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Relatoério Descritivo de Patente de Invencgao
PROCESSO DE PRODUGAO DE CELULASES E HEMICELULASES
EMPREGANDO CELULOSE PARCIALMENTE HIDROLISADA, USO DE
CELULOSE PARCIALMENTE HIDROLISADA, E, SUBSTRATO
COMPREENDENDO CELULOSE PARCIALMENTE HIDROLISADA

Campo da Invencao

A presente invenc¢ao se refere a um processo de produgédo de enzimas,
especialmente celulases e/ou hemicelulases, utilizando como substrato
celulose parcialmente hidrolisada como fonte indutora e de carbono. Em uma
realizagao preferencial, os indutores liberados da hidrélise parcial da celulose
séo adicionados ao meio de cultivo para obter maiores produgdes de enzimas e
em outra realizacao, a celulose parcialmente hidrolisada é acrescida ao meio
de cultivo. A presente invencdo se situa no campo da biologia, quimica e

bioquimica.

Antecedentes da Invencao

As celulases sdo constituidas por um complexo enzimatico constituido
por 1) endo-B-1,4-glicanases que hidrolisam as liga¢des glicosidicas ao acaso
na fibra de celulose; 2) exo- B-1,4-glicanases ou celobiohidrolases, que agem
nas extremidades redutoras e ndo redutoras de polimeros gerados pela agao
das endoglicanases liberando oligossacarideos e celobiose; e 3) (-1,4-
glicosidases que hidrolisam oligossacarideos e celobiose a glicose.

A hidrélise de celulose a glicose tem cada vez mais importancia, pois
este acgticar pode ser utilizado como matéria-prima em uma série de processos
biotecnoldgicos e quimicos. Nas ultimas décadas, as tecnologias baseadas na
atividade de celulases vém despertando cada vez mais interesse. A
investigacdo para encontrar substratos adequados para producao de
biocombustiveis tais como etanol de segunda gerag¢ao tem sido de particular
interesse. Além disso, a celulose é enconirada em substratos de baixo custo,

tais como bagacos, serragens, residuos da agricultura e no lixo urbano. No
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entanto, para que a celulose seja hidrolisada faz-se necessdrio o uso de
enzimas (celulases) ou acidos. A opg¢ao enzimatica € mais promissora devido
ao fato desta gerar menores quantidades de produtos de degrédagéo, além das
enzimas nao serem corrosivas.

No processo de produgéo de celulases, a celulose é adicionada ao meio
de cultivo para servir como fonte indutora. No entanto, devido ao grande
tamanho das fibras de celulose, as quais sdo constituidas por 8.000 a 12.000
unidades glicopiranosidicas, estas moléculas ndo sdo capazes de entrar no
interior da célula e acionar o mecanismo de regulagdo génica que controla a
producdo das enzimas do complexo celulases. Assim, celulases constitutivas
presentes na parede celular do conidio ou da parede celular, realizam uma
hidrélise parcial da fibra de celulose, liberando assim dissacarideos e
monossacarideos que s&o capazes de entrar na célula e acionar o mecanismo
de producgéo de celulases. Intracelularmente, monossacarideos, como a glicose
também podem ser convertidos a dissacarideos por agédo de B-glicosidases.

No entanto, estes dissacarideos gerados por hidrélise do substrato ou
transglicosilagdo sé@o gerados em pequenas quantidades, o que resulta em
producdo de enzimas para a manutengdo da célula, ndo incrementando a
produgdo de celulases como se deseja para tornar o processo de produgéo de
celulases rentavel economicamente. Neste sentido, uma alternativa é a
suplementacdo do meio de cultivo com estes dissacarideos. Porém, o uso
destes aglicares para produgdo comercial de celulases torna-se inviavel devido
aos seus elevados valores, 100 mg de soforose custam R$ 8.410,00 (oito mil
quatrocentos e dez reais) enquanto a gentiobiose custa R$ 1.334,00 (um mil
trezentos e trinta e quatro reais) por grama.

Assim, como para a produgédo de enzimas celulases o substrato utilizado
é uma forma microcristalina da celulose um produto comercial oriundo da
industria papeleira, o qual apresenta custo em torno de US$ 130/tonelada.

A literatura patentaria contempla diversos documentos relacionados a
producdo de celulases e em alguns casos menciona © emprego dos
dissacarideos gentiobiose, soforose e lactose, no entanto ndo ha relato de
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emprego de celulose parcialmente hidrolisada como fonte de indutores,
conforme apresentado na presente invengéo.

O documento US 2011/0262997, depositada pela Novozymes North
America, Inc. relata um processo de produgdo de celulase em célula
hospedeira e emprega material lignocelulésico pré-tratado para induzir a
produgdo de celulase. A invengédo também se relaciona com a utilizagdo de
pré-tratado com o material ligno-celulésico como indutor ou fonte de carbono
nos processos de produgéo de celulase.

O documento intitulado “Expression systems for commercial production
of cellulase and xylanase in Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis”, US
5,888,800 descreve o aumento da produgdo de uma celulase heterdloga
conseguido através da transformagdo de Bacillus subtilis e Bacillus
licheniformis com construgdes genéticas que contém um promotor de protease
e da sequéncia de sinal para expressar genes de celulase alcalofilicas.

O pedido de patente US 2008/0241885 relata a produgdo de celulases
empregando uma cultura microbiana que produz soforolipidio e a utilizagéo do
soforolipidio para a produgéo de celulases.

O documento intitulado “Method for cellulase production”, US 8,093,019,
depositado pela logen Energy Corporation descreve um processo de
fermentagédo usando hemicelulose para produgéo de misturas de celulase com
uma elevada proporgdo de celulases em relagdo a hemicelulases. As celulases
produzidas pelo processo da invengdo sdo ainda caracterizadas por uma
produtividade especifica elevada. As misturas resultantes de celulase
compreendem pelo menos duas vezes mais do que a celulase, hemicelulase e
séo Uteis para a hidrélise de substrato celulésico, em particular, do substrato
pré-tratado lignoceluldsico.

A patente US 4,275,163 “Cellulase-producing microorganism” descreve
um processo € um microrganismo para a sintese de celulases. O
microrganismo empregado & uma estirpe mutante de um fungo ascomiceto
capaz de sintetizar celulases. A sintese de celulases pelo mutante ndo é
reprimida por glicerol, reprimido pela glicose e indutiveis na presenca de niveis
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elevados por lactose. Além disso, a combinagéo de lactose com xilose elicia
sintese de celulases pelo mutante.

O documento US 2010/0009408 “Induction of Gene Expression Using a
High Concentration Sugar Mixture”, descreve uma composigao util para induzir
a expresséo de genes cuja expressédo esta sob controle de uma sequéncia de
promotor indutivel @ métodos para a preparagdo composi¢des e utilizagao.
Neste documento sdo empregados os agucares celobiose, gentiobiose,
soforose e glicose para induzir a produgéo de celulases.

No documento patentario “Compositions and Methods for Improved
Protein Production” US 2010/0279346, sdo utilizados como indutores para
produgdo de celulases os substratos celulose, lactose, soforose e
glicose/soforose.

A patente depositada sob nimero US 8,044,192 intitulada “Promoters
and uses thereof” da Rohm Enzyme GmbH, emprega vetores contendo
promotores que sdo ativados por soforose. Estes vetores sé&o inseridos na
célula hospedeira por transformagao.

A invengdo relatada na patente “Method for production of secreted
proteins in fungi”, US 2004/0115790, refere-se a um promotor em hospedeiro
fungico para a produgéo de proteinas. De acordo com a invengéo, o promotor
foi modificado na sua resposta aos mecanismos que medeiam transcricional da
regulagdo negativa de proteinas secretadas sob sfress. Esta invengéo
relaciona-se também a métodos para a produgéo de proteina otimizado de
proteinas secretaveis em fungos.

A existéncia de diversas patentes sobre a produgdo de celulases e
hemicelulases, sendo que algumas depositadas por empresas produtoras de
enzimas, como Novozymes e logen Energy Corporation, demonstra que ha
grande interesse comercial por estas enzimas, principalmente devido ao
potencial de uso de celulases para produgdo de biocombustiveis de segunda
geragao.

A presente invengdo descreve uma hidrélise parcial de celulose,
empregando baixas concentracdes de celulases, para liberar componentes,
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preferencialmente aglcares, que atuardo como indutores no processo de
produgéo de celulases, incrementando assim os titulos enzimaticos produzidos.

Neste sentido, a presente invengdo vem proporcionar uma forma
alternativa de indugédo adicional aos processos de produgdo de celulases,
levando a produgdo de maiores titulos enziméticos devido a presenga de
indutores liberados a partir da degradacgdo da celulose que sera empregada
nos meios de produgéo.

A presente invengdo apresenta diversas vantagens em relagdo ao
estado da técnica, tais como:

* o processo utiliza indutores liberados de processos de hidrélise parcial
de celulose para a elevada produgdo das enzimas celulases a baixo custo;

* o processo permite a utilizagdo da celulose parcialmente degradada
para produgéo de celulases como fonte de carbono e indutora;

* possibilita maiores produtividades, visto que o emprego de indutores
antecipa a produgdo de celulases;

* possibilita a obtengéo de indutores de baixo custo em relagdo aos
disponiveis no mercado, mais eficientes para a produgéo de celulases.

O processo de produgdo de enzimas da presente invengdo é uma
alternativa aos processos conhecidos, pois, torna a produgdo mais rentavel,
visto que emprega o subsirato que j& é tradicionalmente empregado como
fonte de carbono, porém, com a hidrélise parcial da celulose, os titulos
enzimaticos sdo incrementados e os maiores titulos enzimaticos séo obtidos
em tempos menores.

Do que se depende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invengéo,
de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e atividade inventiva
frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencéo
Em um aspecto, a presente invengdo proporciona um processo de
produgdo de celulases caracterizado por compreender
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- pré-hidrélise de celulose,

- inoculagdo de celulose pré-hidrolisada, agucares liberados da pré
hidrolise e cultura de crescimento de Penicillium echinulatum com Penicillium
echinulatum,

Em uma realizagédo preferencial o Penicillium echinulatum é de linhagem
9A0281.

Em uma realizag@o preferencial os aglcares liberados da pré hidrolise
s#do oligo-, di- @ monossacarideos.

Em uma realizag@o preferencial a cultura de crescimento de Penicillium
echinulatum compreender cultivos em estado sélido ou cultivos submersos.

Estes e outros objetos da invengéo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, € serdo
descritos em detalhes suficientes para sua reprodugéo na descrigéo a seguir.

Breve descrigdo das figuras
A Figura 1 apresenta as atividades de endoglicanases obtidas em cultivo

de Penicillium echinulatum em meio contendo celulose parcialmente hidrolisada
em diferentes tempos de hidrélise.

Na Figura 2 sdo apresentadas as atividades de endoglicanases obtidas
em cultivos com Penicillium echinulatum, empregando celulose hidrolisada
enzimaticamente durante diferentes tempos. A atividade apresentada no
grafico refere-se a atividade obtida em 48 horas de cultivo. Verifica-se que a
produgdo de endoglicanases na amostra que foi hidrolisada por uma hora foi
superior ao cultivo com celulose néo hidrolisada.

A Figura 3 apresenta as medidas de pH obtidas durante o cultivo de
Penicillium echinulatum contendo hidrolisados de celulose em frascos mantidos
sob agitagdo reciproca. Verifica-se que os meios formulados com celulose
parcialmente hidrolisada apresentaram redugdo no pH anterior ao meio
formulado com celulose n&o tratada enzimaticamente.

Na Figura 4 sdo apresentados os perfis de bandas de atividade de
endoglicanases em gel contendo carboximetilcelulose e em mistura reacional
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do caldo enzimatico, produzido por Penicillium echinulatum 9A02S1 obtido do
cultivo submerso controle, contendo 1% de celulose. A- Perfil da atividade de
proteinas separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
extraidas e precipitadas a partir de 2 pl do caldo enzimatico. M - massa
molecular. Na lateral direita encontram-se as informagdes dos valores da
massa molecular. A) celulose ndo tratada enzimaticamente, B) celulose
parcialmente hidrolisada durante 30 minutos, C) celulose parcialmente
hidrolisada durante 1 hora. Verifica-se maior quantidade de bandas nas
amostras que foram produzidas na presenga de celulose parcialmente
hidrolisada.

A Figura 5 ilustra os dados obtidos na cromatografia de interagéao iénica
para quantificagdo dos aglcares liberados da hidrélise parcial da celulose. A
figura A mostra o tempo inicial (tempo zero) e, na figura B, apés 1 hora de
hidrélise.

Descrigdo Detalhada da Invencéo
Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma

das inimeras maneiras de se realizar a invengdo, contudo, sem limitar o
escopo da mesma.
Processo de produgéo de enzimas
A presente invencdo descreve o processo de produgdo de enzimas

compreendendo o emprego de celulose parcialmente hidrolisada e aglcares
liberados da hidrélise parcial da celulose.

Em uma realizagéo preferencial, a celulose € parcialmente hidrolisada
empregando enzimas hidroliticas (celulases, xilanases, efc..).

Em uma outra realizagéo preferencial, sdo empregados os aglcares
liberados da hidrélise parcial da celulose.

Em outra realizagdo preferencial, sdo empregados os aglcares liberados
da hidrélise parcial da celulose juntamente com a celulose parcialmente
hidrolisada.
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Em uma realizagao preferencial, o processo de produgdo compreende a
produgéo das enzimas em cultivos em estado sélido.
Em outra realizagéo preferencial, o processo de produgé@o compreende a
producgéo em cultivos submersos.
Uso de celulose parcialmente hidrolisada para producéo de celulases
A presente invengdo também descreve o uso de celulose parciaimente
hidrolisada e dos oligo- di- € monossacarideos liberados da hidrélise da
celulose para produgéo de enzimas, preferencialmente celulases.
P. echinulatum denominada 9A02S1
P. echinulatum denominada 9A02S1, é linhagem mutante de Penicilium
echinulatum linhagem 9A02S1, depositada no Centro Depositario DSMZ, na
Alemanha, com registro de deppédsito nimero DSM18942. Nimero de acesso
par ao depésito : DSM18942; data de depésito : 17/01/2007; Nome e enderego
da instituicdo depositaria: Centro Depositario DSMZ, Alemanha, DSMZ GmBH,
Inhoffenstrasse 7 B, 38124 Braunschweig. A linhagem pode ser facilmente
crescida em meio Potato dextrose Agar na temperatura de 28 C.
A presente invengdo também descreve um substrato compreendendo
celulose parcialmente  hidrolisada para produgdo de enzimas,
preferencialmetne celulases.

Exemplo 1. Realizacdo Preferencial
Na presente inveng#o, foram desenvolvidos processos de produgdo de

celulases empregando celulose parcialmente hidrolisada enzimaticamente ou
empregando os oligo-, di- e monossacarideos liberados da hidrélise da celulose
para produgdo de enzimas. A produgdo de celulases empregando este
substrato pode ser realizada tanto por fungos como por bactérias, em cultivos
submersos e/ou em estado sélido. O processo € inovador e visa preencher
diversas lacunas encontradas no estudo da técnica, apresentando diversas
alternativas para a produgdo de maiores titulos enzimaticos em menores
tempos, empregando substratos (substéncias indutoras) e técnicas de baixo



10

15

20

25

30

9/10

custo, o que possibilita uma maior eficiéncia econdmica no processo de
produgéo de celulases, diferenciando esta tecnologia das demais existentes.

Nas Figuras 1 a 4 sdo apresentados alguns resultados que evidenciam a
importancia da utilizagdo de celulose parcialmente hidrolisada e de
oligossacarideos liberados da celulose para a indugdo da produgédo de
celulases.

O exemplo a seguir detalha melhor a metodologia utilizada pelo inventor:
Exemplo 1: Produgdo de celulases empregando celulose parcialmente
hidrolisada

Neste exemplo, a produgdo de enzimas foi realizada empregando um
fungo mutante de P. echinulatum, fato este que constitui novidade, pois os
mutantes de P. echinulatum ainda ndo foram utilizados para a produgéo de
celulases em meio formulado com celulose parcialmente hidrolisada efou com
os oligo-, di- e monossacarideos liberados da hidrélise parcial da celulose para
a produgéo de celulases.

A hidrélise enzimatica & realizada com um complexo enzimatico
contendo hidrolases (celulases, hemicelulases, etc.), empregando cargas
enzimaticas na faixa de 0,1 a 50 FPU/g de substrato e por diferentes tempos.

A celulase parcialmente hidrolisada s&o adicionados sais minerais, farelo
de soja e trigo e agua destilada. Esta mistura é autoclavada inoculada com
microrganismos produtores de celulases que ¢é incubada para o
desenvolvimento do microrganismo e para produgdo. Para a coleta das
enzimas, realiza-se uma filtragem e/ou centrifugagdo do cultivo para a remogéo
do micélio e o caldo enzimatico & recolhido. Alternativamente, também &
possivel a utilizagdo dos preparados enzimaticos sem a filtragem ou
centrifugagéo.

Os versados na arte valorizardo o processo aqui proposto como uma
excelente alternativa aos processos de producédo de celulases ja existentes e
muito colaboram para a otimizag&o dos processos de produgdo e aumento da
produtividade. Estes fatores possibilitaram o desenvolvimento de processos de
baixo custo com elevadas produtividades e rendimentos.
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Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invengdo nas modalidades apresentadas e em outros
variantes, abrangidos no escopo das reivindicagdes anexas.
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Reivindicacdes

1. Processo de producéao de celulases caracterizado por compreender
a) Pré-hidrélise enzimatica de celulose ;
b) Inoculacdo da celulose pré-hidrolisada, dos acucares liberados da
pré hidrolise e de um meio de cultura de crescimento de Penicillium
echinulatum com Penicillium echinulatum.

2. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pela pré-
hidrolise enzimatica ser realizada com enzimas hidroliticas em uma
concentracéo de 0,1 a 50 FPU/g de substrato.

3. Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pela
pré-hidrélise enziméatica ser realizada em uma solucdo compreendendo 1% de
celulose.

4. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3,
caracterizado pela pré-hidrélise enzimatica ser realizada por 30 min a 60

minutos.
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