de sinal de endoglicanase V de Humicola insolens
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que ¢ ligado diretamente na sequéncia codificadora madura de variante BG41
de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae. A sequéncia de DNA e a sequéncia
de aminoacidos deduzida da proteina de fusdo de variante BG de beta-
glicosidase de Aspergillus oryzae sao mostradas em Figuras 12A, 12B, 12C, ¢
12D (SEQ ID NOs: 25 e 26, respectivamente).

Exemplo 10: Transformagdo de Trichoderma reesei RutC30
com pSaMe-F1
[00405] Frascos agitados contendo 25 ml de meio YP suplementado
com glicose 2% e uridina 10 mM foram inoculados com 5 X 107 de esporos
de Trichoderma reesei RutC30. ApoOs incubacdo noturna por
aproximadamente 16 horas a 27°C, 90 rpm, os micélios foram colhidos
usando um Sistema de Filtragdo Descartavel Acionado por Vacuo. Os
micélios foram lavados duas vezes em 100 ml de agua deionizada e duas
vezes em sorbitol 1,2 M. Protoplastos foram gerados como descrito em
Exemplo 6.
[00406] Dois microgramas de pSaMe-F1 DNA linearizado com Pmel,
100 pl de protoplastos Trichoderma reesei RutC30, e PEG (4000) 50% foram
misturados e incubados por 30 minutos na temperatura ambiente. Entdo 3 ml
de STC foram adicionados e o conteido foi derramado sobre uma placa
COVE suplementada com uridina 10 mM. A placa foi entdo incubada a 28°C.
Transformantes comecgaram a aparecer pelo dia 6 e foram recolhidos para
placas COVE2 para crescimento a 28°C e por 6 dias. Vinte e dois
transformantes de Trichoderma reesei foram recuperados.
[00407] Transformantes foram cultivados em frascos agitados em meio
indutor de celulase, e atividade de beta-glicosidase foi medida como descrito
em Exemplo 6. Numerosos transformantes pSaMe-F1 produziram atividade
de beta-glicosidase. Um transformante, designado Trichoderma reesei
SaMeF1-9, produziu a quantidade mais alta de beta-glicosidase, e teve o

dobro da atividade de uma cepa expressando variante de beta-glicosidase de
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Aspergillus oryzae (Exemplo 9).

[00408] Atividade de endoglicanase foi ensaiada usando um ensaio de
sobrecamada sobre carboxi-metil-celulose (CMC) de acordo com Beguin,
1983, Analytical Biochem. 131(2): 333-336. Cinco pg de proteina total das
amostras de caldo (aquelas tendo a atividade mais alta de beta-glicosidase)
foram diluidas em Tampao de Amostra Nativo (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) e corridas sobre um gel CRITERION® 8-16% Tris-HCl (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) usando tampao de corrida 10X Tris/glicina (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) e o gel foi aplicado sobre o topo de uma placa contendo
carboxi-metil-celulose (CMC) 1%. Apos incubacdo de 1 hora a 37°C, o gel
foi corado com Vermelho Congo 0,1% por 20 minutos. A placa foi entdo
descorada usando NaCl 1 M com o propdsito de identificar regides de clareira
indicativas de atividade de endoglicanase. As zonas de clareira estavam
visiveis, uma zona superior ao redor de 110 kDa e uma zona inferior ao redor
de 25 kDa. O tamanho da fusdo de proteina predito da endoglicanase V de
Humicola insolens e variante BG41 de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae
¢ 118 kDa se as duas proteinas nao estdo clivadas e permanecem como um
polipeptideo Unico; glicosilacio do dominio core de endoglicanase V
individual e da beta-glicosidase causa migragao das proteinas individuais em
mw mais alto do que predito da sequéncia primaria. Se as duas proteinas sdao
clivadas entdao os tamanhos preditos para o dominio core de endoglicanase V
de Humicola insolens ¢ 24 kDa e 94 kDa para variante BG41 de beta-
glicosidase de Aspergillus oryzae. Visto que houve uma zona de clareira em
110 kDa este resultado indicou que minimamente uma populacao de proteina
de fusdo de endoglicanase e beta-glicosidase permanece intacta em uma
proteina grande unica. A zona de clareira inferior mais provavelmente
representa a atividade de endoglicanase enddgena, e possivelmente
adicionalmente resulta da clivagem parcial do dominio core de endoglicanase

V de Humicola insolens da beta-glicosidase de Aspergillus oryzae.
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[00409] Os resultados demonstraram que core de endoglicanase V de
Humicola insolens estava ativo embora estivesse ligado na beta-glicosidase de
Aspergillus oryzae. Em adi¢do, o aumento em atividade de beta-glicosidase
pareceu resultar da secrecdo aumentada de proteina relativa a eficiéncia de
secrecao do beta-glicosidade de ndo-fusdo. Pela ligacdo da sequéncia de
variante BG41 de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae no core de
endoglicanase V de Humicola insolens eficientemente secretado, foi secretada
mais beta-glicosidase.

Exemplo 11: Construgdo de vetor pSaMe-FX
[00410] Plasmideo pSaMe-FX foi construido por modificacdo de
pSaMe-F1. Plasmideo pSaMe-F1 foi digerido com Bst Z17 ¢ Eco RI para
gerar um fragmento de 1 kb que continha a sequéncia codificadora de variante
BG41 de beta-glicosidase € um fragmento de 9,2 kb contendo o restante do
plasmideo. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,0% usando tampdao TAE e o fragmento 9,2 kb foi excisado e purificado
usando um Kit de Extracao de Gel QIAQUICK® de acordo com as instrugoes
do fabricante. Plasmideo pSMail35 também foi digerido com Bst Z17 e Eco
RI para gerar um fragmento de 1 kb contendo bases homologas a sequéncia
codificadora de variante BG41 de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae € um
fragmento de 8,5 kb contendo o restante do plasmideo. O fragmento de 1 kb
foi isolado e purificado como acima.
[00411] Os fragmentos de 9,2 kb e 1 kb foram combinados em uma
reagdo de ligacdo usando um Kit de Liga¢do Rapida de DNA seguindo as
instrugdes do fabricante para produzir pSaMe-FX, que ¢ idéntico ao pSaMe-
F1 exceto que continha a sequéncia codificadora madura de beta-glicosidase
de tipo selvagem em vez de a sequéncia codificadora de variante.
[00412] Células Competentes de E. coli SURE® (Stratagene, La Jolla,
CA, USA) foram transformadas com o produto de ligacdo. Identidade do

construto foi confirmada por sequenciamento de DNA de plasmideos

Peticiio 870240002025, de 08/01/2024, pég. 142/194



132/160

purificados de E. coli transformada demonstrando a presenga do promotor de
gene de celobioidrolase I de Trichoderma reesei, a sequéncia de sinal de
endoglicanase V de Humicola insolens, a sequéncia core de endoglicanase V
de Humicola insolens, a sequéncia de sinal de endoglicanase V de Humicola
insolens, sequéncia codificadora madura de beta-glicolase de Aspergillus
oryzae, ¢ a sequéncia de terminador de gene de celobioidrolase I de
Trichoderma reesei. Um clone contendo o plasmideo recombinante foi
designado pSaMe-FX (Figura 12). A sequéncia de DNA e a sequéncia de
aminoacidos deduzida da proteina de fusdao de beta-glicosidase de Aspergillus
oryzae sao mostradas em Figuras 14A, 14B, 14C, e 14D (SEQ ID NOs: 27 ¢
28, respectivamente).

Exemplo 12: Transformacao e expressao de transformantes de
Trichoderma
[00413] O construto pSaMe-FX foi linearizado com Pme 1 e
transformado na 7richoderma reesei cepa RutC3(0 como descrito em Exemplo
10. Um total de 63 transformantes foi obtido de uma unica transformacao.
Transformantes foram cultivados em frascos agitados em meio indutor de
celulase, e atividade de beta-glicosidase foi medida como descrito em
Exemplo 6. Numerosos transformantes pSaMe-FX produziram atividade de
beta-glicosidase. Um transformante designado SaMe-FX16 produziu a
quantidade dobrada de atividade de beta-glicosidase comparado com
Trichoderma reesei SaMeF1-9 (Exemplo 10).

Exemplo 13: Andlise de transformantes de Trichoderma reesei
[00414] Uma proteina de fusdo foi construida como descrito em
Exemplo 9 pela fusdo do core de endoglicanase V de Humicola insolens
(contendo sua propria sequéncia de sinal nativa) com a sequéncia codificadora
madura de variante BG41 de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae ligada na
sequéncia de sinal de endoglicanase V de Humicola insolens. Este construto

de fusao resultou em um aumento dobrado em atividade secretada de beta-
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glicosidase comparado com a sequéncia codificadora madura de variante
BG41 de beta-glicosidase de Aspergillus oryzae ligada na sequéncia de sinal
de endoglicanase V de Humicola insolens. Um segundo construto de fusao foi
preparado como descrito em Exemplo 11 consistindo do core de
endoglicanase V de Humicola insolens (contendo sua propria sequéncia de
sinal) fusionado com a sequéncia codificadora de beta-glisosidase de tipo
selvagem de Aspergillus oryzae ligada na sequéncia de sinal de endoglicanase
V de Humicola insolens, e 1sto causou uma melhoria ainda maior em
atividade de beta-glicosidase. A cepa transformada com a fusdo de tipo
selvagem teve o dobro da atividade secretada de beta-glicosidase em relagdo a
cepa transformada com a fusdo de variante BG41 de beta-glicosidase.
Exemplo 14: Clonagem da sequéncia codificadora de proteina
de fusdo de beta-glicosidase em um vetor de expressao de Aspergillus oryzae
[00415] Dois iniciadores de oligonucleotideo sintéticos, mostrados
abaixo, foram planejados para amplificar por PCR a matriz de leitura aberta
de comprimento total de pSaMeFX codificador da proteina de fusdao de beta-
glicosidase.
Iniciador Direto de PCR:
5’-GGACTGCGCAGCATGCGTTC-3’ (SEQ ID NO: 69)
Iniciador Inverso de PCR:
5’-AGTTAATTAATTACTGGGCCTTAGGCAGCG-3’ (SEQ ID NO: 70)
[00416] Letras em negrito representam a sequéncia codificadora. O
"G" sublinhado no iniciador direto representa uma mudanca de base
introduzida para criar um sitio de restri¢ao Spi 1. A sequéncia restante contém
a identidade de sequéncia comparada com os sitios de inser¢ao de pSaMeFX.
A sequéncia sublinhada no iniciador inverso representa um sitio de restri¢ao
Pac 1 adicionado para facilitar a clonagem no vetor de expressao pAlLo2
(WO 04/099228).

[00417] Cinquenta picomoles de cada um dos iniciadores acima foram
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usados em uma reacdo PCR contendo 50 ng de pSaMeFX DNA, 1X Tampao
de Amplifica¢ao Pfx, 6 pl de mistura 10 mM de dATP, dTTP, dGTP, e dCTP,
2,5 unidades de PLATINUM® Pfx DNA Polimerase, ¢ 1 ul de MgSO4 50
mM em um volume final de 50 ul. Um EPPENDORF® MASTERCYCLER®
5333 foi usado para amplificar o fragmento programado para 1 ciclo a 98°C
por 2 minutos; ¢ 35 ciclos cada um a 96°C por 30 segundos, 61°C por 30
segundos, ¢ 68°C por 3 minutos. Apds os 35 ciclos, a reagdo foi incubada a
68°C por 10 minutos e entdo esfriada a 10°C até adicionalmente processada.
Um produto de reagdo PCR de 3,3 kb foi isolado sobre um gel de GTG-
agarose 0,8% (Cambrex Bioproducts One Meadowlands Plaza East
Rutherford, NJ, USA) usando tampao TAE e 0,1 pug de brometo de etidio por
ml. O DNA foi visualizado com o auxilio de um DARK READER™ (Clare
Chemical Research, Dolores, CO, USA) para evitar mutagdes induzidas por
UV. Uma banda de DNA de 3,3 kb foi excisada com uma lamina de barbear
descartavel e purificada com um ULTRAFREE®-DA spin cup (Millipore,
Billerica, MA, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante.

[00418] O produto de PCR de 3,3 kb PCR purificado foi clonado em
um vetor pCR®4Blunt-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Quatro
microlitros do produto de PCR purificado foram misturados com 1 pl de uma
solucdo de cloreto de s6dio 2 M e 1 ul do vetor TOPO®. A reacdo foi
incubada na temperatura ambiente por 15 minutos e entdo 2 ul da reagdo
foram usados para transformar células de E. coli Quimicamente Competentes
One Shot® TOP10 de acordo com as instru¢des do fabricante. Trés aliquotas
de 83 ul cada da reacdao de transformagao foram espalhadas sobre trés placas
2X YT de 150 mm suplementadas com 100 ug de ampicilina por ml e
incubadas das a 37°C.

[00419] Oito coldnias recombinantes foram wusadas para inocular
culturas contendo 3 ml de meio LB suplementado com 100 pg de ampicilina

por ml. Plasmideo DNA foi preparado destas culturas usando um
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BIOROBOT® 9600 (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA). Clones foram
analisados por digestdo com enzima de restricdo com Pac 1. Plasmideo DNA
de cada clone foi digerido com Pac 1 e analisado por eletroforese em gel de
agarose 0,1% usando tampdo TAE. Todos os oito clones tiveram o padrao de
digestdo de restricao esperado e clones 5, 6, 7, e 8 foram selecionados para
serem sequenciados para confirmar que nao houve mutacdes no inserto
clonado Analise de sequéncia de suas extremidades 5’ e 3’ indicou que todos
os 4 clones tiveram a sequéncia correta. Clones 5 e 7 foram selecionados para
sequenciamento adicional. Ambos os clones foram sequenciados para valores
de Phred Q de maiores do que 40 para garantir que nao houve erros induzidos
por PCR. Foi mostrado que clones 5 ¢ 7 t€ém a sequéncia esperada e clone 5
foi selecionado para re-clonagem em pAlLo2.

[00420] Plasmideo DNA de clone 5 foi linearizado por digestdo com
Sph 1. O clone linearizado teve extremidade cegada pela adi¢dao de 1,2 ul de
uma mistura 10 mM de dATP, dTTP, dGTP, ¢ dCTP e 6 unidades de T4
DNA polimerase (New England Bioloabs, Inc., Ipswich, MA, USA). A
mistura foi incubada a 12°C por 20 minutos e entdo a reagao foi interrompida
pela adicao de 1 ul de EDTA 0,5 M e aquecimento a 75°C por 20 minutos
para inativar a enzima. Um fragmento de 3,3 kb codificador da proteina de
fusdo de beta-glicosidase foi purificado por eletroforese em gel e ultrafiltragao
como descrito acima.

[00421] O vetor pAlLo2 foi linearizado por digestao com Nco 1. O
vetor linearizado teve entdo extremidade cegada pela adigcdo de 0,5 pl de uma
mistura 10 mM de dATP, dTTP, dGTP, e dCTP e uma unidade de DNA
polimerase I. A mistura foi incubada a 25°C por 15 minutos e entdo a reacao
foi interrompida pela adicdo de 1 ul de EDTA 0,5 M e aquecimento a 75°C
por 15 minutos para inativar a enzima. Entdo o vetor foi digerido com Pac 1.
O vetor de extremidade cegada foi purificado por eletroforese em gel e

ultrafiltragdo como descrito acima.
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[00422] Clonagem do fragmento de 3,3 kb codificador da proteina de
fusdo de beta-glicosidase em vetor pAlLo2 linearizado e purificado foi
realizada com um Kit de Ligacdo Rapida. Uma amostra de 1 ul da reagdo foi
usada para transformar células de E. coli XL10 SOLOPACK® Gold
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante.
ApoOs o periodo de recuperagdo, duas aliquotas de 100 pl da reagdo de
transformacgdo foram plaqueadas sobre duas placas 2X YT de 150 mm
suplementadas com 100 pg de ampicilina por ml e incubadas durante a noite a
37°C. Um conjunto de oito clones recombinante putativos foi selecionado
aleatoriamente das placas de sele¢do e plasmideo DNA foi preparado de cada
um usando um BIOROBOT® 9600. Clones 1-4 foram selecionados para
sequenciamento com iniciadores especificos para pAlLo2 a fim de conformar
que a jungdo de vetor/inserto tinha a sequéncia correta. Clone 3 teve uma
juncao perfeita de vetor/inserto e foi designado pAlLo47 (Figura 15).

[00423] Com o propoésito de criar uma cepa de expressao livre de
marcador, uma digestdo por endonuclease de restrigdo foi realizada para
separar o gene blaA que concede resisténcia ao antibidtico ampicilina do
restante do construto de expressdo. Trinta microgramas de pAlLo47 foram
digeridos com Pme 1. O DNA digerido foi entdo purificado por eletroforese
em gel de agarose gel como descrito acima. Uma banda de DNA de 6,4 kb
contendo o construto de expressdao mas faltante do gene blad foi excisada
com uma lamina de barbear e purificada com Kit de Extracdo de Gel
QIAQUICK®.

Exemplo 15: Expressdao do gene de fusdo de Humicola
insolens/Aspergillus oryzae cel45A4-cel34 em Aspergillus oryzae JalL355
[00424] Protoplastos de Aspergillus oryzae Jal.355 (WO 00/240694)
foram preparados de acordo com o método de Christensen et al., 1988,
Bio/Technology 6: 1419-1422. Dez microlitros do construto de expressao

purificado de Exemplo 14 foram usados para transformar protoplastos de
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Aspergillus oryzae JalL355. A transformacdo de Aspergillus oryzae Jal.355
deu aproximadamente 90 transformantes. Cinquenta transformantes foram
isolados em placas PDA individuais e incubados por cinco dias a 34°C.
[00425] Quarenta e oito placas de esporos confluentes foram lavadas
com 3 ml de TWEEN® 80 0,01%e a suspensdo de esporos foi usada para
inocular 25 ml de meio MDU2BP em frascos de vidro agitados de 125 ml.
Culturas de transformante foram incubadas a 34°C com agitacdo constante a
200 rpm. Apds 5 dias, aliquotas de 1 ml de cada cultura foram centrifugadas a
12.000 x g e seus sobrenadantes foram colhidos. Cinco ul de cada
sobrenadante foram misturados com um volume igual de 2X tampao de
carregamento (beta-mercapto-etanol 10%) e carregado sobre um gel de Tris-
Glicina SDS-PAGE 8%-16% de 1,5 mm e corado com corante de proteina
BIO-SAFE® Coomassie Blue G250 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Perfis de
SDS-PAGE dos caldos de cultura mostraram que 33 dos 48 transformantes
foram capazes de expressar uma proteina nova com um peso molecular
aparente muito préximo do esperado de 118 kDa. Transformante 21 produziu
o melhor rendimento e foi selecionado para estudos.

Exemplo 16: Isolamento de esporo tnico de transformante 21
de Aspergillus oryzae JalL355
[00426] Esporos de transformante 21 de Aspergillus oryzae Jal.355
foram espalhados sobre uma placa PDA e incubados por cinco dias a 34°C.
Uma érea pequena da placa de esporos confluentes foi lavada com 0,5 ml de
TWEEN® 80 0,01% para ressuspender os esporos. Uma aliquota de 100 pl da
suspensao de esporos foi diluida para um volume final de 5 ml com
TWEEN® 80 0,01%. Com o auxilio de um hemocitdmetro a concentragao de
esporos foi determinada e diluida para uma concentragdo final de 0,1 esporo
por microlitro. Uma aliquota de 200 pul da diluicdo de esporos foi espalhada
sobre placas de meio minimo de 150 mm e incubada por 2-3 dias a 34°C.

Colonias emergentes foram excisadas das placas e transferidas para placas
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PDA e incubadas por 3 dias a 34°C. Entdo os esporos foram espalhados
através das placas e incubados de novo por 5 dias a 34°C.
[00427] As placas de esporos confluentes foram lavadas com 3 ml de
TWEEN® 80 0,01% e a suspensao de esporos foi usada para inocular 25 ml
de meio MDU2BP em frascos de vidro de 125 ml agitados. Culturas de
esporo unico foram incubadas a 34°C com agitagdao constante a 200 rpm.
Apos 5 dias, uma aliquota de 1 ml de cada cultura foi centrifugada a 12.000 x
g e seus sobrenadantes colhidos. Cinco ul de cada sobrenadante foram
misturados com um volume igual de 2X tampao de carregamento (beta-
mercapto-etanol 10%) e carregado sobre gel de Tris-Glicina SDS-PAGE 8%-
16% de 1,5 mm corados com corante de proteina BIO-SAFE® Commassie
Blue G250. Perfis de SDS-PAGE dos caldos de cultura mostraram que todos
os oito transformantes foram capazes de expressar a proteina de fusdo de beta-
glicosidase em niveis muito altos e uma das culturas designada Aspergillus
oryzae JalL355A1Lo47 produziu o melhor rendimento..

Exemplo 17: Construgao de pCWO087
[00428] Dois iniciadores de oligonucleotideo sintéticos mostrados
abaixo foram planejados para amplificagio por PCR de um gene de
polipeptideo de Thermoascus aurantiacus GH61A a partir do plasmideo
pDZA2-7 (WO 2005/074656). O iniciador direto resulta em uma extremidade
5' cega e o iniciador inverso incorpora o sitio Pac I na extremidade 3°.
Iniciador Direto:
5’-ATGTCCTTTTCCAAGATAATTGCTACTG-3’ (SEQ ID NO: 71)
Iniciador Inverso:
5’-GCTTAATTAACCAGTATACAGAGGAG-3’ (SEQ ID NO: 72)
[00429] Cinquenta picomoles de cada um dos iniciadores acima foram
usados em uma reacdo PCR consistindo de 50 ng de pDZA2-7, 1 ul de
mistura 10 mM de dATP, dTTP, dGTP, ¢ dCTP, 5 ul de 10X Tampao de
ACCUTAQ™ DNA Polimerase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), ¢ 5
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unidades de ACCUTAQ™ DNA Polimerase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), em um volume final de 50 pl. Um EPPENDORF®
MASTERCYCLER® 5333 foi usado para amplificar o fragmento de DNA
programado para 1 ciclo a 95°C por 3 minutos; 30 ciclos cada um a 94°C por
45 segundos, 55°C por 60 segundos, e 72°C por 1 minuto a 30 segundos.
Apos os 25 ciclos, a reagdo foi incubada a 72°C por 10 minutos e entao
esfriada a 4°C até processamento adicional. A extremidade 3’ do fragmento
de PCR de Thermoascus aurantiacus GH61A foi digerida usando Pac 1. O
produto de digestdo foi purificado usando um kit MINELUTE™ Reaction
Cleanup Kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA) de acordo com as instrucoes
do fabricante.

[00430] O fragmento GH61A foi diretamente clonado em pSMail55
(WO 2005/074647) utilizando um sitio Nco I cego na extremidade 5' e um
sitio Pac 1 na extremidade 3’. Plasmideo pSMail55 foi digerido com Nco I e
Pac 1. O sitio Nco 1 foi entdo tornado cego usando enzimas Klenow para
preencher o sitio Nco I rebaixado 5°. A reacdo de Klenow consistiu de 20 ul
da mistura de reacdo de digestdo pSmalS5 mais ANTPs 1 mM e 1 ul de
enzima Klenow que foi incubada brevemente na temperatura ambiente. O
plasmideo pSMail55 recém-linearizado foi purificado wusando um
MINELUTE™ Reaction Cleanup Kit de acordo com as instrugdes do
fabricante. Estas reagdes resultaram na criagdo de uma extremidade cega 5' e
um sitio 3° Pac 1 compativel com o fragmento GH61A recém-gerado. O
fragmento GH61A foi entdo clonado em vetor de expressao pSMail55 usando
um Kit de Ligag¢dao Rapida de DNA (Roche, Indianapolis, IN, USA) seguindo
as instrucoes do fabricante. Células Competentes de E. coli de Grau de
Subclonagem XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA, USA) foram
transformadas com o produto de ligagdo. Identidade do construto foi
confirmada por sequenciamento de DNA da sequéncia codificadora GH61A

dos plasmideos purificados de E. coli transformada. Um clone de E. coli
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contendo o plasmideo recombinante foi designado pCWO087-8.
Exemplo 18: Construgdo de pSaMe-Ta61A

[00431] Vetor de expressdao pSaMe-Ta61 foi construido por digestao
de plasmideo pMJ09 (WO 2005/056772), que hospeda o marcador
selecionavel amdS, com Nsi I, que liberou um fragmento amdsS de 2,7 kb. O
fragmento amdS de 2,7 kb foi entdo isolado por eletroforese em gel de
agarose 1,0% usando tampao TAE e purificado usando um Kit de Extracao de
Gel QIAQUICK®.

[00432] Vetor de expressao pCWO087 foi digerido com Nsi 1 e um
fragmento de 4,7 kb foi isolado por eletroforese em gel de agarose 1,0%
usando tampao TAE e purificado usando um Kit de Extracdo de Gel
QIAQUICK®. O fragmento amdS de 2,7 kb foi entdo ligado no fragmento de
vetor de 4,7 kb, usando T4 DNA ligase (Roche, Indianapolis, IN, USA) de
acordo com o protocolo do fabricante, para criar o vetor de expressao pSaMe-
Ta61A. Plasmideo pSaMe-Ta61A compreende o terminador e o promotor de
gene de celobioidrolase I (CEL7A) de Trichoderma reesei operacionalmente

ligados na sequéncia codificadora madura de Thermoascus aurantiacus

GH61A.

Exemplo 19: Construcdo de Trichoderma reesei cepa SaMe-
MF268
[00433] Uma co-transformagao foi utilizada para introduzir plasmideos

pSaMe-FX e pSaMe-Ta6l1A em Trichoderma reesei RutC30. Plasmideos
pSaMe-FX e pSaMe-Ta61A foram introduzidos em Trichoderma reesei
RutC30 por transforma¢do mediada por PEG (Penttila et al., 1987, supra).
Cada plasmideo continha o gene amdS de Aspergillus nidulans para permitir
que transformantes crescessem sobre acetamida como uma unica fonte de
nitrogénio.

[00434] Trichoderma reesei RutC30 foi cultivado a 27°C e 90 rpm em

25 ml de meio YP suplementado com 2% (p/v) de glicose e uridina 10 mM
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por 17 horas. Micélios foram colhidos por filtracdo usando um Sistema de
Filtragdo Descartavel Acionado por Vacuo e lavados duas vezes com agua
deionizada e duas vezes com sorbitol 1,2 M. Protoplastos foram gerados por
suspensao dos micélios lavados em 20 ml de sorbitol 1,2 M contendo 15 mg
de GLUCANEX® (Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) por ml e 0,36
unidade de quitinase (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) por ml ¢
incubando por 15-25 minutos a 34°C com agitagdo cuidadosa a 90 rpm.
Protoplastos foram colhidos por centrifugagdo por 7 minutos a 400 x g e
lavados duas vezes com sorbitol 1,2 M frio. Os protoplastos foram contados
usando um hemacitdmetro e ressuspensos em STC para uma concentracao
final de 1 X 10® protoplastos por ml. Protoplastos em excesso foram
armazenados em um Recipiente de Congelamento Cryo 1°C (Nalgene,
Rochester, NY, USA) a -80°C.

[00435] Aproximadamente 4 ug de cada um dos plasmideos pSaMe-
FX e pSaMe-Ta61A foram digeridos com Pme 1 para facilitar a remog¢ao do
marcador de resisténcia a antibidtico, ampR. Apods digestio com Pme 1 os
fragmentos lineares foram corridos sobre um gel de agarose 1% usando
tampao TAE para separar os varios fragmentos. Um fragmento de 7,5 kb de
pSaMe-FX e um fragmento de 4,7 kb de pSaMe-Ta61A foram cortados do gel
e purificados usando um Kit de Extracdo de Gel QIAquic de acordo com as
instrugdes do fabricante. Estes fragmentos purificados contém o cassete de
marcador selecionavel amdS, os promotor e terminador de gene cbhl de
Trichoderma reesei; adicionalmente, o fragmento inclui o core EGV de
Humicola insolens / sequéncia codificadora de fusdo BG de Aspergillus
oryzae ou a sequéncia codificadora de 7. aurantiacus GH61A. Os fragmentos
usados em transformacdo ndo continham marcadores de resisténcia a
antibiotico, porque o fragmento ampR foi removido por esta etapa de
purificagdo de gel. Os fragmentos purificados foram entdo adicionados em

100 ul de solugdo de protoplasto e misturados cuidadosamente, seguido por
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260 ul de tampao PEG, misturados, e incubados na temperatura ambiente por
30 minutos. STC (3 ml) foi entdo adicionado e misturado e a solugdo de
transformacao foi plaqueada sobre placas COVE usando selecao de amdS. As
placas foram incubadas a 28°C por 5-7 dias. Transformantes foram sub-
cultivados sobre placas COVE2 e crescidos a 28°C.

[00436] Mais de 400 transformantes foram subcultivados sobre placas
novas contendo acetamida e permitidos esporularem por 7 dias a 28°C.
[00437] Os transformantes de Trichoderma reesei foram cultivados em
frascos agitadores de 125 ml com defletores contendo 25 ml de meio indutor
de celulase em pH 6,0 inoculados com esporos dos transformantes e
incubados a 28°C e 200 rpm por 5 dias. Trichoderma reesei RutC30 foi usado
como um controle. Amostras de caldo de cultura foram removidas no dia 5.
Um ml de cada caldo de cultura foi centrifugado a 15.700 x g por 5 minutos
em uma microcentrifuga e os sobrenadantes foram transferidos para tubos
novos.

[00438] SDS-PAGE foi realizado usando geles CRITERION® Tris-
HCl (resolugdo de 5%) com o Sistema CRITERION®. Cinco pl de
sobrenadantes de dia 5 (veja acima) foram suspensos em 2X concentracao de
Tampao de Amostra Laemmli (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e fervidos na
presenca de 5% beta-mercapto-etanol por 3 minutos. As amostras de
sobrenadante foram carregadas sobre um gel de poliacrilamida e submetidas a
eletroforese com 1X Tris/Glicina/SDS como tampao de corrida (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). O gel resultante foi colorido com Corante Coomassie
BIO-SAFE®. Transformantes mostrando expressao de ambos o polipeptideo
de Thermoascus aurantiacus GH61A e a proteina de fusdo consistindo do
core de endoglicanase V de Humicola insolens (Cel45A) fusionado com a
beta-glicosidase de Aspergillus oryzae como visto por visualizagdo das
bandas sobre geles de SDS-PAGE foram entdo testados em reagdes de

hidrélise PCS para identificar as cepas produtoras dos melhores caldos
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hidroliticos..

Exemplo 20: Identificagdo de Trichoderma reesei cepa SaMe-
MF268
[00439] Os transformantes mostrando expressao de ambos o

polipeptideo de Thermoascus aurantiacus GH61A e a proteina de fusdo de
beta-glicosidase de Aspergillus oryzae foram cultivados em frascos agitadores
de 125 ml com defletores contendo 25 ml de meio indutor de celulase em pH
6,0 inoculados com esporos dos transformantes e incubados a 28°C e 200 rpm
por 5 dias.

[00440] Os caldos de cultura em frasco agitado foram centrifugados a
6000 x g e filtrados usando STERICUP™ EXPRESS™ (Millipore, Bedford,
MA, USA) para 0,22 um antes da hidrolise. A atividades dos caldos de
cultura foi medidas pela sua capacidade para hidrolisar a PCS e produzir
acucares por um ensaio quimico de suas extremidades redutoras..

[00441] Palhada de milho foi pré-tratada no U.S. Department of
Energy National Renewable Energy Laboratory (NREL), Boulder, CO, USA,
usando acido sulfurico diluido. As seguintes condi¢des foram usadas para o
pré-tratamento: 0,048 g de acido sulfurico / g de biomassa seca a 190°C e
25% p/p de soélidos secos por cerca de 1 minuto. Os solidos insoluveis em
agua na palhada de milho (PCS) pré-tratada continham 59,2% de celulose
conforme determinado por um digesto limite de PCS para liberar glicose e
celobiose. Antes da hidrolise enzimatica, a PCS fo1 lavada com um volume
grande de agua duplamente deionizada; e o peso seco da PCS lavada com
agua encontrado foi de 17,73%..

[00442] PCS na quantidade de 1 kg foi suspensa em aproximadamente
20 litros de agua duplamente deionizada e, apds a sedimentagdo da PCS, a
agua foi decantada. Isto foi repetido até que a 4gua de lavagem tivesse um pH
acima de 4,0, em cujo momento os actcares redutores foram mais baixos do

que 0,06 g por litro. Para ensaios de volume pequeno (e.g., 1 ml) a pasta
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fluida sedimentada foi peneirada através de peneiras de Malha 100 para
garantir capacidade de pipetagdo. Teor percentual em peso seco da PCS
lavada conforme determinado por secagem da amostra em um forno a 105°C
por pelo menos 24 horas (até peso constante) € comparacdo com O peso
umido.

[00443] Hidrélise de PCS foi realizada em um volume de 1 ml em
placas de 96 cavidades profundas (Axygen Scientific) seladas por calor por
um selador de placa de laboratorio automatico ALPS 300™ (ABgene Inc.,
Rochester, NY, USA). Concentracao de PCS foi 10 g por litro em acetato de
sodio 50 mM e pH 5,0. Hidrélise de PCS foi realizada a 50°C sem agitagao
exceto durante amostragem como descrito. Cada reacdo foi conduzida trés
vezes. Agucares redutores liberados foram analisados pelo reagente hidrazida
de acido p-hidréxi-benzdico (PHBAH) como descrito abaixo.

[00444] Um volume de 0,8 ml de PCS (12,5 g por litro em 4gua) foi
pipetado em cada cavidade de placas de 96 cavidades profundas, seguido por
0,10 ml de acetato de sodio 0,5 M de pH 5,0, e entdo 0,10 ml de solucao de
enzima diluida para iniciar a reagdo com um volume de reagdo final de 1,0 ml
e concentragdo de PCS de 10 g por litro. Placas foram seladas. A mistura
reacional foi misturada por inversdo da placa de cavidade profunda no inicio
da hidrolise e antes do instante de tempo de retirada de cada amostra. Em
cada instante de tempo de amostra a placa foi misturada e entdo a placa de
cavidade profunda foi centrifugada (Sorvall® RT7 com rotor RTH-250) a
2000 rpm por 10 minutos antes de 20 ul de hidrolisado (sobrenadante) serem
removidos e adicionados em 180 pl de NaOH 0,4% em uma microplaca de 96
cavidades. Esta solucdo terminada foi adicionalmente diluida na faixa
apropriada de actcares redutores, quando necessario. Os agucares redutores
liberados foram ensaiados pelo reagente hidrazida de acido para-hidroxi-
benzoico (PHBAH, Sigma, 4-hidroxi-benzi-hidrazida): 50 pl de reagente
PHBAH (1,5%) foram misturados com 100 pl de amostra em uma placa de 96
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cavidades de fundo-V THERMOWELL™ (Costar 6511), incubados sobre um
bloco de aquecimento de placa a 95°C por 10 minutos, e entdo 50 ul de dgua
duplamente deionizada foram adicionados em cada cavidade, misturados e
100 pl foram transferidos para outra placa de 96 cavidades de fundo plano
(Costar 9017) e absorbancia foi liada em 410 nm. Agucar redutor foi
calculado usando uma curva de calibragdo de glicose sob as mesmas
condi¢des. Conversao percentual de celulose em agucares redutores foi
calculada como:
Conversdo % = agucares redutores (mg/ml) / (celulose adicionada
(mg/ml) x 1,11)

O fator 1,11 corrige o ganho de peso em hidrolise de celulose
para glicose
[00445] Apos o teste de hidrolise de 1 ml de PCS, os candidatos de
topo foram crescidos duas vezes em fermentadores de acordo com o seguinte
protocolo. Cem ml de seguinte meio de frasco agitador foram adicionados em
um frasco agitador de 500 ml. O meio em frasco agitador foi composto por
litro de 20 g de dextrose, 10 g de solidos de macerado de milho, 1,45 g de
(NHy) 2SOy, 2,08 g de KH,PO4, 0,36 g de CaCl,, 0,42 g de MgSO4-7H,0, e
0,42 ml de solucdo de metais traco. Solucao de metais trago foi composta por
litro de 216 g de FeCl;-6H,0, 58 g de ZnSO4-7H,0, 27 g de MnSO4-H,0, 10
g de CuS0O4-5H,0, 2,4 g de H;BOs, € 336 g de acido citrico.
[00446] O frasco agitador foi inoculado com dois blocos de uma
cultura de placa s6lida e incubado a 28°C em um agitador orbital a 200 rpm
por 48 horas. Cinquenta ml do caldo do frasco agitador foram usados para
inocular um vaso de fermentacao de 3 litros contendo 1,8 litros de um meio
de fermentacdo em batelada composto por litro de 30 g de celulose, 4 g de
dextrose, 10 g de s6lidos de macerado de milho, 3,8 g de (NH4)2SO4, 2,8 g de
KH,POy4, 2,64 g de CaCl,, 1,63 g de MgS0O.,7H,0, 1,8 ml de antiespumante, e

0,66 ml de solucdo de metais traco. Solucao de metais trago foi composta por
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litro de 216 g de FeCl;-6H,0, 58 g de ZnSO4-7H,0, 27 g de MnSO4-H,0, 10
g de CuSO4-5H,0, 2,4 g de H3BOs, e 336 g de acido citrico. Meio de
alimenta¢do de fermentacdo foi composto de dextrose e celulose, foi dosado
em um taxa de 0 a 4 g/l/h por um periodo de 165 horas. O vaso de
fermentacao foi mantido em uma temperatura de 28°C e pH como controlado
para um ponto de ajuste de 4,75 +/- 0,1. Ar foi adicionado no vaso em uma
vazao de 1 vvm e o caldo foi agitado por um impulsor Rushton girando a de
1100 a 1300 rpm.

[00447] A concentragdo de proteina total foi determinada e os caldos
foram re-testados em reacdes de hidrolise de PCS de 50 g como descrito
abaixo. Dilui¢des de enzima foram recém-preparadas antes do experimento a
partir de solugdes de enzima de estoque, que estavam armazenadas a 4°C.
[00448] Hidrolise de PCS foi conduzida usando frascos Erlenmeyer de
125 ml com tampa de rosca (VWR, West Chester, PA, USA) usando uma
massa de reacdo total de 50 g de acordo com NREL Laboratory Analytical
Protocol #008. Neste protocolo a hidrolise de PCS (aproximadamente 11,4%
em PCS e 6,8% de celulose em tampao aquoso de acetato de sodio 50 mM de
pH 5,0) foi realizada usando carregamentos de proteina diferentes
(expressados como mg de proteina por grama de celulose) das amostras de
caldo de fermentacdo de 2 litros, descritas acima. Teste da capacidade de
hidrélise de PCS foi realizado a 50°C com agitag¢do orbital a 150 rpm usando
uma Incubadora INNOVA® 4080 (New Brunswick Scientific, Edison, NJ,
USA). Aliquotas foram tiradas durante o curso da hidrélise a 72, 120, e 168
horas e centrifugadas, e o liquido sobrenadante foi filtrado usando uma
membrana MULTISCREEN® HV de 0,45 um (Millipore, Billerica, MA,
USA) por centrifugacao a 2000 rpm por 10 minutos usando uma centrifuga de
placa SORVALL® RT7 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Quando ndo imediatamente usadas, as aliquotas de agucar filtradas foram

congeladas a -20°C. Concentragdes de aclcar das amostras diluidas em

Peticiio 870240002025, de 08/01/2024, pég. 157/194



147 /160

H,SO4 0,005 M foram medidas apos elui¢gao por H,SO4 0,005 M em uma
vazao de fluxo de 0,4 ml por minuto de uma coluna AMINEX® HPX-87H de
4,6 mm x 250 mm (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a 65°C com quantificacao
por integracdo de sinais de glicose e de celobiose a partir da deteccdo de
indice de refragao usando um CHEMSTATION® AGILENT® 1100 HPLC
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) calibrado por amostras de
acucar puro. Os equivalentes resultantes foram usados para calcular a
percentagem de conversao de celulose para cada reacao.
[00449] O grau conversdao de celulose em agucares glicose mais
celobiose (conversdo, %) foi calculado usando a seguinte equagao:
Conversao (%) = (glicose+celobiose x 1,053) (mg/ml) x 100 x 162 /

(celulose (mg/ml) x 180) = (glicose+celobiose x 1,053) (mg/ml)

x 100 / (celulose (mg/ml) x 1,111)
[00450] Nesta equagdo o fator 1,111 reflete o ganho de peso na
conversao de celulose em glicose, e o fator 1,053 reflete o ganho de peso na
conversao de celobiose em glicose.
[00451] Os resultados das reacdes de hidrolise de PCS no ensaio em
frasco de 50 descrito acima sdo mostrados em Tabela 1. Uma cepa que

produziu o caldo de desempenho mais alto foi designada Trichoderma reesei

SaMe-MF268.
Tabela 1: Conversao percentual em aglcares em instante de tempo de 168
horas
Conversao percentual (glicose mais celobiose)
para carga de proteina
ID Caldo - Nome da
Cepa 2,5 mg/g celulose 4,0 mg/g celulose
XCL-461-SaMe-
MF268 66,29 80,08
XCL-465-SaMe-
MF268 69,13 82,80
XCL-462-SaMe-
MF330 62,98 77,99
XCL-466-SaMe- 63,34 77,90

Peticiio 870240002025, de 08/01/2024, pég. 158/194



148 /160

MF330

XCL-463-SaMe-

MF377 64,03 78,45
XCL-467-SaMe-

MF377 64,19 79,06

Exemplo 21: Preparacdo de caldos de Trichoderma reesei
contendo polipeptideo GH61A de Thermoascus aurantiacus e proteina de
fusdo de beta-glicosidase de Apergillus oryzae
[00452] Amostras de caldo de fermentacao, preparadas como descrito
em Exemplo 20, foram clarificadas de fragmentos celulares por centrifugagao
por aproximadamente 20 minutos a 9.500 x g. Amostras de caldo clarificado
foram entdo filtradas através de uma membrana MILLEX® GP Express™,
poli(éter-sulfona), 0,22 um (Millipore, Bedford, MA, USA). As amostras de
caldo filtrado foram entdo dessalinizadas usando uma Coluna de
Dessalinizagdo HIPREP™ 26/10 (AKTA™, GE Healthcare, Piscataway, NJ,
USA). Concentragdes de proteina do material dessalinizado foram
determinadas usando um Kit de Ensaio de Proteina BCA™ (Pierce, Rockford,
IL, USA) no qual albumina de soro bovino foi usada como uma proteina
padrdo e célculo foi feito para proteina em caldo filtrado. Aliquotas foram tio
analisadas sobre geles = CRITERION™ SDS-PAGE 8-16% (Bio-Rad,
Hercules, CA; 200 V por 1 hora) nos quais padroes de peso molecular
PRECISION PLUS PROTEIN™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) foram
incluidos included. Geles foram corados para proteina usando Corante
Coomassie BIO-SAFE™ (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) e dessalinizados
usando agua deionizada. Estimativas da quantidade de polipeptideo GHI16A
de Thermoascus aurantiacus de proteina de fusdo compreendendo a proteina
core GH45 de Humicola insolens e a beta-glicosidase de Apergillus oryzae
foram feitas por quantificacdo de varreduras de geles corados ou por tamanho
de pico apds andlise por eletroforese em capilar EXPERION™ (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).

Exemplo 22: Aumento em atividade celulolitica de caldo de
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Trichoderma reesei contendo proteina de fusdo de beta-glicosidase de
Apergillus oryzae quando combinado ions de metal e polipeptideo GH61A de
Thermoascus aurantiacus

[00453] Palhada de milho foi pré-tratada no U.S. Department of
Energy National Renewable Energy Laboratory (NREL) usando acido
sulfirico diluido. As seguintes condi¢des foram usadas para o pré-tratamento:
acido sulftrico 1,4% em peso a 195°C por 4,5 minutos. De acordo com
digestdo limite com enzimas celulase excessivas, os solidos insoliveis em
agua na palhada de milho pré-tratada (PCS) continham 59,2% de celulose.
Antes da hidrolise enzimatica, a PCS foi lavada com um volume grande de
agua deionizada até que o acido soluvel e os agucares fossem removidos. O
peso seco de PCS lavada com agua encontrado foi de 19,16%.

[00454] Hidrolise de PCS foi conduzida usando um frasco Erlenmeyer
de 125 ml de tampa roscada (VWR, West Chester, PA, USA) utilizando uma
massa de reacdo total de 50 g de acordo com NREL Laboratory Analytical
Protocol #008. Neste protocolo hidrélise de PCS (aproximadamente 11,3%
em PCS e 6,7% de cellulose em tampdo acetato de sédio aquoso 50 mM de
pH 5,0) foi realizada usando cargas de proteina diferentes (expressadas como
mg de proteina por grama de celulose) do caldo de fermentacdo de
Trichoderma reesei caldo contendo o polipeptideo GH61A de Thermoascus
aurantiacus tendo atividade celulolitica intensificadora e proteina de fusao de
beta-glicosidase de Aspergillus oryzae com e sem adi¢do de ions de metais
divalentes de concentracao final de 10 mM na forma mostrada em Tabela 1.
Teste de capacidade de hidrolise de PCS foi conduzida a 50°C com agitagao
orbital a 150 rpm usando uma Incubadora INNOVA® 4080 (New Brunswick
Scientific, Edison, NJ, USA). Aliquotas foram tiradas durante o curso da
hidrélise a 72 e 120 horas. Aliquotas foram centrifugadas, ¢ o liquido
sobrenadante foi filtrado usando uma membrana MULTISCREEN® HV de

0,45 um por centrifugagdo a 2.000 rpm por 15 minutos usando uma centrifuga
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de placa SORVALL® RT7. Quando nao usadas imediatamente, as aliquotas
de acucar filtradas foram congeladas a -20°C. Concentracdes de actcar de
amostras diluidas em H,SO4 0,005 M foram medidas apos diluigdo por H,SO4
0,005 M em uma vazdo de fluxo de 0,4 ml por minuto de uma coluna
AMINEX® HPX-87H de 4,6 mm x 250 a 65°C com quantificacdo por
integracao do sinal de glicose e celobiose da detec¢ao de indice de refragao
usando um CHEMSTATION®, AGILENT® 1100 HPLC (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) calibrado por amostras de agucar puro.
Os equivalentes resultantes foram usados para calcular a percentagem de
conversao de celulose para cada reagao.
[00455] O grau de conversdao de celulose em agucares glicose mais
celobiose (conversdo, %) foi calculado usando a seguinte equagao:
Conversao % = (glicose+celobiose x 1,053) (mg/ml) x 100 x 162 /

(celulose (mg/ml) x 180) = (glicose+celobiose x 1,053) (mg/ml)

x 100 / (celulose (mg/ml) x 1,111)
[00456] Nesta equacdo o fator 1,111 reflete o ganho de peso em
conversao de celulose em glicose, € o fator 1,053 reflete o ganho de peso em
conversao de celobiose em glicose. Celulose em PCS foi determinada por um
digesto limite de PCS para liberar glicose e celobiose.
[00457] Diluicdes de enzima foram recém-preparadas antes de cada
experimento a partir de solu¢des de estoque de enzima, que foram
armazenadas a 4°C.
[00458] Os resultados mostrados em Tabela 2 demonstraram que a
adicdo de MnSO, 10 mM aumentou a conversdao em glicose acima daquela
observada pelas quantidades equivalentes de caldo de fermentacdo sozinho
em niveis de proteina de 4 a 8 mg/g de celulose. Similarmente, CaCl,, MgCl,,
ou CoCl, adicionados a 10 mM aumentaram a conversao em glicose acima
daquela obtida pelas quantidades equivalentes de caldo de fermentagao

sozinho em niveis de proteina de 4 a 8 mg/g de celulose. Adigao de outros
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sais de metais divalentes tais como ZnCl, ou FeSO4 10 mM, ou a adi¢do de

EDTA 10 mM, um quelante de cations divalentes, diminuiu o rendimento de

glicose e celobiose. Os resultados para hidrélise de 72 h sdo mostrados em

Figura 16.

[00459]

A adigao de MnSO,4, CaCl,, MgCl,, ou CoCl, 10 mM nas

solugdes contendo celulase aumentou, portanto, o rendimento de glicose e de

celobiose sob hidrolise de palhada de milho pré-tratada (PCS) com acido em

comparacao com outros sais de metais.

Tabela2
Mistura de Teorreal | Teor | Proteina i )
Experimento | enzimas e ' de real de | total real | Conversao | Conversao
metal biomassa | celulose | mg/g em72h | em120h
% (p/p) | % (p/p) | celulose

SaMe

1 ME268 11,32 6,70 4,00 74,10 84,62
SaMe

2 ME268 11,32 6,70 6,00 84,59 91,94
SaMe

3 MFE268 11,32 6,70 8,00 88,68 95,20
SaMe

7 MF268 11,32 6,70 4,00 74,79 86,14
Cat++
SaMe

8 MF268 11,32 6,70 6,00 85,77 95,11
Cat++
SaMe

9 MF268 11,32 6,70 8,00 89,54 96,29
Cat++
SaMe

10 MF268 11,32 6,70 4,00 75,31 87,08
Mg++
SaMe

11 MF268 11,32 6,70 6,00 86,99 95,12
Mg++
SaMe

12 MF268 11,32 6,70 8,00 90,49 97,56
Mg++
SaMe

13 MFE268 11,32 6,70 4,00 79,30 86,77
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Mn++

14

SaMe
MF268
Mn++

11,33

6,70

6,00

91,65

95,23

15

SaMe
MF268
Mn++

11,32

6,70

8,00

98,03

98,70

16

SaMe
MF268
/n++

11,32

6,70

4,00

56,00

63,38

17

SaMe
MF268
/n++

11,32

6,70

6,00

65,79

75,03

18

SaMe
MF268
/n++

11,32

6,70

8,00

74,88

84,22

19

SaMe
MF268
Fe++

11,32

6,70

4,00

33,80

35,83

20

SaMe
MF268
Fe++

11,32

6,70

6,00

42,50

44,88

21

SaMe
MF268
Fe++

11,32

6,70

8,00

49,74

50,21

22

SaMe
MF268
Co++

11,33

6,70

4,00

75,98

85,88

23

SaMe
MF268
Co++

11,32

6,70

6,00

87,86

94,33

24

SaMe
MF268
Co++

11,32

6,70

8,00

94,26

97,05

25

SaMe
MF268
EDTA

11,31

6,69

4,00

57,94

65,94

26

SaMe
MF268
EDTA

11,32

6,70

6,00

67,67

74,35

27

SaMe
MF268
EDTA

11,32

6,70

8,00

72,85

77,69
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Exemplo 23: O aumento em atividade celulolitica em caldo
dessalinizado de Trichoderma reesei contendo beta-glicosidase de Apergillus
oryzae quando combinado com ions de metal ¢ especifico para misturas
contendo polipeptideo GH61A
[00460] O polipeptideo GH61A de Thermoascus aurantiacus tendo
atividade celulolitica foi recombinantemente produzido em Aspergillus oryzae
Jal.250 de acordo com WO 2005/074656. Caldo fingico expressando beta-
glicosidase de Aspergillus oryzae e celulases de Trichoderma reesei foi
recombinantemente produzido em Trichoderma reesei cepa SMA135-04.
Fermentacdes foram realizadas para cada uma destas proteinas como descrito
abaixo.

[00461] Para fermentag¢des envolvendo Aspergillus oryzae, 100 ml de
um meio de frasco agitador foram adicionados em um frasco agitador de 500
ml. O meio do frasco agitador foi composto por litro de 50 g de sacarose, 10 g
de KH,POy4, 0,5 g de CaCl,, 2 g de MgSO4-7H,0, 2 g de K,SOs, 2 g de uréia,
10 g de extrato de levedo, 2 g de acido citrico, € 0,5 ml de solu¢des de metais
traco. A solugdo de metais trago foi composta por litro de 13,8 g de
FeSO4-7H,0, 14,3 g de ZnSO4 7H,0, 8,5 g de MnSO4-H,O, 2,5 g de
CuSO4-5H,0, e 3 g de acido citrico. O frasco agitador foi inoculado com dois
blocos de uma cultura de placa solida de Aspergillus oryzae e incubado a
34°C em um agitador orbital a 200 rpm por 24 horas. Cinquenta ml do caldo
do frasco agitador foram usados para inocular um vaso de fermentacdo de 3
litros contendo 1,8 litros de um meio de fermentacdo de batelada composto
por litro de 10 g de extrato de levedo, 24 g de sacarose, 5 g de (NH4),SO4, 2 g
de KH,POy4, 0,5 g de CaCl,-2H,0, 2 g de MgS04,7H,0, 1 g de acido citrico, 2
g de K,SO4, 0,5 ml de antiespumante, e 0,5 ml de solucdo de metais trago.
Solucao de metais trago foi composta por litro de 13,8 g de FeSO4-7H,0, 14,3
g de ZnSO4 7H,0, 8,5 g de MnSO4-H,0, 2,5 g de CuSO4-5H,0, e 3 g de

acido citrico. Meio de alimentacao de fermentacdo foi composto de maltose e
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antiespumante. O meio de alimenta¢do de fermentagdo foi dosado em uma
taxa de 0 a 4,4 g/l/h por um periodo de 185 horas. O vaso de fermentagao foi
mantido em uma temperatura de 34°C e pH foi controlado para um ponto de
ajuste de 6,1 +/- 0,1. Ar foi adicionado no vaso em uma vazao de 1 vvm € o
caldo foi agitado por impulsor de Rushton girando a de 1.100 a 1.300 rpm.
[00462] Fermentagdes envolvendo  Trichoderma reesei  foram
realizadas como descrito em Exemplo 20.

[00463] Amostras de caldo bruto foram clarificadas de fragmentos
celulares por centrifugacdo por aproximadamente 20 minutos a 9.500 x g.
Amostras de clado clarificado foram entdo filtradas através de uma membrana
MILLEX® GP Express™, poli(éter-sulfona), 0,22 um. As amostras de caldo
filtrado foram entdo dessalinizadas usando uma Coluna de Dessalinizagao
HIPREP™ 26/10. Concentracdes de proteina do material dessalinizado foram
determinadas usando um Kit de Ensaio de Proteina BCA™ no qual albumina
de soro bovino foi usada como uma proteina padrdo e calculo foi feito para
proteina em caldo filtrado. Aliquotas foram tipicamente analisadas em geles
CRITERION™ SDS-PAGE 8-16% (200 V por 1 hora) no qual padrdes de
peso molecular PRECISION PLUS PROTEIN™ foram incluidos. Geles
foram corados para proteina usando Corante de Coomassie BIO-SAFE™ (e
descorados usando agua deionizada). Proteinas também foram preparadas por
dessalinizagdo como acima para remover ions de metal dissolvidos em caldos
de fermentacao e estdo indicadas por prefixo ds como visto em Tabelas 3 e 4.
[00464] Hidrolise de PCS foi conduzida usando frascos Erlenmeyer de
125 ml de tampa roscada com uma massa de reagao total de 50 g de acordo
com NREL Laboratory Analytical Protocol #008. Neste protocolo hidrolise de
PCS (aproximadamente 11,3% em PCS e 6,7% de celulose em tampdo de
acetato de s6dio aquoso 50 mM de pH 5,0) foi realizada usando carga de
proteina total constante (expressada como mg de enzima por grama de

celulose) de um caldo de fermentagdo de Trichoderma reesei contendo beta-
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glicosidase de Aspergillus oryzae com e sem adi¢ao de polipeptideo GH61A
de Thermoascus aurantiacus com e sem concentracao final de 1 mM de ions
de metais divalentes na forma mostrada em Tabela 2. Teste de capacidade de
hidrélise de PCS foi realizado como descrito em Exemplo 22. O grau de
conversao de celulose em actcares glicose mais celobiose (conversao %) foi
calculado usando a equagao descrita em Exemplo 22.

[00465] Diluicdes de enzima foram recém-preparadas antes de cada
experimento a partir de solu¢des de enzima de estoque, que foram
armazenadas a 4°C.

[00466] Os resultados mostrados em Tabela 3 demonstraram que a
adicao de cations divalentes 1 mM sozinhos ndo aumentou a conversao de
glicose acima daquela obtida por quantidades equivalentes de caldo de
fermentacdo sem inclusdo de polipeptideo GH61A de Thermoascus
aurantiacus tendo atividade celulolitica intensificadora. Similarmente,
inclusdo do polipeptideo GH61A sem adi¢dao de cations de metais divalentes
ndo aumentou a conversao de glicose. Os resultados para hidrolise de 72
horas estao plotados em Figural7.

[00467] A adicdao de MnSO4 ou CaCl, 1 mM em solugdes contendo
celulase com polipeptideo GH61A de Thermoascus aurantiacus tendo
atividade celulolitica intensificadora aumentou, portanto, o rendimento de
glicose e celobiose sob hidrdlise de palhada de milho pré-tratada (PCS) com
acido. O aumento foi dependente da presenga de polipeptideo GH61A de
Thermoascus aurantiacus. A adicdo de 1 mM de outros metais tais como
Zn++ e Fe++ ou quelagdo de metais por EDTA1 mM reduziu o rendimento de

glicose e celobiose sob hidrdlise de palhada de milho pré-tratada (PCS) com

acido.
Tabela 3
Experimen | Mistura de enzimas e | Conversdo em 72 | Conversao em
to metal h 120 h
56 dsSMA135 54,42 62,65
58 dsSMA135 Ca++ 55,48 61,52
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Experimen | Mistura de enzimas e | Conversdo em 72 | Conversao em
to metal h 120 h
60 dsSMA135 Mn++ 45,19 60,11
62 dsSMA135 EDTA 49,65 59,52
64 dsSMA135 Zn++ 37,61 43,59
65 dsSMA135 + GH61A 56,97 76,41
dsSMA135 + GH61A

66 Cat+ 63,23 77,79
dsSMA135 + GH61A

67 Mn++ 67,43 84,02
dsSMA135 + GH61A

68 EDTA 49,03 57,49
dsSMA135 + GH61A

69 Znt++ 47,39 58,01

Exemplo 24: O aumento em atividade celulolitica de caldo de
Trichoderma reesei contendo proteina de fusdo de beta-glicosidase de
Apergillus oryzae e polipeptideo GH61A de Thermoascus aurantiacus
quando combinado com MnSO4 e MgCl,
[00468] Polipeptideo GH16A de Thermoascus aurantiacus tendo
atividade celulolitica intensificadora e uma proteina de fusao contendo o core
GH45A de Humicola insolens com beta-glicosidase de Aspergillus oryzae foi
recombinantemente produzido em 7richoderma reesei SaMe MF268 como
descrito em Exemplo 20.
[00469] Amostras de caldo bruto foram clarificadas de fragmentos
celulares por centrifugacdo por aproximadamente 20 minutos a 9.500 x g.
Amostras de clado clarificado foram entdo filtradas usando uma membrana
MILLEX® GP Express™, poli(éter-sulfona), 0,22 um. As amostras de caldo
filtrado foram entdo dessalinizadas usando uma Coluna de Dessalinizagao
HIPREP™ 26/10. Concentracdes de proteina do material dessalinizado foram
determinadas usando um Kit de Ensaio de Proteina BCA™ no qual albumina
de soro bovino foi usada como uma proteina padrdo e calculo foi feito para
proteina em caldo filtrado. Aliquotas foram tipicamente analisadas em geles
CRITERION™ SDS-PAGE 8-16% (200 V por 1 hora) no qual padrdes de
peso molecular PRECISION PLUS PROTEIN™ foram incluidos. Geles
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foram corados para proteina usando Corante de Coomassie BIO-SAFE™ (e
descorados usando agua deionizada). Proteinas também foram preparadas por
dessalinizagdo como acima para remover ions de metal dissolvidos em caldos
de fermentacao.

[00470] Hidrolise de PCS foi conduzida usando frascos Erlenmeyer de
125 ml de tampa roscada com uma massa de reagao total de 50 g de acordo
com NREL Laboratory Analytical Protocol #008. Neste protocolo hidrolise de
PCS (aproximadamente 11,3% em PCS e 6,7% de celulose em tampao de
acetato de s6dio aquoso 50 mM de pH 5,0) foi realizada usando carga de
proteina total constante (expressada como mg de enzima por grama de
celulose) de um caldo de fermentacao dessalinizado ou ndo-dessalinizado de
Trichoderma reesei contendo proteina de fusdo de beta-glicosidase de
Aspergillus oryzae e sem polipeptideo GH61A de Thermoascus aurantiacus
com concentragdo final crescente de 1 mM de MnSO, e MgCl, como
mostrado em Tabela 4. Teste de capacidade de hidrolise de PCS foi realizado
como descrito em Exemplo 22. O grau de conversdo de celulose em aglcares
glicose mais celobiose (conversao %) foi calculado usando a equagdo descrita
em Exemplo 22.

[00471] Diluicdes de enzima foram recém-preparadas antes de cada
experimento a partir de solu¢des de enzima de estoque, que foram
armazenadas a 4°C.

[00472] Os resultados mostrados em Tabela 4 demonstraram que a
adicao de concentragdo crescente de MnSO4 e MgCl, de 0,001, 0,01, 0,1, 1,
ou 10 mM aumentou a taxa de conversdao obtida pelas quantidades
equivalentes de Trichoderma reesei SaMe MF268 sem MnSQ,. Similarmente,
adicao de MnSO4 em concentragdes crescentes de 0,001, 0,01, 0,1, 1, ou 10
mM mostrou nenhum aumento até aproximadamente 1 mM quando
adicionada em caldo de fermentagdo dessalinizado de Trichoderma reesei

SaMe MF268. Os resultados para hidrolise de 72 horas sdo mostrados em
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Figura 18.
[00473]

0,001, 0,01, 0,1, 1, ou 10 mM de cada ion de metal em solugdes contendo

A adicdo de MnSO,4 e MgCl, para uma concentracao final de

caldo de fermentacdo de Trichoderma reesei SaMe MF268 aumentou,
portanto, o rendimento de glicose e celobiose sob hidrdlise de palhada de
milho pré-tratada (PCS) com 4cido. A adi¢gdo de MnSO, e MgCl, para uma
concentracao final de 1 mM ou 10 mM em solucdes contendo caldo de
fermentacao dessalinizado de Trichoderma reesei SaMe MF268, portanto, o
rendimento de glicose e celobiose sob hidrolise de palhada de milho pré-

tratada (PCS) com 4acido.

Tabela4
Mistura Teor Teor Proteina
) real de Convers | Convers
Experim de . real de | total real | . <
ento enzimas biomass celulose | mg/g a0 em a0 em
e metal a % % (p/p) | celulose 72h 120h
0
(p/p)
SaMe
46 ME268 11,32 6,70 4,03 69,20 80,61
SaMe
MF268
47 ions 11,32 6,70 4,03 73,56 82,98
0,01
mM
SaMe
4y | MF268 50 1 660 | 403 | 7459 | 8482
ions 0,1
mM
SaMe
49 | MF268 100 1 663 | 403 | 7562 | 8456
ions 1
mM
SaMe
50 MF268 10,29 6,09 4,03 76,02 84,45
ions 10
mM
dsSaMe
51 ME268 11,32 6,70 4,02 70,93 79,11
52 dsSaMe | 11,32 6,70 4,02 71,16 83,63
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MF268
ions
0,01
mM

dsSaMe

53 | ME2681 0 50 1 660 | 402 | 7088 | 8330

ions 0,1
mM
dsSaMe

54 MF268 11,21 6,63 4,02 74,90 83,22

ions 1
mM
dsSaMe

55 MF268 10,29 6,09 4,02 74,17 79,01

ions 10

mM

Depositos de material biologico
[00474] Os seguintes materiais bioldgicos t€ém sido depositados sob os
termos do Tratado de Budapeste na Agricultural Research Service Patent
Culture Collection, Northern Regional Research Center, 1815 University

Street, Peoria, Illinois, 61604, e receberam os seguintes numeros de acesso:

Deposito Numero de | Data de Deposito
Acesso

E. coli cepa pEJG120 NRRL B-30699 19 de Dezembro de
2003

E. coli cepa pTter61C NRRL B-30823 21 de Janeiro de 2005

E. coli cepa pTter61D NRRL B-30812 21 de Janeiro de 2005

E. coli cepa pTter61E NRRL B-30814 21 de Janeiro de 2005

E. coli cepa pTter61G NRRL B-30811 21 de Janeiro de 2005

E. coli cepa pDZA2-7 NRRL B-30704 20 de Janeiro de 2004

E. coli cepa pTr3337 NRRL B-30878 20 de Setembro de
2005

E. coli TOP10 (pEJG113) | NRRL B-30695 17 de Outubro de 2003

E. coli TOP10 pPKKAB NRRL B-30860 8 de Julho de 2005

NN049573 DSM 14240 19 de Abril de 2001

[00475] As cepas tém sido depositadas sob condi¢des que garantem

que o acesso as culturas estara disponivel durante a pendéncia deste pedido de
patente para uma pessoa determinada pelo Comissario de Patentes e Marcas a

ser designado para o mesmo sob 37 C.F.R. §1,14 e 35 U.S.C. §122. Os
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depdsitos representam culturas substancialmente puras das cepas depositadas.
Os depositos estdo disponiveis conforme exigido para leis de patente
estrangeiras em paises nos quais contra-partes do presente pedido, ou sua
progénie estdo depositadas. Contudo, deve ser entendido que a
disponibilidade de um depdsito ndo constitui uma licenga para a pratica da
presente invengdo em derrogacdo dos direitos de patente concedidos pela acao
governamental.

[00476] A invengdo aqui descrita e reivindicada ndo ¢ limitada em
escopo pelos aspectos especificos aqui revelados, porque estes aspectos sao
intencionados como ilustragdes de varios aspectos da invengdo. Quaisquer
aspectos equivalentes sao intencionados para estarem dentro do escopo desta
inven¢do. De fato, varias modificacdes da invencdo em adi¢do aquelas aqui
mostradas e descritas se tornardo evidentes para aquelas pessoas experientes
na arte a partir da descricdo precedente. Tais modificagdes também sao
intencionadas para cairem dentro do escopo das reivindicagdes anexadas. No
caso de conflito, a presente revelacao incluindo definigdes controlara.

[00477] Varias referéncias sdo aqui citadas, cujas revelagdes sao

incorporadas como referéncias em suas totalidades.
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REIVINDICACOES

1. Método para aumentar a atividade de um polipeptideo
GH61 tendo atividade celulolitica intensificadora, caracterizado pelo fato de
compreender: adicionar um cation de metal divalente ativador soluvel em uma
composi¢ao compreendendo o polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica
intensificadora, sendo que o cation de metal divalente ativador soluvel esta
presente em uma concentragao eficaz de preferivelmente 0,001 mM a 50 mM
durante degradacdo ou conversdo de um material contendo celulose e a
presenca do cation de metal divalente ativador solivel e do polipeptideo
GH61 tendo atividade celulolitica intensificadora aumenta a degradagdo ou
conversdao do material contendo celulose por uma composi¢do de enzimas
celuloliticas comparado com o polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica
intensificadora sem o cation de metal divalente ativador solivel, em que o
cation de metal divalente ativador soliivel ¢ selecionado do grupo consistindo
de Mn™*, Co™", Mg"™", Ca™, e uma combinagdo dos mesmos;

em que o dito polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica
intensificadora ¢ representado pela SEQ ID NO: 2; aminoacidos 18 a 240 da
SEQ ID NO: 4; aminoacidos 20 a 258 da SEQ ID NO: 6; aminoacidos 1 a 226
da SEQ ID NO: 8; aminoacidos 20 a 304 da SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 12
ou SEQ ID NO:14.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
fato de que o cation de metal divalente ativador solavel é Mn™".

3. Método para degradar ou converter um material contendo
celulose, caracterizado pelo fato de compreender: tratar o material contendo
celulose com uma quantidade eficaz de uma composicdo de enzimas
celuloliticas compreendendo uma quantidade eficaz de um polipeptideo GH61
tendo atividade celulolitica intensificadora e de um cation de metal divalente
ativador soluvel, sendo que o cation de metal divalente ativador solivel esta

presente em uma concentracao eficaz de preferivelmente 0,001 mM a 50 mM,
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em que o cation de metal divalente ativador soluvel ¢ selecionado do grupo
que consiste de Mn™", Co™, Mg"™, Ca™", ¢ uma combinagdo dos mesmos,

em que o dito polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica
intensificadora ¢ representado pela SEQ ID NO: 2; aminoacidos 18 a 240 da
SEQ ID NO: 4; aminoacidos 20 a 258 da SEQ ID NO: 6; aminoacidos 1 a 226
da SEQ ID NO: 8; aminoacidos 20 a 304 da SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 12
ou SEQ ID NO:14.

4. Método de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo
fato de que o cation de metal divalente ativador soluvel é Mn™.

5. Método de acordo com a reivindicacao 3, caracterizado pelo
fato de que adicionalmente compreende tratar o material contendo celulose
com uma quantidade eficaz de uma beta-glicosidase.

6. Método de acordo com a reivindicacao 3, caracterizado pelo
fato de adicionalmente compreender tratar o material contendo celulose com
uma quantidade eficaz de uma ou mais enzimas selecionadas do grupo
consistindo de uma hemicelulase, esterase, protease, lacase, peroxidase, ou
uma mistura das mesmas.

7. Método de acordo com a reivindicacao 3, caracterizado pelo
fato de adicionalmente compreender suplementar a concentragdo do cation de
metal divalente ativador soluvel para manter a concentragdo eficaz do cation
de metal divalente ativador soluvel em preferivelmente 0,001 mM a 50 mM.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo
fato de adicionalmente compreender recuperar o material contendo celulose
degradado.

9. Método para produzir um produto de fermentacao,
caracterizado pelo fato de compreender: (a) sacarificar um material contendo
celulose com uma quantidade eficaz de uma composicdo de enzimas
celuloliticas compreendendo uma quantidade eficaz de um polipeptideo GH61

tendo atividade celulolitica intensificadora e de um cation de metal divalente
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ativador soluvel, sendo que o cation de metal divalente ativador soluvel esta
presente em uma concentracao eficaz de preferivelmente 0,001 mM a 50 mM;
(b) fermentar o material contendo celulose sacarificado de etapa (a) com um
ou mais microorganismos fermentadores para produzir o produto de
fermentagdo; e (c) recuperar o produto de fermentagao da fermentagao, em
que o cation de metal divalente ativador soluvel ¢ selecionado do grupo que
consiste de Mn™", Co™, Mg™", Ca™, e uma combina¢ao dos mesmos,

em que o dito polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica
intensificadora € representado pela SEQ ID NO: 2; aminoacidos 18 a 240 da
SEQ ID NO: 4; aminoacidos 20 a 258 da SEQ ID NO: 6; aminoacidos 1 a 226
da SEQ ID NO: §; aminoacidos 20 a 304 da SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 12
ou SEQ ID NO:14.

10. Método de acordo com a reivindica¢do 9, caracterizado
pelo fato de que o cation de metal divalente ativador soltvel ¢ Mn™".

11. Método de acordo a reivindicacdo 9, caracterizado pelo
fato de adicionalmente compreender tratar o material contendo celulose com
uma quantidade eficaz de uma beta-glicosidase.

12. Método de acordo com a reivindica¢do 9, caracterizado
pelo fato de adicionalmente compreender tratar o material contendo celulose
com uma quantidade eficaz de uma ou mais enzimas selecionadas do grupo
consistindo de uma hemicelulase, esterase, protease, lacase, peroxidase, ou
uma mistura das mesmas.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado
pelo fato de adicionalmente compreender suplementar a concentracdo do
cation de metal divalente ativador solivel para manter a concentragdo eficaz
do cation de metal divalente ativador soluvel a preferivelmente 0,001 mM a
50 mM.

14. Composi¢ao de enzimas celuloliticas, caracterizada pelo

fato de compreender um polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica
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intensificadora e um cation de metal divalente ativador soluvel, sendo que o
cation de metal divalente ativador soluvel estd presente em uma concentragao
eficaz de preferivelmente 0,001 mM a 50 mM durante degradacdo ou
conversao de um material contendo celulose e a presenga do cation de metal
divalente ativador soluvel e do polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica
intensificadora aumenta a degradacdo ou conversao do material contendo
celulose por uma composi¢ao de enzimas celuloliticas comparado com o
polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica intensificadora sem o cation
de metal divalente ativador solivel, em que o cation de metal divalente
ativador soltvel é selecionado do grupo que consiste de Mn'™", Co™, Mg™",
Ca'", e uma combinacdo dos mesmos,

em que o dito polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica
intensificadora € representado pela SEQ ID NO: 2; aminoacidos 18 a 240 da
SEQ ID NO: 4; aminoacidos 20 a 258 da SEQ ID NO: 6; aminoacidos 1 a 226
da SEQ ID NO: 8; aminoacidos 20 a 304 da SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 12
ou SEQ ID NO:14.

15. Composicao de enzimas celuloliticas de acordo com a
reivindicacdo 14, caracterizada pelo fato de que o cation de metal divalente
ativador soluvel ¢ Mn™".

16. Composicao, caracterizada pelo fato de compreender um
polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica intensificadora ¢ um cation de
metal divalente ativador soluvel, sendo que o cation de metal divalente
ativador soluvel estd presente em uma concentracdo eficaz de preferivelmente
0,001 mM a 50 mM durante degradacdo ou conversdo de um material
contendo celulose e a presenga do cation de metal divalente ativador soltvel e
do polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica intensificadora aumenta a
degradacao ou conversdao do material contendo celulose pelas composi¢des de
enzimas celuloliticas comparado com o polipeptideo GH61 tendo atividade

celulolitica intensificadora sem o cation de metal divalente ativador soluvel,
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em que o cation de metal divalente ativador soluvel ¢ selecionado do grupo
que consiste de Mn™", Co™, Mg"™, Ca™", ¢ uma combinagdo dos mesmos,

em que o dito polipeptideo GH61 tendo atividade celulolitica
intensificadora ¢ representado pela SEQ ID NO: 2; aminoacidos 18 a 240 da
SEQ ID NO: 4; aminoacidos 20 a 258 da SEQ ID NO: 6; aminoacidos 1 a 226
da SEQ ID NO: 8; aminoacidos 20 a 304 da SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 12
ou SEQ ID NO:14.

17. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 16,
caracterizada pelo fato de que o cation de metal divalente ativador soltvel é

Mn++
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