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(57) Resumo: PRODUCAO DE BIOHIDROGENIO POR VIA
ENZIMATICA ARTIFICIAL. A presente invengdo compreende um
processo enzimatico invitro que converte efetivamente polissacarideos
renovaveis em altos rendimentos de hidrogénio em condigdes brandas,
usandoapenas enzimas e agua. O processo compreende uma
quantidade de enzimas (1) fosforilases, (2) fosfoglucomutases, (3)
hidrogenases, e (4) enzimas envolvidas na via de pentose-fosfato.
Modalidades preferidas do processo produzem apenas hidrogénio e
didxido de carbono como produtos puros, traduzindo-se em um
método econémico de gerar hidrogénio em quantidades muito grandes
a partir de matérias-primas de baixo custo.
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Pedido de Patente de Invencgdao para: “PRODUGAO DE BIOHIDROGENIO

RELATORIO DESCRITIVO

POR VIA ENZIMATICA ARTIFICIAL”.

Referéncia cruzada com pedidos relacionados

Este pedido baseia-se na divulgagdo de, e reivindica
prioridade relativa ao pedido de patente dos E.U.A. numero
11/747,496, depositado em 11 de maio de 2007, e pedido de
patente provisional dos E.U.A. numero 60/799,685, depositado em
12 de maio de 2006, sendo que os teores integrais de ambos sdo
incorporados aqui por referéncia.

Fundamentos da invencgdo

Campo da invengao

A presente invencdo refere-se a biotecnologia nos campos da
agricultura e da producdo de energia. Mais especificamente, a
presente invencdo refere-se a producdo de hidrogénio a partir de
polissacarideos renovaveis por meio de catdlise enzimatica de
polissacarideos substancialmente em hidrogénio e didxido de
carbono.

Discussdo da arte relacionada

A alteracdo climatica e a eventual deplecdo das reservas de
combustivel féssil do mundo estdo ameacando o desenvolvimento
sustentavel (Morris, 2006; Hoffert et al., 2002; Farrell et al.,
2006). O hidrogénio é um portador de energia mével e ¢&
abundante, limpo, e evidentemente ndo contém carbono. De acordo
com o Departamento de Energia dos Estados Unidos (2004),

prioridades de pesquisa e desenvolvimento [R&D] para a futura
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economia de hidrogénio incluem (i) reduzir os custos da produgao
de hidrogénio, (ii) encontrar métodos viaveis para armazenamento
de hidrogénio de alta densidade, (iii) estabelecer uma infra-
estrutura segura e efetiva para o fornecimento continuo de
hidrogénio desde a producgdo, ao armazenamento até o uso, e (iv)
reduzir drasticamente os custos de células combustiveis e
aperfeicoar sua durabilidade.

O hidrogénio ¢é uma alternativa muito promissora para
armazenar energia ao invés de se empregar combustiveis foésseis.
O hidrogénio pode ser usado em uma célula combustivel, que & um
dispositivo eletroquimico que converte a energia quimica de uma
reacdo diretamente em energia elétrica. Uma célula combustivel é
um dispositivo altamente eficiente para gerar energia e calor.
Células combustiveis oferecem o potencial de diminuir
significativamente a dependéncia de combustiveis fésseis. No
entanto, o fornecimento de combustivel ¢é um dos maiores
obstaculos que impedem a comercializag¢do amplamente disseminada
de dispositivos do tipo referido.

A maior parte das células combustiveis opera usando gas
hidrogénio como o reagente, geralmente preparado reformando-se
(convertendo) um composto de hidrogénio. Combustiveis féssels
ricos em hidrogénio sdo reformados comumente usando-se reforma
de vapor <catalitica, reforma auto-térmica, ou reforma de
oxidacdo parcial catalitica. No entanto, para que a tecnologia
de células combustiveis possa.sustentar nossas necessidades de

energia, sdo exigidas fontes renovaveis de hidrogénio. Exemplos



10

15

20

25

3/40

de geracdo de hidrogénio ndo-baseada em combustivel foéssil
incluem eletrélise de &gua usando energia solar ou edlica,
energia hidréaulica, ou energia geotérmica; separagao
termoquimica de 4&gua; gases residuais em sitios industriais;
gaseificacdo de biomassa; e sistemas bio- ou fotobioldégicos que
produzem gas hidrogénio quando da digestdo de componentes
orgédnicos ou quando da absorc¢do de luz solar.

Diferentemente da eletricidade, que precisa ser usada da
forma como é produzida, o hidrogénio pode ser armazenado até ser
necessario. No entanto, a baixa densidade do hidrogénio traduz-
se em uma baixa densidade de energia, particularmente em
comparacdo com combustiveis tradicionais. Mesmo considerando a
maior eficiéncia de uma célula combustivel em comparagdo com
métodos tradicionais de geracdo de energia, a baixa densidade de
energia do hidrogénio determina métodos de transporte e
armazenamento potencialmente inibidores.

Polissacarideos podem ser um bom meio de armazenamento para
o hidrogénio porque polissacarideos contém cerca de 6,2 % em
massa de H, por unidade de acglcar, e guando reage com agua, pode
produzir 12 moles de dihidrogénio. Assim, a capacidade de
armazenamento potencial de hidrogénio é em torno de 15 %. Um
material com capacidade de 15 % de armazenamento de hidrogénio
excede até mesmo objetivos de longo prazo para tecnologias de
armazenamento de hidrogénio, de acordo com os objetivos do

Departamento de Energia dos E.U.A. (Schlapbach e Zuttel, 2001).

Para extrair efetivamente o hidrogénio de polissacarideos e
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agua, precisa ocorrer a reacdo global CgHjio0s + 7 H,O - 6 CO, + 12
H,, sendo que Cg¢Hi90s representa unidades repetitivas de glucano
contidas na biomassa, como amido ou celulose.

Tem havido varios paradigmas para converter Dbiomassa a
hidrogénio:

(1) gaseificacdo direta de polissacarideo (Antal et al., 2000);

(2) catalise quimica direta de glicose (Cortright et al., 2002;
Huber et al., 2003); (3) fermentacdo anaerdbica (Das e
Veziroglu, 2001; Hallenbeck e Benemann, 2002); e (4) fermentagao

de etanol (Lynd et al, 2002; Zhang et al, 2006; Zhang e Lynd,
2004) seguido de reforma de etanol (Deluga et al, 2004). Os
métodos quimicos convencionais apresentam baixos rendimentos de
hidrogénio (<60 %) e requerem elevadas temperaturas de reagdo (p.
ex., de 500 a 900 K) (Antal et al, 2000; Cortright et al, 2002;
Huber et al, 2003). A fermentacdo anaerdbica de hidrogénio é bem
conhecida em virtude da baixa eficiéncia com um rendimento
méaximo de 33 % (Das e Veziroglu, 2001; Hallenbeck e Benemann,

2002). A combinacdo de fermentacdo de etanol e reforma pode

owe

produzir 10 H, por unidade de glicose (83 de rendimento).
Considerando de 5 a 10 % de perda de fermentagdo e em torno de 5
% de perda de reforma (Deluga et al, 2004), o rendimento pratico
de hidrogénio através do etanol poderia ser de aproximadamente
75 ¢ do rendimento maximo (sendo que o rendimento méximo é de 12
H, por unidade de glicose).

O armazenamento e a distribuicdo de polissacarideos sdlidos

a serem convertidos a hidrogénio poderia enfrentar nmuitos
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desafios da arte do hidrogénio hoje em dia. Se fosse possivel
usar um processo e dispositivo praticos diretamente em
aplicacées méveis on board, como em veiculos, seria possivel
resolver vAarios problemas associados com dispositivos de
armazenamento de hidrogénio. Desta forma poderia se evitar a
perda de energia para a compressdo ou liquefacdo do hidrogénio.
Adicionalmente, ndo seriam mais necessdrias temperaturas elevadas
para a dessorcdo de Hp. Adicionalmente, a vida uGtil de materiais
de armazenamento de hidrogénio sélido e o tempo de recarga do
hidrogénio ndo representam mais problemas para aplicacdes
praticas. Da mesma forma, o armazenamento e a distribuicdo de
carboidrato é muito segura em comparacdo com hidrogénio gasoso.

A via biogquimica para a produgdo de hidrogénio molecular a
partir de hidrogénio elementar ¢é conhecida. Um eletron no
fotossistema I (quer seja fotossistema I isolado ou fotossistema
I em tilacdides) é excitado, tipicamente pela luz, a uma energia
maior, resultando na doacdo de um elétron a um portador de
elétron exégeno que, por sua vez, pode transferir elétrons para a
enzima hidrogenase. Neste processo, o fotossistema I oxidado
pode extrair entdo um elétron de um doador de elétrons, seja
diretamente ou através de uma cadeia de transferéncia de
elétrons, como aquela encontrada na membrana tilacéide. Onde a
dgua atua como o doador de elétron, a cadeia de transferéncia de
elétron inclui o fotossistema II. Enquanto isso, duas moléculas

portadoras de elétrons reduzidas sdo capazes de doar elétrons a
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enzima hidrogenase. A hidrogenase combina dois elétrons com dois
prétons para formar uma molécula de hidrogénio.

Organismos fotossintéticos aerébicos produtores de oxigénio,
ou componentes subcelulares de referidos organismos, tém sido
usados previamente para preparar gas hidrogénio (Benemann et
al., 1973; Rosen e Krasna, 1980; Rao et al., 1978). Os
componentes de sistemas isentos de células (i.e., 1in vitro)
reportados nestas referéncias requerem tilacdides isolados ou
fotossistema I solubilizado de tilacdides; um doador de elétron,
como &agua ou um doador de elétron artificial, como ditiotreitol
ou &cido ascérbico; uma hidrogenase capaz de aceitar elétrons do
fotossistema I que pode catalisar a combinagdo de dois elétrons
e dois prétons para formar hidrogénio molecular quando elétrons
sdo recebidos de um doador de elétron que pode ser oxidado pela
hidrogenase; e um suporte de elétron exdgeno gue € capaz de
aceitar elétrons do fotossistema I e gque pode doar elétrons a
hidrogenase.

Pelo menos dois grupos de organismos fotossintéticos
produtores de oxigénio sdo capazes de produzir hidrogénio in
vivo. Estes incluem cianobactérias e algas verdes. Cianobactérias
geralmente usam a enzima nitrogenase para produzir hidrogénio
molecular. Elétrons wusados neste processo de produgdo de
hidrogénio molecular s&o derivados de carboidrato armazenado e
sdo usados para reduzir ferredoxina, que é o doador de elétron
imediato para nitrogenase (Markov et al., 1995). A hidrogenase

também pode catalisar a producdo de hidrogénio molecular em
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cianobactérias. Em cianobactérias, a produgdo de hidrogénio
molecular é inibida pelo oxigénio e/ou pela luz.

Algas verdes também podem foto-emitir (i.e., produzir)
hidrogénio molecular via hidrogenase. A via da transferéncia de
elétron é presentemente desconhecida. Mostrou-se que a fonte de
elétrons para o processo é o carboidrato fermentado
enddbgenamente (Klein e Betz, 1978). A produgdo de hidrogénio
para na presenca de didxido de carbono (Vatsala e Seshadri,
1985), indicando que o sorvedouro de elétrons da redugédo de
diéxido de carbono ¢é um competidor melhor para o fluxo de
elétrons fotossintético do que a hidrogenase.

O hidrogénio molecular (H;) possui varios usos comerciais. O
hidrogénio molecular ¢é usado para a produgdo de amdnia; no
refino do petrdéleo, onde o Hp é usado por toda uma refinaria
tipica; nas indastrias de sintese quimica, quando se deseja a
conversdo de uma dupla ligacdo carbono-carbono a uma ligagao
simples C-C, ou de uma tripla ligacdo carbono-carbono a uma
ligacdo simples ou uma dupla ligagdo; na indastria de alimentos
para a hidrogenacdo de éleos vegetais; e na fabricagdo de
circuitos eletrdnicos. 0 hidrogénio também é usado
extensivamente hoje em dia para preparar metanol, fertilizantes,
vidro, metais refinados, vitaminas, cosméticos, sabdes,
lubrificantes, e limpadores. Adicionalmente, o hidrogénio puro é
um compbustivel excelente, tanto em motores de combustao
tradicionais, como também em células combustiveis, e produz

apenas vapor d'agua uvando oxidado com oxigénio. O hidrogénio
g
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liguido também pode ser usado como um combustivel, como em
veiculos espaciais.

O estado da técnica para a geracgcdo de combustivel de
hidrogénio hoje em dia possui muitos desafios, como rendimento
limitado, exigéncia de elevado aporte de energia, custos
elevados, e etapas de purificagdo adicionais para assegurar due
o combustivel é suficientemente limpo. O que se necessita é um
processo econdmico de gerar hidrogénio em quantidades muito
grandes, suficiente pra suportar o uso extensivo de células
combustiveis e outros usos do hidrogénio. Sao particularmente
desejavelis processos praticos, composigdes, kits, e dispositivos
para converter matérias-primas renovaveis, como biomassa
abundante contendo polissacarideos, diretamente em hidrogénio.
Deseja-se que o processo seja capaz de altos rendimentos de Hp; e
de boa eficiéncia de massa e energia, e, por fim, gque seja de
baixo custo.

Resumo da invencdo

A presente invencdo proporciona métodos, composicdes, e kits
para a geracdo de hidrogénio a partir de biomassa. O hidrogénio
assim produzido pode ser usado para qualquer numero de coisas, e
é bem adequado para uso como um combustivel para a produgdo de
energia. A presente invengdo baseia-se, pelo menos em parte, na
rede integrada de reacdes enzimdticas que pode converter unidade
de glucano de polissacarideos mais &gua a hidrogénio e didxido
de carbono:

(glucano),+ 7 HO - (glucano)n-1 + 12 Hy + 6 COy
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em que (glucano) ¢é uma unidade de anidroglicose, -CgHi00s-. O
hidrogénio vem de polissacarideos e é&gua. Em esséncia, a
presente invengao depende da energia armazenada em

polissacarideos para quebrar a ligagdo da molécula de aqua e
produzir hidrogénio. Polissacarideos podem incluir (embora sem
limitacdo) amido, celulose, hemicelulose, maltose, isomaltose,

celobiose, B-1,4-glucano, B-1,3-glucano, p-1,6-glucano, o-1,4-

glucano, a-1,6-glucano, ou quaisquer outros oligdémeros de
unidades de acucar monoméricas ligadas por ligagdes
glicosidicas.

Em um primeiro aspecto, a invencdo proporciona um processo
ou método para produzir hidrogénio a partir de um polissacarideo.
Em geral, o processo compreende: reduzir o comprimento do
polissacarideo por meio de conversdo de pelo menos uma porgdo do
mesmo a glicose-6-fosfato; e gerar hidrogénio a partir de
glicose-6-fosfato. O brocesso pode ser realizado por meio de uma
quantidade de etapas quimicas e enzimdticas especificas.

Por exemplo, o processo de reduzir o comprimento do
polissacarideo pode compreender fosforilar uma unidade de glucano
terminal do polissacarideo, resultando em clivagem e liberacdo
da unidade terminal do polissacarideo de que se origina. Uma
fosforilacdo do tipo referido éode ser realizada por meio de
qualquer numero de fosforilases, que podem acoplar a clivagem de

uma ligacdo glicosidica no polissacarideo a incorporagdo de um

grupo fosfato em uma unidade de glucano liberada para formar
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glicose-6-fosfato. O processo ndo usa ATP ou outros compostos
ligados a fosfato de alta energia.

Adicionalmente, a producdo de glicose-6-fosfato pode ser
realizada por qualquer via vantajosa. De preferéncia, a unidade
de glucano liberada do polissacarideo é uma unidade de glicose-
6-fosfato. No entanto, mais tipicamente, quando se usa reagdes
enzimdticas, serd uma unidade de glicose-l-fosfato, que precisa
ser isomerizada a uma unidade de glicose-6-fosfato. A
isomerizagéo pode ser realizada por meio de qualquer processo
quimico ou enzimatico. Prefere-se a conversdo enzimatica.

A produgdo de hidrogénio de glicosé—6—fosfato tampbém pode
ser realizada ©por meio de quaisquer meios quimicos ou
bioquimicos vantajosos. De acordo com modalidades preferidas, a
glicose-6-fosfato é convertida a hidrogénio por meio de um
processo enzimdtico que envolve a conversdo da glicose-6-fosfato
a ribulose-5-fosfato, tipicamente por meio de 6-fosfogluconato
(6PG). De acordo com uma modalidade exemplar, a conversao de 6
moles de glicose-6-fosfato a 6 moles de ribulose-5-fosfato da 12
moles de hidrogénio molecular.

Compreende-se bem que reagdes, quer sejam quimicas ou
bioquimicas, apresentam equilibrios e o produto puro tem sua
formacdo interrompida uma vez que se tenha atingido o equilibrio
para uma reacdo particular. Para facilitar e maximizar a producdo
de hidrogénio no presente processo, ribulose-5-fosfato é removida
da equacdo de. reacdo por meio de conversao da ribulose-5-fosfato

a varios produtos. De acordo com a 1invengao, o(s) produto(s)
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pode (m) variar amplamente, sendo que o objetivo consiste em
conduzir a reacdo no sentido do uso da ribulose-5-fosfato para
permitir a produgcdo continuada de hidrogénio. Uma maneira
vantajosa de diminuir a quantidade de ribulose-5-fosfato no
sistema consiste em remover o mesmo por meio de algumas ou de
todas<as etapas enzimaticas da via da pentose fosfato, que é bem
conhecida e amplamente compreendida na técnica.

Como deveria ser evidente, onde o processo envolve a
produgéernzimética de hidrogénio, o processo inclui o uso de
uma hidrogenase. O hidrogénio produzido pelo processo pode ser
liberado para a atmosfera, mas, de preferéncia, é coletado e
usado imediatamente ou armazenado para uso posterior como uma
fonte de combustivel. Por exemplo, © processo pode compreender
pelo menos a separagdo parcial do hidrogénio do didxido de
carbono presente no vaso de reacgdo. Adicionalmente, parte do
hidrogénio ou todo o hidrogénio pode ser introduzido em uma
célula combustivel para geracdo de eletricidade ou outra
produgdo de energia.

Assim, em uma modalidade exemplar, 0 processo pode
compreender: (a) proporcionar uma composigdo (p. ex., mistura)
compreendendo pelo menos um polissacarideo e agua; (b)
proporcionar uma ou mais enzimas com atividade de fosforilase;
(c) fosforilar pelo menos alguns dos polissacarideos para
reduzir o comprimento de cadeia do polissacarideo e produzir
glicose-1-fosfato; (d) proporcionar uma ou mals enzimas com

atividade de fosfoglucomutase; (e) isomerizar pelo menos parte
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da glicose-1-fosfato produzida na etapa (c) em glicose-6-
fosfato; (f) proporcionar uma pluralidade de enzimas efetivas
para catalisar as etapas da via da pentose fosfato; (g)
proporcionar uma ou mais enzimas com atividade de hidrogenase; e
(h) formar hidrogénio de pelo menos parte da glicose-6-fosfato
produzida na etapa (e).

O processo da invengdo, em sua forma basica geral, ou como
descrito em modalidades detalhadas, pode ser realizado de
qualquer maneira vantajosa.

Assim, todas as etapas de reagdo quimica ou bioguimica podem
ser realizadas em um unico vaso de reacdo. Alternativamente, ¢
possivel realizar separadamente uma ou mais das reagbes. O
processo pode ser realizado como um processo de batelada ou como
um processo continuo, sendo que o hidrogénio e produtos
residuais sdo removidos continuamente, e matérias-primas novas
sdo introduzidas.

Em modalidades, pelo menos uma das enzimas para fosforilar o
polissacarideo é uma fosforilase, como 1,4-a-glucano
fosforilase, o-glucano fosforilase, amilopectina fosforilase,
amilofosforilase, glucano fosforilase, glucosano fosforilase,
glicogénio fosforilase, maltodextrina fosforilase, maltose
fosforilase, celobiose fosforilase, celodextrina fosforilase, e
sacarose fosforilase. Em determinadas modalidades, pelo menos
uma das enzimas para a producdo de hidrogénio é uma hidrogenase

da arqueobactéria Pyrococcus furiosus.
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Opcionalmente, o fosfato inorgadnico pode ser adicionado ao
processo numa quantidade que excede a do fosfato inorganico
gerado de outra forma no proceéso. Em modalidades preferidas, o
fosfato nao se acumula no sistema. Da mesma forma, de
preferéncia, o ATP ndo é gerado ou consumido durante o processo.

Onde o procésso da invencdo compreende reagdes enzimaticas,
o processo também pode ser caracterizado com referéncia as
seguintes funcionalidades enzimaticas: (a) fosforilar pelo menos
parte do polissacarideo para produzir glicose-l-fosfato; (b)
isomerizar pelo menos parte da glicose-l-fosfato em glicose-6-
fosfato; e (c) formar hidrogénio de pelo menos parte da glicose-
6-fosfato.

De maneira vantajosa, o processo pode ser conduzido em
temperaturas de baixas a moderadas, como entre 10°C e 100°C. Em
algumas modalidades, ndo se adiciona energia quimica externa
(além do polissacarideo), e a unica -energia adicionada ao
sistema é calor. Ou seja, de uma forma geral, a reacgdo global ¢
uma reacdo fracamente. endotérmica, e, portanto, precisa de
pequenas quantidades de aporte de calor. Por exemplo, a energia
de calor adicionada poderia ser obtida de células combustiveis.
De preferéncia, o sistema é mantido a uma temperatura constante,
considerando-se que a temperatura é uma fungdo de concentracgdes
de substrato, calores de reacgdo puros, e perdas de calor no
sistema particular. Em modalidades, o processo compreende

aquecer a reacdo entre cerca de 10°C e cerca de 100°C.
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De acordo com a presente invengao, o rendimento de
hidrogénio do processo é, tipicamente, de pelo menos 10 moles de
hidrogénio por mol de unidades de anidroglicose contidas no
polissacarideo de partida. Em modalidades preferidas, o)
rendimento do hidrogénio é de cerca de, ou pelo menos, 11, de
cerca de, ou pelo menos, 11,5, de cerca de, ou pelo menos, 11, 0,
de cerca de, ou pelo menos, 11,7, de cerca de, ou pelo menos,
11,8, ou de cerca de, ou pelo menos, 11,9 moles de hidrogénio
por mol de unidades de anidroglicose contidas no polissacarideo
de partida. Em modalidades particularmente ©preferidas, o)
rendimento de hidrogénio é de 12 moles de H; por mol de unidades
de anidroglicose no polissacarideo, correspondendo a 100 % do
rendimento tedrico.

A taxa maxima de producdo de hidrogénio durante o processo
da invencdo ndo é limitada. No entanto, de preferéncia, ela é de
pelo menos 0,1, de pelo menos 0,2, de pelo menos 0,4, de pelo
menos 0,6, de pelo menos 0,8, ou de pelo menos 1,0 (ou maior)
mmol/1l/h.

Em um aspecto adicional, a invengdo proporciona composigdes
que sdo efetivas para gerar hidrogénio in vitro a partir de um
polissacarideo. De uma forma geral, as composi¢des compreendem:
(a) pelo menos um polissacarideo; (b) é&gua; (c) pelo menos uma
enzima qgue é capaz de catalisar a conversao do (s)
polissacarideo(s) a glicose-6-fosfato, conversdo de glicose-6-
fosfato a 6-fosfogluconato, e conversdao de 6-fosfogluconato a

ribulose-5-fosfato; (d) pelo menos uma enzima gque é capaz de
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converter NADP* e glicose-6-fosfato e/ou NADP" e 6-
fosfogluconato a NADPH e proétons; e (e) pelo menos uma enzima
que ¢é capaz de catalisar a conversdo de NADPH e protons a
hidrogénio. Em modalidades preferidas, a composicdo também
compreende uma pluralidade das enzimas capazes de catalisar
algumas ou todas as etapas da via da pentose fosfato.

Em determinadas modalidades, as composi¢des incluem as
seguintes enzimas (como caracterizado por meio de numeros EC):
(i) um enziﬁa que é pelo menos 80 %, de preferéncia, pelo menos
90 %, mais preferivelmente, pelo menos 95 % idéntica ao EC
2.4.1.1; (ii) uma enzima que é pelo menos 80 %, de preferéncia,
pelo menos 90 %, mais preferivelmente, pelo menos 95 % idéntica
ao EC 5.4.2.2; (iii) uma enzima que ¢é pelo menos 80 %, de
preferéncia, pelo menos 90 %, mais preferivelmente, pelo menos
95 % idéntica ao EC 1.1.1.49; (iv) uma enzima que €& pelo menos
80 %, de preferéncia, pelo menos 90 %, mais preferivelmente,
pelo menos 95 % idéntica ao EC 1.1.1.44; (v) uma enzima que é
pelo menos 80 %, de preferéncia, pelo menos 90 %, mais
preferivelmente, pelo menos 95 % idéntica ao EC 5.3.1.6; (vi)
uma enzima que é pelo menos 80 %, de preferéncia, pelo menos 90
%, mais preferivelmente, pelo menos 95 % idéntica ao EC 5.1.3.1;
(vii) uma enzima que é pelo menos 80 %, de preferéncia, pelo

)

menos 90 %, mais preferivelmente, pelo menos 95 % idéntica ao EC

o\e

2.2.1.1; (viii) uma enzima que € pelo menos 80 , de
preferéncia, pelo menos 90 %, mais preferivelmente, pelo menos

95 ¢ idéntica ao EC 2.2.1.2; (ix) uma enzima que é pelo menos 80
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%, de preferéncia, pelo menos 90 %, mais preferivelmente, pelo

menos 95 % idéntica ao EC 5.3.1.1; (x) uma enzima que ¢é pelo
menos 80 3, de preferéncia, pelo menos 90 %, mais
preferivelmente, pelo menos 95 % idéntica ao EC 4.1.2.13; (xi)

uma enzima que é pelo menos 80 %, de preferéncia, pelo menos 90

%, mais preferivelmente, pelo menos 95 % idéntica ao EC

o

3.1.3.11; (x1i1) uma enzima que ¢é pelo menos 80 , de
preferéncia, pelo menos 90 %, mais preferivelmente, pelo menos
95 % idéntica ao EC 5.3.1.9; e (xiii) uma enzima que ¢é pelo
menos 80 %, de preferéncia, pelo menos 90 %, mais
preferivelmente, pelo menos 95 % idéntica ao EC 1.12.1.3. Em
modalidades preferidas de processo e composigcdo, ndo estao
presentes enzimas hidroliticas.

Em outro aspecto, a invencdo proporciona kits para produzir
hidrogénio a partir de um ou mais polissacarideos. De uma forma
geral, um kit da invencdo compreende um ou mais recipientes,
cada um contendo independentemente um ou mais dentre: (a) uma ou
mais enzimas capazes de fosforilar unidades de glucano de um
polissacarideo; (b) uma ou mais enzimas capazes de isomerizar
glicose-1-fosfato a glicose-6-fosfato; (c) uma ou mais enzimas
capazes de produzir hidrogénio molecular a partir de oxidagdo de
glicose-6-fosfato, 6-fosfogluconato, ou ambos. Em modalidades,
0s kits compreendem glicose-6-fosfato desidrogenase, 6-
fosfogluconato desidrogenase, ou ambas. Em modalidades, os kits

compreendem uma ou mais fosforilases, uma ou mais

fosfoglucomutases, e uma ou mais hidrogenases. Os kits da
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invencao também podem >conter uma composigcdo de enzima como
descrito acima.

Os kits da invencdo também proporcionam alguns ou todos os
suprimentos necessdrios para realizar um método da invengao
(i.e., produzem hidrogénio a partir de biomassa). Assim, podem
conter enzimas, tampdes, solventes, recipientes (p. ex., um ou
mais recipientes para coletar ou usar parte ou todo o gas
hidrogénio que é emitido do processo de reacdo e do sistema da
invencgdao) .

Breve descricdo das figuras

Figura 1 dilustra uma via metabdlica sintética para a
conversdo de um polissacarideo e &gua a hidrogénio e didxido de
carbono de acordo com a presente invengao.

Figura 2 mostra um diagrama ilustrando um sistema para gerar
e monitorar a producdo de H, através de um processo e sistema da
presente invencgao.

Figura 3 mostra a taxa de producdo volumétrica de hidrogénio
(mmol de H;/1/h) de 2 mM de amido em um processo de acordo com a
presente invencdo.

Descricdo detalhada de modalidades da invencgdo

A descricdo a seguir oferece uma discussdo detalhada de
determinadas modalidades e particularidades dos sistemas,
processos, composicdes, e kits da invengdo. Ela ndo pretende ser
exaustiva para todas essas modalidades e particularidades, mas,

ao invés, é apresentada para proporcionar ao leitor uma melhor
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compreensao de particularidades e modalidades exemplares
selecionadas.

Para proporcionar ao leitor uma melhor compreensao da
invencdo, determinados termos sdo definidos e/ou discutidos
agora. Termos ndo discutidos ou definidos aqui devem ser
compreendidos como sendo usados de sua maneira normal e usual na
técnica.

Por '"polissacarideo" compreende-se qualquer oligdmero ou
polimero de wunidades de glucano malores que mondmeros.
Polissacarideo serd usado, portanto, de forma intercambiavel com
"oligossacarideo", "glucano", "oligdémero de agucar", e "polimero
de acucar". Polissacarideos podem incluir (embora sem limitacédo)
amido, celulose, hemicelulose, pectina, maltose, isomaltose,
celobiose, {-1,4-glucano, B-1,3-glucano, B-1,6-glucano, «-1,4-
glucano, a-1, 6-glucano, ou quaisquer outros oligdmeros de
unidades de agucar monoméricas ligadas por ligacgdes
glicosidicas. Também é possivel usar misturas de qualguer numero
de polissacarideos, e referidas misturas sao incluidas no termo
"polissacarideos"}

Como usado aqui, "enzimas" sdo catalisadores de proteina que
catalisam (i.e., aceleram) reag¢des quimicas e bioquimicas. Como
usado aqui, "enzima" deve compreender uma enzima simples,
misturas compreendendo uma ou mais enzimas, ou complexos de
enzimas. Como usado aqui, "unidade de enzima" (ou "unidade") &
definido como wuma quantidade de uma enzima que catalisa a

conversdo de 1 micromol (um) de substrato por minuto. As
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condicdes, para fins da definigao de unidade de enzima, sao uma
temperatura de 30° e o valor de pH e a concentracdo de substrato
que proporcionam a taxa de conversdo maxima de substrato.

O numero da Comissdo de Enzimas (EC number, Enzyme
Commission number) é um esquema de classificacdo numérica para
enzimas, baseado nas reacdes quimicas que elas catalisam. Para
os fins da presente invencdo, também se usard um numero EC para
especificar enzimas. Quando uma enzima é caracterizada aquil por
um numero EC, compreende-se que pode haver maltiplas enzimas de
diferentes fontes ou organismos que, todos, catalisam a mesma
reacdo. A invencdoc ndo ¢ limitada a qualquer enzima ou fonte
particular de enzimas, mas, ao invés, a determinadas reacles
catalisadas com enzima em uma via, como serd descrito abaixo. A
expressdo "uma enzima que é caracterizada por EC 2.4.1.1", por
exemplo, significa qualquer seqiéncia de aminodcidos que possui
o numero EC 2.4.1.1 de acordo com pelo menos um sistema de
informacdo de enzimas reconhecido na arte (como BRENDA ou KEGG)
até a data de depdsito deste pedido.

Como ¢é de conhecimento na técnica, a "identidade" entre
duas enzimas é determinada comparando-se a seqgiéncia de
aminodcidos de uma enzima com a seqiéncia de uma segunda enzima.
A identidade pode ser determinada por meio de procedimentos que
sd3o bem conhecidos na arte, por exemplo, com o uso de BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool no National Center for
Biological Information). Quando a 1identidade da enzima &

mencionada em conjunto com um numero EC da enzima, de acordo com
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a presente descricido deve-se compreender que pode haver muitas
seqiiéncias de aminoacidos diferentes que tém, todas, © mesmo
nimero EC. Assim, por exemplo, a expressdo "uma enzima que é
pelo menos 90 % idéntica ao EC 2.4.1.1" significa uma seqliéncia
de aminodcidos que é computada de forma a apresentar 90 % ou
mais de identidade de seqiiéncia com pelo menos uma seqiéncia de
aminodcidos que tem o numero EC 2.4.1.1 de acordo com pelo menos
um sistema de informacdo de enzima reconhecido na arte (como
BRENDA ou KEGG) até a data de depdsito do presente pedido.

Exceto se indicado de outra forma, todos os numeros que
expressam concentragdes de componentes, condic¢des de reagao,
estequiometrias, etc. usados na descrigdo e nas reivindicacgdes
devem ser compreendidos como sendo modificados em todos os casos
pelo termo "cerca de", que indica que o valor indicado
compreende todos os valores acima ou abaixo do mesmo, com
variacdo de 5 % do valor e/ou dentro do nivel de erro intrinseco
ao método de obtencdo do valor. Assim, exceto se indicado em
contrdrio, os pardmetros numéricos apresentados na descrigao a
segulir e nas breivindicagées anexas sdo aproximagdes que podem
variar dependendo, pelo menos, da técnica analitica especifica.
Os valores numéricos apresentados sdo reportados o mais
precisamente possivel. No entanto, qualguer valor numérico
contém inerentemente determinados erros resultantes
necessariamente do desvio padrdo encontrado em suas respectivas

medicdes de teste.
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Na pratica enzimdtica tipica de determinadas modalidades dos

métodos e uso de modalidades dos sistemas, composicdes, e kits

-da invencao, a presente invencdo converte enzimaticamente

polissacarideos, que podem ser representados pela unidade de
repeticdo de glucano =-CgHijg0s-, a hidrogénio e didéxido de carbono
por meio da seguinte reacdo global (pura):

-CeH1005- (s) + 7 H,O (1) - 12 Hy (g) + 6 CO» (g) [Eg. 1la]

Observe-se que 5 moles de H; sd&o gerados a partir de uma
unidade de repeticdo de glucano, enquanto que os outros 7 moles
de H, provém de &gua reagida. Os marcadores (s), (1), e (g)
indicam que a espécie quimica encontra-se na fase sdélida,
liguida e gas, respectivamente. Deve-se compreender que
polissacarideos serdo tipicamente suspensos, substancialmente
solubilizados, ou completamente dissolvidos na fase 1liquida,
dependendo dos polissacarideos particulares selecionados e
também da temperatura e de outras condicdes.

A Figura 1 mostra uma via enzimdtica sintética constituida

de 13 reacdes enzimdticas reversiveis: a) uma reacdo de
fosforilacgdo de encurtamento de cadeia catalisada por
fosforilase dando glicose-l-fosfato (Eg. 2); b) a conversao de

glicose-1-fosfato (G-1-P) a glicose-6-fosfato (G-6-P) catalisada
por fosfoglucomutase (Eg. 3); c¢) uma via de pentoses-fosfato
contendo 10 enzimas (Eg. 4); e d) geragdo de hidrogénio a partir
de NADPH catalisada por hidrogenase (Eg. 95).

(CeH1005)n + H20 + Pi < (CeH1005)n-1+G-1-P [Egq. 2]

G-1-P «» G-6-P [Eqg. 3]
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G-6-P + 12 NADP' + 6H,0 <« 12 NADPH + 12H" + 6CO, + PI [Eg. 4]
12 NADPH + 12H' «»12 H, + NADP' [Eg. 5]

Em modalidades, a via enzimatica da invencdo compreende
trés blocos principais: (a) (1) fosforilagcao de encurtamento de
cadeia de polissacarideo catalisada por fosforilases, seguido de
(a) (2) conversdo de glicose-l-fosfato a glicose-6-fosfato
catalisada por fosfoglucomutase; (b) a via de pentoses-fosfato,
compreendendo uma fase oxidativa, que converte G-6-P a ribulose-
5-P, CO,, e NADHP; e uma fase ndo-oxidativa, que pode regenerar
ribulose-5-P a G-6-P; e (c) geracdo de hidrogénio a partir de
NADPH catalisada por hidrogenase.

A combinacdo de encurtamento de cadeia por glucano
fosforilase e a conversdao de G-1-P a G-6-P permite o uso da
energia armazenada em ligacdes glicosidicas de polissacarideos.
Em contraste, a hidrélise convencional de ligag¢des glicosidicas
de polissacarideos dissipa referida energia. Como os produtos de
reacdo gasosos (H; e CO;) podem ser removidos da solugdo liquida
simultaneamente, a reacdo pode ser conduzida efetivamente no
sentido da produgdo de hidrogénio, engquanto que as chdeias de
polissacarideo sdo encurtadas simultaneamente em vias de reacao
concorrentes.

De uma maneira geral, a reacdo global pode ser escrita como

(glucano), + a H,O - (glucano),-1 + b Hx + ¢ CO> [Eq. 1b]

em que o coeficiente b define o rendimento de hidrogénio
obtido do polissacarideo de partida. Termodinamicamente, a reagao

representada pela Eg. 1 é um processo espontéaneo (AG® = -48,9
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kJ/mol) e é& uma reacdo endotérmica (AH°'= 595,6 kJ/mol) (Atkins e
De Paula, 2005). Quando os produtos gasosos (Hy e COp) sao
removidos continuamente da solucdo de reagdo liquida, a reacgao
pura (Eg. 1) torna-se favoravel (no sentido a frente) de acordo
com o principio de Le Chatelier. Portanto, é preferivel remover
pelo menos um dos produtos gasosos a medida que sao formados;
sendo que é particularmente preferivel remover ambos os produtos
(H, e CO;) na mesma taxa em que sdo formados, para evitar acumulo
e favorecer a conversdo completa do polissacarideo.

Mais &gua consumida (a > 7 na Eg. 1lb) ndo gerara mais
hidrogénio, mas, ao invés, tenderéa a causar hidrdélise
tradicional do glucano, produzindo cadeias mais curtas juntamente
com a dissipacdo de energia na solugdo. A fosforilacdo de
substrato de encurtamento de cadeia de polissacarideo (Eg. 2)
usa a energia armazenada nas ligacdes glicosidicas de
polissacarideos (15,5 kJ/mol de 1ligagdo glicosidica) para
produzir o monossacarideo fosforilado ativado (G-1-P) sem
consumo de ATP. Essencialmente, a energia que ¢é armazenada em
polissacarideos é canalizada para moléculas de &gua para quebra-
las e liberar a energia em forma de hidrogénio.

A hidrélise do polissacarideo pode ser minimizada mesmo com
presenca de um excesso de &agua, por meio do uso de uma solugdo
gue ¢é substancialmente isenta de enzimas hidroliticas (p. ex.,
amilases para amido ou celulases para celulose). Portanto, em
modalidades preferidas da inveng¢do, a solugdo liquida ndo contém

uma quantidade significativa de enzimas hidroliticas ativas.
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Quaisquer ligacgdes glicosidicas entre duas unidades de
glicosideo contém energia de ligagcdo quimica. A hidrdlise
simples de ligacgdes glicosidicas para polissacarideos e
oligossacarideos dissipa a energia de 1ligagdo de ligagles
glicosidicas. Na natureza, fosforilases podem conservar a
energia por meio de fosforilacgdo de substrato.

Fosforilases sdo enzimas alostéricas que catalisam a
producdo de glicose-l-fosfato. De uma forma mais geral,
fosforilases sao enzimas que catalisam a adigdao de um grupo
fosfato a partir de um fosfato inorgénico a um receptor.
Fosforilases incluem EC 2.4.1.1 (1,4-a-glucano fosforilase, o-
glucano fosforilase, amilopectina fosforilase,'amilofosforilase,
glucano fosforilase, glucosan fosforilase, glicogénio
fosforilase, maltodextrina fosforilase); EC 2.4.1.8 (maltose
fosforilase); EC 2.4.1.20 (celobiose fosforilase); EC 2.4.1.49
(celodextrina fosforilase); e EC 2.4.1.7 (sacarose fosforilase).
Fosforilases efetivas também podem ser selecionadas dentre
enzimas com pelo menos 80 % de identidade, de preferéncia, pelo
menos 90 ,% de identidade, <com as enzimas indicadas neste
paragrafo.

Para substratos contendo ligacdes o-1,4-glicosidicas, como
amido, as reacdes de fosforilacdo sdo como a seguir:

(1,4-a-D-glicosil), + PI + H,O — (1,4-a-D-glicosil)y-1 + G-1-P
Maltose + PI + H,O —» glicose + G-1-P
Para substratos contendo ligag¢des f-1,4-glucosidicas, como

celulose, as reacdes de fosforilacdo sdo como a seguir:
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(1,4-B-D-glicosil), + PI + HO —» (1,4-B-D-glicosil)p; + G-1-P
Celobiose + PI + H,O —» G-1-P + glicose

Ap6és uma série de reacdes de fosfordélise mediadas por
fosforilases, é possivel produzir uma grande quantidade de G-1-P
de forma reversivel. A remocdo de G-1-P levard a reacbes de
encurtamento de cadeia.

Fosfoglucomutases sdo enzimas gque criam um isémero de
glicose por meio de alteragdo do sitio do 1ion fosfato,
convertendo entre G-1-P e G-6-P. Um exemplo de uma
fosfoglucomutase € a enzima caracterizada por EC 5.4.2.2, ou uma
enzima com pelo menos 80 % de identidade, de preferéncia, pelo
menos 90 % de identidade, com uma enzima do tipo referido.

Hidrogenases s&o enzimas que catalisam a oxidacdo reversivel
de hidrogénio molecular (Hp). Hidrogenases desempenham um papel
vital no metabolismo anaerdbico. A absorgao de hidrogénio
(oxidacdo de H,) é acoplada com a redugdo de receptores de
elétrons, como oxigénio, nitrato, sulfato, didéxido de carbono, e
fumarato, enquanto que a redugdo de proton (evolugao de H;) é
essencial na fermentacdo de piruvato e na eliminagdo do excesso
de elétrons. A hidrogenase pode produzir gds hidrogénio a partir
de NADPH de acordo com a seguinte reacgao:

NADPH + H' - NADP' + H,

Um exemplo de uma hidrogenase é a enzima caracterizada por
EC 1.12.1.3, ou uma enzima com pelo menos 80 % de identidade, de
preferéncia, pelo menos 90 % de identidade, com uma enzima do

tipo referido. Algumas modalidades da invengao empregam uma



10

15

20

25

26/40

hidrogenase isolada de uma arqueobactéria de Pyrococcus furiosus
hiper-termofilica (Bryant e Adams, 1989; Ma e Adams, 1994; Ma et
al, 1994; Pedroni et al, 1995; Ma et al, 2000). Embora a reacao
de reducdo de NADPH nido ocorra espontaneamente, a hidrogenase
especial de Pyrococcus furiosus 1 pode catalisar a redugdo de
NADPH para gerar hidrogénio in vitro.

A via de pentose-fosfato consiste de uma fase oxidativa, que
converte G-6-P a ribulose-5-P, e uma fase né&do-oxidativa, que
regenera G-6-P a partir de ribulose-6-P:

G-6-P + 2 NADP' + H,O - ribulose-5-P + 2 H" + CO; + 2 NADPH
ribulose-5-P - 5/6 G-6-P

De uma forma geral, a selegdo de uma pluralidade de enzimas
gue ativam a via de pentose-fosfato estd dentro da capacidade de
um pessoa com pratica ordindria na arte. Uma modalidade
particular é discutida no Exemplo 1 (ver Tabela 1). Outras
modalidades usam enzimas similares, enzimas com pelo menos 80 %,
de preferéncia, pelo menos 90 %, de identidade de seqiéncia com
as enzimas da via de pentose-fosfato 1listadas na Tabela 1
(ntmeros EC 1.1.1.49, 1.1.1.44, 5.3.1.6, 5.1.3.1, 2.2.1.1,
2.2.1.2, 5.3.1.1, 4.1.2.13, 3.1.3.11, e 5.3.1.9).

Em algumas modalidades, enzimas s&o adicionadas diretamente
na solucdo aquosa de polissacarideos. A quantidade de enzimas a
ser adicionada depende da temperatura de reagdo desejada e do
tempo de residéncia. De uma forma geral, haverad concentracgdo de

cada enzima particular acima da qual ndo ocorre incremento
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adicional da taxa de reacdo. A quantidade o6tima de enzima seré
determinada por varios fatores econdmicos.

As enzimas podem ser purificadas (embora nao
necessariamente purificadas), e elas podem existir em forma de
misturas de enzimas ou complexos de enzimas com as fungdes
desejadas. Enzimas podem ser adicionadas em forma de células
lisadas gue produziram as enzimas em um processo de fermentagao
precedente. Neste caso, também  seria possivel adicionar
fragmentos de células no reator.

Em algumas modalidades, fosfato inorganico (Pi) e coenzima
(NADPH) sdo reciclados continuamente no sistema. Ou seja, estas
substancias sdo produzidas e consumidas em taxas iguais. E
possivel adicionar uma pequena quantidade de fosfato inorganico,
se necessario, no inicio do processo para iniciar a
fosforilacdo. Também, se necessario (em virtude de reacles
secundarias ou de outras razdes), ¢é possivel adicionar mais Pi
e/ou NADPH em qualquer ponto dentro do processo.

O pH da solucdo ndo é considerado particularmente critico,
mas o pH impactard a atividade de cada enzima de uma maneira
potencialmente diferente. Da mesma forma, observa-se que a
reacdo que gera H; na via da invengdo consume prétons, sendo que
sua concentracdo é controlada através do pH da solugdo. Uma
pessoa com pratica ordindria na técnica podera realizar
facilmente experimentacdo de rotina, dada uma selecdo especifica
de enzimas, para determinar o pH 6étimo do sistema, ou para

determinar uma faixa de valores de pH preferidos, com relac¢do ao
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rendimento de H, ou & taxa de produgdo. Em outras palavras, o
processo da inveng¢do pode compreender ajustar um ou mais
parametros durante a reag¢do para manter um pardmetro ou otimizar
um parametro. Uma faixa ilustrativa de valores de pH preferidos
para algumas modalidades é pH = de 2 a 12, mais preferivelmente
de 4 a 9, e, da forma mais preferivel, um pH neutro, como pH de
6 a 8.

A temperatura ndo ¢é considerada critica para a presente
invencdo. Temperaturas de baixas a moderadas sdo apropriadas,
particularmente quando se seleciona enzimas mesofilicas. O
processo pode ser praticado de uma maneira geral a uma ou mais
temperaturas de cerca de 10°C a cerca de 100°C, de preferéncia,
de cerca de 25°C a cerca de 75°C. Cada uma das enzimas
selecionadas terd suas proéprias fungdes respectivas de atividade
versus temperatura, e a temperatura 6tima global sera uma funcao
das enzimas especificas selecionadas. Alguém com pratica na
técnica perceberd que é possivel usar temperaturas fora da faixa
de 10°C a 100°C, como guando se seleciona enzimas termofilicas
ou psicrofilicas. Em algumas modalidades nao se adiciona energia
externa, e a temperatura serd uma func¢do das concentragdes de
substrato, calores puros de reagdes, e perdas de calor no
sistema.

A pressdo também ndo é critica para a presente invengdo, mas
uma pessoa versada na técnica perceberd que a pressdao de reagao
pode impactar sobre a distribuig¢do de equilibrio de espécies.

Uma pressdo elevada, como de varias atmosferas, poderia tender a
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inibir a evolucdo do gas-produto. Inversamente, uma baixa presséo
do sistema tenderd a empurrar o equilibrio no sentido de
produtos (hidrogénio e didéxido de carbono). Para maior
facilidade, as reacdes sdo conduzidas, de preferéncia, a pressao
atmosférica. O processo poderia ser conduzido sob um vacuo. Da
mesma forma, o processo poderia ser realizado na presenca de
gases diferentes daqueles produzidos ou consumidos, como ar,
nitrogénio, hélio, argdnio, e analogos.

O processo pode ser conduzido em um reator de batelada, um
reator continuo, ou alguma combinacdo dos dois. E possivel usar
uma variedade de meios para agitacdo (mistura), ou um reator de
plug-flow sem mistura interna pode ser efetivo. Reagentes nao-
cobertos (polissacarideos) podem ser reciclados para a entrada
do reator, como é de conhecimento geral na técnica.

Com relacdo & Eg. 1b [(glucano), + a H0 - (glucano)n-; + b H

+ c COs], uma pessoa com pratica ordindria na técnica
compreendera que o} processo pode ser otimizado, sem
experimentacdo desnecessdria, de tal forma que, numa base

global, o coeficiente a pode ser de cerca de 7, b pode ser de
cerca de 12, e ¢ pode ser de cerca de 6. Em algumas modalidades,
ocorrem algumas reacdes secunddrias, reduzindo o rendimento de
H,. Em outras modalidades, a seletividade do atomo de hidrogénio
por H, é muito elevada (pelo menos de cerca de 90 %), mas o
polissacarideo ndo ¢é completamente convertido a produtos,

resultando em rendimentos menores. Por vezes, aspectos econdémicos
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determinam um processo manténdo—o num nivel inferior ao do seu
maior rendimento obtenivel.

A otimizacdo também pode ser realizada de forma a melhorar a
taxa de reacdo global e a estabilidade de algumas ou de todas as
enzimas. Referida otimizacdo pode incluir, por exemplo, a
otimizacdo do componente de enzima via modelagem e manipulacdo
metabélica; substituicdo de enzimas mesofilicas por meio de
enzimas termofilicas recompbinantes ou mesmo de enzimas
hipertermofilicas; manipulagdo de enzimas para Amelhorar a
atividade e/ou a seletividade de enzima; concentragdes maiores
de enzimas e substratos; variacdo dos pardmetros de processo,
como pH e temperatura; estabilizacdo de enzimas por meio de
aditivos; imobilizacao de enzima; e desenvolvimento de
microorganismos minimos para criar um sistema de enzima in Vivo
que produz H,. Encontra-se dentro da capacidade de uma pessoa com
pratica ordindria na técnica das enzimas como conduzir referida
otimizacdo, e a presente invengdo deve incluir este tipo de
experimentacdo. E possivel usar desenho experimental estatistico
para explorar superficies de resposta global e estabelecer
modelos de rendimento de H, e de taxa versus fatores de enzima e
processo e também efeitos de interacgéao.

Como mencionado acima, um aspecto da invengdo compreende um
kit para realizar os métodos da invencdo. De uma forma geral, os
kits sdo kits para gerar e coletar gas hidrogénio. Os kits da
invencdo compreendem alguns ou todos os componentes necessarios

para praticar uma ou mais modalidades dos métodos da invencao.
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Assim, um kit da invencao pode compreender um ou mais dentre:
(a) uma ou mais enzimas com alguma atividade de fosforilase; (b)
uma ou mais enzimas com alguma atividade de fosfoglucomutase;
(c) uma ou mais enzimas com alguma atividade de hidrogenase; (d)
um recipiente para combinar um polissacarideo, agua, e as enzimas
dos elementos (a), (b), e (c); (e) meios para aquecer O
recipiente a uma temperatura entre cerca de 10 a 100°C; e (f)
meios para coletar ou usar parte do gas hidrogénio que é emitido
do recipiente. Os kits da invencdo também podem conter uma
composicdo de enzima como descrito acima.

As enzimas, reagentes, e aditivos (se desejado) e outros
componentes podem ser fornecidos em um ou mais recipientes
adequados dentro do kit. O kit pode compreender componentes
suficientes para realizar o método da invengdo uma unica vez ou
varias vezes. Kits podem ser fabricados de quélquer material
vantajoso, como pléastico, vidro, e metal.

O hidrogénio tem uma quantidade de usos possiveis. O
hidrogénio molecular é usado para a producdo de amdénia; no
refino de petréleo, em que H, é usado em toda uma refinaria
tipica; nas industrias de sintese quimica, gquando se deseja a
conversdao de uma dupla ligacdo carbono-carbono a uma ligacgao
simples C-C, ou de uma tripla ligagdo carbono-carbono a uma
ligacdo simples ou dupla ligac¢do; na indastria de alimentos para
a hidrogenacdo de o6leos vegetais; e na fabricacdo de circuitos
eletrdnicos. O hidrogénio também é usado extensivamente hoje em

dia para preparar metanol, fertilizantes, vidro, metais
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refinados, vitaminas, cosméticos, sabdes, lubrificantes, e
limpadores. Adicionalmente, o hidrogénio puro é um combustivel
excelente, tanto em motores de combustdo tradicionais como
também em células combustiveis, e produz apenas vapor d'agua
quando oxidado com oxigénio. Também é possivel usar hidrogénio
liguido como um combustivel, como em veiculos espaciais.

O hidrogénio produzido pelo processo da presente invencgao
pode ser separado de outras substéancias (p. ex., didxido de
carbono) completamente ou parcialmente, ou ele pode ser usado em
conjunto com af(s) outra(s) substancia(s). Quando se deseja
separar pelo menos parte do CO, do H; ¢é possivel usar uma
variedade de técnicas de separagdo conhecidas. Uma técnica do
tipo referido utiliza a separacdo por meio de ©peneiras
moleculares. Também seria possivel separar CO, de H; usando
destilacdao criogénica, por exemplo.

Um exemplo do uso direto de misturas de Hy/CO; é a produgdo
de acetato a partir de H; e CO, usando Clostridium aceticum, COmMO
¢ de conhecimento na arte. Outros meios de converter misturas de
H,/CO, com diversas concentracdes, por via bioquimica ou quimica,
também sdo conhecidos.

Exemplo

Agora a presente invencdo serd caracterizada e descrita
adicionalmente com referéncia ao seguinte exemplo ndo-limitante,
gue deve ser considerado puramente exemplar para a invengdo, e
nao deve se compreendido como limitando a invencdo de qualquer

forma. Em resumo, os paragrafos a seguir descreverdo selecdes
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ilustrativas de enzimas e procedimentos experimentais que
demonstram uma modalidade da invencdao.

Exemplo 1: Producdo enzimdtica de Hy; e CO, a partir de amido e

adgua

Para exemplificar a natureza pratica dos presentes métodos,
sistemas, e composicdes, amido foi convertido a hidrogénio e
didéxido de carbono em um processo de acordo com a presente
invencdo. Realizou-se experimentos em um sistema de fluxo
continuo com os retentor de umidade resfriadas com gelo. Todos
0s quimicos e enzimas foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co.
(E.U.A.), exceto se indicado de outra forma. Todas as enzimas e
suas reacgdes de catdlise encontram-se listadas na Tabela 1. O
volume de trabalho do reator personalizado foi de 2 ml. O
sistema foi purgado continuamente com hélio a uma taxa de fluxo
de 50 ml/min. A temperatura do vaso de reacdo encamisado foi
mantida a 30°C com um banho de &gua circulante Polyscience
(Niles, IL).

Tabela 1: Enzimas e reacdes de catédlise

EC Nome da enzima Reacao Origem Unid
ades
2.4.1.1 |glicogénio (CeH1005)n + P + H,0 — | musculo de |10
fosforilase (CeH1005) -1 + glicose- | coelho
1-P
5.4.2.2 |(fosfoglucomutase |G-1-P — G-6-P musculo de |10
coelho
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1.1.1.49|glicose-6- G-6-P + NADP' —» 6- S.cerevisiae
fosfato fosfogluconato +
desidrogenase NADPH
1.1.1.44|desidrogenase 6-fosfogluconato + S.cerevisiae
6- H,O + NADP'Y —
fosfogluconica |ripulose-5-fosfato
NADPH + CO;
5.3.1.6 |ribose 5- ribulose-5-fosfato espinafre
fosfato ribose-5-fosfato
isomerase
5.1.3.1 |ribulose-5- ribulose-5-fosfato S.cerevisiae
fosfato 3- xilulose-5-fosfato
epimerase
2.2.1.1 |transcetolase xilulose-5-fosfato E.coli
ribose-5-fosfato —
sedoheptulose-7-
fosfato +
gliceraldeido—B-.
fosfato
2.2.1.2 |transaldolase sedoheptulose-T7- S.cerevisiae

fosfato +

gliceraldeido-3-

fosfato — frutose-6-

fosfato + eritrose-4-

fosfato
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5.3.1.1 |triose-fosfato gliceraldeido 3- misculo de |1
isomerase fosfato — coelho
diidroxiacetona
fosfato
4.1.2.13|aldolase gliceraldeido 3- masculo de |1
fosfato coelho
diidroxiacetona

fosfato —

Fructose-1, 6-

bifosfato
3.1.3.11f{ frutose-1, 6- frutose-1, 6-bifosfato | E.colil 1
bifosfato H,0 — frutose-6-

fosfato + Pi

5.3.1.9 |fosfoglicose frutose-6-fosfato — [|S.cerevisiae |l

isomerase glicose-6-P

1.12.1.3|hidrogenase I NADPH + H™ — NADPY + P.furiosus |~70

de P.furiosus H,

A Figura 2 mostra um diagrama que ilustra o sistema de
célula de hidrogénio da invengdo configurado para monitorar H;
com um sensor baseado no Figaro TGS 822 e O com uma célula
galvanica Hersh modificada. O analisador de CO; (nao mostrado)
foi ligado entre a célula de reagcdo e a célula de eletrdlise.
Oxigénio e também hidrogénio e didéxido de carbono foram
monitorados no fluxo de gas. A evolucdo de hidrogénio foi medida
com um sensor de 6xido de estanho Figaro TGS 822 conectado por

meio de um amplificador de ponte a um multimetro Keithley Modelo
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2000 (Keithley Instruments, Cleveland, OH). A concentragido de
oxigénio foi monitorada com uma célula galvanica Hersh
modificada usando 24 % de KOH como o eletrdélito conectado a um
picoamperimetro auto-calibrante [autoranging] Keithley. A
producdo de diéxido de carbono foi medida com um analisador de
CO, LI-COR modelo LI-6252 conectado a um multimetro Keithley
2000. Os multimetros e o picoamperimetro foram conectados a um
computador através de placas de interface de uso geral IEEE 488.
A eletrélise para calibracdo de hidrogénio e oxigénio de acordo
com a lei de Faraday da equivaléncia eletroguimica foi realizada
com uma fonte de corrente programavel Keithley 220 conectada a
uma célula de eletrdlise em-linha. A calibragdao relativa ao
diéxido de carbono foi realizada com uma mistura de gas analisada
consistindo de 735 ppm de didxido de carbono e 1000 ppm de
oxigénio em hélio (Air Liquide America Corp., Houston, TX).

A coleta e andlise de dados foi realizada com © programa
ASYST 4.0 (ASYST Technologies, Inc., Rochester, NY) . Os
rendimentos molar/molar integrados de hidrogénio (Yy;) e didxido

de carbono (F¢p2) foram calculados como

em que Iy, € Icoy S30 as taxas de produgdo volumétrica em mmoles
de H, ou CO; por litro de volume de reagdo, por hora, e 4GE € o

consumo liquido de equivalentes de glicose em mM.
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G-6-P residual pode ser medido usando o kit de glicose HG da
Sigma. As misturas foram incubadas a 35°C durante 5 minutos e
determinou-se a absorbancia a 340 nm. O amido residual, G-1-P, e
G-6-P foram hidrolisados a glicose por meio de adicao de HzSO4
diluido e hidrélise a 121°C durante 1 hora. As solugdes de
glicose neutralizadas foram medidas com um kit de glicose HK.

A solucdo continha 1 unidade de cada uma das enzimas do
ciclo de pentose fosfato, aproximadamente 70 unidades de
hidrogenase de P. furiosus, 10 unidades de o-glucano
fosforilase, 10 unidades de fosfoglucomutase, 4 mM de fosfato,
0,5 mM de pirofosfato de tiamina, 2 mM de NADP®, 10 mM de MgCl,,
e 0,5 mM de MnCl, em 2,0 ml de 0,1 M de tampdo HEPES (pH 7,5). O
experimento foi conduzido a cerca de 30°C.

A Figura 3 mostra a taxa de produgdo volumétrica de
hidrogénio (mmol de Hy/1/h) de 2 mM de amido. Os rendimentos
integrados (mol/mol) de hidrogénio e CO, foram de 5,19 Hz/unidade
de glucano e de 5,37 COz/unidade de glucano, respectivamente. Os
rendimentos de hidrogénio e de CO; a partir de amido foram de
aproximadamente 43 % e 86 % dos rendimentos tedricos. Acredita-
se que o rendimento reduzido de hidrogénio deveu-se
primariamente & conversdo incompleta e, possivelmente, ao acumulo
de metabdlitos, como NADPH.

Embora se tenha descrito aqui de forma detalhada modalidades
ilustrativas e varias modificacdes das mesmas, alguém com
pratica na técnica percebera que o presente pedido ndo precisa

limitar-se a estas modalidades precisas e as modificagdes
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descritas, e que ¢é possivel praticar diversas alteracgbes e
modificacdes adicionais sem afastar-se do escopo ou espirito da
invencdo como definida nas reivindicag¢bes anexas. Aqueles com
pratica na técnica perceberdo outras modalidades, incluindo
modalidades que ndo proporcionam todas as caracteristicas e
vantagens apresentadas aqui.
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REIVINDICACOES

1. Processo in vitro, isento de células, para produzir

hidrogénio a partir de um polissacarideo, caracterizado pelo fato

de o referido processo compreender:

reduzir o numero de unidades de glucano do polissacarideo
mediante conversdo de pelo menos uma unidade de glucano a
ribulose-5-fosfato; e

gerar hidrogénio a partir da conversdo da unidade de glucano
a ribulose-5-fosfato.

2. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de a conversdo de pelo menos uma unidade de glucano a
ribulose-5-fosfato compreender:

converter enzimaticamente a unidade de glucano a glicose-1-
fosfato;

converter enzimaticamente a glicose-l-fosfato a glicose-6-
fosfato;

conve;ter enzimaticamente a glicose-6-fosfato a 6-
fosfogluconato; e

converter enzimaticamente a 6-fosfogluconato a ribulose-5-
fosfato.

3. Processo de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado

pelo fato de a produgao de hidrogénio ser acoplada
enzimaticamente & conversdo de glicose-6-fosfato a ribulose-5-

fosfato.
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4. Processo de acordo com a reivindicacd&o 2, caracterizado

pelo fato de compreender adicionalmente converter enzimaticamente

a ribulose-5-fosfato a um ou mais produtos de reacao.

5. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato do hidrogénio ser produzido por uma hidrogenase.

6. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de todas as etapas serem realizadas em um unico vaso de

reacao.

7. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato do polissacarideo compreender amido.

8. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato do polissacarideo compreender celulose.

9. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato do polissacarideo compreender hemicelulose.

10. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato do polissacarideo ndo ser amido ou celulose.

11. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de compreender adicionalmente separar, pelo menos
parcialmente, o hidrogénio do didéxido de carbono produzido pelo

processo.

12. Processo de acordo com a reivindicacgdo 11, caracterizado

pelo fato de compreender adicionalmente introduzir pelo menos
parte do hidrogénio em uma célula combustivel.

13. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de compreender adicionalmente gerar eletricidade a

partir do hidrogénio.
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14. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato do rendimento de hidrogénio ser de pelo menos 10 moles
de hidrogénio por mol de unidades de anidroglicose contidas no

polissacarideo de partida.

15. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de que a taxa maxima de produgdo de hidrogénio é de

pelo menos 0,4 mmol/1l/h.

16. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato do processo compreender:

(a) proporcionar uma mistura compreendendo um polissacarideo
e aqgua;

(b) proporcionar uma ou mais enzimas com atividade de
fosforilase;

(c) fosforilar pelo menos parte do polissacarideo para
produzir glicose-l-fosfato e um polissacarideo encurtado;

(d) proporcionar uma ou mais enzimas com atividade de
fosfoglucomutase;

(e) isomerizar pelo menos parte da glicose-l-fosfato
produzida na etapa (c) a glicose-6-fosfato;

(f) proporcionar uma pluralidade de enzimas efetivas para
catalisar as etapas da via de pentose fosfato;

(g) proporcionar uma ou mais enzimas com alguma atividade de
hidrogenase; e

(h) formar hidrogénio a partir de pelo menos parte da

glicose-6-fosfato produzida na etapa (e).
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17. Composicdo efetiva para gerar hidrogénio in vitro a

partir de um polissacarideo, caracterizado pelo fato da referida

composicdo compreender:

(a) um polissacarideo;

(b) agqua;

(c) uma enzima ou enzimas capazes de catalisar a conversao
do polissacarideo a glicose-6-fosfato;

(d) uma enzima ou enzimas capazes de catalisar a conversao
de NADPH e prétons a hidrogénio; e

(e) uma pluralidade de enzimas capazes de catalisar as
etapas da via de pentose fosfato.

18. Kit para produzir hidrogénio a ©partir de um

polissacarideo, caracterizado pelo fato do kit compreender:

(a) uma ou mais enzimas com atividade de fosforilase;

(b) uma ou mais enzimas com atividade de fosfoglucomutase;

(c) uma ou mais enzimas com atividade de hidrogenase;

(d) um recipiente para combinar um polissacarideo, agua, e
as enzimas dos elementos (a), (b), e (c);

(e) meios para aquecer o recipiente entre 10°C e 100°C; e

(f) meios para coletar ou usar parte ou todo o gas
hidrogénio que surge do recipiente.

19. Kit de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado pelo

fato do rendimento de hidrogénio ser de pelo menos 10 moles de
hidrogénio por mol de unidades de anidroglicose contidas no

polissacarideo de partida.
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20. Kit de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado pelo

fato de compreender adicionalmente meios para gerar eletricidade

a partir de gé&s hidrogénio.
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§ P? 3& Glucano fosforilase

GiP = glicose-1-fosfato
GBP = uglicose-G-fdsfato
&P3 = 6-fosfogluconato
RuSP =ribulose-5-fosfato
RSP = ribose5-fosfato
¥5P = xiluloseb-fosfato

S7P = sedoheptulose-6-fosfato

Figura 1
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hidrogénio e diéxido de ca
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RESUMO
Pedido deiPatente de Invencio para: “PRODUGCAO DE BIOHIDROGENIO
poa.§IA~ENZIMATICA ARTIFICIAL" . | B

A  pre§ente invgn¢éo compreende um processo enzimatico in
vitro que convérte efgtivamenté ‘polissacarideos renovaveis em
;ltos rendimentos. de hidrogénio eﬁ, coﬁdigées bfandas} usando
apenas enzimas e _agua. O.processo compreende'ﬁmqlquantidadé dé
eqéimas '(i)‘ ~fosfd"];_iléses,, '1(2{ fbsfoéluéomdtéées, (3)

hidrogenases, - (4) enzimas envolvidas na Vvia de ' pentose-

fosfato. Mbdaliaades préferidas ~do -processo produzem apenas_

rbono como produtos puros, traduzindo-

se em um método econdmico de gerar -hidrogénio em quantidades

‘.' - - - . -

N \" . . ’ .
muito grandes a partir de matérias-primas de baixo custo.
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