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MATERIAL DE CELULOSE OU LIGNOCELULOSE. A presente invencao refere-se a producdo de
acidos aldénicos, mais precisamente de acido celobiénico, a partir de matéria-prima renovavel de
origem ndo animal, desfibrilada em ultra refinador de discos. A polpa de celulose desfibrilada foi
utilizada como substrato para alimentar o sistema de produgéo de &cido celobifnico por via enzimética.
Tal sistema é constituido por duas etapas: (i) acdo de um conjunto de enzimas hidroliticas com
atividade de exoglucanase do tipo | e 1l (celobiohidrolases, CBHI e CBHII), com ac¢&o sobre as cadeias
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oxidorredutase celobiose desidrogenase (CDH), a qual tem como mecanismo de acgdo a capacidade de
oxidar as moléculas de celobiose, previamente produzidas pelas CBHs, convertendo este carboidrato
em acido alddnico. O referido sistema também permite a producéo de acidos apresentando cadeias de
maior grau de polimerizacdo. A presente invencédo pode ser aplicada na area de cosméticos (como
parte da formulacdo de produtos topicos com origem vegana), nanotecnologia (liberacdo controlada de
farmacos), em alimentos (controle biolégico de contaminantes) e na area médica e hospitalar
(estabilizagdo de 6rgaos (...).
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PROCESSOS DE PRODUGAO DE ACIDO CELOBIONICO (CBA) A PARTIR
DE MATERIAL DE CELULOSE OU LIGNOCELULOSE

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente 1invencdo se 1insere no campo da
Biotecnologia, especificamente na &rea de bioprocessos, e
descreve a producgdo de acidos aldbnicos, mais precisamente
de acido celobidnico, a partir de matéria-prima renovavel de
origem ndo animal. A aplicacdo é abrangente na &rea de
cosméticos, nanotecnologia, em alimentos, e na area médica
e hospitalar.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] O interesse de diversos setores na utilizacdo de
adcidos orgdnicos derivados de carboidratos tem aumentado
drasticamente. Tal interesse é devido a necessidade em se
substituir compostos obtidos de fontes ndo renovaveis e
impulsionar a integracdo de produtos de alto valor agregado
as biorrefinarias (Mehtit et al., 2016). Adicionalmente,
existe uma crescente preocupacdo com a utilizacdo de matéria-
prima de origem animal, o que resulta no incentivo a produtos
veganos (utilizando apenas ingredientes de origem vegetal).

[003] Os é&cidos aldobibdnicos (ABA) consistem em um
monossacarideo quimicamente unido a um polihidroxidcido por
uma ligacdo do tipo éter, ou podem também ser interpretados
como a forma oxidada de um oligossacarideo. O acido
celobidbnico (4-0-B-D-glucopiranosil-acido D-glucdnico, CBA)
pode ser classificado como um &cido orgédnico, aclUcar &cido
ou ABA (Mehtid et al., 2016; Sauer et al., 2008; Yu & Scott,
2008), obtido a partir da oxidacdo da celobiose (CgH7(OHg)O) 2,
que é um dissacarideo formado por duas unidades de glicose

unidas por uma ligacdo do tipo B-1-4 (Figura 1A). Em geral,
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os ABA tém propriedades fisico-quimicas favoraveis para
compor formulacdes cosméticas, devido a sua solubilidade em
dgua e acidez fraca, tornando-se adequados para aplicacdo em
peles sensiveis.

[004] E comprovado que os hidroxidcidos orgénicos,
como o CBA, sdo compostos naturais que podem modular varios
processos, como por exemplo, o de queratinizacdo da pele, e
apresentam a capacidade de combater os radicais livres,
podendo ser utilizados em tratamentos para o)
rejuvenescimento da pele (Yu & Scott, 2004). Tal mecanismo
é devido a sua capacidade de aumentar a biossintese de alguns
componentes, como o coldgeno e o acido hialurénico,
auxiliando no espessamento deste tecido e em suas
propriedades antioxidantes. Além disso, os &cidos orgénicos
sdo considerados blocos quimicos primarios (building-blocks)
e podem ser utilizados como matéria-prima para sintese de
diversos compostos de maior complexidade que atualmente séo
obtidos a partir de derivados do petrdleo como mondmero de
vinil acetato, herbicidas, estabilizantes de alimentos,
acidulante, detergentes, componentes de produtos
farmacéuticos (Du et al., 2015). S&o também considerados
quelantes naturais de alta eficiéncia, pois sequestram
metais e compostos téxicos pela formacdo de complexos
sollvelis e possibilitam sua captura, sendo utilizados como
agente sequestrante natural na area médica, na indGstria e
na agricultura (Escandar et al., 1991).

[005] As aplicacdes do CBA ainda sé&do preliminares,
porém, apresenta grande potencial para compor a matriz de
géis (auxiliando na protecdo da pele inflamada ou em

feridas), uso tépico em cabelo, unha, pele e mucosas para O
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tratamento de feridas, como parte da composicdo de xampu,
cremes para O Ccorpo e o rosto, méascaras faciais, tratamento
da acne, e propriedades antioxidantes comparaveis aos do
adcido ascérbico (vitamina C) (Yu & Scott, 2004). A limitacéo
da abrangéncia das aplicacdes do CBA muito se deve a falta
de metodologias eficazes para sua producdo em larga escala.
Apesar disso, o mercado de acidos orgédnicos vem aumentando,
no entanto, métodos de producdo ainda ndo sdo capazes de
alcancar as demandas industriais (Du et al., 2015; Sauer et
al., 2008).

[006] A matéria-prima celobiose em sua forma pura (2
98%) tem custo de aproximadamente R$ 12.105,00/kg (doze mil,
cento e cinco reais por quilograma), comercializado pela
empresa Sigma-Aldrich (disponivel em:
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/c7252) .
Outra empresa fornecedora de celobiose no Brasil, Exodo
Cientifica, comercializa o material importado com o valor de
aproximadamente R$ 54.422.40/Kg (cinquenta e quatro mil,
quatrocentos e vinte e dois reais e quarenta centavos por
quilograma) . Além disso, ndo existe no Brasil, empresas que
produzem este composto (apenas comercializam o composto
importado), portanto, um processo que utilize uma matéria-
prima de baixo custo para a producdo de CBA é economicamente
interessante como estratégia nacional.

[007] Atualmente, a producdo do CBA é realizada por
poucas empresas internacionais e é comercializado na sua
forma de sal (sal de ambénio). Empresas como Toronto Research
Chemicals (Toronto, Canada), Biosynth (Staad, Suica), CD
BioGlyco (Shirley, NY, EUA) e Clinivex Inovative Solutions

(Toronto, Canadd) sé&o responsaveils por sua comercializacéo.
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A empresa BioGlyco produz os sais de CBA por método sintético
(disponivel em: https://www.bioglyco.com/cellobionic-acid-
ammonium-salt-item-1635.html) e a empresa Clinivex pelo
processo de ozonizacdo da celobiose (disponivel em:
https://theclinivex.com/cellobionicacid-ammonium-
salt.html) .

[008] Um dos &cidos addbnicos bem estabelecido do ponto
de vista comercial e industrial, é o &cido lactobidnico
(LBA), composto por uma unidade de galactose unida a uma
glicose oxidada em Cl, que é estruturalmente bastante similar
a celobiose (Figura 1B). O LBA Jj& possui consolidada
aplicacdo na Aarea médica como componente de solugdes
estabilizadoras durante o transporte de &érgdos a serem
transplantados (coracdo, pulmdo, figado, rins etc.), devido
a sua capacidade de quelar metais e reduzir a acdo oxidativa
ao tecido. Ainda, é componente de agentes estabilizantes em
formulacdes de proteinas terapéuticas, principalmente as
citocinas (Interferons) utilizadas em oncologia (Climent et
al., 2011). O LBA também é alvo de investigacgdes para uso em
formulacgdes para aumentar a absorcdo de cdlcio no intestino,
uma vez que é capaz de formar um complexo com esse elemento,
aumentando a sua solubilidade e facilitando sua assimilacéo
pelo corpo humano (Nakano et al., 2006).

[009] O CBA, por ser um estereoisdbmero do LBA, & um
potencial substituinte desse composto nas formulacdes
cosméticas, médicas, farmacéuticas, alimenticias onde o LBA
Jj& possuili vasta aplicacdo. Pelo fato de o LBA ser de origem
animal (oxidacdo da lactose) é de extremo interesse das
indtstrias fazer a substituicdo deste composto, sendo o CBA

um excelente e promissor candidato pela sua similaridade e
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por ser de origem vegetal (oxidacgdo da celobiose). O CBA néo
apresenta relacdo com o manejo de animais, sendo um produto
considerado sem crueldade com animais (cruelty-free). Outra
questdo importante, relacionada a utilizacdo de produtos de
origem animal, é o risco de contaminag¢do por virus e prions.
No entanto, a producdo do CBA ainda estd subdesenvolvida,
utilizando de sinteses qgquimicas, custosas e poluentes, ou
por microrganismos que necessitam de meios complexos de
fermentacdo, metodologias de producdo pouco aplicadas na
indastria (resting cells) e processos downstream mais
rigorosos para recuperacdo do CBA com alta pureza, fatores
que impedem a ampliacdo e aplicagcdo comercial em larga
escala. Nesta problematica, se faz necessario o
desenvolvimento e o aprimoramento de métodos de producio
mais sustentédveis, que ndo gerem subprodutos ou impurezas,
e que apresentem maior facilidade no processo de purificacéo
e obtencdo do produto.

[010] A celobiose, matéria-prima de origem vegetal
para a producdo do CBA, pode ser obtida a partir de diversas
fontes lignoceluldsicas como bagaco e palha de cana-de-
acucar, eucalipto, pinus, palha de milho, palha de trigo,
algoddo, papel, fibras vegetais como a juta e polpa de
celulose obtida apds a sacarificacdo da celulose (Vedovato
et al., 2020).

[011] Inicialmente, a producdo de CBA foi relatada por
via eletroquimica, oxidacdo quimica ou pirdlise utilizando
catalisadores potencialmente tdéxicos, custosos e gue geram
subprodutos indesejiveis, além de dispendiosos processos de
downstream para recuperacdo do CBA, e dificuldades no

tratamento e descarte do efluente gerado, o qual contém
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metais pesados (Haffenden and Yaylayan, 2008; Frush, 1963;
Yang and Montgomery, 2005). Outras desvantagens desses
processos sdo o uso da celobiose comercial como produto de
partida (matéria-prima com alto wvalor agregado) e de
catalisadores qguimicos como Dbromo, o0zdnio, carbonato de
calcio e nitrogénio gasoso. Mais especificamente, a pirdlise
dos carboidratos para geracgdo dos acidos alddnicos necessita
de elevadas temperaturas (em torno de 250°C) em atmosfera de
hélio ou ambiente aerdébico (ar), gerando uma mistura de
varios componentes (lactonas ou sacarina) (Haffenden and
Yaylayan, 2008), resultando em um processo custoso e ndo-
seletivo.

[012] A producdao por catalisadores inorganicos
(oxidacdo qgquimica) é incompativel com a producdo em larga
escala, por falta de seletividade, uso de metais danosos a
salude e frequente desativacdo do catalisador (Besson et al.,
1995; Climent et al., 2011; Governo et al., 2004). A producgdao
por via eletroquimica é passivel de ser escalonada para
producdo industrial, porém utiliza de eletrodos contendo
metais pesados, tdéxicos e custosos como o bromo, ouro, iridio
e platina, elevado uso de energia elétrica e a liberacdo de
CO2 no processo (Isbell et al., 1932; Isbell and Frush, 1931;
Parpot et al., 2010; Vedovato et al., 2020).

[013] Nesses processos o CBA gerado é recuperado pelo
uso de solventes, como a acetonitrila, e de colunas compostas
de carvido ou de aminopropril/silica (Frush, 1963; Li et al.,
2015; Lemeune et al., 2000; Moe et al., 2002). A
inconveniéncia dessas técnicas, gque usam componentes ndo
ambientalmente corretos (metais pesados, solventes,

condicbdes extremas de temperatura e gasto de energia
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elétrica), promovem uma alta demanda por processos
alternativos de obtencdo de CBA de modo ambientalmente
correto e sustentédvel usando celulose como matéria-prima e
catalisadores bioldégicos para sua converséo.

[014] Atualmente, tem sido descrita a producgdo através
do uso de células de microrganismos, pois ¢é observada a
producdo de CBA por bactérias produtoras de acido acético,
arqueias e alguns eucariotos (Kiryu et al., 2015; Mehtio et
al., 2016). Nestes ©processos, as células microbianas
assimilam a celobiose contida no meio de cultivo e promovem
a sua oxidacdo no ambiente intracelular, gerando CBA que,
posteriormente, serd transportado para o meio extracelular
e recuperado do meio de cultivo para o0s processos de
downstream. As fontes de carbono utilizadas podem ser
complexas ou poliméricas como papel, celulose ou residuos
lignoceluldésicos, ou estruturalmente mais simples, como é o
caso da celobiose.

[015] Em linhagens bacterianas selvagens, como
Gluconobacter frateurii NBRC3285 e Fibrobacter succinogenes
sS85, o0 mecanismo de oxidacdo da celobiose acontece
naturalmente, porém com baixos valores de conversdo (abaixo
de 10,8%) (Mao et al., 2018; Nouaille et al., 2009). J&, em
bactérias como Pseudomonas fragi e cepas de Pseudomonas
taetrolens geneticamente modificadas (OGM), o rendimento
apresentou valores de conversdo de 40 a 100% wutilizando
celobiose comercial e celobiose obtida de papel reciclado
(Kiryu et al., 2015; Oh et al., 2022; Yoo et al., 2022).

[016] No processo de producdo a partir de papel
reciclado, duas etapas foram necessarias. Inicialmente,

ocorre a hidrdélise enzimatica do papel, seguida de uma etapa
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de fermentacdo bacteriana utilizando a celobiose gerada para
producdo de CBA. Na hidrdélise foi utilizado um coquetel
comercial de celulases para hidrolisar o material para a
obtencdo de celobiose. Porém, a impureza dos coquetéis
comerciais ou do uso de coquetéis né&o-especificos (obtidos
através de microrganismos contendo varios tipos de enzimas)
resulta em uma incoeréncia, pois diminui a eficiéncia do
processo de obtencdo maxima da celobiose, uma desvantagem,
quando comparado com a presente invencdo. Como ocorreu nesse
caso, somente 62% da celulose (49,6 g/L) contida no papel
reciclado foil hidrolisada em celobiose (23 g/L), acompanhada
por uma grande parcela da celobiose que foi convertida a
glicose (21,1 g/L). Isto ocorre pela presenca de uma classe
de enzimas denominadas B-glicosidases nos coquetéis
comerciais, que convertem rapidamente celobiose em duas
unidades de glicose.

[017] Em suma, o rendimento de producdo de celobiose
é drasticamente afetado nesse processo devido ao uso de
coquetéis comerciais ndo especificos para a producdo de CBA.
Em seguida, na etapa de fermentacdo o OGM utiliza os acucares
gerados (glicose e xilose) como fonte de carbono, e a
celobiose é direcionada para produzir CBA. A temperatura de
hidrdélise (50 °C) e de cultivo (25 °C) do microrganismo né&o
sdo similares, deste modo, o sistema deve passar por um
processo de resfriamento das solugdes, sendo uma etapa
critica do ponto de vista de producdo industrial. A presente
invencdo, por sua vez, utiliza um processo isotérmico
constante, coquetel enzimatico especifico de alta eficiéncia
e tempo de producgdo reduzido (48h) apresentando

superioridade e vantagem frente a producdo de CBA por
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microrganismos.

[018] Com relacédo aos processos de producdo de CBA que
fazem uso de fungos, o secretoma do ascomiceto Chaetomium
cellulolyticum foi capaz de produzir CBA a partir da
hidrdélise de residuos de papéis e celulose pura
deslignificada (Solka Floc). Os fungos s&do naturalmente
capazes de produzir um conjunto de enzimas especificas
relacionadas ao substrato que colonizam. Logo, é possivel
cultivd-lo em um substrato desejado, e este induz a expresséao
e secrecdo de enzimas relacionadas a clivagem dele.
Utilizando dessa técnica, foi descrito a acdo do secretoma
de C. cellulolyticum, o qual, em 32 h de reacdo foi capaz de
hidrolisar 47% do residuo de papel, dos quais 29% resultaram
na producdo de CBA. J& em celulose pura, em 48 h o secretoma
de C. cellulolyticum hidrolisou 91%, resultando em uma
producdo de 18% de CBA (Fahnrich and Irrgang, 1982). Deste
modo, novamente ¢é ressaltado que a producdo de CBA foi
acompanhada por elevada concentracdo de glicose em ambos o0s
casos (46-57%) diminuindo a eficiéncia da metodologia.

[019] Uma linhagem OGM do fungo Neurospora crassa foi
cultivada em Avicel (celulose cristalina comercial) e, apéds
168 h de incubacédo, foi capaz de hidrolisar 62% da celulose
cristalina (20 g/L) dos quais 29% foram convertidos em CBA
(3,5 g/L) (Hildebrand et al., 2015). E possivel implementar
um sistema ABTS-Lacase ao processo para acelerar a reoxidacao
da enzima <celobiose desidrogenase (CDH) , através da
transferéncia de elétrons da CDH para o sistema ABTS-Lacase
(Baminger et al., 2001). Utilizando essa estratégia durante
a fermentacdo de N. crassa, a conversdo da celulose foi de

67% dos quais 91% resultaram na producdo de CBA (Hildebrand

Peticaio 870230045796, de 30/05/2023, pag. 23/73



10/50

et al., 2015). Porém, o inconveniente da fermentac&o fungica
é o tempo de crescimento necessédrio dos esporos (10 dias) e
o tempo de fermentacdo (168 h). Além disso, a adicdo de
mediadores redox, como o ABTS, eleva o custo do processo de
producdo e as etapas downstream para a separacdo desse
composto ao CBA.

[020] Outro sistema reportou o uso de mediadores redox
e a enzima lacase para oxidacdo de lactose pela enzima CDH
em biorreator (na temperatura de 30°C) (Ludwig et al., 2004)
e declararam que o aumento da temperatura no processo pode
ser vantajoso pois aumenta a velocidade de reagdo e,
consequentemente, a produtividade. Porém, nesse estudo os
autores evidenciaram a desvantagem do biocatalisador
utilizado (CDH do fungo basidiomiceto Athelia (Sclerotium)
rolfsii), pois foi drasticamente afetado pelo aumento da
temperatura. De modo a superar essa barreira, aplicar enzimas
obtidas a partir de fungos termotolerantes ou termofilicos,
como Thermothelomyces thermophilus, é a estratégia utilizada
no processo descrito na presente invencdo, poils estas sao
fontes de enzimas mais termicamente estdveis. Além disso, no
estudo de Ludwig et al. (2004) foi evidenciado uma perda de
atividade da enzima CDH devido ao fornecimento de oxigénio
no sistema, o qual é essencial para a atividade da lacase
(um custo extra no processo). No entanto, na presente
invencdo, o sistema é simples e n&o requer fluxo de oxigénio
dissolvido, pois utiliza a estratégia de sistema em batelada
e ndo faz uso da enzima lacase (que necessita do oxigénio).

[021] Neste sentido, a presente invencdo se refere a
uma tecnologia de producdo de CBA a partir de celulose obtida

de materiais lignoceluldsicos, matéria-prima renovéavel,
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largamente disponivel e produzida no Brasil, por via
biotecnolégica de alta performance e eficiéncia. A vantagem
dos processos biotecnolégicos frente aos que fazem uso de
oxidacdo por rota guimica é de ndo haver necessidade de
utilizacdo de equipamentos robustos e resistentes a
processos corrosivos. A presente metodologia é
ecologicamente correta, pois utiliza Dbiocatalisadores
especificos (celulases e celobiose desidrogenase), sendo
moléculas ambientalmente corretas, ndo geram subprodutos
indesejaveis, sendo esta caracteristica extremamente
vantajosa para futuras aplicag¢des na industria farmacéutica
e de cosméticos que requerem altos niveis de pureza. O
processo apresenta niveis extremamente baixos de
contaminacéao da reacéo, sendo a reacéo isotérmica,
utilizando biocatalisadores termoestaveis (CBHI, CBHII e CDH
do fungo termofilico T. thermophilus) o que possibilita
reacdes com temperaturas mais elevadas, promovendo o aumento
da produtividade, sem afetar as enzimas do sistema.

ESTADO DA TECNICA

[022] Alguns documentos do estado da técnica descrevem
a producdo de é&cidos alddbnicos a partir de matéria-prima
renovavel, dentre eles &cido celobidnico, tais como:

[023] O artigo cientifico intitulado “PROTEIN PROFILE
IN ASPERGILLUS NIDULANS RECOMBINANT STRAINS OVERPRODUCING
HETEROLOGOUS ENZYMES” descreve que fungos sdo excelentes
formas de produzir enzimas industrialmente relevantes. O
referido documento investiga o perfil protedmico global de
cepas recombinantes de Aspergillus nidulans a fim de entender
a producdo enzimatica e, ainda, versa sobre a producdo de

celobiohidrolases.
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[024] De fato, diversas linhagens fungicas tém sido
cientificamente e industrialmente utilizadas para a producéo
de proteinas de interesse, sendo estas recombinantes ou néao.
Dentre estes microrganismos, fungos do género Aspergillus
também tém sido alvo de diversos estudos e aplicacgdes, pois
sdo de interesse industrial, tais como A. niger e A. oryzae.
Além disso, o fungo A. nidulans, por se tratar de um fungo
modelo, também tem sido explorado. De modo geral, guando um
secretoma é analisado de maneira global, a principal proteina
produzida pela maioria dos fungos é a celobiohidrolase do
tipo I (CBHI), pois existem ao menos 4 cdpias génicas por
genoma. Apesar de Jj& ter sido estudado e reportado que o
fungo A. nidulans pode ser utilizado como produtor de enzimas
heterdlogas, na presente invengdo ndo estd sendo considerado
como alvo a producdo das enzimas envolvidas (CBHI, CBHII e
CDH) . Neste sentido, a presente invencdo revela O processo
de producdo do Aacido <celobidnico e suas varidveis de
processo. Adicionalmente, no referido documento, é
apresentada a clonagem e a expressdo de uma celobiohidrolase
proveniente de um organismo diferente (A. fumigatus) daquele
utilizado na presente invencédo, o fungo T. thermophilus.

[025] O artigo cientifico intitulado “ ENGINEERING
NEUROSPORA CRASSA FOR IMPROVED CELLOBIOSE AND CELLOBIONATE
PRODUCTION” discorre sobre a modificacdo genética do fungo
Neurospora crassa para producdo de &cido celobibdnico, e
revela que o acido celobidnico pode ser obtido pela acdo de
enzimas celobiohidrolases com acdo sobre as cadeias de
celulose, resultando como produto principal a celobiose e,
sequencialmente, pela adic¢cdo ao sistema da oxidorredutase

celobiose desidrogenase (CDH) para oxidar as moléculas de
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celobiose, previamente produzidas pelas CBHs, convertendo
este carboidrato em 4cido alddénico (dcido celobidnico) .

[026] A enzima celobiohidrolase é a principal proteina
no processo de despolimerizacdo da celulose e tem sido alvo
de estudo em diversas frentes. Por se tratar de uma enzima
chave no processo, estudos envolvendo a sua inibicgdo tem
sido de extrema importdncia uma vez que &€ um fator limitante
no processo de hidrdélise da celulose. Sendo assim, o artigo
cientifico “CELLOBIONIC ACID INHIBITION OF CELLOBIOHYDROLASE
I AND CELLOBIOSE DEHYDROGENASE” aponta sobre o grau de
inibicdo das enzimas celobiohidrolase I (CBHI), de
Trichoderma reesei (obtida comercialmente), e celobiose
desidrogenase (CDH), de Neurospora crassa produzida em
Pichia pastoris, por celobiose e por celobionato (derivado
do &cido celobidnico), em diferentes valores de pH.

[027] Nos estudos do referido documento, a celobiose
foi adquirida comercialmente, Jj& na presente invencdo a
celobiose foi gerada pela acao enzimatica das
celobiohidrolases, enquanto o celobionato foi sintetizado
por via quimica. Além disso e, principalmente, ndo foi
reportada experimentalmente a combinacdo das enzimas CBHI e
CDH na producdo de acido celobidnico, assim como a andlise
da eficiéncia das enzimas CBHI e CBHII em diferentes
combinacdes (esta Ultima nem sequer é testada no referido
documento) . Apenas é feita a caracterizacdo biogquimica e a
avaliacdo do comportamento dessas enzimas e seu grau de
inibicdo na presenca dos compostos mencionados. Portanto,
ndo foi revelada a combinacdo e proporcédo ideal das enzimas
celobiohidrolases da familia GH7-CBHI e GH6-CBHII para a

clivagem da celulose e nem a combinacdo e adicdo da CDH ao
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sistema para a conversdo da celobiose gerada em &cido
celobidbnico, a partir do substrato celulose soluvel.

[028] O documento patentario US 2013/280764 Al
intitulado “METHOD OF IMPROVING THE ACTIVITY OF CELLULASE
ENZYME MIXTURES IN THE SACCHARIFICATION (LIGNO)CELLULOSIC
MATERIAL” versa sobre a obtencdo de fungos modificados
compreendendo um ou mais genes que codificam enzimas com uma
ou mais atividades incluindo a obtencdo de 4cido celobidnico.

[029] Todavia, o referido pedido de patente descreve
como realizar a delecdo (knock-out) de genes que codificam
enzimas envolvidas na conversdo de derivados da celulose
(oligos- e monossacarideos) em seus Aacidos orgénicos
(celobionolactona, é&cido celobibdnico, gluconolactona, acido
glucbdbnico e compostos relacionados), uma vez que estes
interferem/inibem a atuacéo de enzimas hidroliticas
envolvidas na degradacdo dos materiais lignocelulésicos.
Portanto, o referido documento descreve um processo que vai
na direcdo oposta ao que estd sendo proposto pela presente
invencdo, que ¢é Jjustamente estimular a producgdo de &acido
celobidnico. O referido documento também descreve a
degradacédo de lignocelulose, material bioldégico diferente da
presente 1invencdo que compreende a obtencdo de Aacido
celobibnico a partir de polpa de celulose, material 3ja
processado pela industria. Além disso, na presente invencéo
ndo foi wutilizado o secretoma do fungo para realizar a
conversdo de celulose em acido celobidnico, e sim, CBH e CDH
previamente selecionadas por métodos de Dbioinformatica
(originarias de fungo termofilico) e expressas
heterologamente foram purificadas (separadas do secretoma)

e utilizadas em combinacdo para tal fim.
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[030] O artigo <cientifico intitulado “EFFICIENT
PRODUCTION OF SUGAR-DERIVED ALDONIC ACIDS BY PSEUDOMONAS
FRAGI TCCC11892” revela que o A&acido celobidnico é um
importante intermedidrio durante a degradacdo da biomassa
celuldsica por varios fungos lignoceluloliticos e bactérias.
Sua producdo a partir da celobiose é alcancada utilizando a
celobiose desidrogenase e a acdo combinada do polissacarideo
monooxigenase e da celobiohidrolase.

[031] No referido documento é abordado o estudo de
quatro linhagens da bactéria Pseudomonas fragi na producdo,
de maneira geral, de &cidos alddnicos. Para tal, a bactéria
é utilizada como microrganismo no processo de fermentacdo
utilizando como meio de cultivo produtos residuais da
indtstria de laticinios, como o soro, por exemplo (waste
product whey) . Tal meio, prové acucares facilmente
assimildveis resultando na formacdo de varios A&cidos
aldbébnicos, dentre eles acido celobidnico (em baixa
concentracdo), acido galactdnico, acido maltobidnico, &acido
lactobidnico e L-rhamnoic pela agao da celobiose
desidrogenase (CDH), ndo se tratando de um processo
especifico e direcionado. A presente invencdo, por sua vez,
determina condicdes e parémetros para ocorrer somente a
producgdo de acido celobibdnico.

[032] Inclusive, no referido documento, ndo é descrita
a utilizacéo da combinacdo de duas familias de
celobiohidrolases (GH7-CBHI e GH6-CBHII) para a clivagem de
macromoléculas ndo facilmente assimilédveis, como a celulose,
em mondmeros, e realizacdo de uma prdéxima etapa de oxidacédo
pela CDH. Além disso, o processo descrito envolve diversas

etapas, dentre elas precipitacdo com compostos qguimicos e
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evaporagdao, demonstrando que a quantidade de acidos
aldénicos no meio bruto é baixa.

[033] O artigo cientifico intitulado “EXPRESSAO
HETEROLOGA, CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E AVALIACAO DA
SUPLEMENTACAO DA ENZIMA OXIDATIVA CELOBIOSE DESIDROGENASE NA
SACARIFICACAO DA BIOMASSA” descreve a expressdo heterdloga,
a caracterizacdo bioquimica e a agdo da enzima oxidativa
celobiose desidrogenase do fungo M. thermophila (M77CDH) em
conjunto com outras celulases no processo de sacarificacéao
da biomassa. Ainda, o documento revela sobre a liberacdo de
acido celobidnico a partir de celobiose ao longo do tempo de
reacdo em duas concentracdes da enzima.

[034] Nesse estudo foi feita a caraterizacéo
biogquimica da enzima CDH e o ensaio de liberacdo de acido
celobibnico na presenca de um coquetel de enzimas (envolvendo
celobiohidrolases, endoglucanases, xilanases, entre outras),
proveniente do secretoma de fungo Trichoderma reesei, € na
presenca de outra enzima oxidativa (LPMO) visando aumentar
a degradacdo da celulose pré-tratada com acido fosférico
(PASC, celulose amorfa). Porém, no referido documento, néo
foi utilizada uma combinacdo otimizada de celulases
estritamente relacionadas a degradacdo da celulose e
liberacdo de celobiose, produto este mais adequado para a
acdo da CDH. Além disso, no referido documento nao se
utilizou de tecnologias para processar mecanicamente a
matéria-prima celulose, foi utilizado PASC (Phosphoric Acid
Swollen Cellulose), uma celulose tratada gquimicamente para
apresentar regides amorfas. Na presente invencdo foi feita
a busca por matérias-primas puras e provenientes da

indastria, como a polpa de celulose, e o refino dessa
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matéria-prima para torna-la passivel de ser utilizada em uma
reacdo enzimdtica homogénea. Neste processo, as placas de
celulose soluvel provenientes da industria foram umedecidas
e refinadas em refinador de discos para fracionar as fibras
de celulose, aumentando a quantidade de extremidades
redutoras e ndo-redutoras da celulose. Esse aspecto melhora
a acdo das enzimas celobiohidrolases, pois estas sé&o
dependentes das extremidades livres da celulose. O refino da
polpa de celulose também favorece seu manuseio e facilita a
formacdo de uma reacdo homogénea em Aagua/solucgdo tampdo.

[035] O artigo cientifico intitulado “MOLECULAR AND
CATALYTIC PROPERTIES OF FUNGAL EXTRACELLULAR CELLOBIOSE
DEHYDROGENASE PRODUCED IN PROKARYOTIC AND EUKARYOTIC
EXPRESSION SYSTEMS” revela a expressdo da enzima celobiose
desidrogenase (CDH) em E. coli s6 e indica que todos os
hospedeiros eucaridéticos podem expressar CDH completo
incluindo o dominio citocromo. A CDH produzida por T. reesei
foi mais semelhante a CDH originalmente isolada do fungo T.
thermophilus em relacdo a glicosilacdo, carregamento de
cofatores e constantes cataliticas. Nas condicbes
experimentais testadas, os hospedeiros de expressdo fungica
produzem CDH de qualidade e uniformidade superiores em
comparacdo com P. pastoris.

[036] No entanto, este estudo revela as
particularidades da expressdo heterdloga da enzima CDH de
Corynascus thermophilus utilizando diferentes sistemas de
expressdo (eucaridético e procaridbtico). Dentre eles, os
microrganismos Escherichia coli, Pichia pastoris,
Aspergillus niger e Trichoderma reesei. Portanto, o estudo

ndo apresenta nenhuma abordagem sobre a producdo de &cido
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celobidnico a partir da combinacdo de diferentes familias de
celobiohidrolases (GH7-CBHI e GH6-CBHITI) . Novamente
ressalta-se que ndo é objeto da presente invencdo a expresséao
heteréloga da enzima CDH de T. thermophilus em Aspergillus
nidulans e, sim, o método de producdo do acido celobidnico
a partir de celulose proveniente da industria de papel e
celulose e de Dbiorrefinarias através do conjunto de
celobiohidrolases das familias GH7-CBHI e GH6-CBHII em 24 h,
e, apds, a acdo isolada da CDH por um periodo adjacente de
24 h. Tal abordagem, ird promover o acumulo minimo de
subprodutos (quantidades minimas de glicose) e uma reacdo
totalmente direcionada para obtencdo do &cido celobidnico de
maneira precisa e utilizando a celulose como substrato
inicial para a geracdo de celobiose.

[037] O artigo cientifico intitulado
“CELLOBIOHYDROLASE 1 FROM TRICHODERMA REESET DEGRADES
CELLULOSE IN SINGLE CELLOBIOSE STEPS” revela que a
celobiohidrolase 1 de Trichoderma reesei hidrolisa
processivamente a celulose em celobiose. Ainda, o documento
revela o processo de expressido desta enzima.

[038] Dentre os fungos filamentosos de 1interesse
industrial, o fungo Trichoderma reesei tem sido um dos mais
estudados, explorados e modificados. Tal interesse é devido
a sua capacidade de produzir grandes quantidades de enzimas
ativas em lignocelulose, sendo a de maior importancia, a
celobiohidrolase I (CBHI). Devido a esta caracteristica,
esta enzima é também alvo de varios estudos, como o revelado
no referido documento. O referido artigo cientifico reporta
o comportamento da CBHI de T. reesei (TrCel7A) durante o

processo de despolimerizacdo da <celulose. Diferente da
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maioria das enzimas, as CBHs apresentam um mecanismo
denominado de processividade, que é a capacidade da enzima
se ligar ao substrato e percorrer certas disténcias. Uma vez
que TrCel7A é uma enzima modular, ou seja, contém um médulo
de ligacdo ao carboidrato (CBM de Carbohydrate Binding
Module) e um dominio catalitico (CD), infere-se que a
processividade é relacionada a presenca do CBM.

[039] Sendo assim, o referido documento apresenta a
obtencdo da enzima TrCel7A do extrato bruto de T. reesei e
a expressdo heterdloga em E. coli dos mbédulos CBM e CD
separados. Tal abordagem permite avaliar a processividade da
enzima em funcdo dos mdédulos no substrato celulose, através
da liberacdo do produto celobiose. Em contrapartida, a
presente invencdo revela sobre a tecnologia de processar a
polpa de celulose proveniente da indastria e tratéd-la pela
combinacdo das celobiohidrolases GH7-CBHI e GH6-CBHII
separadamente da CDH, e apds geracdo de todo o produto
celobiose, este ser wutilizado como fonte para a acéo
oxidativa da CDH e geracdo de acido celobidnico. Apesar de
ser evidente que a CBH tem como substrato natural a celulose,
a presente invencdo propde uma aplicacdo dessa enzima para
geracdo de produto de alto valor agregado (dcido celobidnico
a partir de celulose) através da combinacéo com
celobiohidrolases de diferentes classes (familia GH6 e GH7)
e na presenca de enzima oxidativa (CDH).

[040] Destaca-se que a producdo de &cido celobidnico
74 fol obtida pela fermentacdo de microrganismos/fungos em
lignocelulose e em aclUcares fermentesciveis. E revelado no
estado da técnica que CBHs atuam em celulose e CDHs oxidam

monossacarideos. Porém, até o momento, nenhum coquetel foi
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especificamente desenvolvido para promover essa produgdo
direcionada e a partir de polpa de celulose refinada. O
estado da técnica constantemente utiliza de secretoma de
fungos ou bactérias (diversas proteinas atuando em conjunto)
para obter &acido celobidnico em baixas concentracgdes e/ou
altamente impuros. Ainda, utilizam biomassa lignoceluldsica
e/ou acgucares facilmente fermentesciveis para tal. A
presente invencdo desenvolve uma nova aplicacdo utilizando
a celulose soltvel como matéria-prima. E surpreendente o
processamento da polpa de celulose, a classe de enzimas
selecionadas para promover a degradacdo da celulose e
liberacédo de celobiose, a proporcédo otimizada entre as
enzimas (CBHs + CDH) para promover alta obtencdo de &acido
celobidénico sem gerar altos niveis de inibicdo das enzimas
ou subprodutos e, além disso, a logistica da metodologia
desenvolvida dividida em duas etapas (hidrdélise e oxidacgédo).

[041] A presente invencdo difere-se do estado da
técnica, 1isoladamente ou tomado em conjunto, ©pois a
metodologia utilizada ¢é inovadora. As referéncias e
trabalhos similares do estado da técnica revelam sobre a
expressdo heterdloga de enzimas por A. nidulans, a conversao
de celulose em celobionato ou lactobionato através da
fermentacdo fungica (n&o utilizando uma classe especifica de
celulases) por Neurospora crassa geneticamente modificado e
a inibicdo das enzimas CBH e CDH por celobiose e celobionato.
Estd claro que a juncdoc da acdoc das enzimas CBH e CDH iréa
gerar acido celobidnico (ou na sua forma de sal,
celobionato). Porém, ndo foli descrito até o momento um
procedimento para obtencdo de acido celobidnico a partir de

celulose soluvel, processando essa matéria-prima de modo a
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tornéd-la de féacil manuseio, utilizando da escolha racional
entre classes sinérgicas de celulases (GH6 e GH7) e suas
origens (fungo termofilico) no processo hidrolitico, a
divisdo do processo em hidrolitico (celulases) e oxidativo
(CDH) e os parémetros de processo (como temperatura, tempo
de reacédo, carga de sdélidos, carga de enzimas, pProporgao
entre GH6 e GH7).

[042] Além disso, o estado da técnica foca apenas no
estudo do mecanismo de acdo e da presenca das enzimas CBH e
da inibicdo da enzima CBH pelo produto da enzima CDH. Em
nenhum momento é explorada a producdo de ambas as classes
enzimdticas para obter como produto o &cido celobidnico,
como é o caso da presente invencdo. Ademais, com excecédo do
fungo filamentoso Trichoderma reesei (ndo possui CDH), que
é utilizado como plataforma industrial para producdo de
enzimas, qualquer outro fungo filamentoso é capaz de produzir
as enzimas CBHs e CDH quando cultivados em substratos
complexos como por exemplo biomassa lignoceluldsica. Assim,
a presente invencgdo propde o uso de técnicas de biologia
molecular para a producgdo racional de enzimas gque podem ser
utilizadas para a producdo de acidos orgénicos a partir de
celulose.

[043] Por fim, o estado da técnica também revela que
é possivel converter (mesmo em baixa eficiéncia) aclcares
celuldésicos em acidos aldbnicos pela fermentacdo de
organismos fungicos, realizar a expressdo heterdloga da CDH
em diferentes sistemas como procaridéticos e eucaridticos e
que CBH atua em celulose, de forma processiva, gerando
celobiose. Porém, salienta-se que na presente invencdo foi

feita a escolha racional das enzimas a serem utilizadas,
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diferenciando do estado da técnica que wutiliza todo o
coquetel produzido pelo organismo para tal fim, uma mistura
contendo mais de cem proteinas. Ndo é citado no estado da
técnica sobre paradmetros de processos para que tal conversdo
de celulose soluvel em acido celobidnico ocorra sem geracdo
de varios subprodutos (outros acidos alddénicos, metabdlitos
da fermentacdo bacteriana ou fungica, metais pesados, meio
de cultivo) que podem ser contaminantes. Na presente
invencdo, surpreendentemente, percebeu-se que desfibrilar a
celulose solavel promoveu a facil hidrélise desse substrato,
e que dele foi possivel, em cerca de 48 horas, realizar sua
conversdo em acido celobidnico pelo desenvolvimento de uma
combinacdo de enzimas e ajustes de pardmetros de processo
otimizados.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencédo tem por objetivo propor um processo
de producdo de acidos alddénicos, mais precisamente de &acido
celobidbnico, a partir de matéria-prima renovavel. A polpa de
celulose desfibrilada foi wutilizada como substrato para
alimentar um sistema de producdo de &acido celobidnico por
via enzimdtica. Tal sistema é constituido pela acdo de um
conjunto de enzimas hidroliticas e da enzima oxidorredutase
para converter carboidrato em acido alddénico.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[044] Para obter uma total e completa visualizacdo do
objetivo desta invencdo sédo apresentadas as figuras as quais
se faz referéncias, conforme segue.

[045] A Figura 1 ilustra em (A) a estrutura quimica da
celobiose. Nesta estrutura a unidade monossacaridica a

esquerda é a porcédo B-D-glucopiranosil da molécula e é unida
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por uma ligacdo glicosidica B-(1,4’) a B-D-glicopiranose, a
aglicona. O &tomo de oxigénio da ligacdo glicosidica esté
aproximadamente no centro da estrutura, entre os dois anéis.
Ele é projetado para cima, equatorial e, portanto, é f e
estd ligado ao C-4 da aglicona configurando uma ligacdo
equatorial-equatorial. Adicionalmente, em (B) é ilustrada a
estrutura quimica da lactose. Nesta estrutura a unidade
monossacaridica a esquerda representa a porcgcdo [B-D-
galactopiranosil da molécula também unida em uma ligacdo
glicosidica B-(1,4’) a B-D-glicopiranose, a aglicona. A
galactose é o epimero C-4 da glicose, assim, 0o grupo
hidroxila em C-4, que é equatorial na glicose, é axial na
galactose.

[046] A Figura 2 ilustra a avaliacdo da proporc¢do ideal
de enzima CBHI e CBHII na hidrdélise de celulose (0,6125%).
A massa de CBHI foi fixada em um valor de 100% e foi
substituida pela enzima CBHII em 5, 10, 15 e 20%, e com teor
total de CBHs de 5 mg/g celulose. A reacgdo ocorreu por 16 h
a 50 °C e em tampdo acetato de sdédio 50 mM (pH 5,0). A
concentracdo de acucares redutores liberados foi determinada
por DNS.

[047] A Figura 3 ilustra a conversdao de celulose
(0,6125%) em celobiose pela acdo das exoglucanases CBHI e
CBHII. Para o ensaio foi utilizada a proporgdo de 80% CBHI
+ 20% CBHII com teor total wvariando em 5, 10 e 20 mg de
proteina por grama de polpa de celulose. A reacdo foi
realizada em tampdo acetato de sdédio 50 mM (pH 5,0) por 72
horas a 50 °C.

[048] A Figura 4 ilustra um sistema de producdo de

dcido celobidnico a partir da polpa de celulose (0,6125%)
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por coquetel enzimdtico especifico. As exoglucanases tipo I
e II (CBHI e CBHII, 20 mg/g) foram incubadas por um periodo
de 24 horas. Como produto, foi detectada a liberacdo de
celobiose (5,34 g/L). Apds este periodo, 13 mg da enzima CDH
por grama de celulose (ou 2,0 uM/g celulose) foi adicionada
a reacdo (seta) e a celobiose passou a ser oxidada a CBA,
com acumulo maximo em 48 horas de 4,08 g/L. O tempo total de
reacdo foi de 72 horas, mantida a 50 °C, em tampdo acetato
de sédio 50 mM (pH 5,0) e a producdo médxima de CBA foi em 48
horas. A conversdo de celulose em celobiose foi de 87,2%, de
celobiose em CBA de 76,4% e de celulose em CBA de 66,5%. Os
produtos da reacdo foram analisados por HPAEC.

[049] A Figura 5 ilustra um fluxograma do processo da
presente invencéo.

[050] A Figura 6 ilustra graficamente a conversdo de
celulose soltvel em CBA por acdo do coquetel de CBHs
juntamente com CDHB.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[051] A presente invencdo refere-se a um processo de
producdo de &acido celobidnico a partir da polpa de celulose
ou de lignocelulose por via Dbiotecnoldégica de alta
performance e eficiéncia.

[052] O referido ©processo de produgdo de acido
celobidbnico, conforme ilustrado no fluxograma da Figura 5,
é realizado a partir das seguintes etapas:

a. Obtencdo de esporos e producdo das enzimas
CBHI, CBHII e CDHB; e

b. Purificacdo das enzimas CBHI, CBHII e CDHB, e
obtencdo de um coquetel de enzimas CBHI e CBHII

purificadas, e obtencdo de CDHB purificada;
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c. Homogeneizagdo da celulose ou lignocelulose
até obtencdo de uma solucdo de celulose ou
lignocelulose;

d. Hidrdélise enzimdtica da celulose ou
lignocelulose obtida em (c) com o coquetel de
CBHI e CBHII purificadas em (b); e

e. Oxidacéao enzimatica da celulose ou
lignocelulose obtida em (d) a acido celobidnico,
com a enzima CDHB purificada.

[053] Neste sentido, o material celuldsico ou
lignocelulésico obtido de residuos industriais foi
selecionado dentre: bagaco e palha de cana-de-acgucar, palha
de milho e subprodutos da induastria sucro-alcooleira ou da
indtstria de papel e celulose, biomassa lignocelulédsica,
residuo lignoceluldsico da agroindustria ou da indGstria de
papel e celulose.

[054] O referido material foi previamente hidratado
com agua destilada e mantido a uma temperatura entre 4 e 25
°C por 24-48 horas. A suspensdo celuldsica (teor de sbdlidos
1-15% g/L, base seca, para diluicdo das fibras utilizou-se
tampdo) foi homogeneizada utilizando um desintegrador de
polpa, seguindo a norma TAPPI T205. Na sequéncia, a suspensédo
foi desfibrilada em ultra refinador de discos
(SuperMassColloider, com discos de oxido de aluminio e
resinas). O ultra refinador foi alimentado manualmente com
a suspensdo de polpa celuldsica durante 1 ciclo de refino
(passagem do volume total de suspensédo de polpa pelo sistema
de ultra refino). O posicionamento dos discos foi
estabelecido em amplitude de distédncia de -100 um (a partir

do zero em movimento), rotacdo varidvel entre 800 e 1600°
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rpm (operado em 1600 rpm). O processo de ultra-refino seguiu
até a reducdo drastica da largura da fibra (observado em
analisador de particula, por exemplo, Malvern) e melhor
estabilidade coloidal da suspensdo de fibras (avaliacéo
visual do aspecto homogéneo) . Apds o processo de ultra-refino
a suspensdo de polpa foi mantida entre 4 a 16 °C para as
posteriores anadlises.

[055] Para a obtencdo das enzimas CBHI, CBHII e CDHB

utilizadas no presente processo, foram inicialmente
selecionados trés genes do fungo termofilico
Thermothelomyces thermophilus M77 (acesso no GenBank:

XM 003660741, XM 003660984 e XM 003664495). Os referidos
genes codificam trés proteinas de ocorréncia natural, sendo
estas:
— uma exoglucanase do tipo I (CBHI, acesso
XP 003660789) ;
— uma exoglucanase do tipo 1T (CBHITI, acesso
XP 003661032); e
— uma oxidorredutase ativa em celobiose denominada
celobiose desidrogenase (CDH, acesso XP 003664543).
[056] A extracdo do DNA gendmico iniciou-se inoculando
esporos do fungo T. thermophilus M77 em 200 ml de meio de
Mandels liquido (0,06 g de ureia, 0,15 g de peptona, 0,05 g
de extrato de levedura, 0,28 g de (NH4)2S04, 0,4 g de KH2PO4
e 0,06 g de CaCl2, e solubilizados em 200 ml de &gua
destilada), foram mantidos a 45 °C sob agitacdo a 180 rpm
durante 36 horas. Em seguida, os micélios foram separados
por filtracdo em papel de filtro e macerados em cadinhos de
porcelana, adicionando nitrogénio liquido. Foram pesados 50

mg do macerado para serem utilizados no processo de extracdao
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do DNA gendmico com o Kit de purificacdo de DNA gendmico
Wizard (Promega®) seguindo as especificacdes do fabricante.

[057] Com o DNA genbmico obtido, os genes foram
amplificados pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), wutilizando o DNA genbmico e oligonucleotideos
especificos (CDHB forward e reverso
CATTACACCTCAGCAATGAAGCTACTCAGCCGCGTTGGGGCGAC e
GTCCCGTGCCGGTTATTAAGACCGCAGGGCCAGGATGCGCTG,; CBHI forward e
reverso CATTACACCTCAGCAATGGGGCAGAAGACTCTCCAGGGG e

GTCCCGTGCCGGTTACTACAGGCACTGCGAGTACCAGTCGTTCTG; e CBHII

forward e reverso
CATTACACCTCAGCAATGGCCAAGAAGCTTTTCATCACCGCCGCG e
GTCCCGTGCCGGTTATTAGAAGGGCGGGTTGGCGTTGGTGAGCA) para a

amplificacdo de cada gene de interesse. Os oligonucleotideos
foram wutilizados para amplificacdo dos genes alvos de
Thermothelomyces thermophilus M77. As regides em negrito sédo
caudas adicionadas para ocorrer pareamento com as regides
complementares do vetor de expressao (PEXPYR) e
possibilitar, pela técnica de Gibson Assembly®, a construcgédo
do plasmideo contendo vetor de expressdo e gene alvo
conectados em posicdes corretas.

[058] A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction),
utiliza a enzima DNA polimerase PhusionTM (New England
BioLabs®) e as condig¢des das reacdes de PCR estdo de acordo
com a Tabela 1, e foram utilizados 25 ciclos para a reacdo,
sendo que o ciclo foi baseado em 98°C por 10 s, 68°C por 30
s, 72°C por 1 min e72°C por mais 5 min. O produto de PCR foi
analisado por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) para
confirmacdo do tamanho do fragmento amplificado.

Tabela 1 - Reagentes utilizados na reacdo de PCR para
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amplificacdo génica.

REAGENTES VOLUME (ul)
DNAg 1
Primer Forward 2
Primer Reverse 2
dNTPs 2
DMSO 2
MgCl, 0,5
DNA pol. 0,5
Tampao 10
Agua Milliq 30

[059] O wvetor pEXPYR foi wutilizado para a super-
expressdo e secrecdo da proteina de interesse no fungo
filamentoso A. nidulans A773. Caracteristicas importantes do
vetor sdo que contém marcas de selecdo que conferem
resisténcia a ampicilina (AMP) e zeocina (ZEO), promotor da
glucoamilase de A. niger (glaAP) para inducdo da expressao
génica por maltose, seguido por uma regido N-terminal, que
contém o peptideo sinal e o terminador triptofano (trpCt).
Além disso, o vetor contém uma marca de reversdo de
auxotrofia composta pelo gene que codifica a orotidina-5"-
monofosfato descarboxilase (pyrG) de A. niger. Esta enzima
é fundamental para a biossintese de pirimidinas e a presenca
deste gene no vetor é utilizado para reverter a linhagem
auxotréfica de A. nidulans A773 (pyrG-). Foi necessaria a
amplificacdo do vetor pEXPYR por meio da técnica de PCR para
o aumento do numero de codépias e prosseguir para a etapa de
construcdo do plasmideo.

[060] Os fragmentos obtidos pelo PCR foram clonados no
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vetor de expressdo pEXPYR pela técnica de Gibson Assembly®
que é uma técnica de alta eficiéncia utilizada para agrupar
varios fragmentos de DNA. Nesta etapa trés atividades
enzimdticas ocorrem simultaneamente: a 5’ exonuclease, capaz
de retirar bases nitrogenadas da extremidade 5’ e expor as
regides complementares para pareamento por
complementariedade entre o fragmento do gene e do vetor; a
DNA polimerase, que preenche os espacos vazios de
complementaridade; e DNA ligase, conectando os fragmentos de
DNA por ligacgdes covalentes e finalizando o processo. Logo,
10 pl do Gibson Assembly® Master Mix foram adicionados a 100
ng do vetor pEXPYR e 300 ng do gene alvo e incubados por 1
h a 50°C. Apds, foram inseridos em célula bacteriana
quimiocompetente E. coli Turbo pela técnica de choque
térmico, em que 10 ng de plasmideo obtido na etapa anterior
foram adicionados a célula bacteriana. Mais precisamente, as
células de E. coli Turbo em 100 uL de meio SOC (20 g/L de
triptona, 5 g/L de extrato de levedura, 10 mM de NaCl, 2,5mM
de KC1, 20 mM de MgCl, e 20 mM de glicose) foram descongeladas
em banho de gelo e misturadas com 10 ng do produto da reacéo
do Gibson Assembly® (aprox. 11 ul do plasmideo), em que foi
mantida em banho de gelo por 30 minutos. Em seguida, foi
submetida ao choque térmico em banho-maria a 42 °C por 45
segundos. As células foram imediatamente transferidas para
o banho de gelo por mais 2 minutos. Apds esse tempo, foi
adicionado 1 ml de meio SOC e foram incubadas a 37°C por 1
hora sob agitacdo de 200 rpm. Apds, o cultivo foi
centrifugado a 13.000 rpm por 1 minuto e o excesso de
sobrenadante foi descartado. A amostra remanescente (aprox.

100 pl) foi transferida para placas de Petri contendo meio
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LB (1% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl,
2% de &4gar e ajustou-se o pH para 7,0) sélido contendo 100
ug/ml de ampicilina. Por fim, as placas foram incubadas por
18 horas a 37 °C. As coldnias que cresceram no meio de
selecdo foram submetidas ao PCR de coldnia.

[061] O PCR de coldnia é realizado pela suspensdo de
uma coldénia isolada em 10 pl de agua destilada, e 1 nl
adicionado a reacdo de PCR contendo os oligonucleotideos
especificos para a amplificacdo do gene alvo. Somente uma
etapa inicial e adicional durante a PCR é necessaria para
promover o rompimento da membrana bacteriana por aquecimento
a 95 °C por 5 minutos, e promover a liberacdo do DNA
plasmidial para a solucdo de reacdo e, assim, a reacdo de
PCR ocorreu como descrito anteriormente.

[062] As coldbnias bacterianas que foram confirmadas
com DNA plasmidial contendo o gene de interesse (coldnias
positivas) no PCR de coldnia foram reservadas e um volume de
9 nl da suspensdo celular foi inoculado em 10 ml de meio LB
liguido (contendo 100 ug/ml de ampicilina) e cultivado por
16 horas a 200 rpm e 37 °C. Apds, as células foram submetidas
a centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 minutos. O precipitado de
células formado foi submetido a extracdo e purificacdo dos
plasmideos utilizando-se o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification Systems (Promega) seguindo as especificacgdes do
fabricante.

[063] A concentracdo do DNA plasmidial obtida para
cada gene (CBHI, CBHII e CDHB) foi quantificada em
espectrofotdmetro de nano volume e 10 pg foram utilizados
para transformar o fungo Aspergillus nidulans, linhagem

A773. Mais especificamente, os esporos do fungo A. nidulans
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A773 foram tratados enzimaticamente (Lisozima da clara do
ovo e enzima de lise de Trichoderma harzianum obtidas da
Sigma-Aldrich, namero de catdlogo: L4919 e L1412,
respectivamente), por um periodo de 3 horas a 30 °C a 100
rpm em solug¢do DSPS (1,1M KCl; 0,1M &cido citrico, pH 5,8
ajustados com 1M KOH e esterilizado por filtracgdo). O produto
foi filtrado em membrana qualitativa do tipo Miracloth
(MerckMillipore) e os protoplastos foram obtidos. Seguiu-se
para a etapa que consistiu na lavagem dos protoplastos com
uma solugdo STC50 (1.2 M sorbitol, 50 mM CaClz, e 50 mM Tris-
HC1 pH 7,5) e centrifugacdo a 4000 rpm por 10 minutos (esta
parte do processo foi repetida 3 vezes). Por fim, o DNA de
interesse foi adicionado aos protoplastos (aproximadamente
5 unpg em 100 pl da suspensdo de protoplastos a uma
concentracdo de entre 106 e 108 protoplastos/ml) e a amostra
foi mantida em gelo por 20 minutos. Apds este periodo, foram
adicionados a mistura, 2 ml de uma solucéo de
polietilenoglicol 4000 25% (PEG) em STC50 e mantida a
temperatura ambiente por 10 minutos, seguida pela
transferéncia em meio de selecdo (meio minimo adicionado de
sorbitol (1,2M) e piridoxina (10 mg/L).

[064] Os fungos transformantes obtidos passaram por um
processo de selecdo para verificar a expressdo de cada uma
das proteinas de interesse (CBHI, CBHII e CDH). A metodologia
de selecdo consistiu no indéculo de, por volta de, 10 (dez)
transformantes obtidos a partir de cada de gene em 10 ml de
meio indutor (meio minimo adicionado de piridoxina (10 mg/L
e maltose 3-5% (p/v)). Os indculos (10° a 108 esporos) foram
realizados em placas de Petri (60 x 15 mm) contendo 15 ml do

meio mencionado anteriormente e foram mantidas de modo
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estacionario a 37 °C por 48 horas. Apbds este periodo, os
micélios foram removidos com uma espatula e 2 ml do
sobrenadante foram concentrados até um volume de 100 pl em
um sistema de ultrafiltracdo (Vivaspin 500) com uma membrana
de corte de 5 kDa. O extrato concentrado foi analisado em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e os transformantes super
expressando e secretando as proteinas de interesse (com
tamanho semelhante ao predito pela bioinformdtica de CBHI
com 54 kDa, CBHII com 50 kDa e CDH com 85 kDa) foram
selecionados. Assim, um transformante para cada enzima de
interesse foi escolhido para as prdéximas etapas que contaram
com a expressdo e purificacédo das proteinas em maior escala.
Posteriormente, as bandas de interesse do gel foram excisadas
e analisadas em um espectrémetro de massas que é capaz de
medir a relacdo massa/carga de peptideos e deste modo
confirmar a identidade da proteina observada no gel de
poliacrilamida. As trés enzimas de interesse (CBHI, CBHII e
CDHB) foram confirmadas, segundo © critério padréo
estabelecido para evitar falsos positivos, com mais de 20%
de cobertura da sequéncia e no minimo 2 peptideos
identificados.

[065] A expressdo das proteinas de interesse em uma
maior escala, foi realizada através do cultivo dos fungos
recombinantes em placas de Petri contendo meio minimo
adicionado de piridoxina (10 mg/L) por 48-72 horas a 35-37
°C para a obtencdo dos esporos. Apds, esporos de trés placas
para cada uma das proteinas de interesse, foram raspados com
uma espatula e transferidos para meio minimo liquido,
adicionado de piridoxina e do indutor maltose 2-5% (p/v). O

meio foi mantido estaciondrio por 48-72 horas a 35-37°C, foi
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filtrado em membrana qualitativa e submetida a
ultrafiltracdo e didlise (tampdo fosfato de sbédio 50 mM pH
6-7,5), utilizando um concentrador acoplado com uma membrana
de poliétersulfona (PES) ou de celulose regenerada, com corte
de 10 kDa.

[066] O wvolume final foi submetido ao processo de
purificacdo por técnicas cromatograficas. Os extratos
concentrados foram submetidos a cromatografia de troca
anidénica utilizando resina empacotada em uma coluna de
bancada do tipo econdmica. A resina foli previamente
equilibrada com 10-20 ml do tampdo fosfato de sbédio 50 mM
(pH 6-7,5) e a amostra foi inserida na coluna com o auxilio
de uma pipeta. Em seguida, 10-20 ml de tampédo fosfato de
sédio 50 mM (pH 6-7,5) foi utilizado para lavar a resina e
remover as proteinas que ndo sofreram interacdo com a resina
e a lavagem foi seguida pela eluicdo das proteinas de
interesse através de um gradiente de cloreto de sdédio que
variou de 0,05 a 1 M. As fracdes coletadas foram avaliadas
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15%, técnica que permite
a separacdo de uma mistura de proteinas de acordo com o seu
tamanho (em kDa) e as fracdes contendo a proteina de
interesse (de acordo com o tamanho predito e visualmente de
proteinas super-expressas) foram submetidas a um prdéximo
passo de purificacdo.

[067] As fracdes contendo as proteinas de interesse,
selecionadas no processo de cromatografia de troca anidnica
foram submetidas a etapa de cromatografica por exclusdo de
tamanho. Para isso, uma coluna empacotada com resina foi
acoplada a um equipamento FPLC Akta Pure M25(Cytiva Life

Sciences), o qual permite o controle da operacdo como volume
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de fluxo, tempo de corrida, volume de injecdo de amostra e
facilita a amostragem, uma vez gue possul um amostrador que
fraciona os picos obtidos no cromatograma de modo a separar
as proteinas com alta precisdo. A resina foi equilibrada com
2-4 volumes de coluna (VC) com tampédo fosfato de sédio 50 mM
(pH 6-7,5) e 0,1-2 ml da fracdo obtida no processo de troca
anidnica foi inserida na coluna, as proteinas purificadas
foram entdo utilizadas para os passos de hidrélise (CBHI e
CBHII) e oxidacédo (CDH) do material previamente preparado a
partir de biomassa lignocelulédsica (celulose).

[068] A proporcdo de enzima CBHI foi fixada como 100%
da reacdo e este valor foi substituido por porcentagens (em
massa) da enzima CBHII (0, 5, 10, 15 e 20%) como ilustra a
Figura 2. O conteudo total de enzimas foi de 2,5-20 mg/g de
celulose e o teor de celulose na reacdo foi de 0,25-2%. As
condicdes de reacdo foram temperatura constante de 30-55 °C,
sob agitacdo de 500-1000 rpm em bloco de aquecimento com
agitacédo, em tampdo acetato de sdédio 50 mM (pH 4-7) em 1 ml
de reacdo durante 16-48 horas. Apds esse periodo, as amostras
foram centrifugadas a 10.000-13.000 rpm por 1-5 minutos e o
sobrenadante foi retirado e o teor de acucares redutores
liberados na reacdo foram determinados pela técnica
colorimétrica que faz uso de &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) . A técnica de DNS consiste na reacdo do agente oxidante
(DNS, cor amarela), em meio alcalino, com a carbonila livre
e redutora do aclUcar soltvel formando o &cido 3-amino-5-
nitrosalicilico (cor alaranjada/vermelha) com absorcéo
maxima de luz a 540 nm. Assim, é possivel determinar a
concentracdo de acgucar redutor liberado no meio reacional

pela absorbéncia detectada em espectrofotdmetro e comparado
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com a curva padrdo previamente realizada com glicose. Mais
especificamente, 100 pnl do sobrenadante da reacdo foram
adicionados a 100 ul da solugdo de DNS (10 g/L é&cido
dinitrosalicilico, 10 g/L NaOH, 0,5 g/L sulfito de sédio,
200 g/L tartarato de sdédio e potéassio e 2g/L fenol) e
fervidos (95°C) em banho-seco por 5 min, e depois resfriados
em gelo por 5 min. O volume de 100 pl da reacdo foi retirado
e medida a absorbdncia em microplaca de 96 pogcos em
espectrofotébmetro a 540 nm. O célculo da concentracdo de
acucares foi determinado pela comparacdo com uma curva padrio
feita com diferentes concentragcdes de glicose (0 a 0,2
mg/ml) .

[069] Como observado na Figura 2, a melhor
configuracdo para o coquetel de CBHs foi de 80% de CBHI e
20% de CBHII. Assim, seguiu-se com essas condicdes para
determinar o teor de enzima (CBHI + CBHII) com maior
eficiéncia na hidrdélise do material (Figura 3).

[070] A reacdo de hidrdbélise para determinar o teor
total de CBHs (em mg de proteinas totais/g de material
celuldésico) para a méxima liberacdo de celobiose foi
conduzida com 3 niveis de teor de CBHs (5, 10 e 20 mg/g de
substrato) . As reacdes foram conduzidas em tampdo acetato de
s6dio 50 mM (pH 3,0-5,5), mantida em uma temperatura entre
25 e 80 °C durante 72 horas com teor de celulose de 0,25-2%.
Amostras foram retiradas nos tempos de 4, 24, 48 e 72 horas,
centrifugadas 10.000-13.000 rpm por 1-5 minutos e o
sobrenadante foi analisado em relacdo aos aclcares liberados
em HPLC. Observou-se que na condicdo de 24 horas e 20 mg
CBHs/g celulose mais de 80% da celobiose obtida em 72 horas

ja tinha sido liberada, entdo optou-se por essas condicgdes
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de reacado.

[071] Apbs otimizados os pardmetros de processo de
hidrélise do substrato refinado, replicaram-se as condicdes,
porém, na presenca da enzima oxidativa CDH. A reacdo de
hidrbélise ocorreu como citada anteriormente e, apds 24-48
horas de incubacdo, a reacdo foi interrompida por aquecimento
a 100 °C durante 5-15 minutos visando a desativacdo das
proteinas CBHI e CBHII. Em seguida, as amostras foram
resfriadas em banho de gelo por 5-20 minutos, e incubadas
entre 20 e 80 °C para estabilizacdo da temperatura por 5-30
minutos. Essa etapa foi realizada a fim de calcular valores
de conversdo de celobiose em CBA.

[072] Em sequéncia, a reacdo oxidativa teve inicio,
adicionando-se a reacdo 5-50 mg da enzima CDHB por grama de
celulose contida no sistema conforme ilustra a Figura 4. A
reacdo foi conduzida em um bloco de aguecimento com agitacéo
entre 20 e 80°C e 500-1100 rpm por um periodo de 48-96 horas.
As reacgbdes foram centrifugadas 10.000-13.000 rpm por 5-15
minutos e os produtos soltveis obtidos foram analisados por
cromatografia High Performance Ion Chromatography (HPIC). Os
controles de produtos ndo oxidados (glicose e celobiose)
foram preparados por uma solucdo a 10 g/L em tampdo acetato
de sédio, e o controle do produto oxidado (CBA) foi preparado
pela reacgdo de CDH com 10-100 mM de celobiose durante 24-96
horas entre 20 e 80 °C, onde ocorre a conversdo total de
celobiose a CBA, e foram utilizados para identificar e
quantificar os produtos liberados na reacéo.

[073] A conversdo de celulose em celobiose foi de 50-
90%, sendo, de celobiose em CBA de 50-80% e de celulose em

CBA de 40-70%.
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[074] Para demonstrar e} potencial da presente
invencéao, as modalidades elencadas acima serdo mais
detalhadamente descritas, assim como o0s resultados obtidos.
Cabe ressaltar que a descricdo a seguir tem apenas a
finalidade de elucidar o entendimento da invencdo proposta
e revelar, de forma mais detalhada, a concretizacdo da
invencdo sem limitd-la aos mesmos. Dessa forma, varidveis
similares aos exemplos também estdo englobadas no escopo da
invencé&o.

EXEMPLOS DE CONCRETIZACAO

Processo de produgdo de acidos aldénicos a partir de

celulose soluvel

[075] Inicialmente foram selecionados trés genes
(acesso no GenBank: XM 003660741, XM 003660984 e
XM 003664495) do fungo termofilico Thermothelomyces
thermophilus M77, o qual é um microrganismo de interesse
biotecnoldgico obtido no banco de microrganismos.

[076] Os genes codificam trés proteinas, sendo estas:
uma exoglucanase do tipo I (CBHI, acesso XP 003660789), uma
exoglucanase do tipo II (CBHII, acesso XP 003661032) e uma
oxidorredutase ativa em celobiose denominada celobiose
desidrogenase (CDHB, acesso XP 003664543). De modo a validar
o0 seu mecanismo de acdo, estes foram analisados em bancos de
dados disponiveis como o MycoCosm do Joint Genome Institute
(www.jgi.doe.org) e o National Center for Biotechnology
Information (www.ncbi.nlm.nih.gov).

[077] O DNA genbmico do T. thermophilus foi extraido
e utilizado para amplificacdo dos genes de interesse pela
técnica da Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando

oligonucleotideos especificos, os fragmentos obtidos no PCR
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foram clonados no vetor de expressdo pEXPYR pela técnica de
Gibson Assembly em que a adigcdo de 3 enzimas conjuntamente
(T5 exonuclease, DNA polimerase e DNA ligase) permite a
combinacdo de fragmentos de DNA contendo extremidades
complementares entre si e construcgdo do plasmideo (contendo
vetor de expressdo e gene) e inseridos em célula bacteriana
quimiocompetente (Escherichia coli) através do método de
choque térmico, permitindo a absorcdo do plasmideo soltvel
para dentro da célula Dbacteriana através dos poros da
membrana celular. As coldnias observadas foram submetidas a
uma analise através da técnica de PCR de coldnia, utilizando
a reacdo de PCR com os oligonucleotideos especificos para
cada gene e com rompimento da membrana celular por
aquecimento (95°C por 5 min) antes do inicio dos ciclos da
PCR. Aquelas coldnias que apresentaram resultado positivo de
amplificagdo do gene de interesse foram selecionadas para
crescimento para replicar o material genético.

[078] Mais especificamente, células de E. coli
contendo o gene da CBHI (XM 003660741), CBHII (XM 003660984)
e CDHB (XM 003664495) foram cultivadas em 10 ml de meio LB
(1% triptona, 1% NaCl e 0,5% extrato de levedura), adicionado
de ampicilina (100 pg/ml) por 18 horas, a 37 °C e 180 rpm.
O cultivo resultante foi centrifugado por 10 minutos a 10.000
rpm e o precipitado de células utilizado para extracgdo dos
plasmideos contendo os genes mencionados utilizando um kit
comercial para extracdo (Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification Systems da Promega) .

[079] A concentracdo do DNA plasmidial obtido para
cada gene (CBHI, CBHII e CDHB), foi quantificado em

espectrofotbdmetro de nano volume (Nanodrop One c,
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Thermofisher), e 10 ng foram utilizados para transformar o
fungo Aspergillus nidulans, linhagem A773. A transformacdo
dos protoplastos fol mediada por polietileno glicol (PEG) e
realizada conforme descrito anteriormente (Segato et al.,
2012). Mais especificamente, micélios de A. nidulans A773
geneticamente modificado e deficiente na sintese de
pirimidinas (uracila e uridina) e vitamina B6 (piridoxina)
foram tratados com coquetel de enzimas (Lisozima da clara do
ovo e enzima de lise de Trichoderma harzianum obtidas da
Sigma-Aldrich, nimero de catdlogo: L4919 e L1412,
respectivamente), por um periodo de 3 horas a 30 °C a 100
rpm em solug¢do DSPS (1,1M KCl; 0,1M &cido citrico, pH 5,8
ajustados com 1 M KOH e esterilizado por filtragdo). O
produto foi filtrado em membrana qualitativa do tipo
Miracloth (MerckMillipore) e os protoplastos foram obtidos.
Seguiu-se para a etapa que consistiu na lavagem dos
protoplastos com uma solugdo STC50 (1,2 M sorbitol, 50 mM
CaCl, e 50 mM Tris-HCl1 pH 7,5) e centrifugacdo a 4000 rpm
por 10 minutos (esta parte do processo foi repetida 3 vezes).
Por fim, o DNA de interesse foi adicionado aos protoplastos
(aproximadamente 5 pg em 100 pl da suspensdo de protoplastos
a uma concentracdo de entre 106 e 108 protoplastos/ml) e a
amostra foi mantida em gelo por 20 minutos. Apds este
periodo, foram adicionados a mistura, 2 ml de uma solugdo de
polietilenoglicol 4000 25% (PEG) em STC50 e mantida a
temperatura ambiente por 10 minutos, seguida pela
transferéncia em meio de selecdo (meio minimo adicionado de
sorbitol (1,2M) e piridoxina (10 mg/L).

[080] Os fungos transformantes obtidos no passo

anterior passaram por um processo de selecdo para verificar
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a expressdo de cada uma das proteinas de interesse (CBHI,
CBHII e CDH). Nesta etapa, esporos foram inoculados em meio
de expressdo (meio minimo contendo 3% (p/v) maltose e 10mg/ml
piridoxina) por 48 h a 37°C e, apds esse periodo, a massa
micelial foi descartada e o liquido foi concentrado 20x por
sistema de ultrafiltracdo com membrana de corte de 5 kDa. O
concentrado foi utilizado para separacdo de proteinas por
tamanho em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) e, portanto,
identificar a super-expressdo da proteina de interesse no
tamanho esperado (em torno de 50 kDa para CBHI e CBHII e 85
kDa para CDH). Assim, trés transformantes foram escolhidos
para as prodximas etapas que contaram com a expressdo e
purificacdo das proteinas.

[081] A expressdo foi realizada através do cultivo dos
fungos em placas de Petri contendo meio minimo adicionado de
piridoxina (10 mg/L) por 48 horas a 37 °C. Apds, 0OS esporos
de trés placas para cada uma das proteinas de interesse,
foram raspados com uma espatula e transferidos para meio
minimo liquido, adicionado de piridoxina e do indutor maltose
3% (p/v). O meio foi mantido estacionario por 48 horas a 37
°C, foi filtrado em membrana qualitativa e submetida a
ultrafiltracdo e didlise (tampdo fosfato de sédio 50 mM pH
7,5), utilizando um concentrador do tipo Amicon Stirred Cell
acoplado com uma membrana de poliétersulfona (PES), com corte
de 10 kDa. O volume final foi submetido ao processo de
purificacdo por técnicas cromatograficas a seguir.

[082] Os extratos concentrados foram submetidos a
cromatografia de troca anidnica utilizando 3 ml de uma resina
DEAE-Sepharose CL6B empacotada em uma coluna de bancada do

tipo econbmica (Econopack) . A resina foil ©previamente

Peticaio 870230045796, de 30/05/2023, pag. 54/73



41/50

equilibrada com 20 ml do tampdo fosfato de sdédio 50 mM (pH
7,5) e a amostra foil inserida na coluna com o auxilio de uma
pipeta. Apds, 10 ml de tampdo fosfato de sédédio 50 mM (pH
7,5) foram utilizados para lavar a resina e remover as
proteinas que ndo sofreram interacgdo com a resina e a lavagem
foi seguida pela eluigdo das proteinas de interesse através
de um gradiente de cloreto de sdédio que variou de 0,05 a 1
M. As fracdes coletadas foram avaliadas em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 15% e, as frag¢des contendo a proteina
de interesse foram submetidas a um prdéximo passo de
purificacéo.

[083] As fracdes contendo as proteinas de interesse,
selecionadas no processo de cromatografia de troca anidnica
foram submetidas a etapa de cromatografica por exclusdo de
tamanho. Para isso, uma coluna empacotada com resina do tipo
Superdex 75 foi acoplada ao FPLC Akta Pure M25. A resina foi
equilibrada com 2 volumes de coluna (VC) com tampdo fosfato
de sédio 50 mM (pH 7,5) e 0,5 ml da fracgdo obtida no processo
de troca i6nica foi inserida na coluna.

[084] As proteinas purificadas foram entdo utilizadas
para os passos de hidrdélise (CBHI e CBHII) e oxidacd&o (CDH)
da polpa de celulose. O material celuldésico (celulose com
pureza acima de 98,5%) foi previamente hidratado em &agua
destilada (100 g em 1000 ml de &gua) e mantidos a uma
temperatura de 4 °C por 24 horas. A suspensédo celuldsica foi
homogeneizada utilizando um desfibrilador e ultra
desfibrilada em ultra refinador de discos SuperMassColloider
Masuko (posicdo dos discos -100 um, rotacdo de 1600 rpm e 3
% de base seca de concentracdo de sbélidos) em tampdo acetato

de sédio 50 mM (pH 5,0) e armazenada a 4 °C para as
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posteriores andlises. O teor de sdélidos foi de 12,25 g/L.

[085] Inicialmente foi realizada uma avaliacdo sobre
a proporcdo ideal entre as enzimas CBHI e CBHII para o
processo de sacarificacdo da celulose de dissolucgédo
desfibrilada. Para 1isso, a proporcdo de enzima CBHI foi
fixada como 100% da reacdo e este valor foi substituido por
porcentagens (em massa) da enzima CBHII (0,5, 10, 15 e 20%)
(Figura 2). O contetdo total de enzimas foi de 5 mg/g de
celulose e o teor de celulose na reacdo foi de 0,6125%. As
condic¢des de reacdo foram temperatura constante de 50°C, sob
agitacdo de 850 rpm em agitador ThermoMixer C (Eppendorf),
em tampdo acetato de sdédio 50 mM (pH 5,0) em 1 ml de reacdo
durante 16 horas. Apds esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante
foi retirado e o teor de acuUcares liberados da reacdo foram
determinados pela técnica colorimétrica de DNS (Miller,
1959), em que o a4cido 3,5-dinitrosalicilico (amarelo) é capaz
de reagir com as extremidades redutoras do aglUcar soluvel e
o) composto reduzido (laranja/avermelhado) indicar a
absorbancia, sendo possivel realizar e} cdlculo da
concentracdo de aclUcar de acordo com a curva padréo
previamente realizada com glicose. Como observado na Figura
2, a melhor configuracdo para o coquetel de CBHs foi de 80%
de CBHI e 20% de CBHII. Seguiu-se com essas condi¢des para
determinar o teor de enzima (CBHI + CBHII) com maior
eficiéncia na hidrdélise do material (Figura 3).

[086] A reacdo de hidrdélise para determinar o teor
total de CBHs (em mg proteinas totais/g de material
celuldésico) para a méxima liberacdo de celobiose foi

conduzida com 3 niveis de teor de CBHs (5, 10 e 20 mg/g de
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substrato). As reacgdes foram conduzidas em tampdo acetato de
s6dio 50 mM (pH 5,0), mantida em uma temperatura de 50°C
durante 72 horas com teor de celulose de 0,6125%. Amostras
foram retiradas 4, 24, 48 e 72 horas, centrifugadas por
10.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante foi analisado em
relacdo aos aclUcares liberados em HPLC (Waters). Observou-
se que em 24 h e 20 mg CBHs/g celulose mais de 80% da
celobiose obtida em 72 horas Jj& tinha sido liberada, entéo
optou-se por essas condigdes de reacéo.

[087] Apdbs otimizados os pardmetros de processo de
hidrélise do substrato refinado, replicaram-se as condicdes,
porém na presenca da enzima oxidativa CDH. A reacdo de
hidrbélise ocorreu como citada anteriormente, e apds 24 h de
incubacédo, a reacdo foi interrompida por aquecimento a 100
°C durante 5 minutos em ThermoMixer C (Eppendorf) visando a
desativacdo das proteinas CBHI e CBHII. Em seguida, as
amostras foram resfriadas em banho de gelo por 10 minutos,
e incubadas a 50 °C para estabilizacdo da temperatura por 10
minutos. Essa etapa foi realizada a fim de calcular valores
de conversdo de celobiose em CBA.

[088] Apods, a reacéo oxidativa teve inicio,
adicionando-se a reacdo 13 mg CDHB para cada grama de
celulose contida no sistema (Figura 4). A reacdo foi
conduzida em um bloco de aquecimento com agitacdo do tipo
ThermoMixer C (Eppendorf) a 50°C e 850 rpm por um periodo de
48 horas. As reacgdes foram centrifugadas 10.000 rpm por 5
minutos e os produtos soluveis obtidos foram analisados por
cromatografia utilizando um equipamento de High Performance
Ion Chromatography (HPIC, ICS 5000, Dionex) utilizando uma

coluna CarboPacTM Pal (4 x 250 mm) e acoplado a uma pré-
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coluna CarboPacTM (4 x 50 mm). Os controles de produtos ndo
oxidados (glicose e celobiose) foram preparados a 10 g/L
solubilizados em tampdo acetato de sédio, e o controle do
produto oxidado (CBA) foi preparado pela reacdo de CDH com
30 mM de celobiose durante 24 horas a 50 °C, em que ocorre
a conversdo total de celobiose a CBA, e foram utilizados
para identificar e quantificar os produtos liberados na
reacdo. A conversdo de celulose em celobiose foi de 87,2%,
de celobiose em CBA de 76,4% e de celulose em CBA de 66,5%.

[089] A presente metodologia apresenta baixos niveis
de contaminacdo da reacdo pelo uso de temperaturas elevadas
(50 °C) e biocatalisadores termoestaveis (CBHI, CBHII e CDHB
provenientes do fungo termofilico T. thermophilus), o dgue
possibilita reacdes com temperaturas mais elevadas,
promovendo o aumento da produtividade sem afetar as enzimas
do sistema.

[090] O coquetel enzimético desenvolvido ndo necessita
da adicéao de cofatores (como NADP) ou mediadores,
sobressaindo-se quando comparado a processos continuos de
reoxidacdo da CDH que fazem uso da enzima lacase e necessita
de mediadores redox, sendo uma nas etapas de purificacéo,
pois requer purificagdes menos rigorosas (downstream), uma
vez que o0s mediadores redox apresentam toxicidade.

[091] A tecnologia do processo é relativamente réapida
(48 horas) em comparacdo com fermentacdo fungica (>160 horas)
e possibilita a recuperacdo do produto em forma de acido ao
invés de seu sal. O meio reacional é composto somente por
solugdes simples (sais, adgua e celulose), sendo uma vantagem
frente a complexidade dos meios utilizados nos processos de

producgdo por cultivo de bactérias que necessitam de meio de
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cultivo complexo contendo extrato de carne, extrato de
levedura, triptona, peptona e alguns sais. ©N&o ocorre
formacdo de produtos metabdélicos secundarios de células
cultivadas que podem encarecer o processo de purificacdo do
CBA, wutilizando técnicas avancadas e custosas de ultra
filtracdo e cromatografia. Apresentando niveis de rendimento
do processo de 66,5% (conversdo celulose em CBA, Figura 4).
[092] O CBA se apresenta como um potencial
substituinte do LBA na indGstria farmacéutica, de cosméticos
e alimentos, pois o LBA é um composto derivado da lactose,
a qual é um composto de origem animal (leite), enquanto a
celobiose (precursora do CBA) tem origem em composto
renovavel vegetal (celulose obtida de compostos
lignoceluldésicos, como o bagaco e palha de cana-de-aclcar,
subproduto da indastria sucro-alcooleira, ou da indGstria de
papel e celulose, e largamente produzida). Devido a alta
similaridade estrutural entre o LBA e o CBA, as vias de
aplicacdo se mantém similares, apresentando um processo de
substituicdo passivel e desejavel (Figura 1A e 1B).
Processo de produgdo de acidos alddnicos com adigédo da
enzima oxidativa CDHB juntamente com o coquetel de celulases
[093] Em vista do processo simplificado proposto pela
presente invencdo, também foi preliminarmente testada a
adicdo da enzima oxidativa CDHB juntamente com o coquetel de
celulases CBHI e CBHII (Figura 6). Para este processo, foram
utilizadas as mesmas condic¢des previamente descritas com
etapas separadas, porém as 3 enzimas foram adicionadas a
celulose soluvel conjuntamente: o material foi submetido
simultaneamente ao processo de hidrdélise pelas enzimas CBHI

e CBHII e oxidativo pela CDHB e esta foi mantida por um tempo
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total de 48 h (final da reacd&o) a temperatura constante de
50°C e pH 5,0. Foi observada uma rapida formacdo de CBA de
3,5 g/L em 6 horas de reacdo e uma menor taxa de conversdo
até 24 horas de reacdo, atingindo o méximo de concentracio
de CBA de 4,12 g/L.

[094] O acumulo de celobiose foi de 1,5 g/L e de
glicose 0,5 g/L. Esse sistema também se mostrou bastante
eficiente e pode ser wutilizado como alternativa para
aplicacdo industrial.
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REIVINDICACOES
1. Processo de producdo de &cido celobidnico (CBA)
a partir de material de <celulose ou lignocelulose,

caracterizado por compreender as seguintes etapas:

a.0Obtencdo de esporos e producédo das enzimas CRBRHI,
CBHII e CDHB;

b.Purificacdo das enzimas CBHI, CBHII e CDHB, e
obtencdo de um coquetel de enzimas CBHI e CBHII
purificadas, e obtencdo de CDHB purificada;

c.Homogeneizacdo da celulose ou lignocelulose até
obtencao de uma solucédo de celulose ou
lignocelulose;

d.Hidrdlise enzimatica da celulose ou
lignocelulose obtida em (c) com o coquetel de
CBHI e CBHII purificadas obtidas em (b); e

e.Oxidacdo enzimadtica da celulose ou lignocelulose
obtida em (d) a &acido celobidnico, com a enzima
CDHB purificada.

2. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacédo 1, caracterizado pelo fato de que

o material de celulose ou lignocelulose é obtido de residuos
industriais, e é selecionado dentre: bagaco e palha de cana-
de-actcar, palha de milho e subprodutos da indastria sucro-
alcooleira ou da industria de papel e celulose, biomassa
lignoceluldésica, residuo lignoceluldsico da agroindustria ou
da indistria de papel e celulose.

3. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato

de que o material de <celulose ou 1lignocelulose foi

previamente hidratado com &gua destilada e mantido a uma
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temperatura de 4 a 16 °C por 24-96 horas.
4. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de

que, na etapa (d), a solugcdo de celulose ou lignocelulose
foi homogeneizada utilizando um desfibrilador e foi ainda
ultra desfibrilada em ultra refinador de discos.

5. Processo de producdo de &acido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado pelo fato de que

0 posicionamento dos discos foi estabelecido para 100 um,
rotacdo de 1600 rpm e 3 % de base seca de concentracdo de
s6lidos, em tampdo acetato de sbédio 50 mM (pH 5,0) e
armazenada a 4 °C.

6. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacédo 1, caracterizado pelo fato de que

na etapa (a) foram inicialmente selecionados trés genes do
fungo termofilico Thermothelomyces thermophilus M77 cujo
acesso no GenBank é XM 003660741, XM 003660984 e
XM 003664495), em gque os referidos genes codificam as
seguintes proteinas: exoglucanase do tipo I (CBHI), acesso
XP 003660789; exoglucanase do tipo II (CBHII), acesso
XP 003661032; e oxidorredutase ativa em celobiose denominada
celobiose desidrogenase (CDHB), acesso XP 003664543.

7. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado pelo fato de que

o DNA gendémico de T. thermophilus foi extraido e utilizado
para amplificar os genes pela técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), e os fragmentos obtidos pelo PCR foram
clonados no vetor de expressdo pEXPYR e inseridos em célula
bacteriana quimiocompetente de Escherichia coli linhagem

Turbo.
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8. Processo de producdo de &acido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 6 ou 7, caracterizado pelo fato

de que as células de E. coli contendo o gene da CBHI
(XM 003660741), CBHII (XM 003660984) e CDHB (XM 003664495)
foram cultivadas, centrifugadas e o precipitado de células
foi utilizado para extracdo de plasmideos contendo o0s genes.

9. Processo de producdo de &acido celobidnico, de
acordo com qualquer uma das reivindicagbes 6 a 8,

caracterizado pelo fato de que a concentracdo do DNA

plasmidial obtida para cada gene (CBHI, CBHII e CDHB) foi
quantificada e 10 ng foram utilizados para transformar o
fungo Aspergillus nidulans, linhagem A773.

10. Processo de produgdo de acido celobidnico, de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 6 a 9,

caracterizado pelo fato de gque a expressédo das proteinas foi

realizada através do cultivo dos fungos contendo meio minimo
adicionado de piridoxina (10 mg/L) por 48-96 horas a 30-37
°C, em seguida, os esporos foram raspados com uma espatula
e transferidos para meio minimo liquido, adicionado de
piridoxina e do indutor maltose (2-10%), o meio foi mantido
estaciondrio por 24-96 horas a 30-37°C, foi filtrado em
membrana qualitativa e submetida a ultrafiltracdo e didlise
com tampdo fosfato de sbébdio 50 mM pH 6-7,5, utilizando um
concentrador acoplado com uma membrana de poliétersulfona.
11. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de

que, para reacgdes de hidrdélise e oxidacdo, a proporcdo de
enzima CBHI foi fixada como 100% da reacdo e este valor foi
substituido por porcentagens em massa da enzima CBHII 0, 5,

10, 15 e 20%.

Peticiio 870230045796, de 30/05/2023, pag. 67/73



4/5

12. Processo de producdo de &acido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que

o contetudo total de enzimas foi de 2-30 mg/g de celulose e
o0 teor de celulose na reacdo foi de 0,1-2%.
13. Processo de producdo de &acido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que

as condic¢cdes de reacdo durante todo o processo de hidrdlise
da celulose foram temperatura constante 40-55 °C, sob
agitacdo de 850-1100 rpm em agitador, em tampdo acetato de
sédio 50 mM (pH 4-5,5) em 0,1-2 ml de reacdo durante 16-48
horas.

14. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que

a melhor configuracdo para o coquetel de CBHI e CBHII
purificadas obtidas apdés a etapa (b), para a etapa de
hidrélise (d) foi de 80% de CBHI e 20% de CBHII.

15. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que

a reacdo de hidrdlise da etapa (d) foi conduzida em tampédo
acetato de sdédio 50 mM (pH entre 3,0 e 5,5), mantida em
temperatura entre 25 e 80°C durante 72-96 h com teor de
celulose de 0,1-2%.

16. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 14, caracterizado pelo fato de

que em 24-96 h e 5-40 mg CBHs/g celulose, mais de 50% de
celobiose obtida em 24-96 horas é liberada.
17. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 14, caracterizado pelo fato de

que apds 24 horas de incubacdo da reacdo de hidrdlise da

etapa (d), a reacdo é interrompida por aquecimento a 100 °C
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durante 5 minutos para desativar as proteinas CBHI e CBHII,
com posterior banho de gelo por 5-20 minutos, e incubacéo
entre 20 e 80 °C para estabilizar a temperatura por 5-20
minutos e iniciar a reacdo oxidativa.

18. Processo de producdo de &acido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado pelo fato de

que 1-30 mg da enzima CDHB sdo adicionados a reacgdo, que
ocorre em um bloco de aquecimento com agitacdo entre 20 e 80
°C e 850-1100 rpm por um periodo de 24-96 horas.

19. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado pelo fato de

que a conversdo de celulose em celobiose é de 50-100%, de
celobiose em CBA de 50-100% e de celulose em CBA de 50-100%.
20. Processo de produgdo de Aacido celobidnico, de

acordo com a reivindicacédo 1, caracterizado pelo fato de que

o referido processo compreende, opcionalmente, a adicdo da
enzima oxidativa CDHB juntamente com as enzimas CBHI e CBHII
a solucédo de celulose ou lignocelulose, em que o material é
submetido simultaneamente ao processo de hidrbdlise pelas
enzimas CBHI e CBHII e oxidacdo pela CDHB, sendo mantido por
um tempo total de 48 h & temperatura constante de 50°C e pH
5,0.

21. Processo de producdo de &cido celobidnico, de

acordo com a reivindicacdo 20, caracterizado pelo fato de

que obtém réapida formacdo de CBA de 3,5 g/L em 6 horas de
reacdo, menor taxa de conversdo até 24 horas de reacéo,
atinge o maximo de concentracdo de CBA de 4,12 g/L e acumulo

de celobiose de 1,5 g/L e de glicose 0,5 g/L.
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RESUMO
PROCESSOS DE PRODUGCAO DE ACIDO CELOBIONICO (CBA) A PARTIR
DE MATERIAL DE CELULOSE OU LIGNOCELULOSE

A presente invencdo refere-se a producdo de Aacidos
aldbnicos, mais precisamente de acido celobidnico, a partir
de matéria-prima renovavel de origem ndo animal, desfibrilada
em ultra refinador de discos. A polpa de celulose desfibrilada
foi wutilizada como substrato para alimentar o sistema de
producdo de acido celobidnico por via enzimdtica. Tal sistema
é constituido por duas etapas: (i) acdo de um conjunto de
enzimas hidroliticas com atividade de exoglucanase do tipo I
e II (celobiohidrolases, CBHI e CBHII), com acado sobre as
cadeias de <celulose, resultando como produto principal,
unidades de celobiose; (ii) pela adicdo ao sistema da
oxidorredutase celobiose desidrogenase (CDH), a qual tem como
mecanismo de acdo a capacidade de oxidar as moléculas de
celobiose, previamente produzidas pelas CBHs, convertendo este
carboidrato em A&acido alddénico. O referido sistema também
permite a producdo de Aacidos apresentando cadeias de maior
grau de polimerizacdo. A presente invencdo pode ser aplicada
na area de cosméticos (como parte da formulacdo de produtos
toépicos com origem vegana), nanotecnologia (liberacéo
controlada de farmacos), em alimentos (controle bioldgico de
contaminantes) e na area médica e hospitalar (estabilizacéo

de 6rgdos a serem transplantados).
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