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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METO-
DO DE PRODUGAO DE OLEO UNICELULAR A PARTIR DE MATE-
RIAIS LIGNOCELULOSICOS".
CAMPO DA INVENGAO
[001] A presente invencao refere-se a métodos para produzir lipi-
deos microbianos. Em particular, a presente invencao refere-se a mé-
todos para produzir lipideos microbianos usando inibidores obteniveis
a partir de materiais lignocelulésicos para suprimir a proliferagdo de
micro-organismos indesejados no caldo de fermentacao.
ANTECEDENTES DA INVENCAO
[002] A lignocelulose é o biopolimero mais abundante na Terra.
Lignocelulose € o principal componente estrutural de plantas lenhosas
e plantas nao lenhosas como grama. A biomassa lignoceluldsica se
refere a biomassa de planta que € composta de celulose, hemicelulose
e lignina. Grandes quantidades de residuos lignoceluldsicos s&o pro-
duzidas através de sivicultura, industrias de madeira e papel e celulose
e praticas agricolas (palha, residuos, bagaco, palhico) e muitas
agroindustrias. Também, residuos municipais contém fragcées que po-
dem ser consideradas como residuos de lignocelulose, como residuo
de papel ou papelado, residuos de jardim ou madeira residual de cons-
trucdo. Devido a alta abundéancia e baixo preco, os residuos lignocelu-
l6sicos sdo materiais preferenciais para a producdo de biocombusti-
veis. Além disso, culturas energéticas lenhosas ou herbaceas dedica-
das com produtividade de biomassa ganharam interesse como uso de
biocombustivel.
[003] A producao de biocombustiveis, especialmente etanol, de
materiais lignoceluldsicos por fermentagées microbianas foi estudada
extensivamente. O maior desafio para a utilizacdo de lignocelulésicos
para a producdo microbiolégica de biocombustiveis ou matérias-

primas de biocombustivel estda na complexidade do material lignocelu-
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l6sico e em sua resisténcia a biodegradagdo. Em lignocelulose, as fi-
bras de celulose (20 a 50% de peso seco de planta) sdo incorporadas
em matriz covalentemente ligada de hemicelulose (20 a 40%), pectina
(2 a 20%) e lignina (10 a 20%) formando uma estrutura muito resisten-
te para biodegradagao. Além disso, os residuos de agucar de hemice-
lulose contém uma mistura variada de hexoses (por exemplo, glicose,
manose e galactose), e pentoses (por exemplo, arabinose e xilose)
dependendo da biomassa.

[004] O pré-tratamento de material lignocelulésico com alto ren-
dimento a agucares que sao utilizaveis por micro-organismos repre-
senta um dos maiores desafios. Redugdes de custo significativas sao
necessarias nos custos de enzimas necessarias em hidrolise de poli-
meros de acucar para mondémeros de agucar que sao utilizaveis por
micro-organismos desejados. Além disso, a produgdo economicamen-
te viavel de biocombustiveis de materiais lignocelulésicos exige uma
conversédo eficiente de todos os constituintes de carboidrato principais
desse material complexo para biocombustiveis.

[005] A hidrdlise enzima’tica do material lignoceluldsico é tipica-
mente realizada em uma etapa separada de processo de producao de
biocombustivel por enzimas comerciais compradas e produzidas fora
do processo de producdo de biocombustivel real.

[006] Determinados micro-organismos podem produzir lipideos a
partir de moléculas organicas, como agucares derivados de lignocelu-
lose. Determinados micro-organismos, tipicamente, levedura, fungos
ou bactérias, podem converter eficientemente tanto agucares C6 como
C5 em materiais lignocelulésicos para 6leo. O 6leo produzido por mi-
cro-organismos heterotréficos é geralmente denominado éleo unicelu-
lar ou 6leo microbiano. O processo de producédo de oOleo unicelular
usando micro-organismos heterotroéficos compreende cultivar micro-

organismos em biorreatores aerados, permitindo que as células acu-
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mulem lipideos, colhendo células ricas em lipideo e recuperando 6leo
de células. Os lipideos a base de micro-organismo (isto é, 6leo unice-
lulares) podem ser usados como matérias-primas para a produgéo de
biocombustiveis como biodiesel, diesel renovavel ou biocombustivel
para motores a jato.

[007] Hidrolisados lignoceluldsicos também foram utilizados na
produgcao de oleos unicelulares. A hiddlise de lignocelulose foi tipica-
mente realizada por pré-tratamento do material lignocelulésico para
acucares monomericos antes de alimentacéo para bioprocesso.

[008] A publicacado de patente US2009217569 descreve a produ-
cao de 6leo unicelular a partir de varios hidrolisados lignoceluldsicos e
outros hidrolisados de materiais, como palha, madeira, residuos indus-
triais de papel e celulose, fibras recicladas, residuo municipal, biomas-
sa de algas. A fabricagdo de biocombustivel compreende tratar o ma-
terial de origem com agua, acido ou alcali e contatar o filtrado ou pre-
cipitado com micro-organismo produtor de lipideo. A publicacédo de pa-
tente US2009064567 descreve a producao de 6leo unicelular a partir
de hidrolisados de material de celulose para producao de biodiesel e
biocombustivel de jato por Stramenopiles. O documento
US20090011480 descreve a producao de 6leo unicelular por algas e
fungos heterotroficamente desenvolvidos a partir de materiais lignoce-
lulésicos despolimerizados, como palha, madeira, residuos de fabrica
de celulose, paingco amarelo. O documento CN101148630 descreve a
producao de 6leo unicelular a partir de hidrolisados de hemicelulose de
palha de trigo, milho ou arroz, obtidos por explosdo de vapor, por bac-
térias ou fungos.

[009] Além disso, na técnica anterior foi descrita a produgao de
lipideo diretamente a partir de agucares poliméricos em lignocelulose,
como xilano por Fall et al. (1984), ou celulose por Lin et al. (2010).
[0010] O documento W02010042842 descreve a producio de dle
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unicelular a partir de hidrolisados de lignocelulose por cultura mista de
micro-organismo(s) com a capacidade de degradar acucares poliméri-
cos em lignocelulose e pelo menos uma espécie de alga. A cultura é
desenvolvida em cultivos aerdbicos e anaerdbicos sucessivos, em que
acidos graxos sao produzidos a partir de agucares e a partir de produ-
tos de fermentacao anaerdbica.

[0011] O documento W02010006228 descreve a produgao se-
quencial de biocombustiveis a partir de lignoceluloses. Em um primeiro
estagio, a fermentagdo anaerdbica com organismos capazes de pro-
duzir alcoois a partir de agucares poliméricos em hidrolisados de ligno-
celulose, em um segundo estagio, o meio de cultura residual, possi-
velmente contendo pelo menos um produto de fermentacao, é tratado
com algas para acumular 6leos unicelulares.

[0012] A presenca de microbios nao produtores de lipideos conta-
minantes em caldo de fermentagcao pode influenciar a produtividade e
rendimento de oleo visto que o0 microbio ndo produtor de lipideos com-
pete com micro-organismos produtores de 6leo (microbios oleagino-
sos) em acgucares nos hidrolisados de lignocelulose e, dessa forma,
tornando o processo menos viavel.

[0013] Portanto, ha a necessidade de um método para controlar
cultura de micro-organismos no processo de produc¢ao de 6leo unicelu-
lar de modo que a proliferagdo dos micrébios oleaginosos seja favore-
cida sobre a proliferagdo de micrébios ndo oleaginosos.

SUMARIO DA INVENCAO

[0014] A producao de o6leo unicelular é tipicamente executada cul-
tivando-se microbios produtores de lipideo (micrébios oleaginosos) sob
condicdes aerdbicas na presenca de um substrato adequado como
acgucares lignocelulésicos, como agucares hemicelulésicos, obtidos por
fracionamento de lignocelulose. O fermentador aerébico médio tem um

volume e capacidade muito menores que os fermentadores anaerobi-
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cos e é mais dispendioso para ser executado. Por conseguinte, as
demandas de cultivo eficiente sdo maiores para a producédo de dleo
unicelular que dependem de cultivo sob condi¢cdes aerobicas. A con-
taminacdo do cultivo com microbios que nado produzem lipideos ou
apenas lipideos em baixas quantidades pode reduzir significativamen-
te o rendimento e produtividade de 6leo unicelular. Portanto, a presen-
ca de micrébios contaminantes durante o cultivo deve ser evitada.
[0015] Um objetivo da presente invengao €, portanto, fornecer um
meétodo para a producdo de 6leo unicelular que deplete ou reduza a
quantidade de micrdbios nao produtores de lipideos contaminantes no
cultivo e, dessa forma, favorecer as proliferacbes de micrdbios oleagi-
NOSOS.

[0016] O fracionamento de lignocelulose tipicamente produz fragao
de hemicelulose que contém altas concentracbes de compostos inibi-
dores, tipicamente compostos fendlicos. Na producao de dleo unicelu-
lar, solugdes de acucar altamente concentradas (xaropes) sao tipica-
mente exigidas. Dessa forma, os hidrolisados de hemicelulose preci-
sam ser concentrados. Os inibidores ndo volateis sdo concentrados
em hidrolisado quando o liquido € concentrado por evaporagao.

[0017] Os produtos de degradagdo sao gerados no processo de
fracionamento de lignocelulose. Alguns desses produtos de degrada-
¢ao atuam como inibidores microbianos (como compostos fendlicos,
acidos organicos, furfural e hidroximetilfurfural). Os inventores consta-
taram que por ajuste da concentracdo desses inibidores microbianos
de acordo com a tolerancia dos micrébios oleaginosos ao dito inibidor,
a proliferagao dos micrébios nao produtores de lipideos contaminantes
pode ser suprimida.

[0018] Consequentemente, um primeiro aspecto da presente in-
vencao se refere a um método para produzir lipideos, compreendendo

as seguintes etapas
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(i) fornecer um meio de cultivo compreendendo um hidroli-
sado lignocelulésico,

(i) fornecer um caldo de fermentagéo inoculando-se o0 meio
de cultivo de (i) com um primeiro micrébio, em que o dito primeiro mi-
crobio € um micrébio oleaginoso,

(iii) incubar o dito meio inoculado com o dito primeiro micro-
bio permitindo o acumulo,

em que o dito caldo de fermentacdo compreende pelo
menos um inibidor de crescimento microbiano e em que o dito pri-
meiro micrébio é tolerante ao(s) dito(s) inibidor(es) de crescimento
microbiano, em que a dita incubacdo é conduzida sob condi¢des ae-
robicas.
[0019] Um segundo aspecto da presente invengao refere-se a um
caldo de fermentacdo que compreende um hidrolisado lignocelulésico,
pelo menos um inibidor de crescimento microbiano e um micrébio ole-
aginoso, em que o dito micrébio oleaginoso é tolerante ao(s) dito(s)
inibidor(es) de crescimento microbiano.
[0020] Um terceiro aspecto se refere ao uso do caldo de fermenta-
cao da presente invengao em um meétodo para produzir um lipideo.
[0021] Um quarto aspecto se refere ao uso de uma composicao
que compreende pelo menos um inibidor de crescimento microbiano
em um meétodo para produzir um lipideo, em que o lipideo é produzido
e se acumula em um microbio oleaginoso e em que o dito micrébio
oleaginoso € tolerante ao dito pelo menos um inibidor de crescimento
microbiano.
BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS
[0022] A Figura 1 apresenta desempenho (peso seco de célula
(CDW) (g/l), concentracédo de acido graxo (FA) (g/l), peso seco de cé-
lula livre de gordura (CDW) (g/l) e teor de acido graxo (FA) (%) em bi-

omassa microbiana) de fermentagdo em batelada alimentada com As-
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pergillus. oryzae em hidrolisados celulésicos e hemicelulésicos de pa-
Iha de trigo.

[0023] A Figura 2 apresenta o rendimento de residuo sélido de au-
to-hidrélise de palha de trigo.

[0024] A Figura 3 apresenta a concentragcédo de agucar soluvel total
(g/l, eixo geométrico y esquerdo) e substancias inibidoras microbianas
potencialis; furfural, hidroximetilfurfural (HMF) e fendlicos soluveis (g/l,
eixo geométrico y direito) na fragdo liquida obtida a partir de auto-
hidrélise de palha de trigo a 10% de consisténcia (g de matéria seca
de solidos de palha/g total).

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENCAO

[0025] Para descrever as modalidades da inveng¢ao, uma termino-
logia especifica sera utilizada por uma questéo de clareza. Entretanto,
a invengao néo é destinada a ser limitada aos termos especificos en-
tdo selecionados, e sera compreendido que cada termo especifico in-
clui todos os equivalentes técnicos que operam de maneira similar pa-
ra realizar um propdsito similar.

[0026] Esta invengdo trata da utilizacdo de materiais (lig-
no)celulésicos como uma matéria-prima para a producao de 6leos uni-
celulares. O 6leo unicelular produzido pode ser usado como uma ma-
téria-prima para a produgao de biocombustiveis, como biodiesel, diesel
renovavel ou com combustivel de jato.

DEFINICOES

INIBIDOR DE CRESCIMENTO MICROBIANO

[0027] No contexto da presente invengao, o termo "inibidor micro-
biano" ou "composto inibidor" se refere no presente documento como
compostos, derivados de material lignoceluldsico, isto €, produtos de
degradacgao de lignocelulose que podem inibir o crescimento de micro-
organismos. Tais compostos sdo tipicamente gerados em fraciona-

mento de lignocelulose em que agucares lignoceluldsicos séo produzi-
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dos. Tais compostos incluem, mas nao se limitam a, compostos fendli-
cos (como acido 4-hidroxibenzoico, acido p-cumarico, acido vanilico,
vanilina, fenol, guaiacol, hidroquinona, catecol, acido ferulico, siringal-
deido, acido siriingico), furfural, hidroximetilfurfural (HMF), acidos or-
ganicos como (acido acético, acido férmico e acido levulinico) e extra-
tivos (acido caproico, acido caprilico, acido palmitico e acido pelargé-
nio). Os efeitos inibitérios de crescimento desses compostos podem
depender de micro-organismo e condi¢bes de cultivo. Quando os
compostos inibitérios ocorrem em misturas, os mesmos podem ter
efeitos cumulativos, isto é, inibbem o crescimento microbiano em con-
centracdes mais baixas do que sem a presenca de outro(s) compos-
to(s) inibitorio(s).

[0028] No contexto da presente invencio, os carboidratos de bio-
massa lignoceluldsica n&o s&o incluidos dentro da definigdo de inibidor
microbiano.

[0029] O termo "Niveis otimizados de inibidores de fermentacio”
se refere no presente documento a uma concentracdo de compostos
inibitérios que permite o crescimento e producao de lipideo por micro-
organismos oleaginosos, porém inibe o crescimento de micro-
organismos nao oleaginosos contaminantes.

COMPOSTOS AROMATICOS, COMPOSTOS FENOLICOS

[0030] Hidrocarboneto aromatico se refere no presente documento
a um composto tendo uma estrutura de anel, formado por ligagcdes co-
valentes entre atomos de carbono, que contém ligagdes duplas e sim-
ples conjugadas alternadas em uma estrutura de anel. Hidrocarboneto
aromatico também pode se referir a um composto tendo uma estrutura
de anel, formado por ligagdes covalentes entre atomos de carbono e
atomos de nao carbono, que contém ligacdes duplas e simples conju-
gadas alternadas em uma estrutura de anel.

[0031] O termo "composto fendlico" se refere no presente docu-
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mento a um composto que compreende pelo menos um grupo hidro-
carboneto aromatico contendo pelo menos um grupo hidroxila (-OH)
diretamente ligado ao grupo de hidrocarboneto aromatico. Neste pedi-
do, a concentragao de composto fendlico foi medida com analise colo-
rimétrica de acordo com o método de Folin-Ciocalteu (Waterhouse,
2002). Tais compostos incluem, mas nao se limitam a, compostos fe-
nolicos como alcool p-cumaril, alcool coniferil, alcool sinapil, 4-
hidroxiacetofenona, acetovanillona, acetosiringona, 4-
hidroxibenzaldeido, vanilina, siringaldeido, acido 4-hidroxibenzoico,
acido vanilico, acido siringico, acido p-cumarico, acido ferulico, acido
sinapico, fenol, guaiacol, siringol, hidroquinona, catecol, 2-metilfenol,
3-metilfenol, 4-metilfenol, 2,6-dimetilfenol, 2,4-dimetilfenol, 4-etilfenal,
3,4-di-hidroxibenzaldeido, 4metilguaiacol, 4-vinilfenol, 4-etil-2-
metilfenol, 4-alilfenol, 3metoxicatecol, 2,6-dimetdxi-4-metilfenol, alcool
vanililico, homovanilina, acido homovanilico, 1-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)etanol, 1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)aleno, éster metilico de
acido vanililico, 4-etil-2,6-dimetoxifenol, 4-metilcatecol, 4-etilguaiacol,
4-propilfenol, 4-vinilguaiacol, alcool 4-hidroxibenzila, 3-hidroxi-2-metil-
(4H)-piran-4-ona, 3,5-di-hidréxi-2-metil-(4H)-piran-4-ona, 4-
propenilfenol, 2,6-dimetdxi-4-propilfenol, alcool di-hidroconiferil, homo-
siringaldeido, alcool 3,5-dimetdxi-4-hidroxibenzilico, 2,6-dimetdxi-4-
propenilfenol, 1-(3,5-dimetdxi-4-hidroxifenil)etanol, coniferil aldeido,
siringilacetona, éster metilico de acido siringico, propiosiringona, sirin-
gil vinol cetona, di-hidrosinapil alcool, sinapaldeido, 2,6-dimetoxifenol,
1-(4-hidroxifenil)etanol, eugenol, 5-etilpirogalol, 4-propilguaiacol, 1,4-di-
hidroxi-3-metoxibenzeno, isoeugenol, éster metilico do acido 4-
hidroxibenzoico, guaiacilacetona, 2,6-dimetdxi-4-vinilfenol, propiovani-
lona, guaiacil vinil cetona, 4-alil-2,6-dimetoxifenol, e incluindo seus
possiveis isdbmeros, lignina oligomérica e/ou polimérica, taninas, poli-

fendis, misturas de compostos, compostos covalentemente ligados
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compreendendo compostos néo fendlicos e compostos fendlicos.
[0032] O termo "concentracdo de compostos fendlicos" significa a
concentragdo de compostos (tipicamente expressa como g/l) em solu-
¢ao aquosa conforme medido com o método de Folin-Ciocalteu (Wate-
rhouse, 2002)

MATERIAL LIGNOCELULOSICO

[0033] Os termos "biomassa lignoceluldsica" ou "material lignoce-
lulésico" se destina a incluir, mas nao se limitar a, plantas lenhosas
ou plantas herbaceas n&o lenhosas ou outros materiais contendo ce-
lulose e/ou hemicelulose: Os materiais podem ser residuos agricolas
(como palha de trigo, palha de arroz, palhigo, cascas, palha de milho,
bagaco de cana, pontas e folhas de cana-de-agucar), culturas ener-
géticas dedicated (como paingo amarelo, Miscanthus, Arundo donax,
capim-amarelo, salgueiro, jacinto de agua, cana energética, sorgo
energético,), materiais ou residuos de madeira (incluindo serraria e
polpa e/ou residuos ou fragcdes de fabrica de papel, como hemicelu-
lose, licor de sulfito residual, fibra residual e/ou lodo primario), mus-
go ou turfa, ou residuos de papel municipais. O termo material lig-
nocelulésico também compreende materiais com baixo teor de ligni-
na, materiais como biomassa de macroalgas. Além disso, os mate-
riais também compreendem fragdes de hemicelulose ou celulose de
praticas industriais. O termo material lignocelulésico abrange qual-
quer tipo de fracdo de celulose. As matérias-primas ou determinadas
fracbes, como hemicelulose e/ou celulose, de matérias-primas de ori-
gem diferente, espécies de plantas, ou processos industriais podem
ser misturados e usados como matérias-primas para cultivar biomas-
sa de micro-organismo de acordo com essa revelagao. Tipicamente,
o teor de lignina em lignocelulose € maior que 5%. A biomassa ligno-
celuldésica também pode conter amido, por exemplo, no caso de plan-

tas inteiras.
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HIDROLISE

[0034] O termo "hidrélise" se refere no presente documento a des-
polimerizagcédo por adigao de agua em ligagdes glicosidicas ou ligagao
de éster de carboidratos ndo monoméricos a oligbmeros de agucar e
mondmeros ou acidos carboxilicos.

HIDROLISADO

[0035] O termo "hidrolisado" ou "material hidrolisado" se refere no
presente documento a um material que foi submetido a hidrélise.
HIDROLISADO DE LIGNOCELULOSE

[0036] O termo "hidrolisado de lignocelulose" se refere no presente
documento a produtos de hidrolise de material de lignocelulose ou lig-
nocelulésico compreendendo celulose e/ou hemicelulose, oligossaca-
rideos, mono e/ou dissacarideos, acido acético, acido formico, outros
acidos organicos, furfural, hidroximetilfurfural, acido levulinico, com-
postos fendlicos, outros produtos de hidrodlise e/ou degradagao forma-
dos a partir de lignina, celulose, hemicelulose e/ou outros componen-
tes de lignocelulose, compostos de nitrogénio que se originam de pro-
teinas, metais e/ou fragmentos ndo hidrolisados ou parcialmente hidro-
lisados de lignocelulose.

TRATAMENTO HIDROTERMICO

[0037] No contexto da presente invencéo, o termo "tratamento hi-
drotérmico" se refere a tratamento térmico de suspenséao de lignocelu-
lose aquosa a temperaturas que excedem 50°C. O tratamento térmico
pode ser realizado sob pressdao em um reator pressurizado ou em
pressao atmosférica em um reator ndo pressurizado. A pressido em
reator pressurizado pode ser gerada por vapor obtido a partir da agua
guando aquecida até o ponto de ebuligdo ou por fase gasosa pressuri-
zado adicionada. O tratamento hidrotérmico pode ser realizado na pre-
senca de um catalisador ou na auséncia de um catalisador. O trata-

mento hidrotérmico na auséncia de um catalisador (também chamado
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de "auto-hodrdlise" ou "AH") para a hidrolise de biomassa lignocelul6-
sica sem catalisador adicionado quando a suspensao aquosa de bio-
massa lignoceluldsica é submetida a tratamento hidrotérmico a tempe-
raturas que excedem 120°C sob presséao.

[0038] "Palha auto-hidrolisada" se refere no presente documento a
fracdo sdlida que foi obtida apds a auto-hidrélise. A palha auto-
hidrolisada pode ser submetida a lavagem.

EXPLOSAO DE VAPOR

[0039] No contexto da presente invencao, o termo "explosdo de
vapor" se refere a um tratamento, em que o material é aquecido por
um vapor de alta pressao (a temperaturas entre 110°C e 250°C, tipi-
camente 140 a 230°C) sob uma pressdo com ou sem a adi¢ao de pro-
dutos quimicos (como acidos) e o material € mantido a temperatura
durante um determinado tempo, apés isso, a pressao € liberada cau-
sando a descompressao explosiva do material. Nesse contexto, a ex-
plosdo de vapor € aplicada a a materiais lignocelulésicos e a mesma
tipicamente resulta em uma ruptura da estrutura rigida das fibras de
lignocelulose, isto é, desfibrilagdo dos feixes de fibras de celulose.
TRATAMENTO DE DESLIGNIFICAGAO

[0040] "Tratamento de deslignificacdo" se refere no presente do-
cumento a um tratamento que remove o material sem carboidrato co-
mo lignina de biomassa lignoceluldsica. O tratamento de deslignifica-
cao também se refere a um tratamento que remove tanto material sem
carboidrato como de carboidrato como uma mistura de biomassa lig-
nocelulosica.

AGENTE DE DESLIGNIFICAGAO ALCALINA

[0041] No contexto da presente invengao, o termo "agente de des-
lignificagao alcalina" se refere a um composto quimico ou uma mistura
de compostos quimicos que quando adicionado a agua fornece solu-

¢cbes com uma atividade ibnica de hidrogénio menor que aquela de
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agua pura, isto €, um pH maior que 7,0. O agente de deslignificagao
alcalina pode ser selecionado a partir de um grupo de compostos que
compreende, mas néo se limitando a hidroxidos como LiOH (hidroxido
de litio), NaOH (hidroxido de sdédio), KOH (hidroxido de potassio),
Ca(OH)2 (hidréxido de calcio), NH4OH (hidroxido de aménio), ou com-
postos que podem formar ions de hidréxido em agua como NHs (amo-
nia) em estado liquido ou gasoso, carbonatos como HCOs- (ions de
bicarbonato), Li2COs (carbonato de litio), Na2COs (carbonato de sddio),
K2COs (carbonato de potassio), sulfetos como NaxS (sulfito 5 de so6-
dio), e os hidratos correspondentes.

HIDROLISE ENZIMATICA

[0042] No contexto da presente invencao, o termo "hidrélise enzi-
matica" se refere a tratamento enzimatico do material lignocelulésico
que compreende celulose e/ou hemicelulose, oligossacarideos, em
que as enzimas facilitam a hidrélise da celulose e/ou hemicelulose,
oligossacarideos para obter mono e/ou dissacarideos. Tipicamente, o
tratamento de hidrolise enzimatica do material lignocelulésico é condu-
zido submetendo-se o material lignocelulésico em uma mistura de en-
zimas na presenga de agua ou um tampao. A mistura de enzimas con-
siste em, mas nao se limita a, 1,4-13-glucanases (endoglucanaces e
exoglucanases, ou endocelulases e exocelulases), 1,4-13-
glucosidases (celobiases) e enzimas de degradacdo de hemicelulose
(hemicelulases, xilanases, arabinases etc.).

FRAGCAO DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

[0043] "Fracdo de biomassa lignocelulosica" se refere no presente
documento a qualquer fragdo que foi derivada de biomassa lignocelu-
|6sica e pode ser, dessa forma, livre de lignina.

LIPIDEO MICROBIANO OU LIPIDEO

[0044] No contexto da presente invencgao, "lipideo microbiano",

lipideo" ou "lipideo intracelular" se refere a uma substancia graxa, cuja
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molécula geralmente contém geralmente, como uma parte, uma ca-
deia de hidrocarboneto alifatica, que se dissolve em solventes organi-
cos ndo polares, porém é insatisfatoriamente soluvel em agua. Os lipi-
deos sdao um grupo essencial de grandes moléculas em células vivas.
Os lipideos sao, por exemplo, gorduras, 6leos, ceras, ésteres de cera,
esterais, terpenoides, isoprenoides, carotenoides, poli-
hidroxialcanoatos, acidos nucleicos, acidos graxos, alcoois graxos, al-
deidos graxos, ésteres de acido graxo, fosfolipideos, glicolipideos, es-
fingolipideos e acilglicerois, como triacilglicerois, diacilglicerdis ou mo-
noacilglicerdis.

[0045] Os lipideos preferenciais na presente invengcédo sio gordu-
ras, Oleos, ceras, acilglicerdis e acidos graxos e seus derivados, em
particular triacilglicerois e ésteres de cera. No contexto da presente
invencao, os lipideos sao sintetizados e acumulados em micrébios (li-
pideos intracelulares).

[0046] Em conjunto com essa invencao, 6leo unicelular € usado
como sindénimo para lipideos e gordura.

[0047] O termo "aciglicerol" se refere a um éster de glicerol e aci-
dos graxos. Acilglicerois ocorrem naturalmente como gorduras e 6leos
graxos. Exemplos de acilglicerdis incluem triacilgliceréis (TAGs, trigli-
cerideos), diacilglicerdis (diglicerideos) e monoacilglicerois (monoglice-
rideos).

ACUCAR

[0048] No contexto da presente invencao, o termo "acucar" se re-
fere no presente documento a carboidratos oligoméricos, diméricos e
monomeéricos. Particularmente, neste pedido, o termo agucar se refere
a carboidratos oligoméricos, diméricos e monomeéricos soluveis em
agua derivados de materiais lignocelulésicos. Pelo termo "agucares
poliméricos" entende-se carboidratos que estdo em forma polimérica e

nao tipicamente soluveis em agua.
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RENDIMENTO DE AGUCAR

[0049] No contexto da presente invengao, o termo "rendimento de
acgucar" se refere no presente documento ao rendimento de carboidra-
tos oligoméricos, diméricos e monoméricos a partir de materiais parti-
culares. Particularmente, neste pedido, o termo rendimento de agucar
se refere ao rendimento de carboidratos oligoméricos, diméricos e mo-
nomeéricos soluveis em agua derivados de materiais lignocelulésicos.
PROCESSO DE PRODUGAO DE OLEO UNICELULAR

[0050] "Processo de producao de 6leo unicelular” se refere no pre-
sente documento a um processo, que compreende as etapas de for-
mar ou permitir o crescimento de um micro-organismo de sintetizacéo
de lipideos e permitindo que a massa de organismo obtida dessa for-
ma produza e/ou armazene (acumule) lipideo, recuperando as células
da fase liquida, e extraindo ou recuperando os lipideos das células.
Em determinados casos, o 6leo unicelular também pode ser extracelu-
lar como excretado ou liberado de células em meio de cultura durante
ou apods o cultivo.

CULTIVO AEROBICO

[0051] O termo "cultivo aerdbico" ou "fermentagdo aerdbica" se
refere a um cultivo em que o micro-organismo utiliza oxigénio como
aceitante de elétron terminal para geracdo de energia (isto €, 0 micro-
organismo usa respiragdao aerdbica). Tipicamente em biorreatores, o
cultivo aerdbico é realizado adicionando-se oxigénio ou uma mistura
de gas contendo oxigénio (tipicamente ar), isto €, o biorreator é aera-
do. Quando micro-organismos usam respiracao aerdbica em cultivo, o
mesmo pode ser referido como "cultvo sob condi¢cdes aerdbicas". Tipi-
camente, isso ocorre em biorreatores aerados.

OPERAGAO ASSEPTICA

[0052] O termo "operacao asséptica" se refere no presente docu-

mento a operagao em que os sistemas de cultivo de micro-organismos
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(por exemplo, fermentador) foram esterilizados antes do cultivo, e em
que a operacao é realizada de maneira que previna a contaminagao
(isto &, crescimento de micro-organismos ndo desejados) de sistemas
de cultivo, por exemplo, usando agentes antimicrobianos nao deriva-
dos de pré-tratamento de lignocelulose. "Operagdo nédo asséptica" se
refere a operacao realizada de forma diferente da "operacao assépti-
ca".

MICROBIO OLEAGINOSO OU MICROBIO PRODUTOR DE OLEO
[0053] O microbio oleaginoso (também referido como organismos
produtores de 6leo) usado na presente invengao é selecionado a partir
do grupo de bactérias, cianobactérias, fungos como leveduras e fun-
gos filamentosos, archaea ou microalgas. Os micro-organismos podem
acumular prontamente lipideos ou foram geneticamente modificados
para acumular lipideos ou aprimorar o acumulo de lipideos.

[0054] De preferéncia, os organismos que sao capazes de usar
acucares C6 e C5 sao usados. De preferéncia, os organismos sao le-
vedura, fungos filamentosos ou bactérias.

[0055] No contexto da presente invengdo, o micro-organismo ole-
aginoso (micrébio oleaginoso) se refere a um micro-organismo que €
capaz de acumular lipideos intercelulares de modo que os lipideos
equivalham a pelo menos 15% (p/p) da biomassa total (por peso seco
de célula) do microbio quando o mesmo € cultivado sob condigbes
adequados. Em uma modalidade preferencial, o micrébio oleaginoso &
capaz de acumular pelo menos 20% (p/p) da biomassa total do micré-
bio (por peso seco de célula).

[0056] As cepas de micro-organismos preferenciais para os propé-
sitos da presente invencao incluem, mas nao se limitam a, espécies e
géneros listados abaixo:

[0057] De acordo com uma modalidade da invengao, o primeiro

microbio € um micrébio oleaginoso capaz de usar agucares derivados
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de materiais lignoceluldsicos. De preferéncia, os organismos oleagino-
S0s sao capazes de usar acgucares C6 (seis agucares de carbono, co-
mo glicose, manose e galactose) e agucares C5 (como xilose e arabi-
nose) em hidrolisados lignocelulésicos. De acordo com uma modalida-
de da invengao, o organismo oleaginoso é capaz de usar carboidratos
poliméricos ou oligoméricos em lignocelulose ou fragcbes dos mesmos.
[0058] As cepas fungicas preferenciais (filamentosas) sdo de es-
pécies de géneros Aspergillus como Aspergillus oryzae, Mortierella
como Mortierella isabellina, Chaetomium, Claviceps, Cladosporidium,
Cunninghamella, Emericella, Fusarium, Glomus, Mucor, Pseudozyma,
Pythium, Rhizopus, como Rhizopus oryzae, Tremella, Zygorhynchus,
Humicola, Cladosporium, Ma/branchea, Umbelopsis como Umbelopsis
isabellina e Ustilago. As espécies de fungos preferenciais sao de gé-
neros Aspergillus e/ou Mortierella. Os fungos preferenciais sdo aque-
les fungos capazes de produzir lipideos efetivamente.

[0059] As cepas de levedura preferenciais sao aquelas que per-
tencem a espécies de géneros, Geotrichum, Deparyomyces, Pachyso-
len, Galactomyces, Hansenula, Leucosporidium, Sporobolomyces,
Sporidiobolus, Waltomyces, Cryptococcus, como Cryptococcus cur-
vatus, Rhodosporidium, como Rhodosporidium toruloides ou Rhodos-
poridium fluviale, Rhodotoru/a, como Rhodotoru/a glutinis, Yarrowia,
como Yarrowia lipolytica, Candida como Candida curvata, Lipomyces
como Lipomyces starkeyi e Trichosporon como Trichosporon cuta-
neum ou Trichosporon pululans. As leveduras mais preferenciais séo
de géneros Lipomyces, Rhodosporidium e Cryptococcus. As leveduras
preferenciais sdo aquelas capazes de produzir lipideos efetivamente.
[0060] As bactérias preferenciais sdo aquelas que pertencem a
especie de géneros Rhodococcus, Acinetobacter eStreptomyces. As
bactérias preferenciais sdo aquelas capazes de produzir lipideos efeti-

vamente.
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[0061] As algas mais preferenciais sdo microalgas, como espécies
de microalgas de géneros que compreendem Brachiomonas,
Crypthecodinium, Chlorella, Dunaliella, Hantzschia, Nannochloris,
Nannochloropsis, Nitzschia, Prototheca, Scenedesmus, Schi-
zochytrium, Traustrochytrium e Ulkenia. As microalgas preferenciais
sdo aquelas microalgas capazes de se desenvolver heterotroficamente
e produzir lipideos efetivamente. Os organismos que pertencem aos
géneros Schizochytrium, Thraustochytrium e Crypthecodinium e Ulke-
nia séo, as vezes, denominados fungos marinhos.

[0062] De acordo com uma outra modalidade da invengao, os car-
boidratos de biomassa lignoceluldsica estdo principalmente em forma
monomerica e organismos nao capazes de usar carboidratos oligome-
ricos ou poliméricos sdo usados para a produgcao de 6leo unicelular.
Tais organismos produtores de 6leo sao selecionados a partir do grupo
de bactérias, cianobactérias, fungos como leveduras e fungos filamen-
tosos, archaea ou microalgas. Os micro-organismos podem acumular
prontamente lipideos ou foram geneticamente modificados para acu-
mular lipideos ou aprimorar o acumulo de lipideos.

MASSA UNICELULAR CONTENDO LIPIDEO

[0063] "Massa unicelular contendo lipideo" significa uma massa
unicelular e micélio celular com um teor de lipideos de pelo menos pre-
ferivelmente 10%, de preferéncia pelo menos 15% (p/p) ou mais de
matéria seca da biomassa de micro-organismo.

RECUPERAGAO DE LIPIDEOS

[0064] "Recuperacao de oleo" ou "recuperacao de lipideo" ou "re-
cuperacao de lipideo a partir de um micrébio oleaginoso” se refere a
um processo, em que o lipideo (lipideo intracelular) é recuperado por
métodos mecanicos, quimicos, termomecanicos ou autocataliticos ou
por uma combinacdo desses métodos a partir das células de micro-

organismos. Alternativamente, "recuperacao de 6leo" pode significar a
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recuperacao de lipideos extracelularmente produzidos a partir do caldo
de cultivo (fermentagéo).

MASSA CELULAR RESIDUAL

[0065] No contexto da presente invencgado, "massa celular residual”
se refere a uma fragdo de material sélido, semissolido ou fluxivel, que
contém micro-organismos tratados para a recuperacgao de lipideos in-
tracelulares.

BIOCOMBUSTIVEL

[0066] No contexto da presente invencgao, "biocombustivel" se re-
fere a combustivel sdlido, liquido ou gasoso principalmente derivado
de biomassa ou residuo biolégico e € diferente de combustiveis fos-
seis, que sao derivados de restos organicos de plantas e animais pre-
historicos.

[0067] De acordo com a diretiva de EU 2003/30/EU "biocombusti-
vel" se refere a um éster metilico produzido a partir de 6leo vegetal ou
Oleo de origem animal, de qualidade de diesel que sera usado como
biocombustivel. Mais amplamente, o biodiesel se refere a ésteres de
alquila de cadeia longa, como ésteres de metila, etila ou propila, de
Oleo vegetal ou 6leo de origem animal de qualidade de diesel. O biodi-
esel também pode ser produzido a partir de lipideos de micro-
organismo, com isso, o lipideo de micro-organismo pode se originar de
uma bactéria, um fungo (levedura ou um fungo filamentoso), uma alga
ou outro micro-organismo.

DIESEL RENOVAVEL

[0068] "Diesel renovavel" se refere a um combustivel que € produ-
zido por um tratamento com hidrogénio de lipideos de uma origem
animal, vegetal ou de micro-organismo, ou suas misturas, com isso, O
lipideo de micro-organismo pode se originar de uma bactéria, um fun-
go (levedura ou um fungo filamentoso), uma alga ou outro micro-

organismo. O diesel renovavel também pode ser produzido a partir de
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ceras derivadas de biomassa por gaseificacdo e sintese de Fischer-
Tropsch. Opcionalmente, além de tratamento com hidrogénio, isomeri-
zacao ou outras etapas de processamento podem ser realizadas. O
processo de diesel renovavel também pode ser usado para produzir
combustivel para motores a jato e/ou gasolina. A producao de diesel
renovavel foi descrita nas publicacbes de patente EP 1396531,
EP1398364, EP 1741767 e EP1741768.

[0069] Biodiesel ou diesel renovavel podem ser misturados com
combustiveis fésseis. Aditivos adequado, como conservantes e antio-
xidantes podem ser adicionados ao produto de combustivel.
LUBRIFICANTE

[0070] "Lubrificante" se refere a uma substancia, como graxa,
lipideo ou 6leo que reduz o atrito quando aplicado como um reves-
timento de superficie a partes moveis. Duas outras funcdes princi-
pais de um lubrificante sdo remocao de calor e dissolucdo de impu-
rezas. As aplicacdes de lubrificantes incluem, mas ndo se limitam a,
usos em motores de combustao interna como 6leos de motor, aditi-
vos em combustiveis, em dispositivos movidos a 6leo como bombas
e equipamento hidraulico, ou em tipos diferentes de mancais. Tipi-
camente, os lubrificantes contém 75 a 100% de o6leo-base e o res-
tante é aditivos. Os aditivos adequados s&o, por exemplo, detergen-
tes, estabilizadores de armazenamento, antioxidants, inibidores de
corrosao, agentes redutores de turbidez, desemulsificantes, agentes
antiespumantes, cossolventes, e aditivos de lubricidade (consulte,
por exemplo, o documento US 7.691.792). Oleo-base para lubrifi-
cante pode se originar de 6leo mineral, 6leo vegetal, 6leo de origem
animal ou de uma bactéria, fungos (levedura ou um fungo filamento-
so0), uma alga ou outro micro-organismo. Oleo-base também pode
se originar de ceras derivadas de biomassa por gaseificagao e sin-

tese de Fischer-Tropsch. O indice de viscosidade € usado para ca-
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racterizar o 6leo-base. Tipicamente, o indice de alta viscosidade é
preferencial.

[0071] Os lipideos produzidos de acordo com o método descrito
nesta invengdo podem ser usados como matéria-prima para a pro-
ducao de biodiesel, diesel renovavel, combustivel para motores a
jato ou gasolina. Biodiesel consiste em metil ésteres de acido graxo
e é tipicamente produzido por transesterificacdo. Em transesterifica-
¢ao, os acilglicerdis sdo convertidos em ésteres de alquila de acido
graxo de cadeia longa (metila, etila ou propila). Diesel renovavel se
refere a combustivel que € produzido por tratamento com hidrogénio
(desoxigenacdo, hidrogenacado ou hidroprocessamento com hidro-
génio) de lipideos. Em tratamento com hidrogénio, acilglicerdis sao
convertidos em alcanos correspondentes (parafinas). Os alcanos
(parafinas) podem ser adicionalmente modificados por isomerizagéo
ou por outras alternativas de processo. O processo de diesel reno-
vavel também pode ser usado para produzir combustivel para moto-
res a jato e/ou gasolina. Ademais, o craqueamento de lipideos pode
ser realizado para produzir biocombustiveis. Além disso, os lipideos
podem ser usados biocombustiveis diretamente em determinadas
aplicacoes.

[0072] Os lipideos produzidos com o método também podem ser
usados como Oleos base para lubrificantes (6leos de lubrificacdo) ou

como um material de partida para a producao de 6leos base para lubri-

ficantes
MATERIA SECA
[0073] "DM" ou "peso seco" se refere no presente documento a

matéria seca e € uma medicdo da massa de um material quando o
mesmo é submetido a um tratamento que remove essencialmente

agua do material (isto €, 0 material € completamente seco).
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CONSISTENCIA
[0074] "Consisténcia" se refere no presente documento a razédo de
peso seco de solidos para peso total de suspenséo.
METODO PARA PRODUZIR UM LIPIDEO MICROBIANO
[0075] Em um primeiro aspecto da presente invencao, um método
para produzir lipideos, que compreende as seguintes etapas

(i) fornecer um meio de cultivo compreendendo um hidroli-
sado lignoceluldsico,

(ii) fornecer um caldo de fermentag&o inoculando-se o0 meio
de cultivo de (i) com um primeiro micrébio, em que o dito primeiro mi-
crobio € um micrébio oleaginoso,

(iiif) incubar o dito meio inoculado com o dito primeiro micro-
bio permitindo que os lipideos se acumulem,

em que o dito caldo de fermentagdo compreende pelo me-
nos um inibidor de crescimento microbiano e em que o dito primeiro
microbio € tolerante ao(s) dito(s) inibidor(es) de crescimento microbia-
no, em que a dita incubacéo € conduzida sob condi¢cdes aerdbicas.
[0076] O método da invencao também €& chamado de um processo
de producao de d6leo unicelular. O método da presente invencao pode
ser parte de processo de producdes de biocombustiveis conforme
descrito no presente documento, em que o 6leo ou pelo menos parte
do 6leo é fornecido sob a forma de 6leo microbiano pelo método des-
crito no presente documento.
[0077] De acordo com uma modalidade preferencial da invencgao,
o0 meio de cultivo compreende agucares lignoceluldsicos derivados de
celulose e/ou hemicelulose. De acordo com a invencao, fragcdes de
hemicelulose e/ou celulose de biomassa lignoceluldésica sdo usadas
como matérias-primas para a produgao de 6éleo microbiano (6leo uni-
celular) no mesmo processo (sistema de biorreator). O processo usa,

de preferéncia, microbios oleaginosos que sdo capazes de usar tanto
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agucares C6 (por exemplo, glicose, manose, galactose) como C5 (por
exemplo, xilose, arabinose).

[0078] De acordo com uma outra modalidade preferencial da in-
vencgao, o meio de cultivo compreende acucares hemiceluldsicos deri-
vados de lignocelulose. De acordo com uma outra modalidade da in-
vengao, os acucares hemicelulésicos estao pelo menos parcialmente
sob a forma oligomérica quando alimentados em um processo de pro-
ducao de o6leo unicelular.

[0079] De acordo com uma outra modalidade preferencial da in-
vencéao, a fracdo hemiceluldsica €, primeiro, separada de material lig-
noceluldsico. A separacdo pode ser realizada com qualquer método,
de preferéncia, por tratamento hidrotérmico, auto-hidrélise e/ou explo-
sao a vapor com ou sem a adicao de acidos resultando em uma fragao
liquida contendo agucares hemicelulésicos e uma fragdo solida con-
tendo celulose e lignina. A fragao liquida contém, tipicamente, compos-
tos que inibem o crescimento de micro-organismos, compostos que
sdo produzidos no processo de fracionamento de lignocelulose. Esses
compostos sao produtos de degradacao de lignocelulose, como lignina
e acucares e compreendem compostos fendlicos, compostos de fura-
no (furfural e derivados dos mesmos) e acidos orgéanicos (principal-
mente acido acético, acido formico). Também, a fracdo soélida conten-
do celulose e lignina contém compostos inibitérios, dependendo da
extensdo de lavagem. De acordo com a invengao, o meio de cultivo
compreende um fluxo de liquido de etapa de fracionamento consistin-
do em agucares de hemicelulose que pode ser alimentado para cultivo
sem hidrolise enzimatica de oligbmeros de agucar, ou alternativamente
fluxo de hemicelulose contendo oligbmeros de agucar pode ser alimen-
tado para hidrolise enzimatica para produzir monédmeros de agucar an-
tes de serem usados em cultivo microbiano. De acordo com a inven-

cao, a fracdo de celulose-lignina sélida é alimentada para tratamento
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enzimatico para dissolver celulose e hemicelulose residual (ndo dissol-
vidas na etapa de fracionamento) em mondmeros de agucar para pro-
ducao de 6leo microbiano.

[0080] O lipideo, tipicamente, se acumula como lipideos intracelu-
lares dentro do micrébio oleaginoso (chamado de o primeiro micrébio),
entretanto, o lipideo microbiano também pode ser secretado ou pelo
menos parcialmente secretado no caldo de fermentagdo a partir do
qual o mesmo pode ser recuperado. Dessa forma, em uma modalida-
de, o método compreende adicionalmente uma etapa de recuperar o
lipideo acumulado a partir do dito primeiro micrébio (micrébio oleagi-
noso). Em uma outra modalidade, o lipideo é recuperado do caldo de
fermentacdo. A recuperacao de lipideo pode ser realizada de varias
maneiras conforme discutido neste documento.

[0081] A etapa de incubagao (cultivo) (iii) pode ser feita como
qualquer cultivo aerdbico adequado incluindo cultivo em batelada, ba-
telada alimentada ou continua.

[0082] Quando o meio de cultivo, o fermentador (biorreator) ou sis-
temas conectados aos fermentadores ndo sao esterilizados, culturas
de micrébios contaminantes podem se estabelecer. Por isso que
quando tais microbios contaminantes ndo sdo microbios oleaginosos
0s mesmos podem competir com os microbios oleaginosos no substra-
to disponivel e, dessa forma, reduzem o rendimento de lipideo na pro-
ducao.

[0083] Esses micrébios contaminantes (chamados de um segundo
microbio) sado indesejados e devem ser evitados ou suprimidos no sis-
tema. Mediante a introducao de um inibidor microbiano ao qual o mi-
crobio oleaginoso é tolerante, o estabelecimento de microbios conta-
minantes (segundo micrébio) evitados ou suprimidos no sistema, em
que o ultimo é sensivel ou, pelo menos, menos tolerante ao dito inibi-

dor microbiano.
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[0084] Quando o hidrolisado lignocelulésico nao é esterilizado, o
mesmo ira conter, tipicamente, uma ou mais espécies de micrébios
nao oleaginosos, que sao, portanto, indesejados no cultivo e esta in-
cluido dentro da definicdo do segundo micrébio. Dessa forma, em uma
modalidade, o dito segundo micrébio € um micrébio nao oleaginoso.
[0085] Em uma modalidade da presente invengao, o segundo (mi-
crobio nao oleaginoso) é introduzido ou foi estabelecido no sistema de
producgao, por exemplo, o fermentador e, dessa forma, ira contamina-
tar o caldo de fermentacdo. Dessa forma, em uma modalidade da in-
vencgao, o caldo de fermentagcdo compreende adicionalmente um se-
gundo microbio, que é intolerante ao dito pelo menos um inibidor de
crescimento microbiano. Alternativamente, o segundo microbio é intro-
duzido durante a preparacao para o cultivo, por exemplo, com o hidro-
lisado lignoceluldsico. Consequentemente, em uma modalidade adici-
onal, o segundo microbio esta presente no meio de cultivo fornecido
na etapa (i) ou contaminou o caldo de fermentag&o na etapa (ii) ou (iii)
ou presente no biorreator.

[0086] O objetivo da presente invencéo €, portanto, evitar que es-
ses microbios contaminantes (chamados de um segundo micrébio) se
estabelecam no sistema. O processo é realizado introduzindo-se pelo
menos um inibidor de crescimento microbiano ao qual o micrébio olea-
ginoso (primeiro micrébio) € tolerante ou, pelo menos, mais tolerante e
0 microbio contaminante (segundo microbio) € intolerante ou, pelo me-
nos, menos tolerante que o primeiro microbio.

[0087] E evidente a partir da descricdo acima que se o primeiro
micrébio for "tolerante” a um inibidor de crescimento microbiano, signi-
fica que o dito primeiro micrébio ("o micrébio produtor de 6leo”, é ca-
paz de se proliferar e/ou produzir 6leo mesmo na presenca de dito ini-
bidor de crescimento microbiano. Além disso, € evidente que "intole-

rante” no contexto, por exemplo, de um segundo microbio (contami-
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nante), significa que o dito segundo micrébio sera inibido em seu cres-
cimento, como impedido de se proliferar em um meio que compreende
uma concentracao suficiente de dito inibidor de crescimento microbia-
no.

[0088] A partir dos métodos e dados descritos na secao de exem-
plos, também € evidente para o versado na técnica como testar a ca-
pacidade de qualquer micrébio produtor de dleo se proliferar e/ou pro-
duzir 6leo em um nivel razoavel na presenca de um inibidor de cresci-
mento microbiano. E, ainda, também é evidente para o versado na
técnica, com base nos métodos e dados apresentados nos exemplos
como testar qualquer segundo micrébio (potencialmente contaminante)
para determinar o quanto € intolerante ao dito inibidor de crescimento
microbiano e, desse modo, qual concentragao exata do dito inibidor de
crescimento microbiano € necessaria no meio para inibir a proliferacéao
(crescimento) de dito segundo micrébio. Portanto, o conhecimento e
meétodos estdo disponiveis para testar a capacidade de um primeiro
(micrébio produtor de 6leo) superar a contaminagdo de segundo mi-
crobio sob condigdes em que o meio compreende um inibidor de cres-
cimento microbiano, em quantidades conforme definido neste pedido,
ou conforme definido por experimentos como aqueles descritos na se-
cao de exemplos. Portanto, tolerante significa que o micrébio tolerante
€ capaz de superar o microbio intolerante na presenca de inibidor de
crescimento microbiano.

[0089] Dessa forma, a faixa de tolerancia é a faixa de concentra-
¢do de um determinado inibidor microbiano dentro do qual um primeiro
microbio particular é capaz de se proliferar e produzir 6leo em um nivel
qgue nao se difere em mais que 50% do nivel de proliferacdo ou produ-
¢ao quando o inibidor de crescimento microbiano ndo esta presente no
meio.

[0090] Conforme pode ser observado a partir dos métodos e da-
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dos apresentados nos exemplos, a faixa de tolerancia pode ser facil-
mente determinada usando esses métodos. Também, "fora da faixa de
tolerancia" do segundo micrébio simplesmente significa que usar os
meétodos descritos nos exemplos, o versado na técnica pode determi-
nar se uma concentracdo de um inibidor de crescimento microbiano
esta fora da faixa de tolerancia de um determinado segundo microébio.
Estar fora da faixa de tolerancia significa que tal concentracdo de um
inibidor de crescimento microbiano inibe o crescimento ou proliferacéo
do dito segundo micrébio em pelo menos 20%, como pelo menos 30%,
ou 40%, ou pelo menos 50% quando comparado ao mesmo meio sem
o dito inibidor de crescimento microbiano.

[0091] O monitoramento da concentracdo do inibidor de cresci-
mento microbiano e, subsequentemente, o ajuste da concentragao do
dito inibidor de crescimento microbiano em um reator durante o cres-
cimento ou produgao podem ser necessarios, visto que alguns micro-
organismos irdo causar tanto um aumento como uma redugdo nas
concentracdes, por exemplo, de compostos fendlicos no meio. Portan-
to, "ajuste da concentracao" significa que a concentracdo sera ajusta-
da conformemente para ainda ficar dentro da faixa desejada que é
dentro da faixa toleravel para o primeiro micrébio e sem a faixa tolera-
vel para o segundo microbio.

[0092] Os presentes inventores constataram que os compostos
(como compostos fendlicos) presentes no hidrolisado lignocelulésico
pode funcionar como inibidores microbianos no método da presente in-
vencgao. Dessa forma, em uma modalidade da presente invengao, o dito
pelo menos um inibidor de crescimento microbiano esta presente no
meio de cultivo fornecido na etapa (i), como no hidrolisado lignoceluldsi-
co do meio de cultivo. Os compostos inibidores de crescimento microbi-
ano também podem ser adicionados durante o cultivo juntamente com o

hidrolisado lignocelulésico, como em cultivo em batelada alimentada.
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[0093] De acordo com a presente invencgao, o micrébio oleaginoso
(primeiro micrébio) é tolerante ou pelo menos parcialmente tolerante
ao inibidor microbiano presente durante o cultivo. O segundo micrébio,
por outro lado, é intolerante ao inibidor microbiano ou, pelo menos,
menos tolerante ao inibidor microbiano que o primeiro micrébio, que
permite que a concentragdo do inibidor microbiano seja ajustada de
modo que as condigdes do microbio oleaginoso sejam favoraveis so-
bre aquelas do segundo microbio.

[0094] Em uma modalidade da presente invencdo, o dito pelo
menos um inibidor de crescimento microbiano esta presente no dito
caldo de fermentacdo em uma concentracdo dentro da faixa de tole-
rancia do dito primeiro microbio e fora da faixa de tolerancia do dito
segundo microbio. Em uma modalidade adicional, o0 método compre-
ende adicionalmente uma etapa de adicionar o dito pelo menos um
inibidor de crescimento microbiano ou ajustar a concentragéo do dito
pelo menos um inibidor de crescimento microbiano no caldo de fer-
mentacao.

[0095] O método da invencédo permite uma producao de 6leo mi-
crobiano eficiente sem a necessidade de esterilizar o meio de cultivo
antes de produzir o caldo de fermentagao inoculando-se 0 mesmo com
0 micrébio oleaginoso. Dessa forma, em uma modalidade da presente
invencdo, o método nio € realizado sob condigcdes assépticas. Em
uma modalidade adicional, o meio de cultivo que compreende hidroli-
sato lignoceluldsico fornecido na etapa (i) n&o foi esterilizado. Em ou-
tras palavras, em uma modalidade, o método da invengao é realizado
COmo um processo nao asséptico (operagcdo nao asseptica).

[0096] A esterilizacao de biorreatores e 0 meio de cultivo também
exigem mais energia e desenho de reator mais dispendioso em com-
paracao com sistemas de biorreator que nao incluem esterilizacao.

Dessa forma, evitar a esterilizagcdo pode melhorar a eficiéncia de custo
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de cultivo permitindo uma operacdo menos dispendiosa e custos de
investimento mais baixos.

[0097] Os presentes inventores constataram que, em particular,
compostos fendlicos como o composto fendlico presente no hidrolisa-
do lignocelulésico seguindo como um processo do fracionamento do
material lignocelulésico é particularmente util como um inibidor micro-
biano no método da presente invencdo. A vantagem de usar essa
classe de inibidores € que a mesmo € introduzida com o hidrolisado
lignoceluldsico e a concentragao pode ser ajustada para ser incluida
dentro da janela de tolerancia do micrébio oleaginoso (primeiro micré-
bio) e fora da janela de tolerancia do segundo micrébio (microbio ndo
oleaginoso) mo caso de o ultimo ser parcialmente tolerante ao inibidor
microbiano.

[0098] O método da presente invencao, de preferéncia, usa micro-
bios oleaginosos que sao altamente tolerantes a inibidores a base de
lignocelulose, que fornece uma janela maior para ajustar o nivel do
inibidor microbiano no caldo de fermentacao.

[0099] O inibidor inclui, mas néo se limita a, compostos fendlicos,
acidosorganicos, furfural e hidroximetilfurfural, que estdo presentes nas
fracbes de hemicelulose e/ou celulose. A concentragao pode ser ajusta-
da para alcancar um nivel em que o crescimento de micro-organismos
contaminantes (micrébio ndo oleaginoso) é suprimido sem afetar ou pe-
lo menos afetar significativamente o crescimento do microbio oleagino-
so. Além disso, visto que o método usa, de preferéncia, inibidores mi-
crobianos presentes no hidrolisado lignoceluldsico, entédo, o hidrolisado
nao € submetido a uma etapa de remover os inibidores microbianos do
hidrolisado. Dessa forma, em uma modalidade da presente invencao, o
meio de cultivo que compreende um hidrolisado lignocelulésico forneci-
do na etapa (i) ndo foi submetido a um processo de desintoxicagéo para

remover o dito pelo menos um inibidor de crescimento.
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[00100] Em uma modalidade da presente invengao, o pelo menos
um inibidor de crescimento microbiano € o grupo de composto fendli-
co, como o grupo total de compostos fendlicos presente no hidrolisado
lignocelulésico (medidos como fendis totais por volume, por exemplo,
g/l). Em uma modalidade adicional, o nivel dos ditos compostos fendli-
cos no dito caldo de fermentagdo € pelo menos 1 g/l. A concentragao
pode ser alcancada ajustando-se a concentragcdo do meio de cultivo
para alcangar a concentragdo desejada no caldo de fermentacéo. Os
compostos fendlicos sao analisados com o método de Folin-Ciocalteu
(Waterhouse, 2002), que indica a quantidade total de compostos feno-
licos em um liquido.

[00101] Em uma modalidade adicional, o nivel dos ditos compostos
fendlicos no dito caldo de fermentacao esta na faixa de 1 g/l a 7 g/l ou
acima (meio de crescimento). De acordo com uma modalidade da in-
vencgao, a concentracido de compostos fendlicos no caldo de fermenta-
cao é entre 7 e 10 g/l, de acordo com outra modalidade, a concentra-
cao é entre 10 e 20 g/l e, de acordo com ainda outra modalidade, a
concentracdo de compostos fendlicos é entre 20 e 50 g/l. Em ainda
uma modalidade adicional, o nivel de ditos compostos fendlicos no dito
caldo de fermentagao esta dentro da faixa de 1 g/l a 5 g/l, de preferén-
cia, dentro da faixa de 1 g/l a 3 g/l.

[00102] O teor do inibidor microbiano no hidrolisado lignocelulésico
(fragbes de hemicelulose e celulose) e/ou no caldo de fermentagéo
pode ser ajustado de varias maneiras para alcangar o nivel desejado
no caldo de fermentacéo.

[00103] A concentracao de inibidor em fluxo de hemicelulose liquido
pode ser ajustada alterando-se as condigdes (como temperatura, atra-
so (tempo de retencédo), pH, teor de matéria seca), por exemplo, o fa-
tor de severidade, em etapa de processo de fracionamento de lignoce-

lulose usada para liquefacdo de hemicelulose (pelo menos parcial),
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como em tratamento hidrotérmico, auto-hidrolise e/ou explosédo a va-
por com ou sem a adicdo de acidos. Alterando-se as condicbes em
fracionamento de lignocelulose, os compostos inibitérios podem ser
ajustados para resultar em um determinado nivel de compostos inibito-
rios em fluxo liquido contendo hemicelulose.

[00104] Alternativamente, a concentragao de inibidores microbianos
em fluxo de acucar hemicelul6sico € ajustada por purificacdo do fluxo
de hemicelulose por quaisquer métodos conhecidos, incluindo, mas
nao se limitando a, adsorcéo, absorcao, filtragcdo, esgotamento, cala-
gem, evaporagao, extracao ou tratamento enzimatico.

[00105] Tipicamente, o fluxo de agucar contendo principalmente
agucares hemicelulésicos (fluxo rico em C5) derivados a partir da eta-
pa de fracionamento de lignocelulose resultando em liquefacdo de
hemicelulose (pelo menos parcialmente) contém quantidades maiores
de compostos inibitorios, como compostos fendlicos, acidos organicos
(como acido acético e acido formico), furfural e/ou hidroximetilfurfural
que o fluxo de agucar (fluxo rico em C6) a partir de hidrélise enzimatica
de fragao sélida contendo celulose e lignina.

[00106] A concentragao de inibidor microbiano no fluxo de acgucar
usado em cultivo pode ser ajustada misturando-se o fluxo de agucar
hemiceluldsico (fluxo rico em C5) e fluxo de acucar celuldsico (fluxo
rico em C6). A mistura do fluxo hemicelulésico e celulésico pode ser
feita em qualquer proporcéo para alcancar a concentracdo apropriada
de inibidores no cultivo que permite o crescimento de organismos pro-
dutores de 6leo, porém prevene ou significativamente inibe o cresci-
mento de organismos contaminantes (ndo capazes de produgdo de
Oleo eficiente).

[00107] Os tratamentos para liquidos derivados de pré-tratamento
com lignocelulose podem ser realizados para resultar também na con-

centragdo aumentada de inibidores ou aumento de concentragdo de
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determinados inibidores e remocao de outros inibidores que podem ser
vantajosos. Por exemplo, a evaporacédo de liquido de pré-tratamento
contendo carboidratos hemiceluldsicos pode resultar em concentracao
aumentada de inibidores nao-volateis (como compostos fendlicos) e
concentracao reduzida de inibidores volateis como furfural, acido acé-
tico e acido formico. Dessa forma, parte dos compostos volateis como
furfural, pode ser removida durante a concentragédo de carboidratos.
[00108] Tipicamente, em producido de 6leo unicelular sdo usados
agucares concentrados. Em concentragao de fluxos de agucar a partir
de fracionamento de lignocelulose e hidrdlise enzimatica, tipicamente a
evaporacao € usada. A evaporacdo resulta na concentragdo de com-
postos nao volateis, por exemplo, compostos fendlicos, no concentra-
do de agucar. De preferéncia, os organismos sao usados em produg¢ao
de dleo unicelular que toleram altas concentracbes de compostos fe-
nolicos.

[00109] De acordo com uma modalidade preferencial da invencgéo,
fluxos de agucar a partir de fracionamento de lignocelulose contendo
hemicelulose e celulose s&o concentrados antes de serem alimenta-
dos no processo de producao de 6leo unicelular, porém nenhuma ou-
tra etapa de purificacdo é realizada. Dessa forma, a quantidade ideal
de inibidores que permite o crescimento de micro-organismos oleagi-
nosos, porém inibe o crescimento de micro-organismos nao oleagino-
sos contaminantes é alcancada ajustando-se as condi¢gdes em fracio-
namento de lignocelulose, por evaporacao de fluxos de agucar de lig-
nocelulose e misturando-se o fluxo rico em acucar de hemicelulose
(xarope C5) e fluxo rico em agucar de celulose (xarope C6) em caldo
de fermentacéo.

[00110] O tratamento enzimatico tem tempo de retencéo longo (tipi-
camente 1 a 3 dia) e, dessa forma, é propenso a contaminagdo micro-

biana causando perda de agucar e problemas em producao de 6leo
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microbiano (fermentagdo aerodbica). De acordo com uma modalidade
preferencial da invengao, a fragao de celulose+lignina a partir da etapa
de fracionamento que resulta em liquefacdo de hemicelulose pelo me-
nos parcial é lavada somente a tal ponto que permita o tratamento en-
zimatico, porém iniba o crescimento de micro-organismos contaminan-
tes em hidrélise enzimatica e, dessa forma, reduz as perdas de acu-
car.

[00111] A quantidade de compostos inibitorios na fracdo sélida a
partir de fracionamento de lignocelulose contendo celulose pode ser
ajustada pela extensdo de lavagem da fragcéo sélida de celulose antes
da hidrélise enzimatica ou alterando-se as condicbes de processo
(como temperatura, atraso (tempo de reteng¢do), pH), em processo de
fracionamento lignoceluldsico que produz a fragédo sélida de celulose e
lignina.

HIDROLISADO LIGNOCELULOSICO USADO PELO METODO DA
INVENGAO

[00112] O hidrolisado lignoceluldsico usado pelo método da presen-
te invencao € um produto de hidrdlise de lignocelulose ou material lig-
nocelulésico. O hidrolisado de lignocelulose pode ser obtida por um ou
mais tratamentos da lignocelulose ou material lignocelulésico incluindo
hidrélise (tratamento hidrotérmico e/ou auto-hidrdlise), explosao a va-
por com ou sem a adi¢do de acidos, uma ou mais etapas de deslignifi-
cacao, por exemplo, deslignificagdo usando um agente de deslignifica-
cao alcalina.

[00113] O hidrolisado de lignocelulose usado pelo método da inven-
¢ao pode ser um produto de qualquer método de fracionamento de lig-
nocelulose em que as hemiceluloses sao pelo menos parcialmente
dissolvidas.

[00114] Em uma modalidade, o hidrolisado de lignocelulose é obtido

tratando-se a lignocelulose com auto-hidrélise como uma primeira eta-
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pa. A auto-hidrélise é tipicamente executada em 5 a 40% de teor de
matéria seca, a temperaturas entre 140 e 240 C durante 1 a 120 minu-
tos sem a adicido de compostos acidos resultando em dissolucido de 5
a 40% de teor de matéria seca em material lignoceluldsico incluindo
carboidratos hemicelulosicos. Tipicamente, a extragdo em agua quente
dissolve a partir de 30 a 100% de carboidratos hemicelulésicos de ma-
terial lignoceluldsico, de preferéncia, mais >50%, com mais preferén-
cia, >70%, com mais preferéncia, >80%, com mais preferéncia ainda,
>90%. Os carboidratos de hemicelulose dissolvidos estdo pelo menos
parcialmente em forma oligomérica. Mais tipicamente, a auto-hidrolise
é realizada em 10 a 30% de teor de matéria seca a 160 a 220 C, de-
pendendo da matéria-prima lignocelulosica. Apds a auto-hidrolise, as
fases sélidas e liquidas sdo separadas por qualquer método, como fil-
tracao, por exemplo, filtragdo por pressdo, ou por uma prensa de ros-
ca. A fracao sdlida pode ser lavada para remover a hemicelulose dis-
solvida a partir de fase sélida.

[00115] De acordo com uma outra modalidade da invengéao, o hidro-
lisado de lignocelulose € um produto de tratamento da lignocelulose
com vapor ou explosado a vapor com ou sem a adigao de compostos
acidos, em geral a temperaturas entre 110 e 250°C, mais tipicamente
a temperaturas entre 140 e 230°C. O tratamento resulta em uma dis-
solucdo de carboidratos hemicelulésicos. Opcionalmente, o material
solido de explosédo a vapor € lavado para recuperar os carboidratos
hemiceluldsicos dissolvidos.

[00116] De acordo com ainda outra modalidade da invengao, o hi-
drolisado de lignocelulose € um produto de tratamento da lignocelulose
com amoénio para dissolver carboidratos hemiceluldsicos contendo oli-
gbmeros. De acordo com uma modalidade da invencédo, a expansao
de fibras de amoénio (AFEX) ou percolacdo de reciclo de amobnio &

usada com uma temperatura entre 60 C e 220°C.

Peticdo 870200019294, de 10/02/2020, pag. 42/82



35/66

[00117] Durante o tratamento de material lignoceluldsico, outros
compostos organicos exceto carboidratos, como compostos fendli-
cos (como acido 4-hidroxibenzoico, acido p-cumarico, acido vanilico,
vanilina, fenol, guaiacol, hidroquinona, catecol, acido ferulico, sirin-
galdeido, acido siringico), furfural, hidroximetilfurfural (HMF), acido
acético, acido formico e acido levulinico sao tipicamente formados e
liberados em tratamento e dissolvidos em fase liquida juntamente
com carboidratos hemicelulésicos. Ademais, extratos como acido
caproico, acido caprilico, acido palmitico e acido pelargdnico podem
ser liberados.

[00118] Compostos fendlicos, furfural, hidroximetilfurfural, acido
acético e acido férmico sao tipicamente inibitérios ao crescimento mi-
crobiano. As concentragdes dos compostos que causam a inibigao do
crescimento sdo dependentes do micro-organismo. Alguns micro-
organismos produtores de 6leo, de preferéncia, fungos, com mais pre-
feréncia, fungos filamentosos, sdo altamente tolerantes aos compostos
inibitérios, como compostos fendlicos, furfural, HMF, acido acético e
acido férmico, formados em pré-tratamento de lignocelulose (isto €,
hidrdlise, fracionamento).

[00119] Conforme mencionado no presente documento, os inibi-
dores microbianos gerados durante o fracionamento do material lig-
nocelulésico para obter o hidrolisado de lignocelulose s&o particu-
larmente uteis como inibidores microbianos no método da presente
invencao.

[00120] A utilizacdo de organismos de producdo oleaginosos que
sao altamente tolerantes a esses compostos inibitorios é favoravel
desde que possa reduzir a necessidade e complexidade de operagdes
unitarias para a remoc¢ao de inibidores e, além disso, reduzir ou preve-
nir o crescimento de micro-organismos contaminantes em processo de

fermentacao aerdbica em producao de 6leo unicelular.
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PRIMEIRO MICROBIO

[00121] Em uma etapa do método, o meio de cultivo que compre-
ende um hidrolisato lignocelulésico é inoculado com um primeiro mi-
crobio, que € um micrébio produtor de lipideo (microbio oleaginoso).
Em uma modalidade da presente inveng¢do, o primeiro microbio (mi-
crobio oleaginoso) é selecionado a partir da lista que consiste em fun-
gos filamentosos, levedura, bactérias ou algas ou bactérias. De prefe-
réncia, os organismos que sao capazes de usar agucares C6 e C5 sdo
usados.

[00122] O micrébio oleaginoso pode produzir lipideo naturalmente
ou o microbio oleaginoso pode ser obtido por modificacdo genética,
que aumenta a producao de lipideo intracelular e a capacidade de o
microbio acumular lipideos intracelulares.

[00123] No contexto da presente invencido, o primeiro micrébio (o
micrébio oleaginoso) se refere a um micro-organismo que tem a capa-
cidade de acumular lipideos intercelulares de modo que os lipideos
equivalham a pelo menos 15% (p/p) da biomassa total (por peso seco
de célula) do micrébio quando o mesmo € cultivado sob condi¢cdes
adequadas. Dessa forma, em uma modalidade da presente invencao,
o dito primeiro micrébio (micrébio oleaginoso) é capaz de produzir e
acumular mais de 15% de seu peso como lipideo (por peso seco de
célula). Em uma modalidade preferencial, o primeiro micrébio (micro-
bio oleaginoso) é capaz de acumular pelo menos 20% (p/p) da bio-
massa total do micrébio (por peso seco de célula).

[00124] Por conseguinte, os micrébios que nao estdo dentro da de-
finicdo acima em relagao a sua capacidade de acumular lipideos inter-
celulares sao considerados como microbio nao oleaginoso e, portanto,
indesejados durante a incubagao. No contexto da presente invengao, o
segundo microbio se refere a um microbio ndo oleaginoso, isto €, a

capacidade de o segundo micrébio acumular lipideos intercelulares
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esta abaixo de 15% (p/p) da biomassa total (por peso seco de célula)
quando o mesmo é cultivado sob condi¢gdes adequadas.

[00125] Em uma modalidade da presente invengéo, o primeiro mi-
crobio (micrébio oleaginoso) é selecionado do grupo consistindo em
Mortierella, Aspergillus, Lipomyces, Rhodosporidium e Cryptococcus.
Os inventores constataram que as espécies desses géneros sao parti-
cularmente tolerantes a inibidor microbiano presente no hidrolisado
lignocelulésico, como os compostos fendlicos discutidos no presente
documento.

[00126] Micrébios n&o oleaginosos (segundo micrdbio) incluem bac-
térias ndo oleaginosas incluindo, mas nao se limitando a Bacillus spp.
E Pseudomonas spp. Dessa forma, em uma modalidade da presente
invengao, o segundo microbio é selecionado do grupo consistindo em
Bacillus spp como Bacillus subtilis., Pseudomonas spp. como Pseu-
domonas flourescens. Os inventores constataram que esses microbios
nao oleaginosos séo intolerantes a inibidores microbianos presentes
em hidrolisado lignocelulésico, em particular, os compostos fendlicos
do hidrolisado lignoceluldsico.

[00127] De acordo com uma outra modalidade da invencao, o se-
gundo microbio nao oleaginoso € leveduras n&o oleaginosas selecio-
nadas a partir de leveduras nao oleaginosas, fungos filamentosos nao
oleaginosos ou microalgas nao oleaginosas.

[00128] Por conseguinte, quando o segundo microbio (microbios
nao oleaginosos) € intolerante a inibidores microbianos sob a forma de
compostos fendlicos do hidrolisado lignoceluldsico, entdo, os micrébios
oleaginosos (primeiro microbio) sao, de preferéncia, selecionados a
partir dos microbios oleaginosos, que sao particularmente tolerantes
aos compostos fendlicos presentes no hidrolisado lignocelulésico.
[00129] Dessa forma, em uma modalidade da presente invencéo, o

primeiro microbio (microbio oleaginoso) é selecionado do grupo con-
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sistindo em Mortierella, Aspergillus, Lipomyces, Rhodosporidium e
Cryptococcus e o pelo menos um inibidor de crescimento microbiano é
o grupo de composto fendlico, como o grupo total de compostos fené-
licos presentes no hidrolisado lignoceluldsico (medido como concen-
tracao de fenol total por volume de caldo de fermentacao, por exem-
plo, como WI) e, de preferéncia, o nivel de ditos compostos fendlicos
no dito caldo de fermentacgao é pelo menos 1 g/ I, como dentro da faixa
de 1 g/l a7 g/l ou acima (meio de crescimento). Em ainda uma moda-
lidade adicional, o nivel de ditos compostos fendlicos no dito caldo de
fermentacao esta dentro da faixa de 1 g/l a 5 g/I, de preferéncia, den-
tro da faixa de 1 g/l a 3 g/l. De acordo com uma modalidade da inven-
cao, a concentracao de compostos fendlicos no caldo de fermentacao
é entre 7 e 10 WI, de acordo com uma outra modalidade, a concentra-
cado é entre 10 e 20 WI, e de acordo com ainda outra modalidade, a
concentragdao de compostos fendlicos € entre 20 e 50 g/l.

CALDO DE FERMENTAGAO E USO DO MESMO

[00130] Um segundo aspecto da presente invencao refere-se a um
caldo de fermentacdo que compreende um hidrolisado lignocelulésico,
pelo menos um inibidor de crescimento microbiano e um micrébio ole-
aginoso, em que o dito micrébio oleaginoso é tolerante ao(s) dito(s)
inibidor(es) de crescimento microbiano.

[00131] De preferéncia, o dito pelo menos um inibidor de cresci-
mento microbiano esta presente no hidrolisado lignocelulésico como
um composto gerado pelo pré-tratamento por fracionamento do mate-
rial lignoceluldsico para obter o hidrolisado lignoceluldsico.

[00132] O teor do inibidor microbiano no hidrolisado lignocelulésico
(fragcdes de hemicelulose e celulose) e/ou no caldo de fermentacgao
pode ser, dessa forma, ajustado para alcancar o nivel desejado no
caldo de fermentacdo. De preferéncia, o pelo menos um inibidor mi-

crobiano consiste nos compostos fenolicos do hidrolisado lignocelulo-
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sico e 0 microbio oleaginoso € um microbio oleaginoso tolerante aos
compostos fendlicos presentes no hidrolisado lignocelulésico

[00133] Outro aspecto se refere ao uso do caldo de fermentacao da
presente invencdo em um meétodo para produzir um lipideo microbia-
no.

[00134] Ainda outro aspecto se refere ao uso de uma composicéo
que compreende pelo menos um inibidor de crescimento microbiano
em um meétodo para produzir um lipideo, em que o lipideo é produzido
e se acumula em um microbio oleaginoso e em que o dito micrébio
oleaginoso € tolerante ao dito pelo menos um inibidor de crescimento
microbiano. Em uma modalidade preferencial, a composicao de hidro-
lisado lignoceluldsico e o pelo menos um inibidor microbiano consiste
nos compostos fendlicos presentes no hidrolisado lignocelulésico aos
quais o dito micrébio oleaginoso € tolerante.

[00135] Em uma modalidade preferencial da invencgao, o cultivo pa-
ra producao de 6leo microbiano em hidrolisados lignoceluldsicos é rea-
lizada em condi¢cdes nao estéreis. De acordo com uma outra modali-
dade preferencial da invencado, o caldo de cultivo (também chamado
de caldo de fermentacéo) contendo hidrolisado lignoceluldsico é trata-
do por calor, porém nao esterilizado, como pasteurizado e usado em
processo de producido de oleo unicelular. De acordo com uma outra
modalidade preferencial da invencdo, o tratamento térmico de caldo
contendo hidrolisado lignocelulésico € uma etapa de evaporagao usa-
da para concentrar agucares em hidrolisados lignocelulésicos. O tra-
tamento térmico combinado (por exemplo, pasterurizacdo e/ou evapo-
ragao) juntamente com compostos inibitérios derivados de lignocelulo-
se permitem o cultivo ndo asséptico em producio de 6leo unicelular.
[00136] Quando se descrevem as modalidades da presente inven-
cao, as combinagdes e permutacdes de todas as modalidades possi-

veis ndo foram explicitamente descritas. Entretanto, o simples fato de

Peticdo 870200019294, de 10/02/2020, pag. 47/82



40/66

determinadas medidas serem citadas em reivindicagcdes dependentes
mutuamente diferentes ou descritas em modalidades diferentes nao
indica que uma combinacdo dessas medidas ndo pode ser usada com
vantagem. A presente invengdo contempla todas as combinagbes e
permutacdes possiveis das modalidades descritas.
[00137] O termo "compreendendo", "compreendem" e "compreen-
de" no presente documento sao destinados pelo requerente a serem
opcionalmente substituidos pelos termos "consistindo em", "consistem
em" ou "consiste em", respectivamente, em cada caso.
ITENS
[00138] A seguir, a invencgao é descrita por itens nio limitadores.
[00139] Item 1. Um método para produzir lipideos, que compreende
as seguintes etapas

(i) fornecer um meio de cultivo compreendendo um hidroli-
sado lignocelulésico,

(ii) fornecer um caldo de fermentag&o inoculando-se o0 meio
de cultivo de (i) com um primeiro micrébio, em que o dito primeiro mi-
crobio € um micrébio oleaginoso,

(iiif) incubar o dito meio inoculado com o dito primeiro micro-
bio permitindo que os lipideos se acumulem,

em que o dito caldo de fermentagdo compreende pelo me-
nos um inibidor de crescimento microbiano e em que o dito primeiro
microbio € tolerante ao(s) dito(s) inibidor(es) de crescimento microbia-
no, em que a dita incubacao € conduzida sob condi¢cdes aerdbicas.
[00140] Item 2. O método de item 1 compreende adicionalmente
uma etapa de recuperar o lipideo acumulado a partir do dito primeiro
micrébio.
[00141] Item 3. O método de item 1 ou 2, em que o dito caldo de
fermentacdo compreende adicionalmente um segundo micrébio, que é

intolerante ao dito pelo menos um inibidor de crescimento microbiano.

Peticdo 870200019294, de 10/02/2020, pag. 48/82



41/66

[00142] Item 4. O método de acordo com o item 3, em que o dito
segundo microbio esta presente no meio de cultivo fornecido na etapa
(i) ou contaminou o caldo de fermentagao na etapa (ii) ou (iii).

[00143] Item 5. O método de acordo com qualquer um dos itens an-
teriores, em que o dito segundo microbio € um microbio néo oleagino-
SO.

[00144] Item 6. O método de acordo com qualquer um dos itens an-
teriores, em que o dito pelo menos um inibidor de crescimento micro-
biano esta presente no meio de cultivo fornecido na etapa (i).

[00145] Item 7. O método de acordo com qualquer um dos itens an-
teriores, em que o dito pelo menos um inibidor de crescimento micro-
biano esta presente no dito caldo de fermentacdo em uma concentra-
cao dentro da faixa de tolerancia do dito primeiro microbio e fora da
faixa de tolerancia do dito segundo micrébio.

[00146] Item 8. O método de acordo com qualquer um dos itens an-
teriores, que compreende adicionalmente uma etapa de adicionar o
dito pelo menos um inibidor de crescimento microbiano ou ajustar a
concentragao de dito pelo menos um inibidor de crescimento microbia-
no no caldo de fermentacéo.

[00147] ltem 9. O método de acordo com qualquer um dos itens an-
teriores, em que pelo menos um inibidor de crescimento microbiano é
o grupo de compostos fendlicos (medido como a concentragao de fe-
naois totais por volume de caldo de fermentagao).

[00148] Item 10. O método de acordo com o item 9, em que o nivel
dos ditos compostos fendlicos no dito caldo de fermentagdo € pelo
menos 1 g/ |.

[00149] Item 11. O método de acordo com o item 9 ou 10, em que o
nivel dos ditos compostos fendlicos no dito caldo de fermentacao esta
na faixa de 1 g/l a 7 g/l ou acima (meio de crescimento).

[00150] Item 12. O método de acordo com qualquer item 9 a 11, em
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que o nivel de ditos compostos fendlicos no dito caldo de fermentacao
esta dentro da faixa de 1 g/l a 5 g/l, de preferéncia, dentro da faixa de
1g/la3dgll.

[00151] Item 13. O método de acordo com qualquer um dos itens
anteriores, em que o dito primeiro microbio € selecionado a partir da
lista que consiste em fungos filamentosos, levedura, bactérias e algas.
[00152] Item 14. O método de acordo com qualquer um dos itens
anteriores, em que o dito primeiro microbio € selecionado do grupo
consistindo em Mortierella, Aspergillus, Lipomyces, Rhodosporidium e
Cryptococcus.

[00153] Item 15. O método de acordo com qualquer um dos itens
anteriores, em que o dito segundo micrébio é nao oleaginoso selecio-
nado a partir da lista que consiste em bactérias, levedura, fungos fila-
mentosos ou microalgas.

[00154] Item 16. O método de acordo com qualquer um dos itens
anteriores, em que o dito segundo micrébio € uma bactéria seleciona-
daa do grupo que consiste em Bacillus spp., Pseudomonas spp.
[00155] Item 16. O método de acordo com qualquer um dos itens
anteriores, em que o meio de cultivo que compreende hidrolisado lig-
nocelulésico fornecido na etapa (i) ndo foi esterilizado.

[00156] Item 17. O método de acordo com qualquer um dos itens
anteriores, em que o meio de cultivo que compreende um hidrolisado
lignoceluldsico fornecido na etapa (i) nao foi submetido a um processo
de desitoxificagcao para remover o dito pelo menos um inibidor de cres-
cimento.

[00157] Item 18. O método de acordo com qualquer um dos itens
anteriores, em que o método nao é realizado sob condicdes assépti-
cas.

[00158] Item 19. O método de acordo com qualquer um dos itens

anteriores, em que o dito primeiro micrébio é capaz de produzir e
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acumular mais de quinze por cento de seu peso como lipideo (por pe-
so seco de célula).

[00159] Item 20. Um caldo de fermentacdo que compreende um hi-
drolisado lignoceluldsico, pelo menos um inibidor de crescimento mi-
crobiano e um microbio oleaginoso, em que o dito microbio oleaginoso
é tolerante ao(s) dito(s) inibidor(es) de crescimento microbiano.

[00160] Item 21. Uso do caldo de fermentacdo de item 20 em um
meétodo para produzir um lipideo.

[00161] Item 22. Uso de uma composicao que compreende pelo
menos um inibidor de crescimento microbiano em um meétodo para
produzir um lipideo, em que o lipideo é produzido e se acumula em um
microbio oleaginoso e em que o dito microbio oleaginoso é tolerante
ao dito pelo menos um inibidor de crescimento microbiano.
EXEMPLOS

PREPARAGAO DE HIDROLISADOS LIGNOCELULOSICOS PARA
CULTIVOS

LiIQUIDO DE AUTO-HIDROLISE A

[00162] O liquido de auto-hidrdlise A foi preparado submetendo-se a
palha de trigo ao tratamento de auto-hidrolise a 195°C seguido de ex-
plosdo a vapor a temperatura e pressao ambientes. Apds a auto-
hidrolise, o material foi suspenso em agua da torneira para separar agu-
cares hemiceluldsicos dissolventes. A separagao sélido-liquido foi reali-
zada por filtracdo por pressado até a fase liquida de formacgao de sus-
pensdo contendo hemicelulose e, uma fase soélida contendo celulose e
lignina. A fase liquida (contendo agucares hemicelulésicos parcialmente
em forma oligomérica) foi concentrada para obter o liquido de auto-
hidrolise A usado no cultivo. O liquido de auto-hidrélise A continha 112
g/L de acucares com base na analise por cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC) e 13 g/L de compostos fendlicos com base na

analise com o método de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2002).
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[00163] No experimento de cultivo, o hidrolisado foi diluido em agua
para obter a concentracao desejada do caldo de cultivo.

LiQUIDO DE AUTO-HIDROLISE B

[00164] O liquido de auto-hidrélise B foi preparado a partir de palha
de trigo com um tratamento que consiste em lavar a palha seguido de
auto-hidroélise. Primeiro, a palha de trigo (38,1 kg DM) foi lavada em um
reator de tanque agitado de 500 dm3 com agua a 80°C. A primeira fra-
cao solida foi separada da primeira fragao liquida em um filtro Seitz. A
primeira fracdo solida (34,7 kg DM) foi manualmente carregada em um
reator de 500 dm3 e misturada com agua para render a suspensao em
8,6% de consisténcia. A suspenséo foi aquecida a 175°C (9,8 bar), e a
pressao foi liberada abrindo-se a valvula conectada ao reator. A segun-
da fragao liquida foi separada da segunda fragdo solida em uma centri-
fuga decantadora. A segunda fragao solida foi lavada em suspensao
uma vez com agua e a terceira fracao liquida foi separada da fragéo
sélida lavada (128 kg tendo 16,9% de teor de matéria seca) foi obtida. A
segunda e a terceira fragdes liquidas foram combinadas, passadas
através de filtro de manga e o filtrado obtido (514 kg) foi tratado com
carvao ativado (4,1 kg) a temperatura ambiente. O liquido tratado com
carvao ativado foi clarificado e concentrado em um evaporador de fiime
descendente para render 23,8 kg de liquido de auto-hidrolise concen-
trado tendo 16,3% de teor de matéria seca e substancia seca refratomé-
rica 18°Bx. O liquido de auto-hidrolise concentrado foi novamente con-
centrado por evaporacao para render o liquido de auto-hidrélise B tendo
pH 4,8 e 44,6% de teor de matéria seca cujo teor de carboidratos total
compreende 78,1% (p/p). O teor de carboidratos foi determinado por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) apds hidrdlise acida
diluida (4% de p/p de acido sulfurico, 121°C, 1 h) da amostra. A concen-
tracdo de compostos fendlicos era 31g/L com base na analise com o

método de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2002).

Peticdo 870200019294, de 10/02/2020, pag. 52/82



45/66

[00165] Apds isso, o liquido de auto-hidrélise (contendo agucares
hemiceluldsicos parcialmente em forma oligomérica) foi usado em ex-
perimentos de cultivo como tal.

LiQUIDO DE AUTO-HIDROLISE C

[00166] A reacao de auto-hidrélise de palha de trigo e isolamento
subsequente de oligossacarideos de hemicelulose foi realizada para
produzir uma fracéo liquida para fermentacéao, e a fracdo solida susce-
tivel para hidrolise enzimatica. Para obter isso, 35,7 kg de palha de
trigo (89,8% de teor de matéria seca) foram misturados com 240 kg de
agua gerando a suspensdo em 11,6% de consisténcia em um reator
com tanque de agitacdo de 500 dm3. A suspensao foi aquecida a
180°C seguido de resfriamento abaixo de 100°C. A suspensao hidro-
termicamente tratada foi descarregada do reator e a primeira fracédo
liquida separada da fragao solida usando uma centrifuga decantadora.
A fracéo solida foi lavada em suspensdo em agua acida ajustada para
pH 4 com acido fosfoérico. A fracdo solida foi separada da segunda fra-
¢ao liquida na centrifuga decantadora. As primeira e a segunda fra-
¢cbes liquidas foram combinadas e concentradas em um evaporador de
filme descendente para render 18,3 kg de liquido de auto-hidrdlise
formando o liquido de auto-hidrélise C contendo acucares de hemice-
lulose parcialmente em forma oligomérica e tendo 42% de teor de ma-
téria seca e substancia seca refratométrica 38°Bx. A fracao sodlida la-
vada ( 96,7 kg tendo 23,0% de teor de matéria seca) foi usada como
material de alimentacao para hidrolise enzimatica de modo a produzir
hidrolisado de celulose para cultivo.

[00167] Parte dos compostos fendlicos do concentrado liquido de
auto-hidrélise contida foi removida tratando-se o liquido adicionando-
se 40 g/l de carvao ativado, misturando-se gentilmente durante 20 ho-
ras em 4 C e, por fim, remocao por filtracdo de carbono usando pano

de filtracdo de 400 um. Esse liquido foi usado no exemplo 3 (liquido de
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auto-hidrélise purificado C). No exemplo 4, o hidrolisado foi usado co-
mo tal, sem purificacao.

[00168] O hidrolisado enzimatico de fracdo de celulose de palha de
trigo foi preparado da fragdo solida contendo celulose (apos a lava-
gem) a partir de experimento de auto-hidrolise em que o liquido de au-
to-hidrdlise C foi preparado. A fracdo sdlida lavada de tratamento de
auto-hidrélise que forma o liquido de auto-hidrolise C (17,3 kg tendo
23,1% de teor de matéria seca) foi pesada em um reator com tanque
de agitacdo de 40 dm3 e misturada com 14,7 kg de agua e 10 mL 50%
de NaOH (p/p) para render a suspensao em 12,5% de consisténcia e
em pH 5. O reator foi aquecido e mantido a 50°C e 216 ml de mistura
enzimatica compreendendo 82% de celulose (Econase CE, Roal Oy),
10% de celobiase (Novozyme 188, Sigma/Novozymes) e 7% de xila-
nase (GC140, Genencor). Durante o tratamento enzimatico, a suspen-
sdo foi agitada periodicamente trés vezes por hora durante 5 minutos.
Apods 48 h de tempo de residéncia, a suspensao foi suplementada com
mistura enzimatica fresca que equivale a 10% da dosagem de enzima
inicial e tendo proporgdes similares de enzimas individuais. Apos 72
horas de tempo de residéncia a 50°C, a fracao liquida foi separada da
fracao sodlida usando uma prensa hidraulica. A fracao sélida foi lavada
uma vez com agua e a fracéo liquida novamente separada da fracéo
solida. As fracbes liquidas foram combinadas e concentradas por eva-
poracao sob pressdo reduzida. O concentrado de hidrolisado celuldsi-
co (1,57 kg) continha 220 g/l de agucar total.

[00169] O hidrolisado de celulose contendo agucares monomericos
foi usado como tal no cultivo.

LiQUIDO DE AUTO-HIDROLISE D

[00170] Uma suspensao foi preparada misturando-se 10,5 kg de
palha de trigo moida (92,7% de teor de matéria seca) e 54,1 kg de

agua da torneira em um recipiente de 100 dm3. Apds armazenamento
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a temperatura ambiente durante 18 h, 64,2 kg da suspenséao foram pe-
sados em um reator de autoclave com agitacdo cilindrico de 250 dm3.
O reator foi fechado e aquecido dentro de 75 min a 140°C, mantido a
140°C durante 5 h e resfriado até a temperatura ambiente dentro de 30
minutos. A suspensdo hidrotermicamente tratada foi manualmente
descarregada do reator, e a primeira fragdo liquida foi separada do
primeiro soélido por filtragdo. A primeira fragdo solida foi lavada duas
vezes com agua da torneira e prensada usando uma prensa hidraulica
gerando uma fragdo solida lavada. A fragdo sélida lavada (20,9 kg) ti-
nha 42,7% de teor de matéria seca. A primeira fragao liquida foi com-
binada com agua de lavagem e concentrada em um evaporador de
filme descendente a 11,5% (p/p) de teor de matéria seca. O liquido
concentrado, liquido de auto-hidrélise D, continha 49,3% de acucar
total da matéria seca total do liquido concentrado como determinado
apos hidrolise acida diluida (4% p/p de acido sulfurico, 121°C, 1 h) por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC). As propor¢des rela-
tivas de xilose anidra, arabinose anidra, glicose anidra, e galactose
anidra do teor de acgucar total eram 57%, 19%, 13%, e 11%, respecti-
vamente.

[00171] Apds isso, o liquido de auto-hidrélise D contendo agucares
hemiceluldsicos parcialmente em forma oligomérica foi usado em ex-
perimentos de cultivo como tal.

EXEMPLO 1 - O EFEITO DE ACIDO ACETICO E ACIDO FORMICO
SOBRE O CRESCIMENTO FUNGICO

[00172] Os experimentos foram feitos usando um lipideo que pro-
duz a cepa fungica Aspergillus.oryzae. A partir da esporulacédo de fun-
gos desenvolvidos em placas PDA, uma suspensao de esporo foi feita
adicionando-se 12 ml de agua estéril e os esporos foram removidos
por raspagem com uma alg¢a de inoculagéo ao liquido. A suspensao de

esporo foi usada para inoculagao de meio.

Peticdo 870200019294, de 10/02/2020, pag. 55/82



48/66

[00173] Os componentes de base de meio sdo apresentados na
tabela 1 1. Todos contiham esses nutrientes basicos e uma pequena
quantidade de celulose fina para impedir que o fungo se aglutine.
TABELA 1: COMPOSICAO DE MEIO BASICO

g/l
Celulose 2
extrato de malte 30
Peptona 3

[00174] O meio foi feito usando agua da torneira.

[00175] Os acidos organicos foram adicionados, entdo, a concen-
tracdo do acido féormico e acético individualmente era 0, 1, 3, 5 e 7 g/I,
e para os dois acidos em conjunto 0, 1, 3, 5, 7 e 9 g/l. Apés isso, o pH
do meio foi ajustado para 5,5 a 6,0 usando 3 M de NaOH. O meio foi
distribuido em lotes de 50 ml em frascos erlenmayer de 250 ml. O
meio foi esterilizado em autoclave a 121 C por 15 min. Apéds o resfria-
mento, cada frasco foi inoculado usando 0,5 ml de suspensao de es-
poro mencionada anteriormente. Para cada concentragao, cultivos pa-
ralelos foram feitos. Os cultivos foram incubados em 160 rpm de agita-
¢cdo a 28°C por 5 dias. O crescimento foi observado diariamente com
um microscopio, e no final do cultivo, os teores de biomassa e lipideo
foram determinados.

[00176] O teor de biomassa foi determinado por filtragem a vacuo
do conteudo total do frasco e lavagem da biomassa com 50 ml de
agua destilada. Apds isso, as tortas de biomassa foram congeladas e
secas de um dia para o outro em liofilizador. A partir da biomassa se-
ca, o teor de lipideos foi analisado de acordo com Suutari et al. (1990).

Os lipideos nas amostras foram, primeiro, hidrolisados em acidos gra-
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xos livres, que foram saponificados em sais de sd6dio dos mesmos e,
entdo, metilados em metil ésteres. Os metil ésteres graxos foram ana-
lisados por cromatdgrafo a gas.

[00177] Resultados: Em todos os frascos independentemente de
concentracdo de acido, o crescimento comecou quase ao mesmo
tempo. As concentracbes de biomassa e lipideo também eram muito
similares. Com base nesses resultados, pode-se afirmar que os acidos
testados, separados ou em conjunto, nao tiveram efeito sobre o cres-
cimento de fungos ou producéo de lipideos. As concentragcdes de bio-
massa e lipideo sdo apresentadas na tabela 2.

TABELA 2: CONCENTRAGOES DE BIOMASSA E TEORES DE LI-
PIDEOS EM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE ACIDO.

Concentragao Concentracéo Teor de lipideos

de acido acético de biomassa (% de peso seco de
g/l g/l célula)

0 12,4 20,1

1 12,4 19,8

3 11,4 20,7

5 11,1 21,2

7 11,5 24,3
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Concentragao Concentracéo Teor de lipideos

de acido férmico de biomassa (% de peso seco de
(g/) g/l célula)

0 12,9 18,9

1 12,5 19,5

3 12,0 19,5

5 1,2 15,9

7 10,9 19,8
Concentragdo tanto de COncentragao Teor de lipideos

acido acetico como for-|de biomassa (% de peso seco de
mico (g/l) g/l célula)

0 12,9 18,9

1 12,4 20,3

3 11,6 18,1

5 11,0 22,0

7 10,4 17,4

9 9,5 15,9

EXEMPLO 2 - O EFEITO DE INIBIGAO DE COMPOSTOS FENOLI-
COS

[00178] Os experimentos foram feitos usando produgdo de cepas
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de fungos e levedura Aspergillusoryzae, Mortierella. isabellina eLi-
pomyces starkeyi. Dois hidrolisados lignoceluldsicos diferentes de tra-
tamento de auto-hidrolise de lignocelulose contendo agucares hemice-
lulésicos e quantidades notaveis de fendlicos foram testados, o liquido
de auto-hidrdlise A e o liquido de auto-hidrdlise B. Os compostos feno-
licos foram determinados de acordo com o método de Folin-Ciocalteu
com acido galico como padrao (Waterhouse, 2002).

[00179] A partir da esporulagédo de fungos desenvolvidos em placas
PDA, uma suspenséao de esporo foi feita adicionando-se 12 ml de agua
estéril e os esporos foram removidos por raspagem com uma alga de
inoculagao ao liquido. A suspensao de esporo foi usada para inocula-
cao de meio.

[00180] Os componentes de base de meio sdo apresentados na
tabela 3 1. Todos continham esses nutrientes basicos e uma pequena
quantidade de celulose fina para impedir que o fungo se aglutine.
TABELA 3: COMPOSIGAO DE MEIO DE CRESCIMENTO

g/l
glicose 20
extrato de malte 30
peptona 3

[00181] O meio foi feito usando agua da torneira.

[00182] O liquido de auto-hidrélise A ou B foi adicionado de modo
gue a concentragado de fendlicos fosse 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 g/l. Apds
isso, o pH do meio foi ajustado para 6,5 usando 3 M de NaOH. O meio
foi distribuido em lotes de 50 ml em frascos erlenmayer de 250 ml. O
meio foi esterilizado em autoclave a 121 C por 15 min. Apéds o resfria-

mento, cada frasco foi inoculado usando 0,5 ml de suspensao de es-
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poro mencionada anteriormente no caso de fungos, e com a levedura,
uma suspensao de levedura pré-cultivada foi usada. Para cada con-
centracao, cultivos paralelos foram feitos. Os cultivos de fungos foram
incubados em agitacdo em160 rpm, e as leveduras em 160 rpm, todos
a 28 C por 5 dias. O crescimento foi observado duas vezes ao dia com
um microscoépio, e no final do cultivo os teores de biomassa foram de-
terminados.

[00183] O teor de biomassa fungica foi determinado por filtragem a
vacuo do conteudo total do frasco e lavagem da biomassa com 50 ml
de agua destilada. Apés isso, as tortas de biomassa foram congeladas
e secas de um dia para o outro no liofilizador e o teor de biomassa foi
determinado.

[00184] O teor de biomassa de levedura foi determinado medindo-
se tubos pré-pesados de 7 ml de suspensao de crescimento de teste,
amostras paralelas de cada frasco. As amostras foram centrifugadas
em 6000 rpm por 10 minutos, apds isso, o sobrenadante foi removido,
7 ml de agua destilada foram adicionadas, o conteudo de tubo foi bem
misturado e a centrifugacao repetida. A agua de lavagem foi, entdo,
removida e tanto péletes de biomassa como os sobrenadantes foram
congelados. Depois, as amostras de biomassa foram liofilizadas e o
teor de biomassa foi determinado.

RESULTADOS:

[00185] Por observagdes microscopicas, poderia ser observado que
quando a concentracdo de fendlicos aumentou, o tempo necessario
para o crescimento comegar aumentou um pouco mais com alguns
microbios. Os cultivos foram monitorados duas vezes ao dia, entdo, a
determinacdo do momento exato que o crescimento comecou nao €
possivel, porém estimativas aproximadas podem ser feitas. Com a le-
vedura L. starkeyi e o fungo A. oryzae, ndo houve atraso notavel em

qualquer uma das concentragcdes de fendlicos testadas e todos se de-
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senvolveram apos um dia de incubacao. Por outro lado, o crescimento
de fungo M. isabellina comegou mais lentamente quando a concentra-
¢ao de fendlicos aumentou acima de 4 gl/l.

[00186] A. oryzae poderia se desenvolver mesmo na concentracéo
de fendlicos mais alta testada: 7 g/l, porém o teor de biomassa estava
diminuindo quando a concentragdo de fendlicos aumentou mais. L.
starkeyi e M. isabellina poderiam se desenvolver até uma concentra-
cao de 6 g/l, em 7 g/l nenhum crescimento foi detectado. Similar a A.
oryzae, o teor de biomassa estava diminuindo quando a concentracao
de fendlicos aumentou mais. Nenhuma diferenga entre hidrolisados
diferentes de inibicdo de auto-hidrolise foi detectada. Na tabela a se-
guir, o teor de biomassa dos microbios testados em varias concentra-
coes de fendlicos é fornecido.

TABELA 4: TEOR DE BIOMASSA PARA OS MICROBIOS TESTA-
DOS EM DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE COMPOSTOS FE-

NOLICOS.
Concentragao de Concentracao
Liquido de _
Micrébio Compostos Fenolicos ~ de Biomassa
auto-hidrolise
(g/l) (9/)
Mortierella isabellina A 0 12,4
Mortierella isabellina A 1 10,7
Mortierella isabellina A 2 10,4
Mortierella isabellina A 3 7.4
Mortierella isabellina A 4 5,1
Mortierella isabellina A 5 1,5
Motrtierella isabellina A 6 0
Mortierella isabellina A 7 -
Aspergillus oryzae A 0 15,0
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Concentragao de Concentragao

Liquido de
Micrébio Compostos Fenolicos ~ de Biomassa

auto-hidrolise

(g/) (g/)

Aspergillus oryzae A 1 15,4
Aspergillus oryzae A 2 13,2
Aspergillus oryzae A 3 11,4
Aspergillus oryzae A 4 11,8
Aspergillus oryzae A 5 11,2
Aspergillus oryzae A 6 11,1
Aspergillus oryzae A 7 7,6
Lipomyces starkeyi A 0 14,7
Lipomyces starkeyi A 2 13,8
Lipomyces starkeyi A 3 10,1
Lipomyces starkeyi A 4 8,5
Lipomyces starkeyi A 5 3,7
Lipomyces starkeyi A 6 0,6
Mortierella isabellina B 0 12,54
Mortierella isabellina B 2 7,7709
Mortierella isabellina B 3 6,4339
Mortierella isabellina B 4 4,9039
Mortierella isabellina B 5 3,8129
Mortierella isabellina B 6 0,6259
Mortierella isabellina B 7 -
Aspergillus oryzae B 0 14,9
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Concentragao de Concentragao
Liquido de .
Microbio Compostos Fendlicos ~ de Biomassa
auto-hidrolise
(g/!) (a/l)
Aspergillus oryzae B 3 9,5
Aspergillus oryzae B 4 8,0
Aspergillus oryzae B 5 6,8
Aspergillus oryzae B 6 6,8
Aspergillus oryzae B 7 5,3
Lipomyces starkeyi B 0 14,7
Lipomyces starkeyi B 2 10,4
Lipomyces starkeyi B 4 6,5
Lipomyces starkeyi B 5 5,6
Lipomyces starkeyi B 6 3,3

EXEMPLO 3 - CRESCIMENTO FUNGICO E PRODUGAO DE LIPi-
DEOS EM AGUCARES DE HIDROLISADO DE HEMICELULOSE E
CELULOSE DE PALHA DE TRIGO

[00187] Os experimentos foram feitos usando um lipideo que pro-
duz a cepa fungica A.oryzae. A partir da esporulacdo de fungos de-
senvolvidos em placas PDA, uma suspensao de esporo foi feita adici-
onando-se 12 ml de agua estéril e os esporos foram removidos por
raspagem com uma alc¢a de inoculacao ao liquido. 24 ml da suspenséao
de esporo foram diretamente usados para inoculacdo de fermentador.
A composi¢cdo de meio € apresentada na tabela 5. O liquido de auto-
hidrdlise purificado C (solugdo de hemicelulose) e o hidrolisado de ce-

lulose do mesmo experimento foram usados no cultivo. O cultivo foi
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feito em fermentador Biostat B plus 5 | em 3 | de volume, e enquanto
isso a agitacdo foi ajustada para 500 rpm, o pH foi mantido em 5,5
com 3 M de NaOH, a aeracao foi 1 vvm e a temperatura a 35 C duran-
te o crescimento, em producao de lipideo foi reduzida para 28 C.
TABELA 5: COMPOSIGAO DE MEIO DE CRESCIMENTO

Componentes de meio | Concentracao (g/l)
Acucares hemicelulési- 20

cosS

Extrato de levedura 2

(NH4)2S04 1,5

MgCl * 6 H20 1,5

K2HPO4 0,8

KH2PO4 1,5

CaCl2* 2H20 0,3

[00188] Apds a inoculacédo, demorou cerca de 30 h até o fundo co-
megar a crescer ativamente. Durante o cultivo, a solugdo de hemicelu-
lose foi adicionada em pequenos lotes, e apds 95 horas de cultivo, as
alimentacdes foram alteradas para o hidrolisado celulésico. Durante o
cultivo, no total 236 g de hidrolisado de hemicelulose e 484 g de celu-
lose foram adicionados. Parte dos acgucares adicionados foi deixada
inutilizada no final da fermentagdo. Em 167 h, quando o cultivo termi-
nou, havia 16 g/l de biomassa, desses, 43% de lipideos (Figura 1).
Poderia ser concluido que a producédo de 6leo microbiano a partir de
acucares de hemicelulose e celulose de palha de milho foi bem-
sucedida. No inicio da fermentag¢ao, a concentracao de fendlicos era 4
g/l, e no final, 6 g/l (um calculo baseado em quantidade original de

hemicelulose). Portanto, também pode-se afirmar que o crescimento
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fungico e a producgao de lipideo eficiente foram realizados apesar de
altas concentracdes de inibidores.

EXEMPLO 4 - O CRESCIMENTO DE BACTERIAS CONTAMINAN-
TES EM COMPOSTOS FENOLICOS CONTENDO SOLUGAO HEMI-
CELULOSICA

[00189] Os experimentos foram feitos com as bactérias Bacillus
subtilis e Pseudomonas fluorescens. Os componentes de base de
meio sao apresentados na tabela 6 1. Todos continham esses nutrien-
tes basicos e compostos fendlicos contendo solugcdo de hemicelulose
de modo que a concentracao final de compostos fendlicos fosse 0, 1, 2
e 3 g/l.

[00190] O liquido de auto-hidrdlise C (solucdo de hemicelulose) foi
usado no cultivo e 0 mesmo continha 160 g/l de agucares com base na
analise por HPLC, DW 460 g/l e 33 g/l de compostos fendlicos em
analise com o método de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2002).
TABELA 6: COMPOSIGAO DE MEIO DE CRESCIMENTO

g/l
glicose 20
extrato de malte 30
peptona 3

[00191] O meio foi feito usando agua da torneira.

[00192] O liquido de auto-hidrdlise C (solucdo de hemicelulose) foi
adicionado de modo que a concentragao de compostos fendlicos fosse
0,1, 2 e 3 g/l. Apds isso, o pH do meio foi ajustado para 6,5 usando 3
M de NaOH. O meio foi distribuido em lotes de 50 ml em frascos er-
lenmayer de 250 ml. O meio foi esterilizado em autoclave a 121 C por

15 minutos. Apds o resfriamento, cada frasco foi inoculado usando 0,5
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ml de suspensao de bactérias pré-cultivadas. Para cada concentracao,
cultivos paralelos foram feitos. Os cultivos foram incubados em agita-
cdo em 250 rpm, a 28 C por 5 dias. O crescimento foi observado diari-
amente com um microscopio e no final do cultivo, os teores foram de-
terminados. As amostras de concentracdo de acucar foram feitas cen-
trifugando-se a biomassa, diluindo-se o sobrenadante por 10 com
agua destilada e a analise por HPLC foi feita.

RESULTADOS:

[00193] Com base nas observagdes de microscopio, poderia ser
observado que ambas as bactérias se desenvolveram apenas naque-
les frascos que ndo continham compostos fendlicos. No final do culti-
vo, somente nos frascos que nao continham compostos fendlicos to-
dos os acucares foram consumidos. Em frascos que continham com-
postos fendlicos, a mesma quantidade de agucares tal como no inicio
estava presente. Poderia ser concluido que mesmo em pequenas con-
centracdes os compostos fendlicos inibem de modo eficiente o cresci-
mento de muitas bactérias contaminantes. Poderia ser concluido que o
crescimento de bactérias contaminantes pode ser inibido ou prevenido
usando hidrolisados lignocelulésicos contendo compostos inibitérios,
como compostos fendlicos, compostos em concentracdes que nao ini-
bem significativamente o crescimento de levedura oleaginosa e fungos
filamentosos (exemplos 2, 3 e 6).

EXEMPLO 5 - CONTROLAR AS CONTAMINAGOES COM O AUXIi-
LIO DE COMPOSTOS FENOLICOS E TRATAMENTO TERMICO RA-
PIDO

[00194] Os experimentos foram feitos usando um lipideo que pro-
duz a cepa fungica A.oryzae. A partir da esporulagdo de fungos de-
senvolvidos em placas PDA, uma suspensao de esporo foi feita adici-
onando-se 12 ml de agua estéril e os esporos foram removidos por

raspagem com uma al¢a de inoculagao ao liquido. 0,5 ml da suspen-
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sao de esporo foi usado para cada inoculacdo em frasco. A composi-
cao de meio € apresentada na tabela 9.

[00195] Os compostos fendlicos contendo liquido de auto-hidrdlise,
o liquido de auto-hidrolise A (solucdo de hemicelulose), foram adicio-
nados de modo que a concentragao final no meio fosse 3,5 g/l. Apds
isso, o pH do meio foi ajustado para 6,5 usando 3 M de NaOH. O meio
foi distribuido em lotes de 50 ml em frascos erlenmayer de 250 ml. O
extrato de levedura, no presente documento, foi usado como uma fon-
te para micrébios contaminantes.

TABELA 9: COMPOSIGAO DE MEIO DE CRESCIMENTO

g/l
Glicose 40
Compostos Fendlicos 3,5
Extrato de levedura 5
(NH4)2S04 2
MgSO4 * 7 H20 1,0
K2HPO4 0,5
KH2PO4 1,0
CaCl2* 2H20 0,2

[00196] Metade do meio preparado dessa maneira foi rapidamente
aquecida a 80 C e, e, entao, resfriada. Para o restante do meio, ne-
nhum tratamento térmico foi feito. Metade de cada um dos frascos di-
ferentemente tratados foi inoculada com 0,5 ml de suspensao de espo-
ro de A. oryzae. A outra metade dos frascos foi deixada n&o inoculada.
Também, dois frascos de meio descritos acima sem adicdo de com-
postos fendlicos foram feitos. Os mesmos foram tratados com calor a

80 C e inoculados como outros cultivos. Todos os cultivos foram incu-
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bados a 28 C e agitacdo em 160 rpm por 7 dias. O crescimento micro-
biano foi verificado diariamente com microscopio.

RESULTADOS:

[00197] Apds 1 dia de incubacéao foi observado que o fungo se de-
senvolveu em todos os meios que foi inoculado com a suspensao de
esporo. Nos frascos que nao foram tratados por calor com esporos e
nao continham compostos fendlicos havia uma quantidade notavel de
bactérias e leveduras contaminantes diferentes. Nenhum meio conten-
do compostos fendlicos foi contaminado. Apds 2 dias de incubacao
nos frascos que nao foram inoculados nem tratados por calor, a leve-
dura contaminante comecgou a se desenvolver. No final dos cultivos, o
fungo se desenvolveu bem em todos os frascos que foram inoculados
com esporos. Nenhum micrébio contaminante foi detectado entre os
mesmos. Nos frascos nao inoculados e que nao foram tratados por
calor, também foi detectada uma contaminacdo bacteriana além de
leveduras anteriormente mencionadas. Em contrapartida, os frascos
que nao continham inéculos, porém foram tratados por calor continua-
ram se desenvolvendo livremente até o final dos experimentos.

[00198] Com base nesses resultados, o tratamento térmico a 80°C
juntamente com a adi¢do de compostos fendlicos poderia ser capaz de
manter os cultivos a base de hemicelulose livres de microbios conta-
minantes comuns. Por outro lado, deve ser observado que sem com-
postos fendlicos o meio de crescimento sem tratamento térmico é fa-
cilmente contaminado, entdo, a partir do ponto de vista de higiene,
ambas as operacdes, a adicdo de compostos fendlicos e tratamento
térmico leve s&o necessarias.

EXEMPLO 6 - PRODUGAO DE OLEO MICROBIANO EM AGUCA-
RES HEMICELULOSICOS

[00199] Os experimentos foram feitos usando um lipideo que pro-

duz a cepa fungica A.oryzae. A partir da esporulacdo de fungos de-
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senvolvidos em placas PDA, uma suspensao de esporo foi feita adici-
onando-se 12 ml de agua estéril e os esporos foram removidos por
raspagem com uma alg¢a de inoculagao ao liquido. 24 ml da suspenséao
de esporo foram usados para a inoculacéo de 6 frascos. A composicao
de meio é apresentada na tabela 10. Os frascos incubados foram in-
cubados a 30 C com agitagdo em 160 rpm por 1 dia e, entdo, usados
para inoculacéo de fermentador.

TABELA 10: COMPOSIGAO DE MEIO DE INOCULAGAO, PH AJUS-
TADO PARA 5,5.

g/l
Acucares hemiceluldsicos 40
Extrato de levedura 1
(NH4)2S04 1
MgS04*7H20 1
K2HPO4 0,5
KH2PO4 1
CaCl2* 2H20 0,2

[00200] O liquido de auto-hidrélise D (contendo agucares hemicelu-
|6sicos parcialmente em forma oligomérica) foi usado e 0 mesmo con-
tinha 4,2 g/l de compostos fendlicos com base na anali com o método
de Folin-Ciocalteu (Waterhouse, 2002). O cultivo foi feito em um fer-
mentador Biostat B plus 5 | em volume de 3 | e, enquanto isso, foi
ajustado para 400 rpm, o pH foi mantido em 5,5 com 3 M de NaOH, a
aeracao era 1 vwvm e a temperatura 30 C. A composi¢cdo de meio &

apresentada na tabela 11.
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TABELA 11: A COMPOSIGAO DE MEIO DE FERMENTAGAO

Componentes de meio Coneentragao
(9)

Acucares hemiceluldsicos 60

Extrato de levedura 1

(NH4)2S04 1

MgCl * 6 H20 1,0

K2HPO4 0,5

KH2PO4 1,0

CaCl2* 2H20 0,2

RESULTADOS:

[00201] Durante o cultivo, a solugdo hemiceluldsica foi adicionada
em pequenos lotes. No total, 150 g de hemicelulose foram adiciona-
dos. Parte dos agucares adicionados foi deixada inutilizada no final da
fermentacdo. Em 142 h, quando o cultivo terminou, havia 14 g/l de bi-
omassa, desses, 21% de lipideos. Poderia ser concluido que a produ-
cado de oleo microbiano a partir de agucares hemicelulésicos de palha
de trigo (parcialmente em forma oligomérica) foi bem-sucedida. Na
fermentacdo, a concentragcdo de compostos fendlicos era 2,8 g/L. Por-
tanto, também poderia-se afirmar que o crescimento fungico foi possi-
vel apesar de altas concentracdes de inibidor.

EXEMPLO 7 - EFEITO DE FURFURAL SOBRE O CRESCIMENTO
MICROBIANO

CONDIGOES DE CULTIVO

[00202] Duas cepas fungicas Aspergillus oryzae TKK-4 e Mortierella
isabellina TKK-1 e uma cepa de levedura Lipomyces starkeyi TKK-1

foram cultivadas em frascos em um meio padrdo (Tabela 12) com a

Peticdo 870200019294, de 10/02/2020, pag. 70/82



63/66

adicdo de furfural. Os micro-organismos foram desenvolvidos por 6
dias a 28°C com 160 rpm (para fungos) e 250 rpm (para levedura). Ce-
lulose foi adicionada par ajudar no crescimento de fungo com uma me-
Ihor morfologia. Furfural foi adicionado em diferentes quantidades no
meio (0 a 4 g/l) e o crescimento dos micro-organismos foi observado.
TABELA 12. COMPONENTES DE MEIO.

Componente de meio gll

Extrato de malte 30

Peptona 3

Dextrose monoidratada 20

Celulose 2
RESULTADOS

[00203] Apods uma semana, A. oryzae TKK-4 se desenvolveu em
0,5 g/l de furfural, porém concentracdes maiores (> 0,75 g/l) inibiram o
crescimento completamente. M. isabellina TKK-1 n&o se desenvolveu
em > 1 g/l furfural, porém apoés 4 a 6 dias, algum crescimento foi ob-
servado em 0,8 g/l. L. starkeyi TKK-1 era mais tolerante a furfural. A
mesma se desenvolveu em 1,2 g/l de furfural apés alguns dias. A con-
centracao inibitéria era > 1,8 g/l. A Tabela 13 mostra as concentragdes
de peso seco para os cultivos em frasco com a concentracao de furfu-
ralde 0 a 1,2 g/l.
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TABELA 13. A concentracédo de peso seco medida apos 6 dias de cul-
tivo em fungos A. oryzae TKK-4 e M. isabellina TKK-1 e levedura L.

starkeyi TKK-1, quando a concentracao de furfural era 0 a 1,2 g/I.

A. oryzae TKK4 M. isabellina TKK-1 | L. starkeyi TKK-1
Furfural (g/1) DW (g/l)
0 18,02 16,17 14,46
0,1 18,18
0,2 16,54 7,02
0,3 13,53
0,4 11,58 13,80
0,6 14,96 14,79
0,8 9,28
1,2 14,39

EXEMPLO 8 - AUTO-HIDROLISE (COM PH PRE-AJUSTADO) DE
PALHA DE TRIGO

[00204] Uma suspensao foi preparada misturando-se 20 g de palha
de trigo anteriormente triturada para passar por uma tela de 1 mm e
180 g de agua. A suspenséao foi ajustada com acido acético a pH 4,5.
A suspensao foi transferida para um reator de autoclave que foi, entao,
nao isotermicamente aquecido com uma camisa de aquecimento entre
170°C e 200°C com agitagao continua. Os dados de temperatura du-
rante o aquecimento foram registrados e usados para calcular a seve-
ridade de auto-hidrdlise (Eq. 1). O reator foi resfriado a aproximada-
mente 50 C, e a suspensao foi manualmente recuperada por filtracio.
A fragéo liquida foi separada da fragdo solida e furfural e hidroxime-
tifurfural (HMF) na fracdo liquida foram medidos usando HPLC. A

concentragao total de agucar (g/l) na fragcédo liquida foi determinada
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apos a hidrdlise acida diluida que converte agucares oligomeéricos e
poliméricos em monossacarideos. A fracao sdlida foi lavada com agua
(0,5 dm3) e prensada.

[00205] O residuo sélido obtido foi pesado, amostrado para deter-
minagdo de matéria seca e o rendimento de residuo soélido (%) foi cal-
culado como a raz&o de peso de residuo soélido para a palha de trigo
pesada no tratamento de auto-hidrélise (100%*g de palha de trigo se-
cal/g residuo solido seco). As substancias fendlicas soluveis no liquido
foram determinadas usando o método de Folin-ciocalteu com guiaiacol
como padrao.

[00206] Os resultados mostrados na Figura 2 e Figura 3 resumem
os resultados. O rendimento de residuo sdélido diminuiu com a severi-
dade de auto-hidrélise com 67% rendimento na severidade mais alta
(Log(R0)=4,4) (Figura 2). A concentragao de agucares de monossaca-
rideo na fracdo liquida, primeiro, aumentou e, entdo, diminuiu com o
aumento de severidade de auto-hidrélise. A concentragdo maxima de
agucar (23,1 g/l) foi obtida quando a severidade de auto-hidrélise era
Log(R0)=3,8. Aléem dessa severidade de auto-hidrélise, a concentragéo
de acucar na fracdo liquida diminuiu drasticamente e a concentragao
de furfural e HMF aumentou repentinamente alcangando uma concen-
tracao de 4,8 g/l e 0,3 g/l, respectivamente. Ao contrario da geracao
repentina de furfural e HMF, a concentracdo de compostos fendlicos
soluveis aumentou progressivamente a partir de 0,5 g/l até 2,0 g/l com
severidade de auto-hidrolise aumentada.

[00207] Esse exemplo mostra que as condicdes de auto-hidrolise
ideais em termos de severidade de auto-hidroélise (Log(R0)) podem ser
selecionadas para evitar o excesso de formacgao de furfural, HMF, e
compostos fendlicos soluveis enquanto aumenta a concentracdo de

monossacarideos na fracao liquida.
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REIVINDICAGOES

1. Método para produzir lipideos, caracterizado pelo fato de
gue compreende as seguintes etapas

(i) fornecer um meio de cultivo compreendendo um hidroli-
sado lignoceluldsico,

(i) fornecer um caldo de fermentagéo inoculando-se o0 meio
de cultivo de (i) com um primeiro micrébio, em que o dito primeiro mi-
crobio € um micrébio oleaginoso, que é capaz de acumular lipideos
intercelulares de modo que os lipideos equivalham a pelo menos 15%
(p/p) da biomassa total (por peso seco de célula) do micrébio quando o
mesmo é cultivado sob condi¢gdes adequadas,

(iii) incubar o dito meio inoculado com o dito primeiro micro-
bio sob condi¢cdes aerdbicas permitindo que os lipideos se acumulem,

em que o dito caldo de fermentagdo compreende pelo me-
nos um inibidor de crescimento microbiano selecionado do grupo con-
sistindo em compostos fendlicos, acidos organicos, furfural e hidroxi-
metilfurfural, e

em que o dito caldo de fermentacdo compreende adicio-
nalmente um segundo microbio ndo oleaginoso, cuja capacidade de
acumular lipideos intercelulares esta abaixo de 15% (p/p) da biomassa
total (por peso seco de célula) quando o mesmo € cultivado sob condi-
cOes adequadas,

em que o dito pelo menos um inibidor de crescimento mi-
crobiano esta presente no dito caldo de fermentagdo em uma concen-
tracdo dentro da faixa que permite o primeiro micrébio se proliferar
e/ou para produzir éleo e inibir a proliferagdo do dito segundo micrébio
por pelo menos 20%, e

em que a presenga do inibidor de crescimento microbiano
inibe a proliferacdo do dito segundo microbio e favorece a proliferagdo

do dito primeiro micrébio sobre o dito segundo microbio.
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2. Método, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado
pelo fato de que o dito segundo microbio esta presente no meio de cul-
tivo fornecido na etapa (i) ou contaminou o caldo de fermentagcéo na
etapa (ii) ou (iii).

3. Método, de acordo com a reivindicacao 1 ou 2, caracte-
rizado pelo fato de que compreende adicionalmente uma etapa de adi-
cionar o dito pelo menos um inibidor de crescimento microbiano ou
ajustar a concentragao do dito pelo menos um inibidor de crescimento
microbiano no caldo de fermentacéo.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 3, caracterizado pelo fato de que pelo menos um inibidor de cres-
cimento microbiano é o grupo de compostos fendlicos medido como a
concentracao de fendis totais por volume de caldo de fermentacao.

5. Método, de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado
pelo fato de que o nivel de ditos compostos fendlicos no dito caldo de
fermentacao é pelo menos 1 g/ I.

6. Método, de acordo com a reivindicacédo 4 ou 5, caracteri-
zado pelo fato de que o nivel de ditos compostos fendlicos no dito cal-
do de fermentacéo esta na faixa de 1 g/l a 7 g/l.

7. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
4 a 6, caracterizado pelo fato de que o nivel de ditos compostos fendli-
cos no dito caldo de fermentacao esta dentro da faixa de 1 g/l a 5 g/I,
de preferéncia, dentro da faixa de 1 g/l a 3 g/I.

8. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 7, caracterizado pelo fato de que o dito primeiro micrébio é seleci-
onado a partir da lista que consiste em fungos filamentosos, levedura,
bactérias ou algas.

9. Método, de acordo com qualquer das reivindicacdes 1 a
8, caracterizado pelo fato de que o dito primeiro microbio é seleciona-

do a partir do grupo consistindo em Mortierella, Asperqillus, Li-
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pomyces, Rhodosporidium e Cryptococcus.

10. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 2 a 9, caracterizado pelo fato de que o dito segundo micrébio é
nao oleaginoso selecionado a partir da lista que consiste em bactérias,
levedura, fungos filamentosos ou microalgas.

11. Método, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 2 a 10, caracterizado pelo fato de que o dito segundo microbio é
uma bactéria selecionada a partir do grupo que consiste em Bacillus

spp. ou Pseudomonas spp.
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