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permite o tratamento bem sucedido de biomassa em alto peso seco de
sblidos de biomassa na mistura de biomassa. O projeto do sistema
fornece extensa distribuicdo de reagente por meio da difusdo do
reagente sobre a biomassa a medida que o reagente é introduzido
através de langa de inje¢éo, enquanto a biomassa é girada utilizando
pas (18). O sistema de aparelho fornece extensa assimilagdo do
reagente na biomassa utilizando pas (18) para erguer e deixar cair a
biomassa, bem como meios de atrito (19) que caem sobre a biomassa
para melhorar o processo de tratamento.
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O presente pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério
Norte-Americano n° 60/670437, depositado em doze de abril de 2005.

DECLARACAO DE DIREITOS GOVERNAMENTAIS

A presente invengao foi realizada com apoio do governo dos
Estados Unidos com base no Contrato n° 04-03-CA-70224 concedido pelo
Departamento de Energia. O governo detém certos direitos na presente

invencgao.

CAMPO DA INVENGAO
E fornecido um sistema que inclui um aparelho para o tratamento
de biomassa, incluindo tratamento prévio bem como sacarificagdo. Também
sao fornecidos processos de tratamento prévio e sacarificagao de biomassa em
alto peso seco de biomassa em uma mistura de biomassa, utilizando o sistema.
Além disso, sao fornecidos métodos de otimizagao de processos de tratamento

de biomassa.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Estoques de alimentagdo e residuos celulésicos e
lignoceluldsicos, tais como residuos agricolas, madeira, residuos florestais,
lodo de fabricagéo de 'papel e residuos sélidos municipais e industriais
fornecem estoque de alimentacdo de biomassa renovavel potencialmente
grande para a produgdo de substancias, plasticos, combustiveis e alimentos.
Estoques de alimentagéo e residuos celulésicos e lignoceluldsicos, compostos
de polimeros de carboidrato que compreendem celulose, hemicelulose,

glucanos e lignina sao geralmente tratados por uma série de meios quimicos,
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mecanicos e enzimaticos para liberar principalmente agucares de hexose e
pentose, que podem ser fermentados em seguida em produtos Uteis. A
complexidade e a eficiéncia destes tratamentos variam. Além disso, existem
varios esforcos continuos para identificar novos processos comercialmente
robustos e para otimizar processos conhecidos para gerar produtos
fermentativos uteis a partir de estoques de alimentacdo celuldsicos e
lignocelulbsicos.

Para que seja um processo economicamente competitivo, um
processo comercial de produgdo de acglUcares fermentaveis a partir de
biomassa de recursos renovaveis requer a hidrélise de carboidratos em
biomassa lignocelulésica para fornecer altos rendimentos de aglicares em altas
concentragdes, utilizando baixas quantidades de substéncias, para produzir
uma fonte de aglcares fermentaveis com baixa toxicidade para organismos
fermentativos que convertem aglicares em substancias com valor agregado e
combustiveis.

Para conduzir estes processos, empregou-se uma série de
aparelhos para diferentes tipos de biomassa, bem como para diferentes
tratamentos, incluindo desenvolvimento de processo em pequena escala e
algum equipamento de produgdo em larga escala. Alguns tipos de aparelhos
que vém sendo utilizados incluem reator agitado em bateladas (Gusakov e
Sinitsyn (1985), Enz. Microb. Technol. 7: 346-352), reator agitado de fluxo
continuo (US 4.257.818), reator de atrito (Ryu e Lee (1983), Biotechnol.
Bioeng. 25: 53-65), reator de extrusdo (US 6.176.176), reator de leito de
contragdo NREL (Lee et al (2001), Appl. Biochem. Biotech. 91-93: 331-340) e
reator com agitagdo intensiva induzida por campo eletromagnético (Gusakov et
al (1996), Appl. Biochem. Biotechnol., 56: 141-153).

E particularmente necessario um reator que seja capaz de

fornecer meios de tratamento prévio eficiente de biomassa e/ou sacarificagao
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em alto peso seco de biomassa em mistura.

Permanece a necessidade de um aparelho simples mas eficaz
para uso em processos de tratamento de biomassa, que possam ser utilizados
em formato de pequena escala para testar condicbes de processo, com
mecanismos de amostragem que imitam operagdes em larga escala comercial.
Além disso, existe necessidade ndo atendida de equipamentos e processos
comercialmente robustos para conduzir esses processos, que incluem
sacarificagdo em alto peso seco de biomassa em mistura de biomassa.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

Em uma realizagdo, a presente invencao fornece sistema que
inclui aparelho para processamento de biomassa em bateladas, que
compreende:

a. um aparelho que compreende:

i. um recipiente de reacao cilindrico com abertura em pelo
menos uma extremidade;

. uma ou mais pas fixadas ao lado interno do mencionado
recipiente;

ii. meios de atrito que compreendem pelotas em livre
flutuagao no interior do recipiente de reacao;

iv. um tampa para a extremidade aberta do mencionado
recipiente, que compreende uma ou mais portas; e

V. uma lanca de injecdo que compreende meio de
fornecimento de reagente de processamento, em que o mencionado meio &
uma lanca de injecdo que se estende pelo comprimento do recipiente de
reagao e conecta-se a primeira porta na tampa de iv); e

b. meios de rotagao das pas do recipiente.

Em outra realizagdo, a presente invengao fornece um processo de

tratamento de biomassa que compreende:
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a. introducdo de biomassa no recipiente de reagdo do
aparelho de acordo com a reivindicagao 1;

b. introducao de um reagente de processamento no recipiente
de reacgao; e

C. assimilagao do mencionado reagente de processamento na
mencionada biomassa por meio de rotagdo das pas do recipiente de rotagao,
por meio do qué as pas erguem e deixam cair os meios de atrito.

Em outra realizagdo, a presente invencao fornece processo de
tratamento de biomassa que compreende:

a. tratamento prévio de biomassa no recipiente de reagao do
aparelho de acordo com a reivindicagdo 1, produzindo biomassa previamente
tratada;

b. ajuste da temperatura e do pH da biomassa previamente
tratada de a) no recipiente de reagao; e

C. sacarificagdo da biomassa previamente tratada ajustada de
b) no recipiente de reagéo.

Em ainda outra realizag3o, a presente invengao fornece método
de otimizagao de processo de tratamento que compreende:

a. introdugdo de biomassa no recipiente de reagdo do
aparelho de acordo com a reivindicagéo 1;

b. variagdo das condigbes de tratamento no recipiente de
reacao;

C. amostragem da biomassa tratada por meio da mencionada
uma ou mais portas sob as mencionadas condi¢gdes de tratamento variaveis; e

d. teste das mencionadas amostras para determinar
condic¢des de tratamento ideais para o processamento de biomassa.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 exibe representacdo esquematica de realizagdo do
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sistema de tratamento de biomassa.

A Figura 2A exibe desenho detalhado de realizagao do sistema de
tratamento de biomassa. A Figura 2B exibe desenho da tampa do recipiente de
reacao.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Os Depositantes incorporam especificamente o contetdo integral
de todas as referéncias mencionadas no presente relatério descritivo. Além
disso, quando uma quantidade, concentragdo ou outro valor ou parametro for
fornecido na forma de faixa, faixa preferida ou lista de valores preferiveis
superiores e valores preferiveis inferiores, deve-se compreender isso como
descrevendo especificamente todas as faixas formadas a partir de qualquer par
de qualquer limite de faixa superior ou valor preferido e qualquer limite de faixa
inferior ou valor preferido, independentemente de se as faixas sao descritas
separadamente. Quando uma série de valores numéricos for indicada no
presente,‘a menos que informado em contrario, a faixa destina-se a incluir os
seus pontos finais e todos os nimeros inteiros e fracdes dentro da faixa. Nao
se pretende que o escopo da presente invencdo seja limitado aos valores
especificos indicados ao definir faixa.

A presente invengao fornece um sistema que inclui aparelho
utilizado em processos de tratamento de biomassa, bem como processos de
tratamento de biomassa e métodos de otimizagéo de processo de tratamento
que sao conduzidos no aparelho. O projeto do sistema fornece extensa
distribuicdo de reagente por meio de difusédo do reagente sobre a biomassa a
medida que o reagente € introduzido ou o reator € conduzido. O sistema
funciona para fornecer extensa assimilagdo do reagente introduzido na
biomassa para melhorar o processo de tratamento. Estas caracteristicas
permitem tratamento em alto peso seco de biomassa em mistura de

biomassa.
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DEFINICOES:

No presente relatério descritivo, é utilizada uma série de termos.
Sao fornecidas as definicées a seguir:

A expressao “agucar fermentavel’ designa oligossacarideos e
monossacarideos que podem ser utilizados como fonte de carbono por
microorganismo em processo de fermentacgéo.

O termo “lignoceluldsico” designa composigdo que compreende
lignina e celulose. Material lignocelulésico pode também compreender
hemicelulose.

O termo “celuldsico” designa uma composi¢cao que compreende
celulose.

Por “peso seco” de biomassa, indica-se 0 peso da biomassa que
possui toda ou essencialmente toda a 4gua removida. Peso seco € tipicamente
medido de acordo com o Padrao E1756-01 da Sociedade Norte-Americana de
Testes e Materiais (ASTM) (Standard Test Method for Determination of Total
Solids in Biomass) ou o Padrao T-412 om-02 da Technical Association of the
Pulp and Paper Industry, Inc. (TAPPI) (Moisture in Pulp, Paper and
Paperboard).

O termo ‘“sacarificacdo” designa a produgdo de acgucares
fermentaveis a partir de polissacarideos.

A expressao “biomassa previamente tratada” indica biomassa que
tenha sido submetida a tratamento prévio antes da sacarificagéo.

“Biomassa” indica qualquer material celulésico ou lignocelulésico
e inclui materiais que compreendem celulose, compreendendo ainda
opcionalmente  hemicelulose, lignina, amido, oligossacarideos e/ou
monossacarideos. Biomassa pode também compreender componentes
adicionais, tais como proteina e/ou lipidio. Segundo a presente invengéo,

biomassa pode ser derivada de uma unica fonte, ou biomassa pode
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compreender mistura derivada de mais de uma fonte; biomassa podera
compreender, por exemplo, mistura de espigas de milho e forragem de milho
ou mistura de grama e folhas. Biomassa inclui, mas sem limitar-se a safras
bioenergéticas, residuos agricolas, residuo sélido municipal, residuo soélido
industrial, lodo de fabricagdo de papel, residuos de jardins, residuos de
madeira e de florestas. Exemplos de biomassa incluem, mas sem limitar-se a
graos de milho, espigas de milho, residuos de safras tais como cascas de
milho, forragem de milho, gramas, trigo, palha de trigo, cevada, palha de
cevada, feno, palha de arroz, brotos de grama, residuos de papel, bagago de
cana de agtcar, sorgo, soja, componentes obtidos por meio do processamento
de cereais, arvores, ramos, raizes, folhas, lascas de madeira, serragem,
arbustos e moitas, legumes, frutas, flores e esterco animal. Em uma realizagao,
biomassa que € util para a presente invengao inclui biomassa que possui valor
de carboidrato relativamente alto, é relativamente densa e/ou de coleta,
transporte, armazenagem e/ou manipulagédo relativamente facil. Em uma
realizagédo da presente invengao, biomassa que € util inclui espigas de milho,
forragem de milho e bagago de cana de agtcar.

“Solugao aquosa que compreende aménia” designa o uso de gas
aménia (NHs), compostos que compreendem ions de aménio (NH,*) tais como
hidroxido de amonio ou sulfato de amdnio, compostos que liberam aménia
mediante degradagao tais como uréia e suas combinagdes em meio aquoso.

O termo “tratamento” indica processo de ag¢ao de reagente sobre
material, em que as propriedades fisicas e/ou quimicas do material sao
alteradas.

O termo “reagente” indica composi¢cao que é capaz de alterar as
propriedades fisicas e/ou quimicas de material alvo sob condi¢des utilizadas
em processo de tratamento.

“Associagao de enzimas” para sacarificagdo € uma combinagao
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de enzimas que sao capazes de agir como mistura de biomassa para produzir
agucares fermentaveis. Tipicamente, associagcdo de enzimas de sacarificagéo
pode compreender uma ou mais glicosidases; as glicosidases podem ser
selecionadas a partir do grupo que consiste de glicosidases hidrolisantes de
celulose, glicosidases hidrolisantes de hemicelulose e glicosidases
hidrolisantes de amido. Outras enzimas na associagdo de enzimas de
sacariﬁcagﬁéo podem incluir peptidases, lipases, ligninases e feruloil esterases.

SISTEMA DE TRATAMENTO DE BIOMASSA:

O sistema de processamento de biomassa do presente pode ser
melhor compreendido por meio de referéncia ao desenho esquematico da
Figura 1, que exibe uma realizagdo do sistema. O aparelho do sistema
compreende um recipiente de reagao cilindrico (10) que contém uma
extremidade fechada (11) e uma extremidade aberta (12). Uma tampa
removivel (13) encaixa-se sobre a extremidade aberta e pode ser fixada
seguramente a extremidade aberta do recipiente. Na cobertura existe pelo
menos uma porta. Uma lanca de injecéo (14) estende-se através da porta, que
se encontra no centro da tampa (15) para o recipiente de reacéo. A langa de
injecdo € um tubo que se estende a partir da porta através do centro
longitudinal do recipiente de reagédo cilindrico. A extremidade da lanca de
injecao que é mais distante da porta (16) € vedada. A langa de injegéo contém
orificios ao longo do seu comprimento que sdo dispostos em forma de V (17).
Estes orificios permitem a fuga de contetdo do interior da langa de inje¢ao para
o recipiente de reagao em diregao vertical a cerca de dez horas e duas horas.
Além disso, fonte de vacuo pode ser aplicada através da porta a qual é
conectada a langa, de forma a criar vacuo no interior do recipiente. Fixadas a
superficie interna do recipiente de reagdo, encontram-se pas (18) que se
estendem para o espago aberto no recipiente e ndo tocam a langa de injeg&o.

No lado interno do recipiente de reagédo, encontram-se meios de atrito em livre



10

15

20

25

flutuacao (19). O aparelho é colocado horizontalmente sobre rolos (20) que sao
utilizados para girar o recipiente de reagao no sistema de processamento de
biomassa.

Durante o processamento de biomassa, o aparelho é mantido em
posicao horizontal e sdo aplicados meios de rotagdo das pas do recipiente de
reacdo em volta do eixo longitudinal do recipiente para formar sistema de
processamento de biomassa. As pas podem ser fixadas a superficie interna da
parede do recipiente de reagdo, caso em que todo o recipiente é girado.
Alternativamente, as pas podem ser fixadas a tipo de manga de superficie
sobre o lado interno do recipiente de reagao, caso em que o préprio recipiente
é estacionario enquanto a manga gira. A rotagdo do recipiente ou da manga
pode ser realizada por meio de qualquer método que fornega rotagdo. Para
girar o recipiente, por exemplo, ele pode ser colocado sobre rolos externos,
cintas, rodas, mancais de pino ou outras plataformas indutoras de movimento
rolante. O aparelho pode ser abrigado em reator que proporcione rotagao ao
recipiente, ou 0 mecanismo de rotacao pode ser integrado ao aparelho. Pode
haver eixo de direcionamento que se estende através do recipiente que €&
fixado a parede do recipiente ou a manga para aplicar rotagcado. A velocidade de
rotagdo pode variar, dependendo do processo de tratamento especifico sendo
utilizado e do tamanho do aparelho. A velocidade de rotagao é suficiente para
promover cascata de meios de atrito, conforme descrito abaixo no presente, e
pode ser facilmente determinada pelos técnicos no assunto.

A tampa para a extremidade aberta do recipiente de reagao pode
ser fixada ao recipiente por meios conhecidos na técnica, tais como com
parafusos, grampos, barras, cdes ou outros fixadores. O recipiente de reacao
pode ser aberto nas duas extremidades, com tampa para cada extremidade.
A(s) porta(s) na tampa (ou ambas as tampas, caso haja uma em cada

extremidade) & (sdo) abertura(s) para acesso ao lado interno do recipiente de
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reacdo. Porta pode ser local de fixagdo de equipamento interno, tal como a
langa, e/ou de equipamento externo, tal como aparelho de injegdo de gas ou
vacuo. A fixacdo do equipamento externo pode ser temporaria, somente
quando necessario durante o processo de tratamento, ou permanente. A porta
pode, portanto, possuir conector, bem como tampa para fechar a porta quando
fora de uso. Conectores convencionais sdo utilizados para unir a(s) porta(s)
na(s) tampag(s), incluindo conector ramificado e junta giratéria. Porta pode
também ser abertura na tampa para fornecer acesso ao lado interno, tal como
para tomada de amostras ou liberagdo de pressdo, e pode também possuir
tampa.

Para processamento de biomassa, a temperatura do aparelho €
trazida para a temperatura desejada e controlada. O controle da temperatura
do aparelho pode ser obtido por meio de qualquer método pelo qual se aplique
calor, tal como por meio de aplicagdo de revestimento de aquecimento, injegao
de gas quente através da langa de injecao ou através de outra porta, ignigao de
gas inflamavel ou uso de aquecimento a gas de cano de residuos de
aquecedor. Alternativamente, o aparelho pode ser abrigado em forno, banho de
6leo ou outro tipo de reator que fornega calor para o aparelho. A temperatura
interna do aparelho pode ser determinada por meio de insergéo de dispositivo
de medic¢ao de temperatura, tal como termopar, através da porta na tampa que
é conectada a langa de injegao e para baixo pela langa de injeg&o. Inserindo-se
o dispositivo de medigao de temperatura a meio caminho para baixo da langa
de injecdo, pode ser determinada a temperatura no centro aproximado do
recipiente de reagao. Pode-se impor o resfriamento do recipiente por meio de
métodos tais como aplicagao de gelo ou outro refrigerante em revestimento de
resfriamento, passagem de gas frio através da langa de injegdo, colocagao do
reator em banho refrigerante ou resfriamento (refrigeracao) da caixa externa na

qual assenta-se o recipiente de reagdo. Isso pode ser feito por mecanismo
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externo ou por mecanismo do aparelho.

A langa de injegao fornece meios de introdugéo e distribuicéo de
solugdes ou gases ao longo do comprimento do recipiente de reagao.
Nitrogénio, CO,, vapor, reagente(s) de processamento e solugdo de ajuste do
pH, por exemplo, podem ser introduzidos através da langa de injegdo. Os
reagentes de processamento que sao introduzidos através da langa de injegao
podem ser previamente aquecidos antes da injec&o, utilizando qualquer
método conhecido dos técnicos no assunto. O aquecimento de reagentes pode
ser conseguido, por exemplo, passando-se o reagente de processamento
através de bobina de aquecimento que é conectada a lanca de injegdo através
da porta central na tampa. A bobina de aquecimento & imersa em banho de
agua aquecida, que é mantido sob temperatura desejavel para aquecimento do
reagente de processamento.

Pode-se aplicar vacuo ao recipiente de reagcado do aparelho por
meio de porta na tampa. Fonte de vacuo pode ser conectada a porta na tampa,
tipicamente a porta que é conectada a langa de injegdo. Conector ramificado ou
juncao Qiratéria fornece conex&o para 0 Vacuo e acesso para o reagente a
langa injetora. Pode-se utilizar vacuo para auxiliar na infiltracdo de reagente de
processamento em biomassa do recipiente de reac&o. Aplicando-se vacuo ao
recipiente que contém biomassa, pode-se evacuar ar da biomassa, o que
permite melhor penetragédo do reagente de processamento quando adicionado.
Além disso, ar no reator pode ser substituido com atmosfera inerte tal como N;
ou argdnio. Pode-se aplicar vacuo para ajudar a resfriar o conteido do
recipiente de reagdo, ao utilizar-se processo que seja adequado para
resfriamento evaporativo. Os gases criados durante processo de tratamento de
biomassa podem ser recuperados por meio da aplicagéo de vacuo e utilizando
condensador de ventilagdo. Fonte de vacuo e condensador de ventilagao

podem ser fixados a porta na tampa, de tal forma que os vapores passem
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através da porta e para o interior do condensador. Reagentes de
processamento recuperados condensados, tais como aménia, podem ser
reutilizados em processos de tratamento de biomassa posteriores. A remogéo
de aménia, quando utilizada em processamento de tratamento prévio, reduz o
pH da biomassa previamente tratada e, desta forma, economiza substéancias
necessarias para neutralizar a biomassa previamente tratada até pH ideal para
sacarificagao enzimatica e fermentagdo de biocatalisador. O uso mais baixo de
substancias também aumenta a fermentagéo subseqiiente ao reduzir a carga
de sal em contato com o microorganismo, de forma a aumentar o rendimento e
a produtividade.

O recipiente de reagdo do aparelho pode também ser
pressurizado por meio de injegéo através de porta na tampa. Fonte de COa, por
exemplo, pode ser conectada a porta na tampa que € conectada a langa de
injecdo e o CO, é injetado, por exemplo, para liberar vacuo no interior do
recipiente de reagao, reduzir o pH e/ou promover de outra forma o processo de
tratamento de biomassa. Conector ramificado pode servir para conexdo da
fonte de COZ, fonte de vacuo e acesso para reagente a langa de injegao, tudo
através da mesma porta.

Pas fixadas a superficie interna no recipiente de reagdo podem
apresentar-se em qualquer forma, nimero e disposicdo que promova a
assimilagao de reagente de processamento na biomassa quando na presenca
de meios de atrito (descritos abaixo no presente). Os meios de atrito e a
biomassa sao erguidos pelas pas a medida que as pas giram em volta do fundo
do recipiente e depois deslizam das pas a medida que giram em volta do topo
do recipiente. As pas podem estender-se em orientagdo perpendicular a
superficie interna ou podem estar em angulo, com angulo que permita o
erguimento e deslizamento, ou movimento em cascata dos meios. As pas

podem correr pelo comprimento do recipiente de reator de forma ininterrupta,
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ou pas com o comprimento parcial do reator podem ser colocadas em linha ou
compensadas entre si. As pas estendem-se para o lado interno do recipiente,
formando superficie que € suficientemente larga para erguer os meios de atrito
e suficientemente estreita para que os meios de atrito deslizem facilmente a
medida que as pas movem-se em dire¢éo ao topo do recipiente. Os técnicos no
assunto compreenderao que uma série de formas, posicionamento e nimeros
de pas sera eficaz no movimento em cascata dos meios de atrito e biomassa a
medida que as pas giram para promover assimilagdo do feagente de
processamento para a biomassa e que diferentes disposi¢goes serao ideais em
recipientes de reagao com diferentes tamanhos.

O aparelho é fabricado com material geralmente n&o corrosivo
que suportara pressdes, temperaturas e reagentes de processamento que sao
comumente utilizados em processos de tratamento de biomassa. Exemplos de
materiais nao corrosivos incluem acgo inoxidavel, Hatelloy®, cérémica,
Inconel®, ago inoxidavel duplex, zircénio e ago carbono. Diferentes processos
de tratamento de biomassa sédo conduzidos sob temperaturas que variam de -
10 °C a cerca de 220 °C, em que temperaturas tipicas variam de 4 °C a 170 °C.
Além disso, processos de temperatura de biomassa podem ser conduzidos sob
temperaturas que variam da temperatura ambiente (cerca de 25 °C) a cerca de
170 °C. As pressdes utilizadas em processos de tratamento de biomassa
geralmente variam entre a atmosférica e cerca de 1200 kPa, com pressoes
tipicas variando da atmosférica a cera de 310 kPa e, mais tipicamente, de
cerca da atmosférica a 138 kPa. Os materiais utilizados em realizagéo
especifica do aparelho sdo aqueles que suportam as condi¢gbes do processo de
tratamento de biomassa especifico a ser utilizado, como bem sabem os
técnicos no assunto. Em uma realizagdo, material particularmente apropriado
para o recipiente de reagéo € ago inoxidavel de espessura programada 10 que

pode ser utilizado com pressées da atmosférica a cerca de 310 kPa e
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temperaturas de até cerca de 145 °C. Alternativamente, o aparelho pode ser
fabricado com outros materiais que suportem temperaturas e pressées mais
altas, bem como reagentes de processamento altamente corrosivos tais como
acidos fortes. Estas condigées mais duras de tratamento de biomassa incluem
temperaturas de até cerca de 220 °C, com pressoes de até cerca de 1216 kPa,
e reagentes acidos fortes tais como acido sulfurico. Ao utilizar estas condigoes
de processamento, materiais tais como Hastelloy® e zircdnio seriam eficazes.

O diametro do recipiente de reagao é suficientemente grande para
que o recipiente possa englobar a langa de injecéo e as pas, tendo ainda lugar
para meios de atrito que caem livremente em cascata a medida que as pas
giram. O recipiente de reagdo pode possuir didmetro interno de cerca de 10
cm, em que diametro interno tipico & de pelo menos cerca de 15 cm, e pode
ser escalonado ainda mais, incluindo até tamanho comercial.

Os meios de atrito sdo introduzidos no aparelho e encontram-se
em livre flutuagdo no recipiente de reagdo. Meios de atrito séo adicionados de
tal forma que menos de cerca de 10% do volume do recipiente de reagao
sejam ocupados pelos meios de atrito. Tipicamente, os meios de atrito ocupam
cerca de 3% a cerca de 7% do volume do recipiente de reagdo. Os meios de
atrito podem ser de diferentes formas e tamanhos e s&o utilizados em
diferentes quantidades, dependendo do tamanho do recipiente de reagao. Os
meios de atrito apropriados em tamanho, forma, quantidade e composi¢ao para
uso em realizagdo especifica do aparelho podem ser determinados pelos
técnicos no assunto. Sao particularmente Gteis pelotas tais como cilindros feitos
de material denso pesado com superficie dura, ndo porosa e resistente a
lascas que €& resistente a erosdo. Meios de atrito sao disponiveis
comercialmente, por exemplo, por meio da E. R. Advanced Ceramics (East
Palestine, OH). A medida que as pas giram, os meios de atrito sdo erguidos

pelas pas e caem em seguida sobre a biomassa. A velocidade em que as pas
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giram é ajustada de tal forma que os meios passam por este movimento em
cascata, em vez de deslizarem pela parede do recipiente como ocorre em
velocidade muito baixa, ou permanecerem ao lado da parede do recipiente
como ocorre em velocidade muito alta. Sem desejar restricbes a teoria,
acredita-se que os meios de atrito depositados sobre a biomassa fornegam
pressdo de esmagamento, que resulta em exudagéo de liquido que inclui
mistura de reagente de processamento e componentes de biomassa
solubilizados. Liquido a granel substitui em seguida o liquido exudado gasto.
Erguimento do peso dos meios de atrito da biomassa, a medida que as pas
giram, permite a expansao da biomassa, em que a mistura de reagente de
processamento infiltra-se na biomassa. A repeticdo desse esmagamento da
biomassa da mistura de reagentes de processamento e sua infiltragéo nela cria
acao de bombeamento. O bombeamento de mistura de reagentes para dentro
e para fora da biomassa é tipo especializado de processo de mistura mecéanica
que promove a assimilacdo de reagente na biomassa e, desta forma, melhora o

processo de tratamento de biomassa. Esta troca de liquidos permite

_concentragao mais alta de reagentes a serem trocados nos poros por liquido

esgotado que ja tenha reagido nos poros da biomassa.

A descrigao a seguir de uma realizagdo da presente invengéao nao
se destina a ser limitadora, mas a fornecer estrutura de aparelho
particularmente apropriada. Em uma realizagdo, conforme exibido na Figura 2,
o aparelho possui capacidade de cerca de nove litros em recipiente de reagéo
(10) que possui 51 cm de comprimento com diametro interno de 15 cm. Ele é
fabricado a partir de 304 canos e encaixes de ac¢o inoxidavel. A extremidade
aberta do recipiente (11) possui didmetro de 10 cm, com quatro locais de
fixacao de tampa igualmente espagados (12), cada qual estendendo-se a 2,54
cm para fora da abertura. A tampa (13) € placa circular com 15,2 cm de

diametro. Existem duas portas na tampa, primeira porta no centro (14) e
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segunda porta entre o centro e uma extremidade (15), cada qual com 1,9 cm
de didmetro. A langa de inje¢cdo (16) estende-se através da porta central na
tampa e é conectada a junta giratéria (17). Existe conector ramificado (18)
fixado a junta giratoria. A langa de injegao & fabricada com tubulagéo de ago
inoxidavel com 0,64 cm de diametro. Os orificios na langa (19) possuem
diametro de 0,165 cm e estao localizados em intervalos de 2,54 cm em padrao
de V. O angulo entre as linhas de orificios é de cerca de 120°. Existem duas
linhas de orificios, com os orificios em uma unica linha localizada a 5,1 cm de
distancia, e os orificios nas duas linhas sdo compensados em 2,54 cm, de
forma que, efetivamente, existe um orificio a cada 2,54 cm sobre lados
alternados da langa. A segunda porta na tampa fornece acesso para a tomada
de amostras e adicdo de reagentes sem remocao da tampa. Existem quatro
pas (20), em que cada uma corre pelo comprimento da parede do recipiente de
reagao a qual sao fixadas e estendem-se até 3,8 cm a partir da parede de
recipiente interno, perpendicular aquela superficie. Vinte e dois cilindros de
meios de atrito de 3,2 cm x 3,2 cm (21), feitos de zircbnia ou alumina
(adquiridos da E. R. Advanced Ceramics, East Palestine, OH) sao adicionados
ao recipiente de reagao, ocupando cerca de 5,5% do volume do recipiente. O
aparelho gira a cerca de 19 rpm durante processo de tratamento, colocando-se
o aparelho sobre suporte de rolo (22; Bellco Cell Production Roller Apparatus,
Belico Technology, Vineland, NJ, Estados Unidos), para formar o sistema de
processamento de biomassa. O suporte de rolo e aparelho sao colocados no
interior de camara incubadora (23) para controle da temperatura.

Equipamento externo é fixado ao aparelho da Figura 2 para
formar sistema, como nos exemplos a seguir. Para introdug@o de reagente de
tratamento prévio, bomba de HPLC capaz de velocidade de fluxo de cerca de
800 ml/min sob pressdo medida de 10342 kPa é conectada ao conector

giratério de porta de langa de injegao ramificada na tampa. A bomba de HPLC
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¢é conectada por meio de bobina de aquecimento construida com tubulagéo de
aco inoxidavel de 0,32 cm que é imersa em agua em recipiente de reator Parr
de oito litros. O controlador de aquecedor de reator Parr & configurado acima
do ponto de ebulicdo de agua em Golden, CO (cerca de 93 °C) com entrada de
aquecedor de 3 kW para manter ebulicdo rapida. Fonte de vacuo é fixada ao
conector giratorio de porta de langa de injegao ramificado na tampa. A fonte de
vacuo pode ser conectada a condensador de ventilagdo que € conectado a
banho de agua resfriada em operagdo a cerca de 1,5 °C. O condensador de
ventilagao inclui frasco de dois litros revestido com Teflon® que é imerso em
banho de agua com gelo e é conectado a condutor a vacuo evacuado até cerca
de 85 kPa. Fonte de CO, pode também ser conectada ao conector giratorio de
porta de langa de injegao.

Compreender-se-a que o sistema que inclui o apareiho pode ser
escalonado, com base nas caracteristicas e principios descritos no presente.
Aparelho que possui recipiente de reagcdo com cerca de trés a quatro metros de
diametro e cerca de quinze a dezoito metros de comprimento € particularmente
apropriado para tratamento de biomassa em escala comercial. Aparelhos com
recipientes de reagcdo com tamanhos intermediarios ao descrito na Figura 2 e
este tamanho de escala comercial também sdo realizagdes do presente
aparelho.

METODOS DE USO DO APARELHO NO TRATAMENTO DE BIOMASSA:

O sistema do presente é projetado para o tratamento de
biomassa, incluindo diferentes tipos de tratamento utilizando diferentes
processos. Em uma realizagdo, o sistema é utilizado em u m processo de
tratamento prévio de biomassa. Em outra realizagao, o sistema & empregado
em um processo de sacarificagdo de biomassa. Estes dois tipos de tratamento
de biomassa podem ser conduzidos sucessivamente sobre a mesma amostra

de biomassa, ou individualmente sobre diferentes amostras de biomassa. Uma
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amostra de biomassa pode ser previamente tratada em outro aparelho e
sacarificada no aparelho do presente sistema, ou amostra de biomassa pode
ser previamente tratada no presente aparelho e sacarificada em seguida em
aparelho separado.

O presente sistema que inclui o aparelho é particularmente
apropriado para o tratamento de biomassa e particularmente para sacarificagéo
de biomassa, em alto peso seco de biomassa na mistura de biomassa e
reagente. O peso seco inicial de biomassa pode ser de até cerca de 80% do
peso da mistura de biomassa e reagente. Mais adequadamente, o peso seco
de biomassa & de até cerca de 60% do peso da mistura de biomassa e
reagente. Prefere-se concentragéo inicial de biomassa que é de cerca de 15%
a cerca de 50% do peso da mistura de biomassa e reagente. A introdugéo de
reagente através da lanca de injegdo e o funcionamento dos meios de atrito e
pas proporciona assimilagdo do reagente na biomassa, de tal forma que o
processamento em altas concentragées de biomassa seja eficaz. No contexto
de sacarificagdo, em que enzimas tais como celulases e hemicelulases
hidrolisam a biomassa para produzir agicares fermentaveis, as enzimas s&o
assimiladas na biomassa na mistura por meio de movimento em cascata da
biomassa e meios de atrito pelas pas giratérias do recipiente. Os efeitos dos
meios em cascata sobre a biomassa permitem o tratamento de biomassa em
alto peso seco de biomassa na mistura de biomassa.

Em um processo de tratamento prévio, a biomassa é introduzida
no presente aparelho através da extremidade aberta do recipiente de reacgéao.
Antes da introdugdo da biomassa no aparelho, pode-se aplicar energia a
biomassa para reduzir o tamanho e/ou aumentar a extensao exposta, tal como
por meio de moagem, fragmentagdo, quebra, retalhamento, corte, refino em
disco, ultrassom e microondas. A quantidade de biomassa introduzida depende

do tamanho do recipiente de reagao e do processo de tratamento especifico a



10

15

20

25

19

ser utilizado, e pode ser determinada pelos técnicos no assunto. O aparelho
pode ser previamente aquecido até temperatura de processamento desejada.

Um reagente de processamento é injetado através de porta na
tampa de recipiente fixada e através da langa de injegcao para o interior do
recipiente de reagao. Em uma realizagao, o reagente é previamente aquecido e
introduzido por meio de pulveriza¢ao através de orificios na superficie superior
da langa de inje¢ao enquanto as pas giram, de forma que o reagente entre em
contato com a biomassa a medida que passa acima da pulverizagao. O
reagente de processamento pode ser qualquer composi¢cao que seja utilizada
em processo de tratamento prévio de biomassa e que seja compativel com o
material com o qual é construido o aparelho. Os reagentes de tratamento
prévio tipicos incluem agentes oxidantes, desnaturantes, detergentes,
solventes organicos e bases, cujas listas sao fornecidas em US 2004/0231060,
bem como Aacidos. Alguns reagentes apropriados incluem acido peracético
(Teixeira et al (1999), Appl. Biochem. and Biotech. 77-79: 19-34), per6xido de
hidrogénio (Gould (1983), Biotech. and Bioeng. 26: 46-52), hidroxido de sédio e
peréxido de hidrogénio (Curreli et al (2002), Process Biochem. 37: 937-941),
amodnia aquosa (Kim e Lee (2005), Bioresource Tech. 96: 2007-2013) e aménia
anidra liquida (Teymouri et al (2005), Bioresource Tech. 96: 2014-2018). Um
reagente de processamento particularmente apropriado para tratamento prévio
de biomassa no presente aparelho é aménia aquosa. E de maior preferéncia
solugdo aquosa que compreende amoénia utilizada em mistura de biomassa e
amonia aquosa, em que a amodnia esta presente em concentragido pelo menos
suficiente para manter o pH alcalino da mistura de biomassa e aménia aquosa,
mas em que a amonia esta presente em menos de cerca de 12% em peso com
relagdo ao peso seco de biomassa, conforme descrito no pedido copendente
CL2825.

A quantidade de reagente de processamento adicionada e,
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portanto, a concentragdo de biomassa podem variar, dependendo do processo
de tratamento prévio utilizado. E particularmente apropriado no presente
aparelho tratamento prévio em alta concentragcao de biomassa, em que o peso
seco de biomassa encontra-se em concentragao inicial de pelo menos cerca de
15% em peso com relagao ao peso da mistura de biomassa e ambnia aquosa.
A alta concentracao de biomassa reduz o volume total de material previamente
tratado, tornando o processo mais econdmico. Além disso, com alta
concentragio de biomassa, a necessidade de concentragéo de aglcares apos
a sacarificagcdo da biomassa previamente tratada para permitir altos titulos na
fermentagdo é minimizada. O modo de compressao e infiltragdo de mistura
mecénica no presente aparelho, descrito acima, é particularmente apropriado
para processo de tratamento de biomassa em alto peso seco de biomassa na
mistura de biomassa.

Antes do carregamento de biomassa no presente aparelho, a
atmosfera no recipiente do reator pode receber fluxo de nitrogénio ou qualquer
outro gas selecionado. Vacuo, por exemplo, é puxado e N2 € introduzido
através de porta para substituir o ar. Isso pode ser repetido tantas vezes
quantas forem necessarias para substituir substancialmente o ar.

O aparelho que contém a biomassa e o reagente de tratamento
prévio possui sua temperatura controlada, conforme descrito acima no
presente. As pas do recipiente de reac¢éo sao giradas, conforme descrito acima
no presente. O periodo de tempo permitido para o processo de tratamento
prévio depende do processo especifico sendo utilizado e varia tipicamente de
cerca de cinco minutos a cerca de oito horas. A medida que a reagéo é
conduzida, amostras podem ser retiradas de porta na cobertura do aparelho.
Estas amostras podem ser analisadas para determinar o término da reagao de
tratamento prévio. Varios métodos analiticos podem ser utilizados, dependendo

do processo de tratamento prévio sendo utilizado, tal como espectroscopia
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perto de infravermelho (NIR), andlise quimica completa ou por meio de
conducgao de pequena sacarificagao sobre amostra.

Ao utilizar um reagente que forma vapor sob as condi¢gbes de
tratamento prévio, o vapor reagente pode ser recolhido por meio de aplicagao
de vacuo fixado a condensador de ventilagdo, conforme descrito acima no
presente. Tipicamente, apés o término do processo de tratamento prévio, o
vapor reagente é recolhido e condensado para que possa ser reutilizado. Um
exemplo é a coleta de vapor de amébnia ao utilizar-se amoénia liquida como
reagente. O vapor de aménia recolhido pode ser liquefeito e utilizado no
reagente de processo para o tratamento prévio de biomassa adicional.

Biomassa previamente tratada pode ser removida do aparelho ou
o segundo tipo de tratamento de biomassa, sacarificagéo, pode ser realizado
sem a remogdo da biomassa previamente tratada. Alternativamente, amostra
de biomassa que tenha sido previamente tratada em aparelho separado pode
ser introduzida no presente aparelho para tratamento por sacarificagdo. A
quantidade de reagente de sacarificacdo adicionada e, portanto, a
concentragdo de biomassa, pode variar dependendo do processo de
sacarificagcao utilizado. O reagente de sacarificacdo € tipicamente injetado
diretamente no recipiente de reagdo utilizando a langa de injecdo do presente
aparelho. A introdugdo de reagente de sacarificagdo por meio da langa de
injecdo e o funcionamento dos meios de atrito e pas promovem assimilagédo do
reagente na biomassa, de tal forma que a sacarificagdo em altas
concentragées de biomassa seja eficaz. Um reagente de sacarificagao pode
ser introduzido através de porta na tampa ou no recipiente com a tampa aberta,
em forma seca.

O peso seco de biomassa durante a sacarificagao pode ser de até
cerca de 80% do peso da mistura de biomassa e reagente. Mais

adequadamente, o peso seco de biomassa & de até cerca de 60% do peso da
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mistura de biomassa e reagente. Prefere-se concentragdo de biomassa inicial
que seja de cerca de 15% a cerca de 40% do peso da mistura de biomassa e
reagente. A alta concentragdo de biomassa reduz o volume total de material
sacarificado, o que torna o processo mais econdémico. Ela demonstra a eficacia
da associagéo de enzimas de sacarificagdo sob alto teor de biomassa em que
os niveis de impurezas, substratos iniciais e produtos n&o séo diluidos, em que
varios processos de inibicdo e desativagdo poderao ter lugar. Sob baixa
concentragdo de biomassa, conforme utilizado tipicamente em sacarificagao, a
os potenciais processos de inibigdo e desativagdo s&o significativamente
reduzidos ou inexistentes, devido ao alto fator de diluicdo. Além disso, com alta
concentragdo de biomassa, a necessidade de concentragéo de agucares apos
a sacarificagdo para produzir altos titulos em fermentagdo € minimizada. O
modo de infiltragdo e compressao da mistura mecanica no presente apareiho,
descrito acima, é particularmente adequado para sacarificacdo em alto peso
seco de biomassa na mistura de biomassa.

O reagente de processamento de sacarificagdo compreende
enzimas que sd@o capazes de hidrolisar a biomassa previamente tratada para
liberar oligossacarideos e/ou monossacarideos. Enzimas de sacarificacao e
métodos de tratamento de biomassa com enzimas de sacarificacdo s&o
analisados em Lynd, L. R. et al (Microbiol. Mol. Biol. Rev. (2002) 66: 506-577).

Tipicamente, é utilizada associagdo de enzimas de sacarificagao,
que compreende uma ou mais enzimas selecionadas principal mas nao
exclusivamente a partir do grupo “glicosidases” que hidrolisam as ligagdes éter
de di, oligo e polissacarideos e sdo encontradas na classificagdo de enzimas
EC 3.2.1.x (Enzyme Nomenclature 1992, Academic Press, San Diego, CA com
Suplemento 1 (1993), Suplemento 2 (1994), Suplemento 3 (1995), Suplemento
4 (1997) e Suplemento 5 (em Eur. J. Biochem. (1994) 223: 1-5, Eur. J.
Biochem. (1995) 232: 1-6, Eur. J. Biochem. (1996) 237: 1-5, Eur. J. Biochem.
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(1997) 250: 1-6 e Eur. J. Biochem. (1999) 264: 610-650, respectivamente)) do
grupo geral “hidrolases” (EC 3). As glicosidases Uteis no presente processo
podem ser categorizadas pelo componente de biomassa que hidrolisam. As
glicosidases Uteis para o presente processo incluem glicosidases hidrolisantes
de celulose (por exemplo, celulases, endoglucanases, exoglucanases,
celobiohidrolases, f-glucosidases), glicosidases hidrolisantes de hemicelulose
(por exemplo, xilanases, endoxilanases, exoxilanases, M-xilosidases,
arabinoxilanases, manases, galactases, pectinases, glucuronidases), e
glicosidases hidrolisantes de amido (por exemplo, amilases, a-amilases, S
amilases, glucoamilases, a-glucosidases, isoamilases). Além disso, pode ser
atil adicionar outros aditivos a associagdo de enzimas de sacarificagéo, tais
como peptidases (EC 3.4.x.y), lipases (EC 3.1.1.x e 3.1.4.x), ligninases (EC
1.11.1.x) e feruloil esterases (EC 3.1.1.73) para ajudar a liberar polissacarideos
de outros componentes da biomassa. Sabe-se bem na técnica que os
microorganismos que produzem enzimas hidrolisantes de polissacarideos
freqlientemente exibem atividade, tal como degradagédo de celulose, que €
catalisada por varias enzimas ou um grupo de enzimas que possuem diferentes
especificidades de substratos. Desta forma, “celulase” de microorganismo pode
compreender grupo de enzimas, todas as quais podem contribuir com a
atividade de degradagéo de celulose. Preparagées de enzimas comerciais ou
nao comerciais, tais como celulase, podem compreender numerosas enzimas,
dependendo do esquema de purificagdo utilizado para a obtengao da enzima.
Desta forma, a associagdo de enzimas de sacarificagdo do presente processo
pode compreender atividade de enzimas, tais como “celulase”, mas reconhece-
se que esta atividade pode ser catalisada por mais de uma enzima. Enzimas de
sacarificagdo podem ser obtidas comercialmente, tais como celulase
Spezyme® CP (Genencor International, Rochester, NY) e xilanase Multifect®

(Genencor).
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Os técnicos no assunto saberéxo como determinar a quantidade
eficaz de enzimas para uso na associagdo e ajustar as condi¢cées de atividade
enzimatica ideal. Os técnicos no assunto também saberdo como otimizar as
classes de atividades enzimaticas necessdarias na associagdo para obter
sacarificagéo ideal de dada biomassa previamente tratada sob as condigoes
selecionadas.

Ao trataf previamente e sacarificar em seguida biomassa no
presente aparelho, antes do tratamento de sacarificagdo, o pH e a temperatura
da biomassa previamente tratada no presente aparelho sao ajustados para que
sejam favoraveis para determinar a atividade das enzimas de sacarificagéo a
serem utilizadas. Durante o tratamento prévio com acido ou base, o pH da
biomassa previamente tratada pode ser elevado ou reduzido, respectivamente,
por meio da introdugéo de sélido ou solugéo de ajuste de pH ao recipiente de
reacdo. Para boa distribuicdo de solugdo de ajuste de pH na biomassa
previamente tratada, ela é injetada através da langa enquanto as pas no
recipiente de reagdo estiverem girando. A solugdo pode ser previamente
aquecida, tipicamente até temperatura compativel com a associagdo de
enzimas de sacarificacdo, tal como até cerca de 50 °C. Alternativamente, pode-
se introduzir solucdo de ajuste de pH através de porta na tampa. As pas do
recipiente podem ser giradas para promover a assimilagdo da solugdo de
ajuste de pH na biomassa fornecida pelos meios de atrito e pas e a biomassa
testada periodicamente por meio de remog¢é&o de amostra através da porta de
amostras para teste de pH até atingir-se o pH desejado. O pH alvo pode ser de
cerca de 2 a 11, dependendo das enzimas sendo utilizadas para sacarificagao,
pois enzimas diferentes podem exibir diferentes pHs ideais, como sabem os
técnicos no assunto. Mais tipicamente, o pH desejado € de cerca de 4 a 10, em
que pH de cerca de 5,5 é o mais tipico.

A temperatura de sacarificacédo encontra-se geralmente na faixa
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de cerca de 15 °C a cerca de 100 °C, também dependendo das enzimas sendo
utilizadas para sacarificagdo, pois enzimas diferentes podem exibir diferentes
temperaturas ideais, como sabem os técnicos no assunto. Tipicamente, a
temperatura & de cerca de 20 °C a cerca de 100 °C. A sacarificagéo ¢ realizada
enquanto as pas do recipiente de reagdo giram. O modo de compressao e
infiltracdo de assimilagdo do reagente na biomassa no presente aparelho,
descrito acima no presente, melhora o acesso do réagente de sacarificagao a
biomassa, de forma a fornecer processo de sacarificagdo altamente eficiente.
Este processo é conduzido por periodo de cerca de varios minutos a cerca de
120 horas e, preferencialmente, cerca de varias horas a cerca de 72 horas. O
tempo de reagdo dependera da concentragao de enzimas e atividade
especifica, bem como do substrato utilizado e das condigbes ambientais, tais
como temperatura e pH. Os técnicos no assunto podem determinar facilmente
as condicdes ideais de temperatura, pH e tempo a serem utilizadas com
substrato de biomassa especifico e associagao de enzimas de sacarificagao.

O presente aparelho & particularmente til para otimizar
processos de tratamento de biomassa. Existem muitas condi¢cbes de
tratamento que podem variar em processo de tratamento de biomassa, seja ele
tratamento prévio ou processo de sacarificagdo. Condigdes variaveis incluem,
mas sem limitar-se a pH, temperatura, tipos de reagentes de processamento e
concentragbes de reagentes de processamento, percentual em peso seco de
biomassa na mistura de biomassa e reagente, estratégias de alimentagao para
adicdo de reagentes, pressdes, tipo de atmosfera inerte, forma e tipo de
biomassa utilizada e tempo de processamento. O presente aparelho pode ser
construido em pequena escala, conforme descrito em realizagdo acima no
presente (exibida na Figura 2), que é particularmente apropriada para otimizar
condicdes de tratamento. As condigdes podem variar independente ou

paralelamente utilizando projeto estatistico de experimentagao e amostras
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tomadas da porta de amostras enquanto o processo é conduzido. Em processo
de sacarificagdo ou processo combinado de tratamento prévio e sacarificacao,
agucares nas amostras podem ser analisados diretamente. Em processo de
tratamento prévio isoladamente, amostras sao sacarificadas e, em seguida, o
produto de sacarificagao é analisado para determinar o teor de agucar e outros
componentes de interesse, tais como acido acético, furfurais e sais. Podem
também ser utilizados outros métodos de analise, tais como para hemicelulose.
A otimizagdo pode ser baseada em uma série de critérios, que incluem
rendimento de monémero de agucar, rendimento total de agucar liberado, baixo
uso de enzimas, baixo acido acético, baixos furfurais, baixas impurezas
formadas ou otimizacdo global com base em diversas destas variaveis. Sao
determinados, por exemplo, os percentuais de glicose e xilose teoricamente
presentes na biomassa inicial que sao liberados no processo de tratamento
sendo determinado. Rendimentos de mondmeros de agucar de cerca de 50%
ou mais indicam bons resultados, com rendimentos ainda mais altos sendo
preferidos. Rendimentos totais de acgucar, incluindo oligbmeros liberados, de
pelo menos 70% indicam bons rendimentos. Métodos de analise dos agucares
sdao bem conhecidos dos técnicos no assunto, tais como HPLC. Além disso,
outros componentes de amostras de biomassa tratada podem ser analisados,
também por meio de HPLC, tal como acido acético, furfurais ou acido lactico,
na determinagao da qualidade do produto.

Acgucares fermentaveis liberados de biomassa podem ser
utilizados por microorganismos apropriados, que sao biocatalisadores, para
produzir substancias alvo, tal como descrito nos Pedidos de Patente Norte-
Americanos copendentes CL3435 e CL 3436.

EXEMPLOS

METODOS GERAIS E MATERIAIS:

Sao utilizadas as abreviagdes a seguir:
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“HPLC"” é Cromatografia de Liquidos de Alta E ficiéncia, "C" é

6" ”»

centigrado, “kPa” é quiloPascal, “m” é metro, “mm” & milimetro, ‘kKW” é

quilowatt, “um” & micrémetro, “pl” & microlitro, “ml” & mililitro, “I" & litro, “min” &

minuto, “mM” é milimolar, “cm” é centimetro, “g” € grama, “kg” € quilograma,
“wt” & peso, “h” é hora, “temp.” ou “T" é temperatura, "tedr." é tedrico, "pretreat"
é tratamento prévio, "DWB" é peso seco de biomassa. Acido sulfurico,
hidroxido de aménio, acido acético, acetamida, extrato de levedura, acido 2-
morfolinoetanossulfénico (MES), fosfato de potassio, glicose, xilose, triptona,
cloreto de sodio e acido citrico foram obtidos por meio da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO).

REATOR DE HIDROLISE ENZIMATICA E TRATAMENTO PREVIO (PEHR):

Um aparelho de tratamento de biomassa com dimensbes e
caracteristicas exibidas na Figura 2 e descritas no presente acima é
denominado Reator PEHR e foi utilizado nos Exemplos a seguir.
Resymidamente, reator PEHR de nove litros (construido na NREL, Golden,
CO) possui recipiente de reagéo de ago inoxidavel de cerca de 15 cm x 51 cm
com lanca de injegéo para introdugdo de reagentes de processamento. A langa
de inje¢do é conectada utilizando uma junta giratéria para porta em tampa
sobre uma extremidade do recipiente, que possui porta adicional para acesso a
recipientes. Quatro pas correm no comprimento da parede de recipiente e sao
fixados perpendicularmente a parede. As pas e 22 cilindros de meios de atrito
ceramicos de 3,2 cm x 3,2 cm (E. R. Advanced Ceramics, East Palestine, OH),
em livre flutuagdo no recipiente, aplicam mistura mecanica de biomassa e
reagente a medida que o recipiente gira, promovendo assimilagao de reagente
na biomassa. O reator PEHR é colocado sobre Aparelho de Rolo de Produgéao
Celular Bellco (Bellco Technology, Vineland, NJ), que fornece mecanismo de
rotagdo e o reator com aparelho de rolo & abrigado em camara com

temperatura controlada que fornece calor. A camara com temperatura
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controlada consiste de quadro de aluminio para sustentar almofadas isolantes
de cortica em volta do Aparelho de Produgéo Celular Bellco, ao qual é ligado
aquecedor que é controlado por termopares inseridos através do centro da
langa de injegdo no reator PEHR. Pode-se aplicar vacuo e pressao ao
recipiente de reagao fixando-se fontes externas a porta conectada a langa na
tampa.

SISTEMA DE DIGESTAO DE BATELADAS DO REATOR DE PISTOLA DE VAPOR:

O reator de pistola de vapor de quatro litros (Autoclave Engineers,
Erie, PA) € um reator revestido com vapor que consiste de comprimento de
cano de Hastelloy® programa 80 de 102 mm fechado por duas valvulas de
bolas. Aquecedores elétricos adicionais sdo colocados sobre todas as
superficies expostas sem revestimento do reator e controlados até a
temperatura de ponto de ajuste de tratamento prévio. Injecao direta de vapor
também é utilizada para trazer rapidamente a biomasa até a temperatura de
tratamento prévio. A press&ao de vapor é ajustada e controlada para manter a
temperatura de trafamento prévio desejada. O fundo do reator € estreitado para
51 mm. Todo o material tratado previamente sai através de molde substituivel
no fundo do reator e & recolhido em saco de nylon (Hoffill®) de 0,21 m3
sustentado em um tanque de igni¢gdo pesado com paredes, com revestimento e
resfriado.

METODOS ANALITICOS:

MEDICAO DO TEOR DE AGUCAR, ACETAMIDA, ACIDO LACTICO E ACIDO ACETICO:

Acucares soluveis (glicose, celobiose, xilose, galactose, arabinose e
manose), acetamida, acido lactico e acido acético em liquido de sacarificagao
foram medidos por meio de HPLC (Agilent Modelo 1100, Agilent Technologies,
Palo Alto, CA) utilizando colunas Bio-Rad HPX-87P e Bio-Rad HPX-87H (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) com colunas de guarda apropriadas. O pH da amostra

foi medido e ajustado em 5-6 com &cido sulfirico se necessario. A amostra
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passou em seguida através de filtro de seringa de 0,2 pm diretamente para
ampola de HPLC. As condigdes de condugéo de HPLC foram as seguintes:

HPX-87P (para carboidratos):

- Volume de inje¢do: 10 a 50 pl, dependendo da
concentragao e dos limites do detector.

- Fase movel: HPLC grau agua, 0,2 pm filtrado e com gases
retirados.

- Velocidade de fluxo: 0,6 mi/minuto.

- Temperatura da coluna: 80-85 °C, temperatura da coluna
de guarda < 60 °C.

- Temperatura do detector: o mais perto possivel da
temperatura da coluna principal.

- Detector: indice de refracéo.

- Tempo de condugao: 35 minutos de coleta de dados mais
quinze minutos apds a condugdo (com possivel ajuste para compostos
eluentes posteriores).

Biorad Aminex HPX-87H (para carboidratos, acetamida, acido
lactico e acido acético):

Volume de injegdo: 5 a 10 pul, dependendo da concentragéo e dos
limites do detector.

Fase movel: 0,01 N acido sulfirico, 0,2 um filtrado e seus gases

retirados.

Velocidade de fluxo: 0,6 ml/minuto.

Temperatura da coluna: 55 °C.

Temperatura do detector: o mais perto possivel da temperatura da
coluna.

Detector: indice de refragéo.

Tempo de condugao: 25 a 75 minutos de coleta de dados.
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Ap6s a condugdo, as concentragdbes da amostra foram
determinadas a partir de curvas padrao para cada um dos compostos.
EXEMPLO 1

SACARIFICACAO DE BAGACO EM ALTA CONCENTRAGCAO DE BIOMASSA NO REATOR

PEHR: COMPARACAO COM SACARIFICACAO SOB BAIXA CONCENTRACAO

O reator PEHR (descrito em Métodos Gerais), sem meios de
atrito, foi carregado com bagago moido a 1,27 cm (370 g, com base em peso
seco). Este bagago de cana de agucar foi o Material de Referéncia NIST
RM8491, do clone de cana de aglcar H65-7052, obtido originalmente por meio
da Associacdo de Plantadores de Agucar do Havai, subestagdo de Kunia,
Oahu, HL. Ele foi moido em moinho Wiley para passar através de peneira de 2
mm, com os finos (+74 mesh) removidos. O recipiente do reator foi resfriado a
4 °C por meio de rotagdo em contato com gelo sobre a superficie externa.
Aplicou-se vacuo ao recipiente de reator e solugéo de hidroxido de amoénio
diluido, que foi previamente resfriada em sala fria a 4 °C e passou através de
tubulacao imersa em banho de agua com gelo, foi injetada para gerar
concentragdo de aménia de 4 g/100 g de peso seco de biomassa e peso seco
de concentracdo de biomassa de 45 g/100 g de mistura de biomassa e aménia
aquosa total. O recipiente de reator carregado com aménia e bagaco foi
resfriado a 4 °C por meio de aplicagdo de gelo a superficie do recipiente de
reator giratoério e girado a 4 °C por trinta minutos. Nesse momento, o conteudo
foi transferido para o reator de pistola de vapor que é descrito nos Métodos
Gerais. Apds o carregamento do reator de pistola de vapor com a mistura de
bagago e aménia, a temperatura aumentou para 145 °C e a mistura foi mantida
nessa temperatura por vinte minutos. Ao final do tempo de tratamento prévio, o
bagaco foi descarregado do reator de pistola de vapor através de molde
circular de 2,54 cm em tanque de ignicdo. Amostra de bagago previamente

tratado foi sacarificada em seguida em frasco de agitacdo e outra amostra
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(cerca de 163 g de peso seco) foi sacarificada no reator PEHR. A sacarificagéo
do frasco de agitagdo foi conduzida a 5% em peso seco de biomassa com
relacao ao peso total da mistura de associagdo de enzimas de sacarificagdo de
biomassa previamente tratada, enquanto a sacarificagdo do reator PEHR foi
conduzida a 30% de peso seco de biomassa com relagdo ao peso total da
mistura de associagdo de enzimas de sacarificagado de biomassa previamente
tratada. O pH foi controlado em 5,5 durante a sacarificagdo por meio da adigao
de 50 mM de tampao de citrato e a temperatura foi mantida em 50 °C.

Para a sacarificagao do reator PEHR, cerca de 476 g (cerca de
136 g de peso seco) de biomassa previamente tratada e 22 cilindros de atrito
ceramicos foram adicionados ao recipiente do reator. O pH foi ajustado em 5,0-
5,5 com acido citrico solido. O recipiente do reator foi mantido no interior de
camara incubadora controlada a 50 °C e girada axialmente a 19 rpm. Bagago
nao tratado previamente também foi sacarificado a 5% em peso seco de
biomassa com relagdo ao peso total da mistura de associagéo de enzimas de
sacarificacdo de biomassa previamente tratada em frasco de agitagéo. Todas
as sacarificagoes foram realizadas com 28,4 mg/g de celulase Spezyme CP®
de celulose e 28,4 mg/g de xilanase Multifect® de celulose a 50 °C e pH 5,5 por
96 horas. Os rendimentos fornecidos na Tabela 1 abaixo sao a liberagéo na

forma de percentual de rendimento tedrico.

TABELA 1
RENDIMENTOS APOS O TRATAMENTO PREVIO E SACARIFICACAO DE BAGACO
Sem tratamento Tratado Tratado

prévio - 5% previamente - 5% | previamente - 30%

sacarificagao DWB sacarificagao | DWB sacarificagao
Monémero de 0,5% 16,6% 23,3%

Glicose

Glicose total ND ND 36,4%
Mondmero de Xilose 1,3% 15,6% 17.2%
Xilose total ND ND 37,.4%




10

15

20

25

32

ND: ndo determinado.

Os resultados demonstram que o tratamento prévio de bagago
com aménia muito baixa permite liberagdo substancial de agucar em
comparagao com o controle nao tratado previamente e que sacarificagdo em
alta concentragao de sdlidos no reator PEHR é muito eficaz na liberagdo de
agucares.

EXEMPLO 2

SACARIFICACAO DE SERRAGEM DE ALAMO AMARELO COM ALTA CONCENTRAGAO DE

. BiomASSA NO REATOR PEHR; COMPARACAO COM SACARIFICACAO SOB BAIXA

CONCENTRAGCAO

O reator PEHR, sem meios de atrito, foi carregado com
serragem de alamo amarelo (596 g, base de peso seco; adquirido da
Sawmiller, Inc., Haydenville, OH). Aplicou-se vacuo ao recipiente do reator e
injetou-se solugdo diluida de hidréxido de amdnio para gerar concentragao
de amodnia de 6 ¢g/100 g de peso seco de biomassa e peso seco de
concentracdo de biomassa de 44 g/100 g de mistura total de biomassa e
amodnia aquosa. O recipiente do reator carregado com aménia e serragem
de alamo amarelo foi trazido para 4 °C conforme descrito no Exemplo 1 e
girado a 4 °C por trinta minutos. Nesse momento, o contetdo foi transferido
para o reator de pistola de vapor. Apés o carregamento do reator de pistola
de vapor com a mistura de alamo e amdnia, a temperatura aumentou para
145 °C e a mistura foi mantida sob temperatura por vinte minutos. Ao final do
tempo de tratamento prévio, a serragem de alamo amarelo foi descarregada
do reator de pistola de vapor através de molde circular de 2,54 cm em
tanque de ignicdo. Amostra de serragem de alamo amarelo previamente
tratada foi sacarificada em seguida conforme descrito no Exemplo 1 em
frasco de agitacdo e outra amostra foi sacarificada no reator PEHR. A

sacarificagao do frasco de agitagao foi conduzida a 5% em peso seco de
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biomassa com relagdo ao peso total da mistura de associagao de enzimas
de sacarificagdo e biomassa previamente tratada, enquanto a sacarificagao
em reator PEHR (utilizando cerca de 279 g em peso seco de serragem
previamente tratada) foi conduzida a 30% em peso seco de biomassa com
relacdo ao peso total da mistura de associagédo de enzimas de sacarificagéo
e biomassa previamente tratada. Serragem de alamo amarelo nao tratada
previamente também foi sacarificada a 5% em peso seco de biomassa com
relagdo ao peso total da mistura de associagao de enzimas de sacarificagéo
e biomassa previamente tratada em frasco com agitagdo. Todas as
sacarificacdes foram realizadas com 28,4 mg/g de celulase Spezyme CP®
de celulose e 28,4 mg/g de xilanase Muitifect® de celulose a 50 °C e pH 5,5
por 96 horas. Os rendimentos fornecidos na Tabela 2 abaixo sao a liberagao
na forma de percentual de rendimento tedrico.
TABELA 2

RENDIMENTOS APOS 0 TRATAMENTO PREVIO E SACARIFICACAO DE SERRAGEM DE

ALAMO AMARELO
Componente Sem tratamento Tratado Tratado
prévio - 5% previamente - 5% | previamente - 30%
DWB DWB sacarificagio | DWB sacarificagao
sacarificagao

Monomero de Glicose 2,7% 11,1% 20,6%

Glicose total ND ND 30,0%

Monomero de Xilose 0% 17,9% 18,9%

Xilose total ND ND 40,2%

ND: nao determinado.

Os resultados demonstram que o tratamento prévio de serragem
de alamo amarelo com aménia muito baixa permite liberagdo substancial de
aglcar em comparagdo com o controle nao tratado previamente e que a
sacarificagdo em peso seco alto de biomassa no reator PEHR & mais eficaz na

liberagao de aglcares que o frasco de agitacao.
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EXEMPLO 3

TRATAMENTO PREVIO E SACARIFICAGAO DE ESPIGAS DE MILHO EM CONCENTRACAO

DE BiomASSA SECA MAIS ALTA EM REATOR PEHR

Espigas de milho inteiras foram processadas com moedor de
mordente (motor de 2,2 kW) com espagamento de mordente de cerca de 0,95
cm, seguido por fragmentador (motor de 1,5 kW, Franklin Miller Inc., Livingston,
NJ), seguido por peneiramento com peneira Sweco equipada com peneira
padrao norte-americana de 1,9 cm. Cerca de 805 g de espigas fraturadas
foram carregados no reator PEHR. O teor de umidade nas espigas foi de cerca
de 7%. A atmosfera no recipiente do reator recebeu fluxo por cinco vezes com
nitrogénio antes do carregamento. O reator, sem meios de atrito, foi aquecido
previamente a 75 °C antes do inicio do experimento, sem rotagédo. Quando a
temperatura no interior do recipiente do reator estabilizou-se a 75 °C, o
mecanismo de rolamento no incubador foi ligado e a rotagao ajustada em 19
rpm. A quantidade apropriada de solugéo diluida de hidroxido de aménio para
gerar concentragdo de aménia de 6 g de aménia/100 g de peso seco de
biomassa e concentragéo de sélidos de 50 g de peso seco de biomassa/100 g
de peso total de mistura de biomassa e aménia foi bombeada em seguida para
o reator. Etanol a 1 g/100 g de peso seco de biomassa também foi adicionado
a solugado. A solugio de amonia foi bombeada através de circuito aquecido em
banho de agua aquecido a cerca de 75 °C, fabricado utilizando reator Parr de
dois galdes. A solugao de hidréxido de aménio diluido aquecida foi injetada por
meio de langa de injecdo no recipiente do reator e pulvefizada sobre as espigas
fraturadas em rotagéo e tombamento no reator. O reator foi mantido a 75 °C por
duas horas mediante rotagdo a 19 rpm. Ao final daquele periodo, aplicou-se
vacuo (cerca de 85 kPa) ao recipiente do reator por trinta minutos para remover
aménia e reduzir a temperatura do conteldo do reator para cerca de 50 °C.

Didxido de carbono foi injetado em seguida no reator para liberar o vacuo e o
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reator foi pressurizado até pressiao medida de CO, de 103 kPa e mantido sob
pressao por trinta minutos a 50 °C.

Em seguida, o reator foi despressurizado, aberto e foram
adicionados meios de atrito. O pH do conteldo foi ajustado em cerca de 5,5 por
meio de injecao de 1 M tampao acido citrico sob pH 4,8 utilizando a langa de
injecao, para aumentar a resisténcia de tampao acido citrico para cerca de 75
mM, mais adigdo de monoidrato de acido citrico. O tamp&o de &cido citrico foi
injetado no reator apés aquecimento a 50 °C e, em seguida, permitiu-se o
equilibrio do contetido por meio de incubagéo do reator a 50 °C e 19 rpm por
uma hora. A inje¢do do tampao de acido citrico ao girar o reator utilizando a
lanca de injegdo permitiu pulverizagéo e distribuicdo mais regular do tampao
sobre as particulas de milho tratado previamente. O reator foi removido do
incubador, aberto e o pH de amostra foi determinado. Caso o pH fosse de mais
de 5,5, agregava-se monoidrato de acido citrico sélido adicional e o reator foi
incubado com mistura a 50 °C por uma hora adicional. Este processo foi
repetido até que o pH fosse de cerca de 5,5. Ao atingir-se o pH desejado, 12,9
mg/g de celulose Spezyme CP (Genencor) e 5 mg de proteina ativa por grama
de associagéo de enzimas de celulose que consiste de B-glucosidase, xilanase,
B-xilosidase e arabinofuranosidase foram carregados no reator. O reator
permaneceu no incubador a 50 °C e 19 rpm por 72 horas. Apbs esse
tratamento prévio e sacarificagdo, o rendimento de glicose de mondmero foi de
62,0% e o rendimento de xilose de mondmero foi de 31,0%. O rendimento de
glicose total foi de 75,2% e xilose total foi de 80,3%.

EXEMPLO 4

TRATAMENTO PREVIO DE ESPIGAS EM CONCENTRACAO DE BIOMASSA MAIS ALTA

coM AMONIA MuiTo BAIXA E CONDICOES ALTERNADAS

Espigas de milho inteiras foram processadas com moinho martelo

(moinho martelo de 25,4 cm, Glen Mills Inc., Clifton, NH) para passar através
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de tela de 1,27 cm. Cerca de 805 g de espigas fraturadas foram carregados no
reator PEHR. O teor de umidade nas espigas foi de cerca de 7%. Vinte e dois
cilindros de atrito ceramicos (didmetro de 3,2 cm x comprimento de 3,2 cm; E.
R. Advanced Ceramics, East Palestine, OH) também foram adicionados ao
reator. O reator foi previamente aquecido a 95 °C antes do inicio do
experimento, sem rotagao. Aplicou-se vacuo (cerca de 85 kPa) ao recipiente do
reator antes do inicio e o recipiente foi vedado. Quando a temperatura no
interior do recipiente do reator estabilizou-se em 95 °C, o mecanismo de
rolamento no incubador foi ligado e a rotagdo foi ajustada em 19 rpm. A
quantidade apropriada de solugédo diluida de hidréoxido de amdnio para gerar
concentracao de amodnia de 6 g de aménia/100 g de peso seco de biomassa e
concentragao de sélidos de 50 g de peso seco de biomassa/100 g de peso total
de mistura de biomassa e amoénia foi bombeada em seguida para o reator. A
solugdo de amoénia foi bombeada através de circuito aquecido em banho de
agua fervente fabricado utilizando réator Parr de dois galdes. A solugao de
hidroxido de amoénio diluido aquecida foi injetada por meio de langa de injegao
no recipiente do reator e pulverizada sobre as espigas fraturadas em rotagéo e
tombamento no reator. O reator foi mantido em 95 °C por duas horas enquanto
gira a 19 rpm. Ao final daquele tempo, aplicou-se vacuo (cerca de 85 kPa) ao
recipiente do reator por trinta minutos para remover aménia e reduzir a
temperatura do conteido do reator para cerca de 50 °C. Diéxido de carbono foi
injetado em seguida no reator para liberar o vacuo e o reator foi pressurizado
até pressao medida de 103 kPa e mantido sob pressao por trinta minutos a 50
°C.

Em seguida, o reator foi despressurizado, aberto e o pH do
conteudo foi ajustado em cerca de 5,5 por meio da inje¢ao de 1 M tampao de
acido citrico, pH 4,8, no qual adicionou-se e dissolveu-se monoidrato de acido

citrico. O tampao de acido citrico foi injetado no reator apés aquecimento a 50
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°C e, em seguida, permitiu-se que o conteudo se equilibrasse por meio de
incubagéo do reator a 50 °C e 19 rpm por uma hora. O reator foi removido do
incubador, aberto e o pH de amostra foi determinado. Caso o pH fosse de mais
de 5,5, agregou-se monoidrato de acido citrico sdlido adiéional e o reator foi
incubado com mistura a 50 °C por uma hora adicional. Este processo foi
repetido até que o pH fosse de cerca de 5,5. Apds atingir-se o pH desejado,
12,9 mg/g de celulose Spezyme CP (Genencor) e 5 mg de proteina ativa por
grama de associagdo de enzimas de celulose que consiste de B-glucosidase,
xilanase, B-xilosidase e arabinofuranosidase foram carregados no reator. O
reator permaneceu no incubador a 50 °C e 19 rpm por 72 horas. Apds esse
tratamento prévio e sacarificagédo, o rendimento de glicose de mondmero foi de
50,7% e o rendimento de xilose de mondmero foi de 35,7%. Os rendimentos
totais de glicose e xilose foram de 71,7% e 89,8%, respectivamente.
EXEMPLO 5

TRATAMENTO PREVIO DE ESPIGAS cOM AMONIA MuiTO BAIXA E BASE ADICIONAL

Espigas de milho inteiras foram processadas com moedor de
mordente (motor de 2,2 kW) com espagamento de mordentes de cerca de 0,95
cm, seguido por fragmentador (motor de 1,5 kW, Frankiin Miller Inc.), seguido
por peneiramento com peneira Sweco equipada com peneira padrao norte-
americana de 1,9 cm. Cerca de 460 g de espigas fraturadas foram carregadas
no reator PEHR. O teor de umidade nas espigas foi de cerca de 7%. O reator
foi aquecido previamente a 95 °C antes do inicio do experimento, sem rotagéo.
Aplicou-se vacuo (cerca de 85 kPa) ao recipiente do reator antes do inicio e o
recipiente foi lacrado. Quando a temperatura no interior do recipiente
reestabilizou-se em 95 °C, o mecanismo de rolamento no incubador foi ligado e
a rotacéo foi ajustada em 19 rpm. A quantidade apropriada de solugéo de
hidréxido de amoénio para gerar concentragdo de amobnia de 3,2 g de

amdnia/100 g de peso seco de biomassa e NaOH para gerar concentragéo de
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1,9 g de NaOH/100 g de peso seco de biomassa, mantendo ao mesmo tempo
concentragdo de solidos de 30 g de peso seco de biomassa/100 g de peso total
de mistura de biomassa e aménia foram bombeados em seguida no reator. A
amonia e solugéo base adicional foi bombeada através de circuito aquecido em
banho de agua fervente fabricado utilizando reator Parr de dois galGes. A
solugdo de hidroxido de aménio diluido aquecida foi injetada por meio de langa
de injecao para o recipiente do reator e pulverizada sobre as espigas fraturadas
em rotagdo e tombamento no reator. Apés a injegéo, o vacuo sobre o recipiente
foi liberado até pressdo atmosférica. O reator foi mantido a 95 °C por trinta
minutos e, em seguida, a temperatura foi reduzida para 85 °C, que foi mantida
por quatro horas. Ao final desse periodo, aplicou-se vacuo (cerca de 85 kPa)
ao recipiente de reagdo por trinta minutos para remover aménia e reduzir a
temperatura do conteudo do reator para cerca de 50 °C. Diéxido de carbono foi
injetado em seguida no reator para liberar o vacuo e o reator foi pressurizado
até pressao medida de 103 kPa e mantido sob pressao por trinta minutos a 50
°C.

Em seguida, o reator foi despressurizado, aberto e o pH do
conteudo foi ajustado a cerca de 5,5 por meio de inje¢éo de cerca de 75 ml de
1 M tampao de &cido citrico, pH 4,8, no qual adicionou-se e dissolveu-se
monoidrato de acido citrico. O tampao de acido citrico foi injetado no reator
ap6s aquecimento a 50 °C e o contetido foi mantido em seguida ateé o equilibrio
por meio de incubag@o do reator a 50 °C e 19 rpm por uma hora. Inje¢ao do
tampao de acido citrico mediante rotagdo do reator utilizando a lanca de
injecao permitiu pulverizagéo e distribuicdo mais regular do tampé&o sobre as
particulas de espigas previamente tratadas. O reator foi removido do incubador,
aberto e o pH de amostra foi determinado. Caso o pH fosse de mais de 5,5,
agregava-se monoidrato de acido citrico solido adicional e o reator foi incubado

com mistura a 50 °C por uma hora adicional. Este processo foi repetido até que
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o pH fosse de cerca de 5,5. Apos atingir-se o pH desejado, 28,4 mg/g de
celulose Spezyme CP (Genencor) e 28,4 mg/g de celulose Multifect foram
carregados no reator. O reator permaneceu no incubador a 50 °C e 19 rpm por
72 horas. Apds esse tratamento prévio e sacarificacéo, o rendimento de glicose
de monémero foi de 56,1% e o rendimento de xilose de mbnémero foi de
39,5%. Os rendimentos de glicose e xilose total foram de 82,8% e 84,2%,
respectivamente. Estes valores sao as médias de dois experimentos.
EXEMPLO 6

TRATAMENTO PREVIO E SACARIFICACAO DE ESPIGAS DE MILHO EM ALTA

CONCENTRACAO DE BIOMASSA SECA EM REATOR PEHR A TEMPERATURA AMBIENTE

Espigas de milho inteiras foram processadas com moedor de
mordente (motor de 2,2 kW) com espagamento de mordentes de cerca de 0,95
cm seguido por fragmentador (motor de 1,5 kW, Franklin Miller Inc.), seguido
por peneiramento com peneira Sweco equipada com peneira padrao norte-
americana de 1,9 cm. Cerca de 460 g de espigas fraturadas foram carregados
no reator PEHR. O teor de umidade nas espigas foi de cerca de 7%. Vinte e
dois cilindros de atrito cerémiéos (diametro de 3,2 cm x comprimento de 3,2
cm: E. R. Advanced Ceramics, East Palestine, OH) também foram adicionados
ao reator. Aplicou-se vacuo (cerca de 85 kPa) ao recipiente do reator antes do
inicio e o recipiente foi vedado. Quando a temperatura no interior do reator
reestabilizou-se a temperatura ambiente (22 a 26 °C), o mecanismo de
rolamento no incubador foi ligado e a rotagdo foi ajustada em 19 rpm. A
quantidade apropriada de solugéo diluida de hidréxido de aménio para‘ gerar
concentragdo de amédnia de 4 g de amoénia/100 g de peso seco de biomassa,
mantendo ao mesmo tempo concentragdo de sélidos de 30 g de peso seco de
biomassal/peso total de mistura de biomassa e amodnia foi bombeada em
seguida para o reator. A solugao diluida de hidréxido de aménio foi injetada por
meio de langa de injegdo para o recipiente do reator e pulverizada sobre as

espigas fraturadas em rotagdo e tombamento no reator. Apds a injegao, o
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vacuo sobre cada recipiente foi liberado até a presséo atmosférica. O reator foi
mantido a temperatura ambiente (22-26 °C) por 24 horas. Ao final daquele
periodo, aplicou-se vacuo (cerca de 81 kPa) ao recipiente de reagao por trinta
minutos para remover amdnia. Di6xido de carbono foi injetado em seguida no
reator para liberar o vacuo e o reator foi pressurizado até pressao medida de
103 kPa com CO, e mantido sob pressao por trinta minutos a temperatura

ambiente.

Em seguida, o reator foi despressurizado, aberto e o pH do
contetdo foi ajustado em cerca de 5,5 por meio da adigdo de monoidrato de
acido citrico apds aquecimento a 50 °C e mantido em seguida em equilibrio por
meio de incubagdo do reator a 50 °C e 19 rpm. O reator foi removido do
incubador, aberto e o pH de amostra foi determinado. Caso o pH fosse de mais
de 5,5, agregava-se monoidrato de acido citrico sélido adicional e o reator foi
incubado com mistura a 50 °C. Este processo foi repetido até que o pH fosse
de cerca de 5,5. Apéds atingir-se o pH desejado, 12,9 mg por grama de celulose
Spezyme CP (Genencor) e 5 mg de proteina ativa por grama de associagao de
enzimas de celulose que consiste de B-glucosidase, xilanase, B-xilosidase e
arabinofuranosidase foram carregados no reator. O reator permaneceu no
incubador a 50 °C e 19 rpm por 72 horas. Apos esse tratamento prévio e
sacarificacdo, o rendimento de glicose de monémero foi de 41,7% e o
rendimento de xilose de mondémero foi de 25,4%. Os rendimentos totais de
glicose e xilose foram de 50,1% e 53,2%, respectivamente. Estes valores foram
as médias de dois experimentos.

EXEmPLO 7

TRATAMENTO PREVIO E SACARIFICAGAO DE BIOMASSA COMBINADA QUE CONTEM

EsPiGAS DE MILHO E DIFERENTES AMOSTRAS DE GRAOS ESGOTADOS EM REATOR

PEHR

As amostras de graos esgotados foram preparadas a partir de:
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1. Graos de milho inteiros com dentes amarelos n° 2
(adquiridos da Agway).
2. Graos de milho com gérmen retirado por meio do processo

Quick Germ desenvolvido na Universidade de lllinois (Singh e Eckoff (1996),
Cereal Chem. 74: 462-466). Material de partida foi obtido por meio de Vijay
Singh da Universidade de lllinois.

3. Graos de milho processados por meio do processo Quick
Fiber para remover o gérmen e a fibra da casca (US 6.254.914). Material de
partida foi obtido por meio de Vijay Singh da Universidade de lllinois.

4, Farelos de cerveja foram obtidos por meio da Cargill
(Mineapolis, MN).

Graos esgotados designam soélidos residuais‘do processamento
de graos em que o amido & convertido em acucar. Os graos esgotados foram
produzidos essencialmente por meio de processo de uisque basico. Os
diferentes materiais de partida foram tratados com enzimas degradantes de
amido para produzir agucares e o mingau resultante foi filtrado para recuperar
os sélidos aglomerados de filtragem ou gréos esgotados.

Os materiais de partida foram moidos em moinho de amostras
Foss (sede norte-americana: Eden Prarie, MN) Cyclotec 1093 (materiais de
partida 1 e 2 acima) até 250 pm ou em misturador (materiais de partida 3 e 4
acima), combinados em seguida com agua e 200 mM de CaCl,*H,O em
recipiente de reagdo de vidro agitado com revestimento de dois litros. O pH da
mistura foi ajustado em 6,5 com 1 N NaOH e adicionou-se metade da o-
amilase total (Spezyme HPA, Genencor International, Palo Alto CA). O
recipiente de reagéo foi aquecido em seguida até 95 °C e a a-amilase restante
foi adicionada vinte minutos mais tarde. Apds permanecer a 95 °C pelo tempo
especificado, o recipiente foi resfriado a 70 °C e o pH da mistura foi ajustado

em 4,5 com 1 M HCI. Adicionou-se glucoamilase (Gzyme 480, Genencor) e a
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temperatura foi adicionalmente rebaixada para 50 °C e mantida por uma noite.
Nesse momento, o reator foi resfriado a menos de 40 °C e o contetdo foi
filtrado através de pano de filtro Dacron com tamanho de poros de 10 um. O
aglomerado de filtragem foi lavado com agua e o aglomerado de filtragem final,
ou grdos esgotados, foi seco a 105 °C por uma noite e armazenado a
temperatura ambiente até o uso em experimentos de tratamento prévio.
Condicdes especificas de reagdo para cada material de partida sao

relacionadas na Tabela 3 abaixo.

TABELA 3
PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS DE GRAOS ESGOTADOS

Material | Material de Agua a-amilase | Tempo | Glucoamilase | Tempo
de partida adicionada | adicionada | total a adicionada a50°C

partida | adicionado | (9) (ml) 95°C (m_I) (h)

(9)
1 375 1095 3 150 3 17
2 505 1095 3 150 3 23
3 1180 500 6 120 3 17,5
4 1160 500 6 120 3 18

Espigas de milho inteiras foram processadas com moedor de
mordente (motor de 2,2 kW) com espagamento de mordente de cerca de 0,95
cm, seguido por fragmentador (motor de 1,5 kW, Franklin Miller Inc., Livingston,
NJ), seguido por peneiramento com peneira Sweco equipada com peneira
padrao norte-americana de 1,9 cm. Espigas fraturadas foram carregadas com
um tipo de grao esgotado, conforme relacionado na Tabela 3, em reator PEHR.
Os graos esgotados foram cerca de 10% do peso seco total de biomassa no
reator. A carga de biomassa seca total foi de cerca de 473 g. Cada reator
carregado foi aquecido previamente no incubador de rolo a 95 °C, sem rotagao,

antes do inicio do experimento. Aplicou-se vacuo (pressdo medida de cerca de
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85 kPa) ao recipiente de reagdo e o recipiente foi vedado. Quando a
temperatura em cada recipiente de reagéo reestabilizou-se em 95 °C, iniciou-se
a rotagdo a 19 rpm. Adicionou-se solugdo diluida de hidroxido de aménio para
gerar concentragdo de aménia de 4 g de aménia/100 g de peso seco de
biomassa e concentragéo de solidos de 30 g de peso seco de biomassa/100 g
de peso total de mistura de biomassa e aménia. Apés a inje¢ao, o vacuo sobre
o recipiente foi liberado até pressao atmosférica. O reator foi mantido a 95 °C
por trinta minutos e, em seguida, a temperatura foi rebaixada para 85 °C, na
qual foi mantida por quatro horas com rotagdo. Ao final daquele periodo,
aplicou-se vacuo (pressao medida de cerca de 85 kPa) ao recipiente do reator
por trinta minutos para remover aménia e rebaixar a temperatura do conteudo
de cada reator para cerca de 50 °C. Didxido de carbono foi injetado em seguida
em cada reator para liberar o vacuo e os reatores foram pressurizados até
pressdo medida de 138 kPa com CO, e mantido sob pressao por trinta minutos
a 50 °C.

Em seguida, o reator foi despressurizado, aberto e o pH do
contetido foi ajustado em cerca de 5,5 por meio de injecdo de 75 mi de 1 M
tampao acido citrico, pH 4,8, no qual adicionou-se e dissolveu-se monoidrato
de acido citrico. O tampao de acido citrico foi injetado em cada reator apos
aquecimento a 50 °C e, em seguida, mantido em equilibrio por meio de
incubagao dos reatores a 50 °C e 19 rpm por uma hora. Os reatores foram
removidos do incubador, abertos e o pH de amostra foi determinado. Caso o
pH fosse de mais de 5,5, agregava-se monoidrato de acido citrico s6lido
adicional e os reatores foram incubados com rotagdo a 50 °C por uma hora
adicional. Este processo foi repetido com a frequéncia necessaria até obter pH
para cada reator de cerca de 5,5. Ao atingir-se o pH desejado, 28,4 mg/g de
celulase Spezyme CP de celulose (Genencor) e 10,1 mg de proteina ativa por

grama de celulose de coquetel Diversa D2 que contém beta-glucosidase,
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xilanase, beta-xilosidase e arabinofuranosidase foram carregados no reator. Os
reatores permaneceram no incubador a 50 °C e 19 rpm por 72 horas. Apds
esse tratamento prévio e sacarificacdo, os rendimentos de agucar foram
testados conforme descrito nos Métodos Gerais. Os rendimentos de glicose e
5 xilose, com base em glucano e xilano total chegando com as duas
alimentagdes, sdo exibidos na Tabela 4. Os rendimentos de amostras de
biomassa de combinagdo de grdos esgotados mais espigas foram similares
aos rendimentos da amostra de espiga isolada.
TABELA 4

10 RENDIMENTOS DE ACUCAR APOS 0 TRATAMENTO PREVIO E SACARIFICAGAO DE

ALIMENTOS DE BIOMASSA COMBINADOS

15

Glicose de | Rendimento Rendimento | Rendimento
mondmero total de de xilose de total de
glicose mondmero xilose
Somente espiga 68,2% 85,6% 41,8% 88,9%
(média de duas)
Espiga + graos 67,9% 86,5% 49,0% 86,5%
esgotados Quick
Germ
Espiga + graos 69,5% 88,3% 54,6% 87,3%
esgotados Quick
Fiber
Espiga + gréos 65,6% 79,5% 48,3% 83,2%
esgotados de
farelo de
produtores
EXEMPLO 8

TRATAMENTO PREVIO E SACARIFICACAO DE BIOMASSA COMBINADA CONTENDO

EsPIGAS DE MILHO, GRAOS ESGOTADOS E COMPONENTES ADICIONAIS NO REATOR

Espigas fraturadas e grdos esgotados em uisque, preparados

PEHR
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conforme descrito no Exemplo 7, foram combinados no reator PEHR conforme
descrito no Exemplo 7. Além disso, foram adicionados outros componentes de
grdos. Em uma amostra, amido (Sigma S4126, lote n° 093K0033) foi
adicionado a 5 g/100 g de peso seco total de biomassa. Em outra amostra, 6leo

5 de milho (6leo de milho Sysco Classic, lote n® 4119095) foi adicionado em nivel
de cerca de 2 g/100 g de peso total de biomassa. As amostras foram tratadas
previamente e sacarificadas conforme descrito no Exemplo 7. Os resultados
sdo exibidos na Tabela 4. Estes resultados também apresentam comparagao
favoravel com os dados de controle somente de espigas da Tabela 3.

10 TABELA 4

RENDIMENTOS DE ACUCAR RESULTANTES DE TRATAMENTO PREVIO E

SACARIFICACAO DE ESPIGAS, GRAOS ESGOTADOS E COMPONENTES DE GRAOS

ADICIONAIS

Glicose de Rendimento Rendimento | Rendimento

mondémero | total de glicose | de xilose de total de

monoémero xilose
Espiga + graos 70,4% 90,2% 48,4% 96,1%
esgotados de
uisque + amido
Espiga + graos 79,2% 87,5% 54,9% 101,4%

esgotados de

uisque + 6leo

EXEmMPLO 9

15 TRATAMENTO PREVIO E SACARIFICACAO DE BIOMASSA COMBINADA QUE CONTEM

EspPIGAS DE MILHO E FIBRA DE MILHO NO REATOR PEHR

Espigas de milho fraturadas e fibra de milho Farelo Cargill 80
(Cargill, Minnetonka, MN) foram combinadas de tal forma que a fibra fosse

cerca de 10% da biomassa seca total. A biomassa combinada foi previamente
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tratada e sacarificada conforme descrito no Exemplo 7. Os rendimentos de
aglcar resultantes sao exibidos na Tabela 5. Os rendimentos da biomassa de
combinagao de espiga mais fibra de milho foram similares aos rendimentos da
amostra de espiga isolada.

TABELA S

RENDIMENTOS DE AGUCAR RESULTANTES DO TRATAMENTO PREVIO DE ESPIGAS DE

MiLHO COMBINADAS cOM FIBRA DE MILHO

Glicose de | Rendimento | Rendimento | Rendimento

monémero total de de xilose de total de
glicose monémero xilose
Espiga + Farelo 66,4% 82,3% 47,0% 83,5%

Cargill 80
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REIVINDICACOES

1. SISTEMA DE PROCESSAMENTO DE BIOMASSA EM

BATELADAS, caracterizado pelo fato de‘que compreende:

(@) um aparelho que compreende:

(1) um recipiente de reacgao cilindrico com abertura em pelo
menos uma extremidade;

(i) uma ou mais pas fixadas ao lado interno do mencionado
recipiente;

(i) meios de atrito que compreendem pelotas em livre
flutuagao no interior do recipiente de reagao;

(iv) uma tampa para a extremidade aberta do mencionado
recipiente, que compreende uma ou mais portas; e

(v) uma langa de injegdo que compreende meio de
fornecimento de um reagente de processamento, em que o mencionado meio €
uma lan¢a de injecao que se estende pelo comprimento do recipiente de
reacéo e conectam-se a primeira porta na tampa de (iv), e

(b)  meios de rotagédo das péas do recipiente.

2. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que os meios de atrito do aparelho ocupam menos de cerca de
10% do volume do recipiente de reagéo.

3. SISTEMA, de acordo com a reivindica¢ao 1, caracterizado
pelo fato de que o aparelho compreende adicionalmente uma jungéo giratéria
conectada a porta na tampa do recipiente de reagéao.

4. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que a segunda porta do aparelho é uma porta de adigado de
reagentes ao recipiente de reagao, para amostragem do contetdo do recipiente
de reagao, ou ambos.

5. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
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pelo fato de que o mencionado recipiente do aparelho € composto de um
material ndo corrosivo capaz de suportar temperaturas que variam de cerca de
-10°C a cerca de 220°C.

6. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado
pelo fato de que o recipiente do sistema é capaz de suportar temperaturas que
variam de cerca de 4°C a cerca de 170°C.

7. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado
pelo fato de que o mencionado material € ago inoxidavel.

8. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o mencionado recipiente do aparelho &€ composto de um
material ndo corrosivo capaz de suportar pressdes de até cerca de 1200 kPa.

9. SISTEMA, de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado
pelo fato de que o recipiente do aparelho é capaz de suportar pressoes de até
cerca de 310 kPa.

10. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que as mencionadas pas do aparelho sdo fixadas em angulos
perpendiculares a superficie interna do recipiente de reagao.

11.  SISTEMA, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o mencionado reagente de processamento do aparelho € uma
solugdo aquosa que compreende amdnia.

12. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o mencionado reagente de processamento do aparelho € uma
mistura de enzimas de sacarificagao.

13. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente meios de controle de
temperatura.

14. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado

pelo fato de que os mencionados meios de controle da temperatura sao um
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revestimento de controle da temperatura ou um incubador externo.

15. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que compreende adicionalmente uma fonte de vacuo conectada a
porta.

16. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que o mencionado sistema fornece tratamento de biomassa em
altas concentragdes de biomassa seca que variam de cerca de 15% em peso a
cerca de 80% em peso de uma mistura de biomassa e reagente.

17. SISTEMA, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o mencionado sistema fornece tratamento de biomassa em
altas concentragdes de biomassa seca que variam de cerca de 15% em peso a
cerca de 60% em peso de uma mistura de biomassa e reagente.

18. SISTEMA, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que os mencionados meios de rotagéo s&o rolos, eixo e manivela,
cintas, rodas ou mancais de pino.

19. PROCESSO DE TRATAMENTO DE BIOMASSA,
caracterizado pelo fato de que compreende:

(@) introdugdo de biomassa no recipiente de reagdo do
aparelho conforme descrito no sistema da reivindicagao 1;

(b) introdugao de um reagente de processamento no recipiente
de reagéo; e

(¢) assimilagdo do mencionado reagente de processamento na
mencionada biomassa por meio de rotacdo das pas do recipiente de rotagéo,
por meio do qué as pas erguem e deixam cair os meios de atrito.

20. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 19,
caracterizado pelo fato de que o mencionado processo € um processo de
tratamento prévio de biomassa.

21. PROCESSO, de acordo com a reivindicagao 20,
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caracterizado pelo fato de que o mencionado reagente de processamento é
uma solugdo aquosa que compreende amonia.

22. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdao 20,
caracterizado pelo fato de que o mencionado processo € um processo de
sacarificagao.

23. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 22,
caracterizado pelo fato de que o mencionado reagente de processamento &
uma mistura de enzimas de sacarificagéo.

24. PROCESSO DE TRATAMENTO DE BIOMASSA,
caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) tratamento prévio de biomassa no recipiente de reagao do
aparelho conforme descrito no sistema da reivindicagdo 1, produzindo
biomassa previamente tratada,

(b) ajuste da temperatura e do pH da biomassa previamente
tratada de (a) no recipiente de reagéo; e

(¢) sacarificagido da biomassa previamente tratada ajustada de
(b) no recipiente de reagéo.

25. PROCESSO DE TRATAMENTO PREVIO DE BIOMASSA,
caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) introdugdo de biomassa no recipiente de reagdo do
aparelho conforme descrito no sistema da reivindicagéo 1;

(b) contato da mencionada biomassa com uma solugdo
aquosa que compreende aménia para formar uma mistura de biomassa e
amoOnia aquosa no recipiente de reagdo, em que a amoénia esta presente em
uma concentragio pelo menos suficiente para manter o pH alcalino da mistura
de biomassa e amodnia aquosa, mas em que a mencionada aménia encontra-se
presente em menos de cerca de 12% em peso com relagédo ao peso seco de

biomassa e, adicionalmente, em que o peso seco de biomassa encontra-se em
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alta concentracdo de sélidos de pelo menos cerca de 15% em peso com
relagdo ao peso da mistura de biomassa e aménia aquosa.

26. PROCESSO DE SACARIFICACAO DE BIOMASSA,
previamente tratada em alta concentragdo de biomassa seca, caracterizado
pelo fato de que compreende:

(a) fornecimento de biomassa, em que a mencionada
biomassa tenha sido opcionalmente tratada previamente para fornecer uma
composicao facilmente sacarificavel;

(b) fornecimento de uma associacdo de enzimas capaz de
hidrolisar a biomassa de (a);

(c) assimilacdo das enzimas de (b) na biomassa de (a) no
aparelho conforme descrito no sistema da reivindicagao 1.

27. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 26,
caracterizado pelo fato de que sao produzidos agucares fermentaveis.

28. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 26,
caracterizado pelo fato de que o peso seco de biomassa encontra-se em alta
concentragdo de solidos de pelo menos cerca de 15% em peso com relagéo ao
peso da mistura de biomassa e reagente.

29. PROCESSO, de acordo com uma das reivindicagdes 25 ou
26, caracterizado pelo fato de que a mencionada biomassa € selecionada a
partir do grupo que consiste de brotos de grama, residuos de papel, lodo de
fabricagdo de papel, graos de milho, espigas de milho, cascas de milho,
forragem de milho, gramas, trigo, palha de trigo, feno, cevada, palha de
cevada, palha de arroz, bagago de cana de agucar, sorgo, soja, componentes
obtidos por meio do processamento de grdos, arvores, ramos, raizes, folhas,
lascas de madeira, serragem, arbustos e moitas, vegetais, frutas, flores e
esterco animal.

30. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 29,
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caracterizado pelo fato de que a biomassa é selecionada a partir do grupo que
consiste de espigas de milho, forragem de milho, cascas de milho, bagago de
cana de agucar, serragem, brotos de grama, palha de trigo, feno, palha de
arroz e gramas.

31. PROCESSO, de acordo com a reivindicagao 30,
caracterizado pelo fato de que a biomassa é selecionada a partir do grupo que
consiste de espigas de milho, forragem de milho, serragem e bagago de cana
de agucar.

32. PROCESSO, de acordo com uma das reivindicagoes 25 ou
26, caracterizado pelo fato de que a mencionada biomassa é derivada de
diversos estoques de alimentagao.

33. METODO DE OTIMIZACAO DE PROCESSO DE
TRATAMENTO, caracterizado pelo fato de que compreende:

(@) introdugdo de biomassa no recipiente de reagado do
aparelho conforme descrito no sistema da reivindicagao 1;

(b) variagdo das condigcbes de tratamento no recipiente de
reagao;

(c) amostragem da biomassa tratada por meio da mencionada
uma ou mais portas, sob as mencionadas condi¢des de tratamento variaveis; e

(d) teste das mencionadas amostras para determinar
condicdes de tratamento ideais para o processamento de biomassa.

34. METODO, de acordo com a reivindicagdo 33, caracterizado
pelo fato de que as mencionadas condigdes variaveis incluem pH, temperatura,
reagentes de processamento e concentragbes de reagentes de
processamento, percentual inicial de peso seco de biomassa na mistura de
biomassa e reagente, tipo e forma de biomassa, tipo de atmosfera inerte,
pressdo, estratégias de alimentagdo para reagentes de processamento e

tempo de processamento.



35. METODO, de acordo com a reivindicagao 33, caracterizado
pelo fato de que o mencionado processo de tratamento € um processo de
sacarificagao.

36. METODO, de acordo com a reivindicagao 33, caracterizado
pelo fato de que o mencionado processo de tratamento € um processo de

tratamento prévio.
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REsSuMO
«SISTEMA DE PROCESSAMENTO DE BIOMASSA EM BATELADAS,
PROCESSOS DE TRATAMENTO DE BIOMASSA, PROCESSO DE
TRATAMENTO PREVIO DE BIOMASSA, PROCESSO DE SACARIFICAGAO
5 DE BIOMASSA E METODO DE OTIMIZAGAO DE PROCESSO DE
TRATAMENTO”

E apresentado um sistema que i.nclui um aparelho para
tratamento de biomassa que permite o tratamento bem sucedido de biomassa
em alto peso seco de sélidos de biomassa na mistua de biomassa. O projeto

10 do sistema fornece extensa distribuicdo de reagente por meio da difusao do
reagente sobre a biomassa a medida que o reagente é iniroduzido através de
lanca de injegao, enquanto a biomassa € girada utilizando pas (18). O sistema
de apareiho fornece extensa assimilagéo do reagente na biomassa utilizando

" pas (18) para erguer e deixar cair a biomassa, bem como meios de atrito (19)

15  que caem sobre a biomassa para melhorar 0 processo de tratamento.
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